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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、出芽酵母の必須遺伝子でハプロ不全性が生じる分子メカニズムを解
明することである。増殖に必須なシャペロニンCCT複合体のサブユニットをコードする全８遺伝子（TCT1,
CCT2-CCT8）を用いて、遺伝子高発現させた時に、果たして発現量を減らした時と同じ表現型を示すのかどうか
を形態的観点から調べた。その結果、過剰発現しても顕著な形態変化は認められなかった。この結果は遺伝子の
発現レベルを増加させても減少させても同じ形態表現型が現れるとするバランス仮説を否定し、不十分量仮説を
支持した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to elucidate the molecular mechanism of 
haploinsufficiency in essential genes of Saccharomyces cerevisiae. Using all 8 genes (TCT1, 
CCT2-CCT8) that encode the subunits of the chaperonin CCT complex essential for cell proliferation, 
it was examined whether overexpression of the genes shows the same morphological phenotypes as 
haploinsufficient morphological phenotypes. As a result, no significant morphological change was 
observed even after overexpression. This result denied the balance hypothesis that the same 
morphological phenotype appears whether the gene expression level was increased or decreased, and 
supported the insufficient amount hypothesis.

研究分野：遺伝学

キーワード： ハプロ不全性　出芽酵母　CCTシャペロニン複合体　不十分量仮説　CalMorph　形態解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒト遺伝病データベース(OMIM)によると、ハプロ不全性様式のヒトの優性遺伝病は現在700件以上の登録がされ
ている。ヒトゲノムの解析からハプロ不全性遺伝子に対する興味が高まる中で、本研究では遺伝子操作と表現型
解析が容易に行える出芽酵母の利点を生かしてハプロ不全性のメカニズムに実験的にアプローチした。得られた
結果からは、ハプロ不全性のメカニズムとして不十分量仮説が支持されるようになり、ハプロ不全様式の優性遺
伝病の理解に役立つ知見が得られた。

※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 

研究代表者らは、必須遺伝子のヘテロ接合型変異株の単細胞形態表現型を高次元かつ網羅的

に調べて、ハプロ不全が決して例外的な遺伝現象ではないことを 2018 年に発表した（Ohnuki and 

Ohya, PLOS Biol 2018）。出芽酵母には 1,112 の必須遺伝子があるが、ヘテロ二倍体遺伝子破壊

株を使って、幾つの必須遺伝子がハプロ不全性を示すかを調べた。形態データを収集する際の条

件の不一致によるばらつきを最小限に抑えるために、完全培地で培養した出芽酵母を初期対数期

の正確なタイミングで集菌し、自動画像解析システム CalMorph を用いて各変異株について 200 個

以上の細胞を解析した。その結果、少なくともひとつ以上の形態的形質で異常を示す変異株が全必

須遺伝子欠損株の 59%あり(FDR=1%)、また最小培地で培養することにより新たにハプロ不全性を示

すものを加えると、合わせて 75%もハプロ不全性を示す遺伝子が検出された。半数以上の必須遺伝

子がハプロ不全性を示すという発見は今までの常識を覆すものであり、ヒトの疾患遺伝子の診断に

つながる可能性があると医療ニュースコーナーで取り上げられた。 

増殖速度の低下を指標にした場合にはハプロ不全性は全必須遺伝子の 9%しか観察されないこと

(Deuchebauer et al., Genetics, 2005)から、形態異常を指標にすることがハプロ不全性の検出に非常

に有効だったことがわかる。そこで形態異常を指標にしてハプロ不全性が生じる分子メカニズムの解

明を行うことにした。 

 

２．研究の目的 

ハプロ不全性が生じる要因として、バランス仮説と不十分量仮説の二つが提案されている。各々

の遺伝子でどちらの仮説が当てはまるのかを、個々の必須遺伝子の発現レベルを上昇させた時の

形態表現型を調べて比較することによって網羅的に検証することにした。バランス仮説が正しいなら

ば、遺伝子の発現レベルを増加させても減少させても同じ複合体の機能が欠損するので同じ形態

表現型が現れるはずである。一方、不十分量仮説が正しいとすると、必ずしも同じ形態表現型が現

れるとは限らない。既に我々の研究から出芽酵母の 657 の必須なハプロ不全性遺伝子の中で、366

のタンパク質複合体のサブユニットをコードする遺伝子とそれ以外の 291 遺伝子があることを明らか

にしている。複合体を形成するサブユニットの遺伝子を高発現させた時に果たして減らした時と同じ

表現型を示すのか、複合体にならないタンパク質をコードする遺伝子を高発現した時には果たして

どのように異なる形態表現型が現れるのかを定量的に調べる。それぞれの形態類似度をスコア化し

た上で、どちらの仮説が当てはまるかを統計的に解析し、各々の必須遺伝子でハプロ不全性が生じ

る分子メカニズムをタンパク質が持つ特性の点から解き明かすことを目的とした。 

 

