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研究成果の概要（和文）：酵母 Kluyveromyces lactis が生産するキラータンパク質(zymocin)
は酵母 Saccharomyces cerevisiae(SC)細胞内に毒素サブユニット(γ)を侵入させて、細胞を殺

す。本研究では、zymocin によって SC が細胞表層の破壊を察知し、修復する「PKC 経路」が

活性化した結果、γが細胞内へ侵入し、同時に細胞壁合性酵素が細胞表層へ輸送されることを

明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Toxic subunit of Kluyveromyces lactis killer protein (zymocin), 
is transported into cell of sensitive yeast, Saccharomyces cerevisiae (SC). In this study 
we found that the activation of cell intregrity pathway (PKC pathway) of SC is needed 
for the transportation.   
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１．研究開始当初の背景 
 zymocin のサブユニットが各々「標的細胞
の細胞壁へ結合」「標的細胞内へ侵入する毒
素」の役割を担うことが明らかにされていた。
特定の細胞内へ物質を輸送する仕組みは、
DDS 等へ応用可能であり、毒素侵入の仕組み
の解明に興味を持った。本課題担当者は、網
羅的解析から PKC 経路の遺伝子欠損株が
zymocin 耐性を示すという実験結果を得てい

た。PKC 経路は、細胞壁合成酵素の合成と細
胞表層への輸送を制御する。 
 
２．研究の目的 
 zymocin の毒素サブユニットが標的細胞内
へ侵入する時に、標的細胞自体の細胞壁合成
酵素の循環系（細胞内→細胞表層→細胞内）
を利用していると予想した。またこれには、
zymocin の作用による PKC 経路が必要だと考
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え、PKC 経路の変異株を用いて毒素侵入の仕
組みを明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)zymocinによって標的細胞のPKC経路は活
性化されるか？ 
PKC 経路は、表層のセンサーが細胞表層の破
壊を察知し、下流の Rho1p→Pkc1→Mpk1p へ
リン酸化によって情報を伝える。活性化され
た Rho1 と Pkc1 は、細胞表層へ細胞壁合成酵
素を輸送する一方、Mpk1p は細胞壁合成酵素
の転写を活性化する。課題担当者は既に mpk1
遺伝子破壊株(mpk1・)が zymocin耐性を示す
ことを明らかにしていた。そこで、PKC 経路
の変異株の zymocin感受性の違いを解析した。 
また、zymocin が持つキチナーゼ活性で細胞
表層が破壊された結果 Mpk1pが活性化される
のかを生化学的に解析した。 
 
(2)zymocin により、細胞壁合成酵素の表層へ
の輸送が誘導されるか？ 
Zymocin はキチナーゼ相同性が高く、キチナ
ーゼ活性も確認されていた。また、キチン合
成酵素遺伝子破壊株は zymocin耐性を示すこ
とも報告されていた。そこで、zymocin で細
胞表層のキチンが破壊された結果、キチナー
ゼが細胞表層へ輸送されると考えた。キチナ
ーゼを GFPで標識した酵母株を使い、zymocin
により、細胞内・表層のキチナーゼの分布の
変化を解析した。Zymocin を処理した細胞の
細胞破砕物を密度勾配遠心法で分画し、分画
物を SDS ゲル電気泳動法で分離後、抗 GFP 抗
体を用いたウエスタンブロッティング法で
キチン合成酵素の分布を解析した。 
 
(3)zymocin 各サブユニットの標的細胞での
局在の解析 
zymocin の毒素サブユニットは標的細胞内で
検出されるが、他のサブユニットについては
局在が明らかにされていない。Zymocin 作用
後、各サブユニットの局在を明らかにする。
課題担当者は既に、純度が高い zymochin の
精製法を確立し、zymocin 各サブユニットの
抗体も調製した。Zymocin を作用した標的細
胞を、密度勾配遠心で分離した膜画分のウエ
スタン解析と、細胞の免疫染色により、
zymocin 各サブユニットの局在を解析する。 
 
４．研究成果 
(1) PKC 経路遺伝子破壊株の zymocin 感受性 
 酵母全遺伝子の 2/3が個々に遺伝子破壊さ
れた約５千株のセットを用いて、zymocin に
対する感受性を網羅的に調べた結果、PKC 経
路上流のセンサーwsc1〜4・・株、Pkc1p 下流
の bck1・・株、mpk1・・株は zymocin 耐性を
示した。また、ソルビトールで浸透圧を調整
すると、野生株の zymocin 感受性が押さえら

れたことから、zymocin が細胞表層の破壊に
よって PKC経路を活性化している可能性が示
された(図 1)。Zymocin 処理で Mpk1p がリン
酸化することから、PKC 経路の活性化が確認
された(図 2)。 
 

 
  図１．PKC 経路の遺伝子破壊株・遺伝子 
    変異株の zymocin 感受性 

（S:感受性、R:耐性） 
 
 

