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研究成果の概要（和文）：β-1,6-グルカンは酵母の生存に必須な細胞壁の構成成分だが、その生合成機構は未だに明
らかでない。β-1,6-グルカン合成に最も重要なタンパク質は、小胞体にあるKeg1, Kre5、小胞体から細胞表層まで輸
送されるKre6とそのホモログSkn1、Kre9とホモログKnh1である。これらのタンパク質間の正常な相互作用によりKre6が
細胞膜へ輸送されることがβ-1,6-グルカン合成に必須であることを示し、生合成プロセスの新しいモデルを提唱した
。

研究成果の概要（英文）：Beta-1,6-glucan is an essential component of yeast cell wall, but the molecular 
mechanism of its biosynthesis still remains unclear. We found that most important proteins among many 
participants in beta-1,6-glucan synthesis are Keg1 and Kre6, which are the ER-residents, Kre6 and Kre9 
and their homologs Skn1 and Knh1, respectively, which are delivered from the ER to the cell surface. We 
showed that delivery of Kre6 to the cell membrane with the aid of proper interaction among these proteins 
is essntial for beta-1,6-glucan synthesis and present a new model of the biosynthetic molecular process.

研究分野： 農芸化学、応用微生物学
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１．研究開始当初の背景 
 カビや酵母のような真菌の細胞は、もっと
も外側に細胞壁をもつ。細胞壁は、強固な構
造体として物理的に細胞を守るだけでなく、
細胞内外の選択的物質透過に関わり、また環
境情報を受信するセンサーとしての役割も
果たしており、細胞壁に重大な欠陥が起ると
真菌は生存できない。病原性真菌は真核生物
であるので、私たち人間の細胞と構造や機能
に多くの共通性があり、感染すると治療はき
わめて困難である。哺乳類の細胞には細胞壁
はないから、選択的な抗菌剤の作用標的とし
て、細胞壁の重要性が注目されている。 

研究が進んでいるモデル真菌である出芽
酵母の細胞壁は、グルカン･キチン･マンナン
タンパク質という３種類の高分子化合物が
主成分である。グルカンには、グルコース約
1500 分子がβ-1,3-結合で重合したβ-1,3-
グルカンと、約 450 分子がβ-1,6-結合した
β-1,6-グルカンがある。β-1,3-グルカンが
硬く直鎖的であるのに対して、β-1,6-グル
カンは柔軟でアモルファスといわれている。
キチンは、N-アセチルグルコサミンというア
ミノ糖がβ-1,4-結合で重合したもので、甲
殻類や昆虫の主要な外骨格成分でもあるこ
とで分かるように、もっとも硬い成分である。
マンナンタンパク質は、多量のマンノース分
子によって修飾された糖タンパク質で、構造
的役割のみでなく、酵素活性をもっていたり
レセプターとして情報伝達に関わるものも
ある。これらの細胞壁成分の合成についてみ
ると、キチンとβ-1,3-グルカンは、細胞質
膜に埋め込まれた合成酵素が、細胞内の糖ヌ
クレオチドを材料にして単量体を連結し、細
胞外に重合体を放出している。マンナンタン
パク質は、分泌タンパク質と同じように、小
胞体で膜を透過した後、ゴルジ体経由で細胞
表層まで糖鎖修飾を受けながら運ばれてく
ることが明らかになっている。ところが、β
-1,6-グルカンは、未だにその正確な合成機
構が明らかになっていない。 

出芽酵母では遺伝学的解析が進んでいる
ので、β-1,6-グルカンの量が減少した突然
変異株が早くから研究された。キラー毒素 K1
が酵母細胞に吸着するためにはβ-1,6-グル
カンが必要なので、これらの変異株はキラー
毒素に耐性になり、この性質はβ-1,6-グル
カン量を推定する優れた指標になる。この変
異株の原因遺伝子はすべて同定され、産物の
アミノ酸配列も明らかになったが、キチンと
β-1,3-グルカンの合成で働いているような、
細胞膜に埋まることができる複数の膜貫通
疎水領域をもったタンパク質は見つからな
かった。さらに、これらのタンパク質の細胞
内局在部位を調べると、小胞体にあるものが
多く、ゴルジ体、細胞膜、ペリプラズムなど
に存在すると推定されるものもあった。即ち、
β-1,6-グルカンの合成のためには、小胞体
から細胞表層にいたる分泌の小胞輸送経路
のいろいろな場所にあるタンパク質が関与

