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研究成果の概要（和文）： 

 感染性タンパク質であるプリオンは単細胞真核生物の酵母にも存在する。本研究では、細胞
がプリオンを制御するシステムを解明することを目的に、遺伝学的手法に優れている酵母を利
用した。そして、Rnq1 の N 末端領域の変異体、mRNA の成熟化や分解に関わる Lsm4 タンパク質、
膜輸送タンパク質 Dip5 の変異体が、酵母プリオン[PSI+]を消失させることが判明した。get3
変異体と GFP 融合タンパク質の局在解析から、Dip5 変異タンパク質が小胞体に局在することが
プリオン消失に重要であることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The yeast Saccharomyces cerevisiae has prions that are infectious proteins. In this study, 
we found several proteins inhibited [PSI+] prion propagation. Some of them were rnq1 
N-terminal mutant proteins. Furthermore, Lsm4, which is one of Lsm proteins and involved 
in mRNA splicing and mRNA decay, also inhibited prion propagation. The others were 
C-terminal truncated transporter mutant proteins such as Dip5. The Dip5 mutant protein 
localized to ER. The localization and inhibition of prion propagation by Dip5 mutant 
protein were disturbed in get3 mutant, suggesting that localization of the mutant proteins 
to ER is involved in prion elimination. 
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１．研究開始当初の背景 
 狂牛病等で知られるプリオンは、タンパク
質のみで感染性を持つ特異な感染体である。
その実体は、プリオンタンパク質 PrP が作る
特殊な構造のアミロイド線維である。同様に
単細胞真核生物の酵母にも、タンパク質のみ
で感染性を持つタンパク質、つまり酵母プリ
オンが存在する。酵母プリオンは、基礎研究
材料として優れているため、普遍的なプリオ
ン機構の解明に有用である。 
 プリオン研究の最大の謎は、仮想分子プロ

テイン X を始めとするプリオン形成・伝播シ
ステムの分子メカニズムにある。プロテイン
X とは、哺乳類プリオンが感染性を持つため
に必要な構造変換因子として仮想されたも
のである。in vitro で合成されたプリオンタ
ンパク質はアミロイド線維を形成すること
はできるが、感染性を持たない。従って、プ
ロテイン Xやプリオン形成・伝播システムに
必須な宿主システムや因子を発見すること
が、プリオンを理解する上で最も重要である。 
 国内外の酵母プリオンの研究者は、長年こ
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の課題に取り組んできたが、分子シャペロン
Hsp104 以外には明確な構造変換因子の候補
は特定されていない。明らかに、従来の方法
論では不十分であった。そこで、2007 年に私
は新規因子を取得するべく、酵母のプリオン
状態を識別する新しい手法を開発した。酵母
がプリオンを保持していない時のみ生育す
る「non-Prion-selection 法」である。この
方法によって、プリオン保持不能な酵母を容
易に選択することが初めて可能になり、プリ
オンを消失させる因子（プリオン消失因子）
を網羅的に探索できるようになった。実際に、
酵母ゲノムからプリオン消失因子を探索し
た結果、Rnq1∆100 と Gpg1 を発見することに
成功した。 
 
 
２．研究の目的 
 プリオンの形成・伝播の分子メカニズムは、
まだ明らかにされていない部分が多い。プリ
オンの基礎研究材料として有用な酵母プリ
オンを利用して、プリオン制御に働く遺伝子
の分子メカニズムを解析することと、新しい
遺伝子を発見して、その遺伝子を解析するこ
とで、プリオンを制御する細胞システムを解
明することを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 過剰発現時に[PSI+]プリオン伝播を阻害
する rnq1 突然変異を既に取得しており、そ
の阻害動態を調べるために２通りの手段で
プリオンの分子量を経時的に測定する。第１
の方法は、生化学的アッセイでプリオンの凝
集体が壊れない半変性条件で電気泳動を行
い、数千キロダルトンの分子量をも分離でき
る SDD-AGE (Semi-Denaturing Detergent- 
Agarose Gel Electrophoresis)法を利用する。
第２の方法は、光学的手法を用いて生細胞の
状態で観察した。プリオン形成タンパク質と
GFP の融合タンパク質の発現状態で、蛍光相
関分光法測定を行う。微小空間のみの蛍光を
検出し、その強度や揺らぎから蛍光分子の大
きさや数を測定する。 
 
(2) 「non-Prion-selection 法」を用いて、
プリオン伝播を負に制御する新しい遺伝子
を発見する。ウラシル合成経路の酵素の一つ
をコードする URA3 遺伝子にナンセンス変異
を持ち、且つ、酵母プリオン[PSI+]を持つ細
胞に過剰発現系酵母遺伝子ゲノムライブラ
リーを導入する。[PSI+]プリオンが消失する
酵母は、機能する URA3 遺伝子産物を持たな
いため、正常なウラシル合成を行える酵母に
有毒な 5FOA培地上で生育することができる。
この培地で生育する細胞を選択し、その細胞
が持つプラスミドを回収、挿入されている遺

伝子を DNAシーケンス解析によって明らかに
する。 
 そして、その遺伝子産物のプリオン消失効
果のあるドメインの決定、アミロイド形成能
や細胞内局在を調べる。その他に、ストレス
の有無や変異体の解析を行う。 
 
