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研究成果の概要（和文）：出芽酵母Saccharomyces cerevisiaeの全非必須遺伝子の破壊株セットおよび全必須遺伝子の
mRNAを不安定化した株のセットを活用し、酸化ストレス耐性に関する全ゲノム網羅的表現型解析を行った。先行研究で
同定した液胞酸性化関連遺伝子に加えて、RNAポリメラーゼやユビキチン・プロテアソーム系等に関連する遺伝子が酸
化ストレス耐性において重要な役割を担っている可能性が示唆された。また、遺伝子過剰発現プラスミドライブラリを
用いて遺伝子過剰発現株セットを構築し、酸化ストレス感受性あるいは耐性を示す過剰発現株のスクリーニングを行っ
た。

研究成果の概要（英文）：To identify gene functions involved in repair mechanism for oxidative damage in bu
dding yeast Saccharomyces cerevisiae,we conducted genome-wide phenotype analyses using the complete collec
tion of mutant strains deleted for each of all non-essential genes of budding yeast and the Decreased Abun
dance by mRNA Perturbation (DAmP) Yeast Library. The results suggest that genes related to RNA polymerases
 and the Ubiquitin-Proteasome system, as well as vacuolar acidification that were identified to be critica
l for tolerance to oxidative stress in our previous study, play important roles in tolerance to oxidative 
stress. We constructed a systematic library for comprehensive overexpression screens in S. cerevisiae usin
g the systematic collection of yeast genome in a high-copy vector. Using this overexpression library, we s
creened strains that showed resistance or sensitivity to oxidative stress.
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１．研究開始当初の背景 
 酵母の産業利用において、酵母は高浸透圧
や冷凍、乾燥等、様々なストレスに曝される。
このような実用上問題となるストレスが酸
化を伴う作用機序を持っている可能性が指
摘されている。従って、酵母の実用上問題と
なるストレスに対する耐性には、酸化ストレ
ス耐性が重要であり、実用的観点からは、過
酷な酸化ストレスによって引き起こされた
傷害の修復がストレス耐性に重要であると
考えられる。しかし、その修復メカニズムに
ついては未だ不明な点が多く残されている。
そこで、研究代表者は、出芽酵母の非必須遺
伝子の破壊株セットを用いた酸化ストレス
感受性スクリーニングにより、酸化ストレス
により引き起こされる傷害の修復に関連し
ている遺伝子の検索に着手した（平成 20-21
年度科研費 若手研究 B）。その結果、液胞酸
性化やＤＮＡ修復、ミトコンドリア機能等に
関連する多くの非必須遺伝子が酸化ストレ
ス耐性に不可欠であることが明らかとなっ
た。また、液胞のアセンブリーやペルオキシ
ソーム機能に関与する一部の遺伝子の破壊
が、酸化ストレス耐性を付与する可能性を示
唆する結果も得られた。以上の結果から、液
胞関連機能が酸化ストレス傷害の修復にお
いて極めて重要な役割を果たしていると考
えられた。しかしながら、上述の研究では未
解析の非必須遺伝子破壊株が残されている
ことに加え、ユビキチン・プロテアソーム系
に代表されるように、関連遺伝子の多くが必
須遺伝子である細胞機能に関しては、得られ
る情報は十分でなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、上述の非必須遺伝子破壊株の
解析を完遂することに加え、必須遺伝子を含
む全ゲノム網羅的な表現型解析を行うこと
によって、酸化ストレス傷害の修復に関与し
ている遺伝子の全てを検索することを目的
とする。この検索によって、酸化ストレスに
よる細胞傷害の修復メカニズムの全貌解明
に資する知見を取得する。 

 
３．研究の方法 
(1) 供試株 
S. cerevisiae の S288C あるいはその類縁株
に由来する下記の遺伝子改変株を供試した。 
① 非必須遺伝子破壊株のうち研究代表者
の先行研究（平成 20-21 年度科研費 若手研
究 B）において対象としていない株（近年入
手 可 能 と な っ た Homozygous Diploid 
deletion strain supplemental set, Open 
BioSystems） 
 ② 必須遺伝子のmRNA安定性を低下させた
株のコレクション（Breslow et al.(2008) 
Nature Methods 5:711-718 ）（ DAmP Yeast 
Collection, Open BioSystems） 
 ③ 過剰発現遺伝子ライブラリ（Jones et 
al.(2008) Nature Methods 5:239-241）を導

入した遺伝子過剰発現株コレクション（S. 
cerevisiae 全遺伝子の各々の過剰発現が可
能な株のセット） 
(2) 酸化ストレス関連株のスクリーニング 
 25-50 mM 過酸化水素による一過的な酸化
ストレス負荷条件、あるいは 0.5-2 mM 過酸
化水素による慢性的な酸化ストレス負荷条
件において、感受性あるいは耐性を示す株を
選抜した。以降、特に断らない限り、前者の
条件で解析をおこなった。本研究では、この
ような酸化ストレス関連の表現型に基づく
解析を網羅的表現型解析と称することとす
る。 
 