していることになる。 
アミノ酸配列の特徴をみると、小胞体にあ

る可溶性の Kre5 タンパク質は、UDP-グルコ
ースから糖タンパク質の N-糖鎖のマンノー
スにグルコースを転移する酵素と相同的で、
遺伝子破壊は致死である。互いに相同な配列
領域をもつ Kre6 と Skn1 は、膜を一回貫通す
るⅡ型膜タンパク質で、小胞の内側に入る領
域に、グリコシダーゼにみられる配列モチー
フをもっている。遺伝子の二重破壊が致死な
ので、Kre6 と Skn1 は重複して必須な機能を
担っている。N 末端に分泌性シグナル配列を
持つ Kre9 と Knh1 も相同で、二重破壊株が致
死なので、同じように重複した必須機能をも
つ。私たちが本研究を始めるきっかけとなっ
た小胞体膜タンパク質 Keg1 も生育に必須な
タンパク質で、温度感受性変異株がβ-1,6-
グルカンの減少を示し、野生型 Keg1 は Kre6
と結合する。これらの、糖にかかわる酵素の
可能性をもつ Kre5 および Kre6/Skn1、それと
は別の働きをしそうなKeg1およびKre9/Knh1
が、β-1,6-グルカン合成に必須なタンパク
質で、他はシャペロンとしてフォールディン
グを援けるなど、必ずしも必須ではないが重
要な補助的機能をもつと考えられる。 

本研究開始までに私たちが明らかにした
ことは、上記の先行研究の確認と整理の上で、
Keg1, Kre6/Skn1, Cne1 が小胞体において相
互作用していることを可溶化膜タンパク質
の免疫沈降で実証し、温度感受性 Keg1-1 で
は Kre6 との結合が激減していることを発見
した。Kre5, Keg1, Cne1 は小胞体に局在する。
Kre6/Skn1 は、小胞体にもっとも多く存在す
ることが定量的な細胞分画で再現性良く認
められたが、その一部分は生長する出芽部位
の細胞膜にも検出された。この Kre6/Skn1 の
一部が芽へ移行することは、小胞体において
Keg1 や Cne1 と正常に相互作用することに依
存し、Kre6 変異体の解析結果とも合わせて、
β-1,6-グルカン合成に必須であることが明
らかになった。 
 
２．研究の目的 
 上述したように、必須の細胞壁成分である
β-1,6-グルカンの合成は、UDP-グルコース
からのグルコースの重合酵素反応と細胞内
小胞輸送とが共役してはじめて進行する、き
わめてダイナミックでデリケートなプロセ
スと思われる。それぞれのタンパク質が、い
つ・どこで・どれと一緒に・何をしているの
かを明らかにすることがβ-1,6-グルカン合
成の理解には重要であり、本研究の目的はそ
の一部でも確実なことを実証することであ
る。即ち、関与するタンパク質の局在と相互
作用を正確に把握し、その中でグルコース単
糖がどのように連結されるかという酵素素
反応の実態を明らかにしたい。さらに、これ
までに明らかにされた事柄を総合して、実際
に細胞内で起こっていることを推測した最
も合理的な作業仮説を構築し、その中から実



験的に検証可能なプロセスを抽出して次の
展開を目指せるようにすることも、非常に重
要である。 
 
３．研究の方法 
(1) タンパク質の局在解析 
 本研究で対象にしているタンパク質の正
確な細胞内局在を明らかにするための検出
法として、便利なために頻繁に一般に使われ
ている蛍光タンパク質やエピトープタグに
よる蛍光免疫検出法は、きわめて危険である。
最初に実験を進めるためにはやむを得ない
が、タグの種類とタグをつける位置は複数検
討すべきであるし、プラスミドベクターや異
種プロモーターの使用は避けて、染色体上の
本来の遺伝子を加工すべきである。研究成果
でも述べるが、本来のタンパク質に対する特
異抗体を使用することで始めて明らかにな
った事実がある。本研究では、可能な限りタ
グ標識されていないタンパク質を検出する
ための抗体の調製を試みた。また、顕微鏡観
察のみではなく、細胞分画などの異なる手法
による局在解析結果との異同も必ず検討し
た。 
 
