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１．研究計画の概要
　細胞の環境ストレス適応機構の一般原理
を解明するため、高度に発達した遺伝学的
手法が適用できる出芽酵母をモデル系とし
て活用し、１）細胞が浸透圧変化を感知し
細胞内シグナルを生成する機構、２）細胞
内でのHOGシグナル伝達経路の制御機構　の
解明を目指す。
　浸透圧のような物理的性質に細胞が応答
する仕組の解明には、応答に異常の見られ
る変異株の分離とその原因遺伝子の同定、
さらにその遺伝子産物の機能の細胞生物学
的・生化学的解析、という手法が極めて有
効である。加えて、細胞の応答を定量的に
測定するための遺伝子発現リポーター、高
い時空解像度で測定することの出来る FRET
リポーターなども活用する。

２．研究の進捗状況
（１）浸透圧変化を感知し細胞内シグナル
を生成する機構
① リチンに類似した多糖化タンパク質 Hkr1
および Msb2 は、SHO1 支経路に関わる第二種
浸透圧センサーである。Hkr1/Msb2 の糖鎖領
域が短いほど、弱い浸透圧ストレスで活性
化することがわかった。Hkr/Msb2 の活性化
に必須なドメインが、高浸透圧下では糖鎖
領域の構造変化により露出し、Sho1 や Opy2
などと相互作用するものと考えられる。
② HOG 経路に関与する未知の情報伝達因子
の探索を系統的に行い、Spa2、Sph1、Bem1、
Bud6 などを見出した。細胞極性を制御する
ことの知られているこれらの因子の関与は、
細胞極性と高浸透圧応答との関連をも示唆
している。

③ HOG 経路における膜アンカータンパク質
Opy2 の機能を明らかにした。Opy2 は、Ste11
MAPKKK と結合した Ste50 との結合によって
Ste11 を膜局在化する。Cdc42-Ste20、Opy2-
Ste50-Ste11 および Sho1-Pbs2 の各複合体が
それぞれ膜に局在することで、Ste20-Ste11
間あるいは Ste11-Pbs2 間の効率よい相互作
用が起こると考えられる。
④ Opy2 の細胞質外領域には進化的によく保
存された Cys-rich 領域(CRD)がある。CRD を
欠失した変異では、シグナル伝達能がほと
んど失われていた。Opy2 の CRD と Sho1、
Hkr1/Msb2 とが、浸透圧刺激によって相互作
用し、Ste20-Ste11 および Ste11-Pbs2 の相
互作用を引き起こすと予想される。

（２）HOG シグナル伝達経路の制御機構
① Hog1 MAPK や Kss1 MAPK が活性化すると、
５カ所の Ser/Thr がリン酸化された Ste50
は Opy2 への結合能を失う。これらの Ser/Thr
をすべて Ala に置換した変異株では、Ste50
と Opy2 との結合が構成的になり、HOG 経路
や擬菌糸形成経路の過剰な活性化が観察さ
れた。つまり、Ste50 のリン酸化によってこ
れらの経路の活性が負にフィードバック制
御されることが分かった。
② Hog1 を活性化する Pbs2 MAPKK、Hog1 を
不活性化する Ptp2 チロシンホスファターゼ
が、それぞれ Hog1 の２箇所のドッキングサ
イトに特異的に結合することを見出した。
このドッキング相互作用は、単にPbs2をHog1
分子に結びつけるだけではなく、Hog1 にな
んらかの構造変化を引き起こして Pbs2 によ
るリン酸化を可能にもする。
③ Opy2 の細胞質領域には 3 つの Ste50 結合
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部位（A、B、および D サイト）があり、そ
のいずれかに Ste50 が結合すれば Ste11 を
膜局在化することができる。この内 B は、
グルコース存在下で、Yck1/Yck2 キナーゼに
よってリン酸化されて Ste50 と結合できる
ようになる。A および D は、グルコース非存
在下でも Ste50 との結合能をもつ。Ste50 が
B サイトに結合した場合は主に HOG 経路が活
性化されるが、A サイトに結合した場合は
Ste11-Ste7-Kss1 キナーゼカスケードを核と
する擬菌糸形成経路が活性化することが分
かった。HOG 経路および擬菌糸形成経路のシ
グナル伝達が、本来の刺激の他に、環境グ
ルコース濃度による制御をも受けることを
示している。
④ 高浸透圧に応答する Hog1 MAPK と貧栄養
などに応答する Kss1 MAPK との間に相互の
阻害反応があること、いずれかが活性化す
ると他方の活性化を抑制して適切な MAPK の
みが活性化するような仕組になっているこ
とがわかった。
⑤ 第一種浸透圧センサーSln1 は、浸透圧に
応答すると、多段階リン酸転移反応によっ
て Ssk1の Asp554のリン酸化状態を調節し、
Ssk2/Ssk22 MAPKKK を活性化する。しかし、
Ssk1-P は不安定で自律的に加水分解されて
活性化型の Ssk1-OH になるので、なぜ浸透
圧ストレス不在下で Ssk2/Ssk22 の活性化が
起こらないのかは謎であった。新たに多数
の Ssk1 変異体（構成的活性化型変異、部分
的な機能を失った変異、Ypd1 あるいは Ssk2
との結合能を失った変異など）を単離し、
遺伝的・生化学的に解析した結果、リン酸
化状態の Ssk1-P は、単に Ssk2/Ssk22 への
結合能（＝活性化能）がないだけではなく、
Ssk1-OH と 共 に ヘ テ ロ ２ 量 体 （ Ssk1-
OH/Ssk1-P）を形成して、この２量体中の
Ssk1-OH による Ssk2/Ssk22 活性化を積極的
に阻害することがわかった。すなわち、
Ssk1-P には Ssk2/Ssk22 の活性を負に制御す
る機能があり、HOG 経路の活性化には十分な
量の Ssk1-OH の蓄積が必要なのである。

３．現在までの達成度
　おおむね順調に進展している。多くの研
究項目については、ほぼ当初の目標を達成
し、その派生的研究も順調に進んでいる。
一方で、実験系の確立に向けた探索を続け
ている研究項目もあり、更なる努力が必要
である。全体として平均すれば、最終的に
は予定どおりか、それを上回る成果をあげ
られるものと見込まれる。

４．今後の研究の推進方策
　昨年度までの成果により、膜アンカータ
ンパク質 Opy2 が HOG 経路活性化において中
心的な制御機能を持つことを明らかにした。

今後は、当初の計画に加えて、Opy2 に関す
る以下の項目の研究をも推進する。
（１）Opy2 の膜貫通（TM）領域および細胞
質外にある Cystein-rich（CR）領域の、HOG
経路活性化における機能を解析する。また、
HOG 経路に関与する他の膜タンパク質（Hkr1、
Msb2、Sho1）と Opy2 との動的相互作用を解
析する。
（２）Opy2 細胞質領域の機能はリン酸化・
脱リン酸化により制御されている。Opy2 を
脱リン酸化するホスファターゼを、変異株
スクリーニングなどにより同定し、さらに
そのホスファターゼ活性の制御機構、クロ
ストーク制御への関与などを明らかにする。

５.　代表的な研究成果
（研究代表者には下線）
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