４．研究成果 
出芽酵母の非必須遺伝子破壊株セットに
ついて、近年入手可能となった supplemental 
set を用いて網羅的表現型解析を行い、酸化
ストレスに対する耐性に必要な遺伝子を多
数特定した。これによって、非必須遺伝子破
壊株セットの全株についての表現型解析を
完遂した。また、必須遺伝子の mRNA を不安
定化した株のセットを活用し、酸化ストレス
耐性に関する全ゲノム網羅的表現型解析を
行った。すなわち、出芽酵母の全遺伝子につ
いて、各々の欠損が酸化ストレス負荷条件に
おける酵母の生育にどのような影響を及ぼ
すかを調べることによって、ストレス耐性に
重要な役割を担っていると考えられる遺伝
子機能を同定した。その結果、酸化ストレス
耐性に必須な役割を持つ非必須遺伝子とし
て、過去の研究で既に同定された液胞関連遺
伝子に加えて、RNA ポリメラーゼ II やミトコ
ンドリアにおける翻訳に関連する遺伝子等
を新たに同定することができた。また、必須
遺伝子に関する表現型解析の結果（表１参
照）から、酸化ストレス負荷条件下での生育
には、不要タンパク質の分解に必要なユビキ
チン・プロテアソーム系が重要である可能性
が示唆された。 

次に、遺伝子過剰発現プラスミドライブラ
リを活用した出芽酵母遺伝子過剰発現株セ
ットを作製した。本セットは、約 1600 株の
過剰発現株を配した 96 穴マイクロプレート
20 枚で構成される。本セットを用いて、酸化
ストレス負荷条件における生育の比較を行
い、酸化ストレス感受性あるいは耐性を示す

遺伝子機能カテゴリー p値
a 各カテゴリーに
含まれる遺伝子

tRNA processing 7.1E-05 RPP1他5遺伝子
Proteasomal degradation 1.4E-04 RPT3他8遺伝子
DNA binding 1.4E-04 RFC5他9遺伝子
rRNA processing 2.4E-04 SAS10他9遺伝子
Protein processing (proteolytic) 3.7E-04 RPT3他5遺伝子
Biosynthesis of isoleucine 2.2E-03 MMF1他1遺伝子
Transcriptional control 5.1E-03 SAS10他13遺伝子
DNA conformation modification 7.9E-03 SAS10他7遺伝子
a
該当する遺伝子が偶然に当該カテゴリーに含まれる確率。

p <1.0E-02のみを表示。

表1 酸化ストレス負荷後の生育に重要な必須遺伝子
の機能分類

 



過剰発現株のスクリーニングについて条件
検討を行った。その結果、25 mM 過酸化水素
による一過的なストレス負荷条件において、
スクリーニングが可能であることが分かっ
た。全株をスクリーニングに供した結果、上
記のストレス負荷条件において顕著な感受
性あるいは耐性を示す過剰発現株を同定し
た。図 1に典型的な感受性および耐性を示す
株の増殖曲線を例示した。このような高濃度
過酸化水素による一過的なストレス負荷に
より、酵母細胞は顕著な脂質過酸化を伴いつ
つ、一定の割合で死に至ることから、この致
死率やストレス負荷後の生育に影響を及ぼ
す過剰発現遺伝子は、酸化ストレス傷害の修
復と密接に関連するものと考えられる。 

また、本研究では、酸化ストレス傷害修復
機構に加えて、ストレス応答・適応機構に関
連する遺伝子機能に付いての知見も得るこ
とを目的として、一過的な強いストレスを負
荷した後の生育だけでなく、慢性的な弱いス
トレス条件下での生育を指標とした網羅的
破壊株解析を試みた。0.5-2 mM 過酸化水素
による慢性的な酸化ストレス負荷条件にお
いて、感受性あるいは耐性を示す株を選抜し
たところ、上述の一過的ストレスの場合と比
較して、多くの異なる株が見出された。これ
らの株について、現在、解析を進めていると
ころである。 
本研究によって、酸化ストレス傷害の修復
に関連する遺伝子群の全体像が明らかにな
るだけでなく、酸化ストレス傷害の修復にお
いて液胞関連機能を始めとした耐性関連機
能がどのような役割を担っているのか解明
されるものと考えられる。また、本研究によ
って得られる知見は、酵母の実用的ストレス
に対する耐性のメカニズム解明に大きく貢
献するものと期待される。 
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図１ 酸化ストレス耐性あるいは感受性を示した
過剰発現株の生育

25 mM H2O2に2時間暴露した後、H2O2を含まない培地に接種
した場合の増殖曲線
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