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序論 

 

本研究の目的 
 「健康に生きたい」、「肌年齢を若く」といった考えは、いつの時代も人にと

って変わらない願いである。これらの考えの根源にあるのは、生物として避け

られない「老化」というプロセスが存在しているからではないだろうか。生あ

るものは死を免れることはできない、また死に至る大きな要因でもある「老化」

から逃れることもできない。しかし、我々はこの「老化」を遅延させることは

可能ではないだろうか？私は、父方母方の双方の祖父母を皆病気で亡くしてい

ることから、家族には健康で生きていてほしいという願望が一層強い。これら

の思いを秘め、私は寿命や老化に関与した研究を行っている。 

 21 世紀初頭に、酵母、線虫、ショウジョウバエ、マウスなどのモデル生物に

共通した寿命延長要因として食餌制限が見いだされた (Longo & Fabrizio 2002)。

近年の研究では、ヒトにおいて食事制限することにより癌などのリスクが低下

するとの報告がある (Fontana et al. 2010)。栄養に応答した寿命延長に関与するシ

グナル伝達経路が次第に明らかになっていく中、延長メカニズムは未だに明確

になっていない。しかし、少なくとも共通して保存されている経路があること

から、真核微生物である酵母を用いて寿命の研究を行うことに対して意義が見

いだされた。①比較的に遺伝子操作が行いやすい。②高等生物を扱うほどの倫

理問題も発生しない。③近年報告されているアルツハイマー病やパーキンソン
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病といった神経変性病などの原因の一つに、老化や遺伝的な要因によるミトコ

ンドリア欠陥が引き起こす特定の細胞の機能欠陥に由来するとの報告がある 

(Douglas et al. 2010)。①〜③を併せて考えて、真核生物の細胞モデルである酵母

を用いた細胞レベルでの研究を行うことは、より迅速にメカニズムの解明に繋

がると考えている。以上が、私が酵母を用いて寿命研究を行う動機である。 
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酵母を用いた寿命研究 
 先の目的にも記述したが、酵母は真核生物の細胞モデルである。単細胞真核

生物である酵母には二つの寿命概念が存在する。一つは分裂寿命で、もう一つ

は経時寿命である。前者は主に出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae で研究され、

一つの母細胞から生涯出芽する娘細胞の数を測定することによって求められる。

これは主に幹細胞などの分裂限界モデルとして用いられる。後者は出芽酵母に

加え、近年分裂酵母 Schizosaccharomyces pombe でも研究され始め、定常期以降

の細胞集団が死滅するまでの時間を測定することで求められる。これは主に分

化した細胞の細胞寿命モデルとして用いられる。 

 出芽酵母の研究を通して見いだされた寿命関連因子は、他の生物種において

も保存されていることが示された。 も有名なのは、Tor-Sch9 経路だと思われ

る。栄養に応答して細胞成長に関する転写、翻訳、栄養運搬やオートファジー

を制御する TORC1 の構成因子である Tor1 は、ラパマイシンの標的となるプロ

テインキナーゼである。これまでの研究により、Tor1 が欠損した出芽酵母では、

経時寿命の延長が報告された (Fabrizio et al. 2001)。また、Sch9 は浸透圧ストレ

スや G1 期移行に関与するプロテインキナーゼであり、高等生物のリボソームプ

ロテイン S6 キナーゼと類似する。Sch9 も欠損することで同様に出芽酵母の経時

寿命の延長が報告されている (Wei et al. 2009)。出芽酵母の Tor1 と Sch9 に相当

する因子は、例えば線虫では TOR と S6 キナーゼであり、これらの活性を抑制

することで寿命が延長したとの報告がある (Johnson, 2008, Fontana et al. 2010)。

また、ショウジョウバエの TOR をラパマイシンによって抑制することによって
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も寿命の延長が見られ、マウスにおいても S6 キナーゼの欠損個体で寿命が延長

したとの報告がそれぞれなされた (Partrigde et al. 2004, Selman et al. 2009)。 

 以上のことからも、栄養に関連する寿命延長経路 (因子) は酵母からマウスま

で保存されていることが伺える。またこれらは酵母における先行研究によって

見いだされている。よって、酵母を用いて寿命研究を行うことは、高等生物に

おける寿命研究に大いに役立つと期待できる。 
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分裂酵母の経時寿命延長因子 Ecl1 
 本研究で扱うのは出芽酵母および分裂酵母の Ecl1 である。では、まず Ecl1 に

