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研究成果の概要（和文）：本研究は、分裂酵母をモデル生物として、高濃度のストレス存在下で、細胞がどのよ
うに増殖が制御されているのかを解明することを目的とした。その結果、PKA経路が有糸分裂期を制御してお
り、PKA経路の機能低下が染色体分配の異常を引き起こすことを明らかにした。この表現型の解析を行う過程
で、Mal3をマルチコピーサプレッサーとして単離した。Mal3を用いた解析で、PKA経路が微小管形成に関与して
いた。また、有糸分裂期と微小管形成の異常は、グルコースを制限することでも緩和されていた。塩ストレス存
在下では、転写因子Rst2の機能欠損がpka1欠損株のストレス感受性を抑圧することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The mechanism, which is cells response to high concentration stress, was 
investigated in Schizosaccharomyces pombe in this study. The cAMP/PKA pathway regulated the mitosis 
progression. Loss of functional Pka1 caused the chromosome mis-segregation phenotype and showed the 
TBZ-sensitive phenotype. These phenotypes were rescued by Mal3-overespression, which was isolated as
 multi-copy suppressor. The Mal3-overexpressed cells formed monopolar spindle formation and rescued 
in the pka1 mutant or in the limitation of glucose, indicating that Pka1 regulates the formation of 
proper microtubules. The pka1 mutant also showed the salt-sensitive phenotype and rescued by rst2 
deletion, which is a transcription factor that regulates transition from mitosis to meiosis. These 
findings indicate that the cAMP/PKA pathway regulates the mitotic progression.

研究分野： 酵母分子遺伝学

キーワード： ストレス応答　シグナル伝達　細胞増殖　分裂酵母　有糸分裂期制御

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
高濃度のストレスに応答するPKA経路の機能欠損が染色体分配の異常を引き起こすことを明らかにした。また、
有糸分裂期の異常を引き起こす温度感受性変異体が示す単極性微小管形成や生育阻害をPKAの機能欠損やグルコ
ース制限によって、抑圧されることがわかった。以上のことから、高濃度ストレス応答経路であるPKA経路が、
細胞周期の有糸分裂期の制御に関与していることを明らかにした。また、PKA経路の標的因子を多数単離したた
め、高濃度ストレス応答経路の詳細な制御メカニズム解明に近づくことができた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
分裂酵母の野生株は、塩化カルシウムや塩化カリウムなどの塩ストレス存在下で、その環境に

適応して増殖する。これは、その環境でのストレスの濃度によって、シグナル伝達経路を使い分
けているためである。低濃度では、ストレス応答の MAP キナーゼ経路(SAPK 経路)が機能し、有
糸分裂期の開始に関与することで「細胞増殖を一旦停止」させ、細胞をストレスに適応させる。
そのため、SAPK 経路の機能欠損は、細胞増殖を続け、ストレスに適応できず、やがて死に至る。
一方で、高濃度の塩ストレス下で、cAMP 依存的プロテインキナーゼ(PKA)経路の機能欠損株
(pka1∆)は、感受性を示し、細胞増殖を停止する(引用文献 1、2)。PKA が活性化した機能獲得株
では、野生株と同様にゆっくりと細胞増殖を続ける。これらのことは、PKA 経路は高濃度のスト
レス存在下で細胞増殖を制御している。しかしながら、どのように細胞増殖を制御しているのか
は明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 

本研究は、塩ストレス応答における細胞増殖（細胞周期）の制御機構の解明を目的とした研
究である。野生株は、低濃度の塩ストレス条件下では、ストレス非存在下と同じように細胞が増
殖する。高濃度ではゆっくりと細胞増殖するが、ある一定以上の濃度では、増殖を停止し、感受
性を示す。この 2つの違いは、低濃度と高濃度の塩ストレスにおけるストレス応答のシグナル伝
達経路を使い分けているためである。低濃度に応答する MAP キナーゼ経路(SAPK 経路)に関して
は、すでに多くの研究が行われているが、高濃度に応答する cAMP 依存的プロテインキナーゼ
(PKA)経路に関する知見はあまりない。そこで、PKA 経路を介して、どのように高濃度ストレス
に応答して、細胞増殖（細胞周期）を制御しているのかを明らかにすることを目的としている。 
 
３．研究の方法 

分裂酵母の欠損株などの遺伝学的手法を用いて、ストレスへの感受性試験、タンパク質の発
現や細胞内局在解析、細胞の顕微鏡解析などの解析を組み合わせることで研究を行った。 
 