(2) 変異タンパク質の解析 
 タンパク質の機能と相互作用を調べる上
で、温度感受性タンパク質のような、条件に
よって性質を変えられる変異体の利用はき
わめて有用である。Kre6/Skn1 のように重複
した相同タンパク質で必須機能をもってい
る場合には、skn1Δの株で kre6 の温度感受
性変異株を error-prone PCR により作製した。
Kre5 温度感受性変異は、先行研究で報告され
たアミノ酸置換体を作製したが、私たちの酵
母株では温度感受性を示さなかったので、独
自に複数の変異体をやはり error-prone PCR
で作製した。 
 
(3) タンパク質相互作用と複合体の解析 
 膜タンパク質は Triton X-100 ないし
digitonin で膜を可溶化した後、特異抗体あ
るいは抗タグモノクローン抗体で免疫沈降
し、沈降してくるタンパク質を抗体で検出し
た。未知の共沈タンパク質については、
SDS-PAGE 後に染色により検出したタンパク
質バンドを切り出し、ミクロペプチドマッピ
ングで同定した。 
 免疫沈降により部分精製した対象タンパ
ク質を含む複合体の酵素活性を調べるには、
免疫沈降したビーズをそのまま酵素反応系
に投入し反応をおこなった。ネガティブ・コ
ントロールとして、タグ標識タンパク質の場
合はタグを持たない株を、特異抗体を用いる
場合は当該タンパク質の温度感受性変異株
を用いた。 
 
(4) オリゴ糖の解析 
 β-1,6-グルカンのオリゴ糖鎖は、市販の
プスツランをβ-1,6-グルカナーゼで部分分

解した後に PA 化し、クロマトグラフィーで
均一サイズのものを分画して調製した。 
 
４．研究成果 
(1) KRE5, KRE6の温度感受性株 
 Kre5 は、Ｃ末端に HDEL 配列をもち小胞体
に常駐する可溶性タンパク質で、タンパク質
品質管理にかかわるカルネキシンサイクル
の メ ン バ ー で あ る UDP-glucose: 
glycoprotein glucosyltransferase (UGGT)
の酵母ホモログである。出芽酵母では UGGT
は機能していないと報告されており、私たち
はこの酵素がβ-1,6-グルカン合成のプライ
マーに最初のグルコースを付加する活性が
あるのではないかと予想している。Kre5 の特
異抗体が取得できていないので、シグナル配
列が切断された後のＮ末端に3HAタグをもつ
3HA-KRE5の5’側約半分を変異処理して温度
感受性変異をえた。kre5-1では、F502L, D616G, 
T670P の 3 アミノ酸置換がおきていた。温度
感受性変異株は許容温度でも K1 キラー毒素
に耐性を示し、β-1,6-グルカン量が減少し
ていると予想される。ウエスタンブロットで
みると、タンパク質量は野生型よりやや増え
ていた。kre5-1 株では許容温度でも Kre6 の
量が減少し、Kre6 の芽への局在量が減少して
いた。Kre6 のリン酸化状態については、リン
酸化されていないバンドの割合が高くなっ
ており、後述する芽への移行とリン酸化の対
応がここでも認められた。Kre5 タンパク質の
変異が、Kre6 タンパク質に影響することが明
らかになった。 
 Kre6 の温度感受性変異株は skn1Δの遺伝
背景で作製した。はじめに取得した変異体に
は複数のアミノ酸置換が入っていたが、野生
型と組み換えて調べたところ、小胞の内側に
ある D310G, N689S (kre6-5), S300P, N691D 
(kre6-6)の置換だけで温度感受性を示した。
Kre6 のタンパク質量は野生型とあまり変わ
らなかったが、許容温度でも K1 キラー毒素
耐性を示し、リン酸化されたバンドの割合が
減少していた。 
 
