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研究成果の概要（和文）：出芽酵母において、細胞分裂寿命に関わると考えられる種々のオルガネラそれぞれに
ついて、特異的に局在するタンパク質のC末端を緑色または赤色の蛍光タンパク質でタグ付けすることにより、
その挙動を追跡できる出芽酵母株を作出し、撮影条件の最適化を行った。 長時間の経時生細胞イメージングを
実施するため、マイクロ流路を用いた顕微鏡ステージトップ培養装置を導入し、装置上での胞子形成誘導条件を
検討し、高効率かつ短時間で胞子形成を誘導できる条件を確立した。高輝度の新規蛍光タンパク質のBiFC化を行
い、Sir2（出芽酵母の分裂寿命に強く関与していることが既知のタンパク質）を含むRENT複合体の可視化を実現
した。

研究成果の概要（英文）：Budding yeast strains in which ageing-related organelles are visualized by 
C-terminal tagging with green or red fluorescent protein were constructed. Live cell imaging 
conditions for these strains were optimized. To achieve long-term time-lapse live cell imaging, a 
microfluidics-based stage top cell culture device was introduced on a microscope. On the device, 
cell culture conditions for high efficiency sporulation induction were optimized. By development of 
BiFC system of novel bright fluorescent protein, RENT complexes containing an ageing-related factor,
 Sir2, were successfully visualized in living yeast cells.

研究分野：細胞生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 細胞の老化は多くの生物で見られる普遍的
現象である。多細胞生物個体のみならず、出
芽酵母 Saccharomyces cerevisiae をはじめ
とする単細胞生物も例外ではない。これら単
細胞生物は細胞群として 
は無限の増殖能を持つと考えられるが、個々
の細胞に注目すれば、その分裂回数には限界
がある（細胞分裂寿命）。この細胞分裂寿命
を規定しているのはどのような因子である
のかについては未だ研究の途上にあるもの
の、細胞分裂を繰り返していく中で細胞に何
らかのダメージ因子が蓄積し、最終的に細胞
分裂ができなくなるという仮説が有力であ
る。このようなダメージ因子の実体としては、
ERCs (Extrachromosomal Ribosomal DNA 
Circles)、タンパク質凝集体、膜電位の低下
したミトコンドリア、pH の上昇した液胞が
候補として考えられている。 
個々の細胞が老化していく中で、細胞群とし
ての永続性を担保するためには、何らかの方
法でこれらのダメージ因子を消去・排除する
仕組み、つまり細胞の若返り機構が必要であ
る。このような機構のひとつのあり方が、細
胞分裂時のダメージ因子の非対称分配であ
る。出芽酵母の場合、上述のダメージ因子は
母細胞に偏って分配され、娘細胞には受け継
がれないという現象が報告されている。すな
わち、細胞分裂のたびにダメージ因子は母細
胞のみに蓄積し、娘細胞は細胞分裂寿命がリ
セットされた状態で生まれてくる。ダメージ
因子の非対称分配のメカニズム、およびこの
メカニズムが機能しなくなった時の細胞分
裂寿命への影響について知見が蓄積しつつ
ある。 
 出芽酵母の生活環において、上記の非対称
分配が成り立たないプロセスが存在する。配
偶子形成（胞子形成）である。2 倍体の出芽
酵母は栄養源飢餓にさらされると減数分裂
を経て 4 つの 1 倍体胞子を形成する。出芽
酵母の胞子形成は、母細胞の内側に新規に 4 
つの膜構造が作られるというものであり、栄
養増殖時のような母細胞-娘細胞間の単純な
極性関係は成立しない。この時、母細胞の細
胞分裂寿命は胞子に受け継がれるのだろう
か？Unal らによって、多数回の細胞分裂を
経た母細胞に由来する胞子であっても、完全
な細胞分裂寿命を持つことが報告されてい
る（Science 332, 1554, 2011）。これはすな
わち、胞子形成過程において、胞子（娘細胞）
の細胞分裂寿命をリセットする機構が働い
ていることを意味する。また、Unal らは、
老化した母細胞に蓄積していたタンパク質
凝集体や ERCs といったダメージ因子が、胞
子形成を経た娘細胞には受け継がれていな
いことも報告している。 
 胞子形成を経ることで ERCs やタンパク質
凝集体が消失することは分かっているもの
の、そのメカニズムの詳細は不明である。ま
た、膜電位の低下したミトコンドリアや pH

上昇を生じた液胞の胞子形成期の動態につ
いてはそもそも観測がなされていない。老化
関連因子のうち、液胞を除く 3 つについては、
オートファジーによる分解・排除のメカニズ
ムがあり得るが、オートファジーそのものが
胞子形成にとって必要不可欠であるため、オ
ートファジーの中核的因子の遺伝子破壊株
を利用した解析は実現できない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、各老化関連因子を出芽酵母生
細胞において可視化し、胞子形成期における
時空間動態を定量的に観測することを第一
の目的とする。これに加えて、老化関連因子
の排除・消去に密接に関連していると考えら
れるオートファジー関連タンパク質も同時
に可視化することで、老化関連因子とオート
ファジーの時空間的関連性を明らかにする。
さらには、オートファジー中核因子の変異体
ではなく、それぞれの老化関連因子の分解・
排除に特異的に作用すると予想される変異
体を利用することで、それぞれの因子の分
解・排除経路を切り分けて解析することを試
みる。将来的には、従来の知見と本研究で得
られた情報を統合し、栄養増殖期と胞子形成
期の両方を包含した、老化関連因子の蓄積と
消去によって説明・予測される細胞分裂寿命
決定の定量的時空間モデルを構築すること
を目指したい。 
 