４．研究成果 

本研究では、下記の項目で研究を行い、それぞれの課題で進展することができた。 
（1）PKA 経路による細胞周期制御 
分裂酵母の PKA 経路が細胞周期に影

響を及ぼすのかを明らかにするため
に、有糸分裂や DNA 合成期の阻害剤で
ある薬剤への感受性試験を行った。結
果として、有糸分裂期の阻害剤である
チアベンダゾール(TBZ)に感受性を示
すことを明らかにした(図 1)。チアベン
ダゾールに感受性を示すことが明らか
になったので、PKA の機能欠損によっ
て、有糸分裂期で染色体分配に影響があるのかを解析した。そ
の結果、pka1 欠損株は、染色体分配の異常を引き起こしてい
ることが明らかになった(図 2)。これらのことから PKA 経路が
有糸分裂期を制御していることを明らかにした。 

pka1 欠損株は、核分裂前に隔壁が形成される有糸分裂期の
異常を示した(図 2)。そこで、有糸分裂期の異常を示す変異体
である cut7-446 変異体を用いた解析を行った。cut7-446 変異
体は、許容温度である 25 C̊では生育に影響はないが、制限温
度である 37 C̊ では、単極性微小管を形成あるいは核分裂前に隔壁を形成した状態で増殖が停止
する。この cut7-446 変異体の表現型を pka1 欠損株が抑圧することを明らかにした。PKA 経路は
グルコース応答経路として知られており、グルコース制限状態では、PKA 経路の機能低下を引き
起こすことが明らかになっている(引用文献 1、3)。そのため、グルコース制限によっても同様
のことが起こるのかを解析したところ、通常状態で起こる cut7-446 変異体の表現型がグルコー
ス制限によって抑圧された。以上のことから PKA 経路が細胞周期で有糸分裂期を特異的に制御
していることを明らかにした。 
 

（2）塩ストレス存在下での制御メカニズム 
PKA 経路の機能欠損は塩化カリウムや塩化カルシウムなどの塩ストレスに感受性を示す(図

1)。PKA 経路は、プロテインキナーゼである Pka1 が下流因子をリン酸化して、制御しており、
主要な標的因子として転写因子 Rst2 がある(引用文献 4)。そこで、転写因子 Rst2 が PKA 経路を
介して塩ストレスに応答しているのかを解析した。Pka1 は Rst2 を負に制御しているため、rst2



欠損株が pka1 欠損株の塩ストレス感受性を抑圧するのかを解析したところ、pka1 rst2 二重欠
損株では、塩ストレスに感受性を示さず、rst2 欠損によって抑圧されていた。次に塩ストレス
存在下での Rst2 の細胞内局在を解析したところ PKA 経路に制御され、核と細胞質に局在するこ
とがわかった。一方で、Rst2 は、塩ストレス存在下で PKA 経路とは別の経路によって、リン酸
化されていた。そのため、塩ストレス存在下では、PKA 経路は転写因子 Rst2 以外の標的因子が
存在していることが示唆された。 

 
（3）標的因子の同定と解析 
標的因子の同定を行うために、塩スト

レスである塩化カリウム、塩化カルシウ
ム、有糸分裂期の阻害剤であるチアベン
ダゾール存在下で、pka1 欠損株の感受性
を抑圧するマルチコピーサプレッサーの
スクリーニングを行った。その結果、塩化
カルシウムで 54因子、塩化カルシウムで
28 因子、チアベンダゾールで 15 因子を単
離することができた。これらに関しては、
マルチコピーサプレッサーがどの遺伝子
であるかを解析し、ほとんどの単離因子
を同定することができた。この中で、チア
ベンダゾールで抑圧する因子として、
Mal3 に注目し、なぜ pka1 欠損株の感受性
を抑圧できるのかを解析した。結果とし
て、Mal3 の N 末端に存在している微小管
結合ドメインが高発現によって、pka1 欠
損株の染色体分配異常を抑圧しているこ
とが原因であることを明らかにした。ま
た、Mal3 高発現は、野生株で生育阻害と
単極性微小管形成を引き起こす。この異常は、pka1 欠損株あるいはグルコース制限下で抑圧さ
れることを明らかにした。 

タンパク質の発現の変化による標的因子の同定も試みた。野生株と pka1 欠損株からタンパク
質を抽出し、ナノ LC-MS/MS 解析によって、野生株に比べ pka1 欠損株で発現量が増加したタンパ
ク質の同定を行った。その結果、5.4 倍量増加した Mug14 タンパク質を同定した。この Mug14 タ
ンパク質は、転写レベルでも発現が pka1 欠損株で増加していた。この Mug14 の発現が転写レベ
ルで増加していたため、転写因子 Rst2 による制御を予測して解析し、mug14 プロモーター上に
存在する STREP モチーフ(CCCCTC)を介して、Rst2 が発現制御していることを明らかにした。 

 
（4）他の分裂酵母での機能の保存性 
他の分裂酵母として、Schizosaccharomyces japonicus を用いて、pka1 欠損株がどのような

表現型を持っているのかを薬剤やストレスへの感受性試験を行い、他の分裂酵母で共通した表
現型が存在していることを見出した。 
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