 図２．Zymocin 処理により Mpk1p は 
    リン酸化される 
 
 
 次に、PKC 経路上流の生存に必須な遺伝子
rho1, pkc1 の変異株の zymocin 感受性を解析
した結果、rho 変異のうち、細胞壁合成酵素
を細胞表層へ輸送できない変異株(rho1-4)
と pkc1 変異株は、上記の zymocin 耐性を示
した。Pkc1p, Mpk1p をリン酸化できない rho
変異株(rho1-2, rho1-5)は、mpk1・株と同様
に zymocin耐性になることを予想していたが、
予想に反してzymocin感受性を示した（図1）。
従って、rho1-2, rho1-5変異による表現系は、
Mpk1p リン酸化能欠損以外の変異形質も存在
する可能性が示唆された。 
  
(2)酵母細胞破砕物をショ糖密度勾配遠心後、
酵母の膜画分各抗体の分布を調べた（図 3）。 

BY4741
Mpk1- P

Cdc28

0   10   20   30   60 min

Wsc1 Wsc2 Wsc3 Wsc4

Rom1/2

  Rho1

  Pkc1

  Bck1

Mkk1/2

  Mpk1

Nucleus
Fks1, Fks2
Chs3

Fks1
Chs3

S
R
R
R
R

S
R
R

S
S
R
S
S
R

BY4741
 Δwsc4
 Δwsc1
 Δwsc2
 Δwsc3

W303
 Δbck1
 Δmpk1

RHO1
rho1-2
rho1-4
rho1-5
PKC1

pkc1



 

 

小胞体マーカーSec12 のバックグラウンドが
高く、局在している画分がわかりにくかった。
小胞体に局在する他の蛋白質の抗体を用い
た場合も、同様であった。しかし、A. Reyes
ら（J. Cell Science 2007）によると、細胞
内の Chs3-GFP は、Pep12p とともに細胞内小
胞と共存する画分と、細胞表層の Pma1p と共
存する画分があることから、小胞体は、今回
実施した実験では、３〜４番の画分に含まれ
ると推測した。 

 
図３．密度勾配遠心による酵母蛋白質の分布 
 
 
 
GFP 結合型キチン合成酵素 GFP-Chs3p を生産
する細胞に zymocin を処理して、細胞成分中
の GFP-Chs3p の局在変化を解析した。その結
果、野生株では、Chs3p が最も比重が重い細
胞内画分（図中の６番:図４で示すように 6
番の画分には Pma1p が蓄積するため、細胞膜
画分と思われる）から減少していた（図４）。
mpk1・株も、zymocin 処理により、野生株ほ
ど顕著ではないが、細胞膜画分で減少してい
るように観察された (図５)。図１に示した
ように、mpk1・・株は、PKC 経路活性化によ
る Chs3p 合成は誘導されない。従って、既に
細胞内にプールされている Chs3p のみが、
zymocin による刺激で局在変化したと推測し
ている。mpk1・・株の結果から、zymocin 処
理によって PKC 経路の Rho1p や Pkc1p が活性
化された結果、Chs3p が小胞体から輸送され
たと考えられる。mpk1・・株では新たな
Chs3pが合成されず、ゴルジ（シス）側の Chs3p
も減少していることから、zymocin の作用で、

Chs3p は、ゴルジ（トランス）に蓄積してい
ると考えられる。各種輸送系に関わる遺伝子
破壊株に GFP-Chs3pを導入した株を作成した。
しかし、顕微鏡下で観察したところ、
GFP-Chs3p の大部分が細胞質中の粒子として
局在し、本来局在すると言われる bud neck
に局在しているものは、今回の報告書で示し
た物だけであり、それ以外は局在変化の解析
は困難であった。（同様の表現形が最近報告
されているため、プラスミドでの導入や、染
色体へ導入したもの、染色体中の CHS3 を遺
伝子破壊して入れ換えた物、 CHS3 を制御す
る CHS7 を共発現させたものなどを試した）。 
 
 

図 4．野生株に zymocin を作用させたときの
細胞内蛋白質の局在変化 
 

図 5．mpk1Δ株に zymocin を作用させたときの
細胞内蛋白質の局在変化 
 
 
(3) zymocin を作用した細胞を、zymocin 各
サブユニットの抗体を用いて免疫染色した。
その結果、zymocin のサブユニットのうち、
キチナーゼ活性を示すαサブユニットと、毒
素サブユニット(γ)に対する抗体を用いた
染色では、各々の標的蛋白質は、感受性細胞
のキチンリングに局在が確認された(図 6)。
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一方、機能不明のβサブユニットは細胞表層
での局在が確認されなかった。 

 
図６．Zymocin 処理細胞の各サブユニットの 
   細胞表層局在 
 
 次に、zymocin を処理した細胞の膜画分を
各サブユニットの抗体でウエスタン解析し
た。その結果、小胞体やゴルジ体が局在する
膜画分に、αとγが検出され(図４)、細胞質
画分では検出されなかった。また、βサブユ
ニットはどちらにも検出されなかった。従っ
て、zymocin は、はじめに標的細胞細胞表層
のキチンリングに結合し、その時にβサブユ
ニットが遊離することが初めて明らかにな
った。 
 次に、zymocin が標的細胞の細胞内への侵
入に必要な経路を明らかにするために、
zymocin 処理をした mpk1・・株での zymocin
局在を解析した。その結果、γサブユニット
が細胞内へ侵入できなくなっており(図５)、
侵入には Mpk1pの機能が必要な可能性がある。
γサブユニットは膜と結合しているためか、
電気泳動での検出が不安定であったため、こ
の結果についてはさらに詳細な検討が必要
である。 
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