ついてその基礎的な研究背景を述べる。 

 これは当研究室で発見した分裂酵母の新規遺伝子であり、マルチコピーのプ

ラスミドを用いた高発現により、分裂酵母の経時寿命を延長させた。我々はこ

の表現型から、遺伝子を extender of chronological lifespan を意味する Ecl1 と命名

し、発表した (Ohtsuka H et al. 2008)。Ecl1 は主に核に局在し、高発現すること

で経時寿命以外に過酸化水素ストレス耐性や、胞子形成の促進が見られた 

(Ohtsuka H et al. 2012)。上記で取り上げた食餌制限に関しては、Ecl1 高発現株に

カロリー制限  (0.5 %グルコース) を施しても、それ以上の寿命延長は見られな

かったことから、カロリー制限と重複して働くと考えられた。 
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本論文に登場する Ecl1 及び Ygr146c の特殊な領域 
誤解を防ぐため、本論文で登場する分裂酵母の Ecl1: SpEcl1 (Ecl1 に該当) と出

芽酵母の Ecl1: ScEcl1 (YGR146C に該当) の特殊な領域を以下に示す。 

 

青：SpEcl1 と類似する領域の ScEcl1-NT (1 章) 

赤：Two-hybrid で用いた SpEcl1-CT (3 章)
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第 1 章 

 

 

 

出芽酵母における 

分裂酵母の Ecl1 類似因子の 

同定と解析 
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概要 

 
 分裂酵母の Ecl1 と二次配列が類似する因子の探索を行ったところ、出芽酵母

の Ygr146c が も類似性が高い因子として候補に上がった。Ecl1 が 80 アミノ酸

なのに対し、Ygr146c は 211 アミノ酸とかなり大きい。また、Ygr146c は当時殆

ど解析されていなかったため、表現型解析により分裂酵母の Ecl1 との類似性を

議論しようと考えた。出芽酵母で Ygr146c を高発現したところ、経時寿命の延

長や過酸化水素ストレスに対する耐性の上昇が見られた。これは分裂酵母内に

おける Ecl1 高発現の表現型と一致した。また、分裂酵母の Ecl1 を出芽酵母で高

発現したところ、同様に経時寿命の延長と過酸化水素ストレス耐性を示した。

一方で、出芽酵母の ygr146c 欠損株は野生株と比較し経時寿命低下と過酸化水素

ストレス感受性を示した。しかし、ygr146c 欠損株に分裂酵母の Ecl1 を高発現し

たところ、経時寿命の延長と過酸化水素ストレス耐性が回復した。さらに、分

裂酵母と出芽酵母お Ecl1 はお互いによく保存された 4 つのシステインを保持し

ており、それぞれのシステインをセリンに置換した Ecl1 の高発現株は、いずれ

も経時寿命延長が低下した。 

 以上のことから、分裂酵母の Ecl1 は出芽酵母の Ygr146c と機能的相同性を持

ち、且つ Ecl1 は少なくとも酵母間で保存されていることが示された。 
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緒言 

 

 当研究室で発見した分裂酵母の新規遺伝子 Ecl1 は、高発現することで経時寿

命の延長、過酸化水素ストレス耐性、そして胞子形成の促進に働く。しかしな

がら、当時分裂酵母において、これらの表現型に関する解析されていなかった

こともあり、Ecl1 が作用するメカニズムや働く経路については殆ど不明であっ

た。そこで、他生物種で Ecl1 と類似する因子を探索することで解析の手がかり

を得ようと考えた。 

 本章では、Ecl1 のアミノ酸配列を用いた Blast 検索により、出芽酵母で類似性

が も高い因子に着目した。その理由として、①同じ酵母の中で、比較的網羅

的な解析が進んでいる、②Ecl1 が持つ 4 つのシステインの配置が一致する、な

どが挙げられる。解析の結果私は、出芽酵母において分裂酵母の Ecl1 と類似す

る因子を同定し、及び酵母間で Ecl1 が保存されていることを突き止めた。 
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結果 

 
①他生物種で、出芽酵母の Ygr146c は分裂酵母の Ecl1 と も高い類

似性を持つ 

 

 Ecl1 は分裂酵母の新規遺伝子であり、且つわずか 80 アミノ酸で構成されてい

ることから、特徴的なドメインを特定することができず、その機能類推には困

難が伴った。そこで、Ecl1 のアミノ酸配列を基にわずかな相同性を頼りに Blast

検索を行うことにより、私は他生物種で類似する因子の取得し、その因子の解

析情報を基に Ecl1 の機能メカニズムの解明を試みた。検索の結果、他生物種で

も Ecl1 と類似性が高い因子として出芽酵母の Ygr146c を取得した (図 1-1)。

しかし、Ygr146c は当時出芽酵母において殆ど解析されていなかった。また、図

1-1 で示したように、Ygr146c は 211 アミノ酸から構成されており、Ecl1 との一

致率は決して高いものとは言えなかった。しかしながら①Ecl1 が保持する 4 つ

のシステイン配置が保存されている (図 1-1 赤囲い)、②網羅的な解析結果があ

る、という 2 つのことを考慮した結果、私は Ygr146c の表現型解析を行うこと

により Ecl1 との類似性を議論することにした。 
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②Ygr146c 高発現株は経時寿命が延長し、過酸化水素ストレス耐性が

上昇する 

 