３．研究の方法 

出芽酵母の複合体を形成する遺伝子の中で、本研究では細胞質 CCT シャペロニン複合体をコ

ードする変異株を用いて研究を行った。CCTは HSP60ファミリー(シャペロニンファミリー)に属する複

合体タンパク質であり、Tct1 から Cct2〜Cct8 までの全部で８つの分子量が約 60Kのサブユニットに

コードされる。大腸菌の GroEL や ミトコンドリアの HSP60 に 対する真核細胞の細胞質におけるホ

モログである。細胞質 CCTシャペロニン複合体のサブユニットの高発現のためには細胞への悪い影

響が少なくてβ-estradiol の量依存的に発現誘導できるシステム（McIsaac et al., Nucleic Acids Res., 

2014）を用いた。通常、発現誘導のために試薬を添加するとそれによる直接的な別の遺伝子の発現

誘導や形態変化が見られるのに対して、β-estradiol は出芽酵母に受容体がないので、その影響は



 

最小限に抑えられる。出芽酵母の CCT シャペロニン複合体のヘテロ破壊株に β-estradiol 発現誘

導プロモーター融合遺伝子を組み込んだ酵母菌株を利用した。ß-estradiol 存在下、非存在化で栄

養源が豊富な YPD 培地で対数増殖期初期まで増殖させた後に集菌し、細胞壁、アクチン、核 DNA

を FITC-ConA、Rhodamine Phalloidin、4',6-diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride (DAPI)でそ

れぞれ染色し、出芽酵母の画像解析システム CalMorph（Ohya et al., PNAS, 2005）を用いて細胞形

態を定量的に解析した。 

 

４．研究成果 
 
4.1 形態異常度の定量的解析 

出芽酵母の CCT シャペロニン複合体のヘテロ 2 倍体破壊株（TCT1/tct1∆、CCT2/cct2∆など）に

それぞれの CCT 複合体サブユニット遺伝子を β-estradiol 発現誘導プロモーターに融合した出芽

酵母菌株を用いて、β-estradiol濃度 0 nM（発現誘導なし）、1 nM（野⽣型とほぼ同じ発現量）、100 

nM（過剰発現）の 3つの条件で発現誘導変異株を培養し、画像処理システム CalMorph の 501 個の

パラメータを使って形態解析した。形態データを解析しやすくするため、パラメータの値に適切な分

布関数を当てはめて正規化し、⼀般化線形モデルによって z 値に変換し、その中央値に対して主

成分分析を⾏った。8種類の発現誘導変異株それぞれの主成分得点を⽤いて野⽣型とのユークリッ

ド距離を計算することで、501 次元のデータを 1 次元に形態異常度として縮約することができた。発

現誘導変異株はβ-estradiol 濃度 0 nM において、8 株すべてで大きな形態異常度を持ち、ハプ

ロ不全の形態表現型を⽰した。β-estradiol 濃度 1 nM の形態異常度は 0 nM と⽐べて有意に⼩
さくなり（p < 0.01, T 検定）、野⽣型の表現型への回復が⽰唆された。また、1 nM と 100 nM の形態

異常度には有意な差がなかった。以上の結果から、CCTs 遺伝⼦の過剰発現は酵⺟の形態に大き

な影響を与えないことが示唆された。 

 

4.2 β-estradiol濃度ごとの形態類似度クラスタリング 

ある一つのCCT遺伝子発現誘導変異株が、他のCCT遺伝子発現誘導変異株や他のβ-estradiol

濃度の変異株とどれだけ形態的な類似しているかを確認するため、501 パラメータの z 値の相関係

数を計算し、ネットワーク図を作成した。β-estradiol 濃度 0 nM で処理した発現誘導変異株間は

⾼い相関関係（最⼤R = 0.71）で結ばれていた⼀⽅で、異なるβ-estradiol濃度の変異株間では、変

異株の組み合わせに関わらず相関が低かった（図）。よって、CCT 遺伝⼦を過剰発現した酵⺟の形

態は、ハプロ不全の表現型と異なることが明らかになった。 

本研究で得られた形態情報と統計解析により、β-CCT 遺伝⼦を過剰発現すると、その形態はハ

プロ不全の形態表現型とは異なり、野⽣型に近づくことが⽰された。この結果は、バランス仮説を否

定し、不⼗分量仮説を⽀持するものである。従来の実験⼿法では検出できなかった表現型の微細な

変化を捉えることで、複数のハプロ不全性遺伝⼦間の⽐較を可能にした出芽酵⺟の形態解析はハ

プロ不全の基盤研究に対して有⽤であると⾔え、ハプロ不全性のメカニズムを解き明かす⾮常に強

⼒なツールになり得ることを⽰すことができた。 
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