 
４．研究成果 
(1) Rnq1 突然変異体発現時の[PSI+]動態解析 
 SDD-AGE法を用いてrnq1突然変異発現時の
[PSI+]プリオンの動態を調べたところ、
[PSI+]プリオンが大きくなることが判明した。
蛍光相関分光法による解析でも同様に[PSI+]
プリオンの増大が見られた。また、酵母が分
裂する際に、大きな[PSI+]プリオンが母細胞
に残り、娘細胞には[PSI+]プリオンが存在し
ていない細胞が観察できた。このことはプリ
オンの消失は娘細胞から始まることを示唆
する。 
 
(2) プリオン消失因子の発見 
 non-Prion-selection 法を用いたスクリー
ニングを行うことにより、Lsm4 タンパク質と
異常型膜タンパク質群（Dip5, Mup1, Ptr2, 
Sit1 の変異タンパク質）が酵母プリオンの消
失因子であることを明らかにした。Lsm4 タン
パク質は mRNA のスプライシングや分解に関
わる。また、異常型膜タンパク質は Dip5, Mup1, 
Ptr2, Sit1 の C 末端側が欠損している上、82
アミノ酸残基分のベクター配列が付加され
ている。この４個のタンパク質はいずれも複
数回膜貫通型タンパク質であり、本来は細胞
膜に局在している膜輸送タンパク質である。 
 
(3) Lsm4のプリオン消失活性ドメインの決定 
 Lsm4 の N 末端側は mRNA の成熟化、分解に
関わることが知られている。C 末端側はグル
タミンとアスパラギンに富み、アミロイド形
成能を持つ。Lsm4 の N 末端側のみと、C 末端
側のみを発現させたところ、C 末端側のみで
プリオンを消失したため、プリオン消失には
C 末端領域が重要であることが判明した。ま
た、Lsm4 がアミロイドを多く作るほど、プリ
オン消失活性が強いことから、Lsm4 のアミロ
イドがプリオン消失に働くことが示唆され
た。 
 
(4) Lsm4 発現時の[PSI+]動態解析 
 蛍光相関分光解析から、Lsm4 の発現後にプ
リオンが親細胞内で肥大化し、娘細胞に伝達
できなくなる伝播阻害が起きていることが
明らかとなった。 
 
(5) 他の Q/N-rich タンパク質のプリオン消
失能解析 
 グルタミン(Q)、アスパラギン(N)を豊富に



 

 

含むタンパク質は[PSI+]プリオンを誘導する
Pin+([PSI+] inducible)活性がある。Lsm４も
その一つである。Pin+活性を持つ他のタンパ
ク質もプリオン消失活性があるか調べたと
ころ、弱いながらも、１０種類中７種類がプ
リオンを消失させることが判明した。このこ
とから、Q/N rich タンパク質がプリオンの発
生誘導と消失の両方を引き起こすことが示
唆された。 
 
(6) Dip5変異タンパク質のアミノ酸透過機能
解析 
 プリオン消失能を持つ Dip5 変異タンパク
質が Dip5 本来の機能であるアミノ酸透過機
能を有するか確認するために、トランスポー
ター解析を行った。その結果、Dip5 変異タン
パク質にはアミノ酸透過機能を持たないこ
とが判明した。 
 
(7) Dip5 変異タンパク質の細胞内局在 
 Dip5 の正常型タンパク質は本来、細胞膜に
局在している。変異型の局在を調べるために、
GFP との融合タンパク質を発現させて、局在
を調べた。その結果、Dip5 変異タンパク質は
細胞膜には存在しなく、細胞内に存在してい
た。この細胞内局在がどの細胞小器官と一致
するか調べるために、各種細胞小器官マーカ
ーと共局在性を確認したところ、Dip5 変異タ
ンパク質は小胞体に局在することが判明し
た。 
 
(8) Dip5 変異タンパク質のストレス誘導 
 Dip5 変異タンパク質が小胞体に局在する
ので、Dip5 変異タンパク質が異常な立体構造
をとって小胞体ストレスを起こしているこ
とが予想された。そのため、小胞体ストレス
マーカーを利用して、小胞体ストレス応答を
調べた。しかし予想に反して、Dip5 変異タン
パク質発現時には小胞体ストレスが起きて
いなかった。次に熱ショック応答が起きてい
るか調べたところ、弱いながらも応答が起き
ていることが判明した。 
 
(9) get3 変異体における Dip5 変異タンパク
質の細胞内局在 
 GET経路はTA膜タンパク質の膜挿入に重要
な役割を持つことが知られている。この GET
経路の一つの遺伝子、GET3 の破壊株において
Dip5 変異タンパク質の局在を調べたところ、
小胞体への局在が乱れ、細胞質に点在してい
た。また、get3 破壊株において、Dip5 変異
タンパク質はプリオン消失活性を失った。こ
のことから、Dip5 変異タンパク質が小胞体に
局在することがプリオン消失に重要な役割
を持つことが示唆された。また、GET 経路は
TA 膜タンパク質だけではなく、複数回貫通型
膜タンパク質の膜挿入に必要であることも

示唆された。 
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