３．研究の方法 
[細胞老化関連因子の可視化] 
細胞の老化と関連した因子として、本研究
に お い て は 、 ERCs (Extrachromosomal 
Ribosomal DNA Circles)、タンパク質凝集体、
ミトコンドリア膜電位、液胞内腔の pH の 4 
つに注目する。 
ERCs を可視化するにあたっては、lacO アレ
イと lacI-GFP の組み合わせを用いる。出芽
酵母 Saccharomyces cerevisiae では、rDNA 
は第 12 番染色体上に約150 コピーがタンデ
ムリピートとして存在する。Miyazaki らの
方法を用いることで、リピートに含まれるす
べてのユニットに lacO アレイが含まれた細
胞株を作出することができる 1。この細胞株
において lacI-GFP を発現させることによっ
て、ゲノム上の rDNA およびそこから生じる
ERCs を可視化することができると考えられ
る。この条件下において、ゲノム上の rDNA リ
ピートと ERCs を空間的に区別することが困
難な場合には、代替案として、rDNA リピー
トユニットと lacO アレイを含むプラスミド
を用いる。プラスミドに leu2d 遺伝子を載せ
ておけば、培地からロイシンを抜くことでプ
ラスミドのコピー数を人為的に増加させ、細
胞老化による ERCs の蓄積をミミックするこ
とができるのに加えて、lacI-GFP によって
このプラスミドのみ（＝人工的に作りだした
染色体外の rDNA 配列）のみを可視化するこ
とが可能である。 



熱ショックやタンパク質の折り畳み障害を
始めとするストレスによってタンパク質凝
集体が生じることが既知であり、このタンパ
ク質凝集体は細胞の老化によっても蓄積を
生じることが分かっている。タンパク質凝集
体を可視化するにあたっては、タンパク質凝
集体に局在することが既知であるシャペロ
ンタンパク質Hsp104 に GFP タグを付けたも
のを利用する。 
ミトコンドリアについては、その分布のみ
ならず、膜電位の高低についても情報を得る
必要がある。このため、緑色蛍光/赤色蛍光
の比を取ることによって膜電位の高低を定
量的に評価することのできるミトコンドリ
ア染色色素 JC-1 を用いる。JC-1 の分光学的
特性が他因子との同時イメージングと適合
しない場合には、ミトコンドリアの膜電位に
応じて緑色蛍光輝度が変化する色素 DiOC6 
と、膜電位によらずミトコンドリア全体を可
視化することのできる Tom70-RFP（ミトコン
ドリア外膜タンパク質 Tom70 に RFP タグを
付けたもの）の組み合わせを用いる。 
液胞についても、ミトコンドリア同様、そ
の分布だけではなく、液胞内腔の pH の変動
を調べる必要がある。この要求を満たすため、
Pho8-SEP と Pho8-RFP の組み合わせを用い
る。Pho8-SEP は液胞局在性アルカリフォス
ファターゼ Pho8 に pH 依存的に蛍光輝度が
変化する改変緑色蛍光タンパク質 pHluorin 
を連結した分子であり、Pho8-RFP に由来す
る赤色蛍光の輝度との比を取ることにより、
生細胞内で液胞内の pH の変動を追跡するこ
とができる。 
 
[オートファジー関連因子の可視化] 
胞子形成の過程において、いつ・どこでオ
ートファジーが生じ、どのような因子がどれ
だけ分解されるのかを観測するために、上記
の老化関連因子と同時に、オートファジー関
連タンパク質も可視化し、これらの間の関連
性を調べる。Ape1-RFP を用いることによっ
て PAS (Pre-Autophagosomal Structure)を可
視化する。また、液胞膜に局在する Vph1-RFP 
によって液胞膜を可視化し、オートファジー
の結果、各老化関連因子が液胞に取り込まれ
たどうかを確認することも試みる。 
また、使用する蛍光タンパク質タグを適切に
選択することによって(BFP, GFP, RFP の組
み合わせまたは CFP, YFP, RFP の組み合わ
せ)、最大で 3 つの因子のシグナルの変化を
同時に定量し、それらの間の時空間的関連性
を明らかにすることを試みる。 
 
[それぞれの老化関連因子に対する特異的な
変異の導入] 
ERCs がオートファジーによって排除され
ると想定した場合、これはヌクレオファジー
によると考えるのがもっともシンプルな仮
説である。ヌクレオファジーには核膜上の
Nvj1 タンパク質と液胞膜上の Vac8 タンパ