(2) Kre5 タンパク質 
 Kre5 タンパク質の特異抗体を取得するた
めに、大腸菌やピキア酵母で大量発現を各種
発現系により試みたが成功しなかった。出芽
酵母内で、Ｎ末端 19 アミノ酸のシグナル配
列を取り除き、Ｃ末端の小胞体常駐シグナル
HDEL を 6His タグに置換した変異体を、多コ
ピーベクター上からGAPDHプロモーターで高
生産させた細胞質から、Ni-NTA Agarose アフ
ィニティカラムで 30 mg/ml のタンパク質を
回収した。このタンパク質は、特異抗体の調
製のための抗原として使用するとともに、
UDP-glucose からのグルコース転移活性の検
出を試みた。Ｎ糖鎖の PA 化オリゴ糖である
Man7GlcNAc2-PA, Man6GlcNAc2-PA, 
Man5GlcNAc2-PA を受容体として、いくつかの
反応系を試みたが、グルコースの転移を認め



ることはできなかった。また、酵母小胞体膜
タンパク質を Triton X-100 で可溶化したも
のを受容体として反応系を組み、エンドグリ
コシダーゼHで切り出したオリゴ糖を分画し
て調べたが、糖鎖組成の変化は認められなか
った。 
 
(3) Kre9 タンパク質 
 276 アミノ酸からなる Kre9 は、重複した機
能をもつ相同な Knh1 との必須タンパク質の
ペアのうちで通常は主要な役割を果たして
いる。Kre9 の局在については、Bussey らの
先行研究で、Ｃ末端 15 アミノ酸配列を抗原
とした抗体で、野生型では検出できないが、
高発現した株では培地にＯ糖鎖で高度に修
飾された 55-60 kDa のタンパク質が検出され
るとされている。彼らが抗原として用いたペ
プチド配列の上流には、ゴルジ体のプロセシ
ングプロテアーゼ Kex2 による切断のコンセ
ンサス配列である KR があることと、そもそ
も高発現時ではなく通常の細胞内での局在
が知りたいので、独自に検討を行った。 
 Kre9のＣ末端に3HAタグをつけたタンパク
質は、野生株と同等の K1 キラーに対する感
受性を示すので、十分なβ-1,6-グルカン合
成活性を保持していると考えられた。このタ
ンパク質は、免疫蛍光染色法では小胞体と出
芽部位にシグナルが認められ、Kre6 と類似の
局在をしていた。細胞破砕液を Triton X-100
で可溶化して抗 HA モノクローン抗体で免疫
沈降すると、Kre6 が一緒に回収された。共沈
したもののリン酸化状態については、リン酸
化されていない Kre6 が多かった。Kre9 と
Kre6 がタンパク質間で相互作用することが
分かったので、kre9Δ変異株で Kre6 タンパ
ク質の局在を調べたところ、間接蛍光染色法
で出芽部位への移行が認められなかった。こ
れはβ-1,6-グルカンが減少する keg1-1, 
cne1Δなどの変異株で見られたと同じ現象
で、β-1,6-グルカン合成に Kre6 の出芽部位
への移行が必要で、それにこれら多くのタン
パク質が関与していることが確認された。
kre9Δ変異株で Kre6 タンパク質のリン酸化
状態を調べると、リン酸化されたものの割合
が減少していた。 
 Kre9 の特異抗体を得るために、シグナル配
列を除いた 22-276 アミノ酸部分を GST 融合
タンパク質として大腸菌で生産し、凝集した
不溶性タンパク質を SDS-PAGE で精製した。
また、Ｃ末端に 6His を付加した Kre9 を酵母
kex2Δ株で高生産させ培地中に分泌された
ものもアフィニティ精製してウサギの免疫
に用いた。GST-Kre9 抗原により免疫した抗血
清を、酵母で生産した Kre9-6His でアフィニ
ティ精製した抗体は、ウエスタンブロットで
糖鎖で修飾された Kre9 タンパク質を特異的
に検出することができた。しかし他に泳動位
置は異なるが強く反応するタンパク質があ
るため、免疫蛍光染色に使うことはできなか
った。しかし、この抗体を用いて野生型の酵