ク質が必要であることが既知である。本研究
では、Nvj1 欠失株を使用することでヌクレ
オファジーを抑制することを試みる。 
タンパク質凝集体はプロテアソーム系およ
びシャペロンを介したオートファジーによ
って排除されることが既知である。本研究で
はそれぞれの経路を特異的に阻害するため
に、プロテアソームサブユニット欠失株
（rpn13Δ）、シャペロンタンパク質欠失株
（ydj1Δ）を利用する。 
ミトコンドリアについては、胞子形成の前
期にはマイトファジーによる分解、後期には
胞子膜外への残存という 2 段階の排除過程
があることを示す予備的結果を得ている。そ
れぞれの経路を特異的に阻害するために、マ
イトファジーに必須なミトコンドリア膜タ
ンパク質 Atg32 の欠失株、ミトコンドリアを
細胞膜にアンカーする機構に関わるタンパ
ク質 Mmr1, Num1 の欠失株を利用する。 
液胞については、栄養増殖期の出芽酵母では、
液胞膜 ATPase である Vma1 を過剰発現する
ことによってその pH の上昇が抑制されるこ
とが既知である2。本研究でも同様にVma1 を
過剰発現し、pH の上昇を抑制した時、胞子
形成期の液胞の動態がどのように変化する
かを観測する。 
 
４．研究成果 
平成 27 年度は、当初計画にしたがって、
核小体、ミトコンドリア、液胞について、各
オルガネラ特異的に局在するタンパク質を
蛍光タンパク質でタグ付けすることで可視
化した出芽酵母細胞株を作成した。具体的に
は下記のタンパク質のC末端に緑色蛍光タン
パク質GFPまたは赤色蛍光タンパク質RFP（類
縁体を含む）を融合したものを作成した。
Nop1（核小体）、Tom70（ミトコンドリア外膜）、
Vph1（液胞膜）、Sec63（核膜を含む小胞体）、
Nup49（核膜孔）、Nup57（核膜孔）、Spc42（中
心小体）、Cse4（セントロメア）。波長の異な
る2種類の蛍光タンパク質を使用することに
より、ミトコンドリアと液胞の組み合わせに
ついて同時に可視化した菌株も作成した。 
これらの出芽酵母細胞株について、栄養増殖
条件において、アガロース包埋法を利用した
タイムラプスライブセルイメージングを実
施し、長時間の撮影が可能な実験条件を検討
した。さらに長時間のタイムラプスライブセ
ルイメージングを実施するため、マイクロ流
路を用いた顕微鏡ステージトップ灌流培養
装置の使用条件についても検討を実施した。 
平成 28 年度は、長時間のタイムラプスラ
イブセルイメージングを実施するためにマ
イクロ流路を用いた顕微鏡ステージトップ
灌流培養装置上での胞子形成誘導条件を検
討し、胞子形成誘導開始から 24 時間以内に
約 70%の細胞で減数第二分裂が完了する、高
効率な条件を確立した。具体的には、胞子形
成効率が高いことが確認されているSK1株を
利用することに加えて、胞子形成誘導前の培



養時に酢酸を炭素源とした富栄養培地を利
用することで高い胞子形成効率を得ること
ができた。ここで確立した胞子形成誘導法を
用いて、出芽酵母の胞子形成過程の全過程を
モニターする長時間タイムラプスライブセ
ルイメージングを実施した。特に、胞子形成
期の核膜、核小体のふるまいについては、野
生型株および核膜のオートファジーに関連
する変異株の比較を試みた。 
 加えて、出芽酵母の分裂寿命に強く関与し
ていることが知られるタンパク質サーチュ
イン Sir2 および Sir2 が含まれる RENT 複合
体の挙動について注目した。RENT 複合体に含
まれている Sir2 分子集団のみを可視化する
ため、RENT 複合体のコンポーネントのひとつ
である Net1 と Sir2 との間で生じる BiFC
（ Bimolecular Fluorescence 
Complementation, 二分子蛍光相補）を利用
することを試みた。具体的には、Net1 の C末
端に蛍光タンパク質のN末端側フラグメント
を融合させ、Sir2 の C末端には蛍光タンパク
質のC末端側フラグメントを融合させて利用
した。従来広く BiFC に利用されてきた黄色
蛍光タンパク質 Venus については、既報通り
Sir2-Net1間でのBiFCシグナルが観察された
ものの、光安定性が低いため、長時間のタイ
ムラプスライブセルイメージングの実施は
困難であった。そこで、近年発表された高輝
度・高光安定性緑色蛍光タンパク質
mNeonGreen および赤色蛍光タンパク質
mRuby2/mRuby3 についての BiFC 化を試みた。
mNeonGreen については、11 本のβシートを
8 本+3 本に分けるパターン、mRuby2/mRuby3
については、11 本のβシートを 7本+4 本ま
たは 8 本+3 本に分ける 2 パターンで BiFC 化
することができた。ここで確立した高輝度・
高光安定性蛍光タンパク質の BiFC を用いる
ことによって、核小体内の RENT 複合体に含
まれるSir2-Net1ペアのふるまいを長時間に
渡ってタイムラプスライブセルイメージン
グによって追跡することが可能になったと
考えられる。 
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