母細胞破砕液を蔗糖密度勾配遠心により分
画して Kre9 の局在をウエスタンブロットで
調べたところ、膜小胞中ではなくペリプラズ
ムに分泌していることが明らかになった。酵
母で生産したKre9-6Hisを抗原とした血清は、
О糖鎖全般と強く反応する抗体が多く含ま
れているため Kre9 の特異的な検出に使うこ
とはできなかった。 
 Kre9 のＣ末端の Kex2 認識サイトと推定さ
れた KR のアルギニンをアラニンに置換した
Kre9(R263A)-3HAを作製してKre9-3HAと比較
したが、形質にはっきりした違いは認められ
なかった。しかしいずれも、野生株より kex2
Δ株で電気泳動度の遅れが見られることか
ら、こことは異なる位置で Kex2 による切断
を受けていることが予想された。ちなみに、
R263 以降を欠失させた変異体は kre9Δ株と
同程度にきわめて生育が遅く、このＣ末端領
域の存在は Kre9 の機能に必須であると考え
られた。 
 
(4) Kre6 のリン酸化 
 すでに何度か記述したように、Kre6 タンパ
ク質にはリン酸化されたものが存在し、β
-1,6-グルカン合成が正常な状態ではリン酸
化されたものが多く認められ、 keg1-1, 
kre5-1, cne1Δ, kre9Δなどβ-1,6-グルカ
ン合成が低下したときにはリン酸化された
ものが減少する。このリン酸化と Kre6 の出
芽部位への移行も相関している。Kre6 の細胞
質ドメインはアクチン関連タンパク質との
相互作用が報告されており、この領域のリン
酸化状態が、Kre6 タンパク質の細胞内輸送を
介してβ-1,6-グルカン合成を制御している
と予想される。リン酸化された Kre6 タンパ
ク質とされていない Kre6 タンパク質を
SDS-PAGE ゲルから切り出し、プロテアーゼ消
化した断片の MALDI-TOF MS 解析でリン酸化
アミノ酸を絞り込む解析を行ったが、明確な
結論は得られなかった。アミノ酸配列解析か
らリン酸化が予想されるモチーフ内のセリ
ン・スレオニンをアラニン置換した変異体の
解析も試みたが、残基の決定には至らなかっ
た。さらに、関与するタンパク質リン酸化酵
素について、酵母の遺伝子破壊株ライブラリ
を探索したが、単独の遺伝子破壊株の中には
リン酸化されなくなるものは見出されなか
った。 
 
(4) β-1,6-グルカン合成のモデル 
 これまでの研究成果から、β-1,6-グルカ
ン合成に関わる、ER から細胞膜まで細胞内各
所に存在するタンパク質の中で、グルコース
の転移反応に直接関わる候補は Kre5 と
Kre6/Skn1 に絞られ、他のタンパク質は、こ
れらと複合体を形成して、そのフォールディ
ング・働く場所への細胞内輸送・活性制御等
に働いていると考えられる。これに基づいて、
私たちの現在の作業仮説を示すと、以下のよ
うになるだろう。β-1,6-グルカン合成のプ



ライマーとなるのは、おそらく細胞壁マンナ
ンタンパク質のうち GPI-アンカー型の前駆
体で、哺乳類では構造不良糖タンパク質Ｎ糖
鎖のマンノースにグルコースを付加する
UGGT のホモログである Kre5 が、酵母では
GPI-アンカー中のマンノースにグルコース
を転移すると考えられる。Kre6 はその糖鎖の
伸長に寄与すると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
完成した細胞壁では、最初に示した４種類

のポリマーが共有結合して巨大な構造体を
作っている。これまで、これは糖鎖間の組換
え反応を触媒する転移酵素が働いてできる
と予想されてきたが、β-1,3-グルカン同士
について Bgl2 や Gas1 が働くことが分かった
のみで、それ以上の探索は成功していない。
上に示したモデルではマンナンタンパク質
とβ-1,6-グルカン間の結合は、プライマー
からの糖鎖の伸長という形で、最初から作ら
れている。これを拡張すると、他の「ネット
ワーク」形成も、実はポリマー完成後に起る
のではなく、架橋の要にあるβ-1,6-グルカ
ンが、下図のように、β-1,3-グルカン合成
のプライマーとしても働き、最初から共有結
合されている可能性を提起することができ
よう。 
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