 分裂酵母で Ecl1 を高発現することで、経時寿命年長が確認されている 

(Ohtsuka H et al. 2008)。出芽酵母の Ygr146c が分裂酵母の Ecl1 と類似する因子で

あれば、分裂酵母で見られた Ecl1 高発現の表現型 (経時寿命の延長、過酸化水

素ストレス耐性) は、出芽酵母で Ygr146c (以降 ScEcl1 と表記) を高発現するこ

とによっても観察できるのではないかと考えた。Ygr146c の ORF をマルチコピ

ープラスミドである pG1 (Schena M et al. 1991, Takatsume Y et al. 2004) に組み込

み、GAPDH プロモーターによって高発現する系を構築した (以降 pScEcl1 と表
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記)。pScEcl1 を保持したで株はベクターコントロール (以降 vc と表記)を保持し

た株と比較し、経時寿命の延長が見られた (図 1-2)。また、興味深いことに、本

来出芽酵母にはない分裂酵母の Ecl1 を同様の系で高発現した (以降 pSpEcl1 と

表記) ところ、ScEcl1 高発現と比較し、活性はやや弱いものの、同様に経時寿命

を延長させた。 

 出芽酵母のみでなく、分裂酵母においても多くの経時寿命を延長させる変異

株は同時に過酸化水素ストレスに対して耐性を示すことが報告されている 

(Fabrizio P and Longo VD 2003)。先行研究により、分裂酵母の Ecl1 は高発現する

ことで過酸化水素ストレスに対し耐性を示したので (Ohtsuka H et al. 2009)、同

様の実験を出芽酵母で行った。酵母を高濃度の過酸化水素 (200 mM) で一過的

に処理した後、希釈系列を作成し YPD 培地にスポットを行った。その結果、

pScEcl1 を保持した株は vc を保持した株と比較して高い過酸化水素ストレス耐

性を示した (図 1-3)。また、pSpEcl1 を保持した株も pScEcl1 を保持した株と同

等の過酸化水素ストレス耐性を示した。すなわち、分裂酵母、出芽酵母の Ecl1

は共に経時寿命延長と過酸化水素ストレス耐性に対し正に働くことが示された。 
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③Scecl1 欠損株は経時寿命が低下し、且つ過酸化水素ストレス感受

性になる 

 

 分裂酵母には Ecl1 の他に Ecl2、Ecl3 があり、それぞれ単独の欠損株では表現

型を示さなかった (Ohtsuka H et al. 2008, Ohtsuka H et al. 2009)。それに対して、

出芽酵母内には ScEcl1 と類似する因子は現時点で見つかっていない。そこで、

Scecl1 欠損株を作成し、経時寿命や過酸化水素ストレスに対する影響を調べた。

その結果、Scecl1 欠損株は野生株と比較し経時寿命の低下を示し (図 1-4)、過酸

化水素ストレスに対する応答では、野生株と比較し感受性を示した (図 1-5)。
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④分裂酵母の SpEcl1 は出芽酵母の Scecl1 欠損を相補する 

 

 Scecl1 欠損株は野生株と比較し、上記のような著しい表現型の変化を示した。

また、SpEcl1 高発現が分裂酵母と出芽酵母で同様の表現型を示した。この 2 点

を踏まえ、私は SpEcl1 が ScEcl1 と機能的類似関係にあるのならば、SpEcl1 高発

現は Scecl1 欠損の表現型を相補するのではないかと考えた。そこで、Scecl1 欠

損株に SpEcl1 を高発現させ、経時寿命と過酸化水素ストレスへの影響を調べた。

その結果、ScEcl1 高発現と比較し活性はやや低いものの、SpEcl1 高発現は Scecl1

欠損による経時寿命低下と過酸化水素ストレス感受性を相補した (図 1-6, 1-7)。 
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⑤ScEcl1 は SpEcl1 と類似する領域で活性を持つ 

 

 SpEcl1 高発現は分裂酵母内のみでなく、出芽酵母においても経時寿命の延長、

過酸化水素ストレス耐性を上昇させた。また、出芽酵母内における SpEcl1 の類

似因子である Scecl1 欠損の表現型をも相補した。つまり、ScEcl1 の短い領域で、

ScEcl1 と同様の活性を持つことが考えられる。そこで私は、SpEcl1 の約 2.5 倍分

子量が大きい ScEcl1 が SpEcl1 と類似する領域のみでも活性を持つかどうかを調

べた。図 1-8 に示したような ScEcl1 の Ser120 の直後に終止コドンを付加した構造 

(青囲い) を持つ ScEcl1 (以降 ScEcl1-NT と表記) を作成し、出芽酵母内で高発現

させ、ScEcl1 全長の高発現と経時寿命延長活性の比較を行った。その結果、

ScEcl1-NT 高発現は ScEcl1 高発現と同等に出芽酵母の経時寿命を延長させた 
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(図 1-9)。つまり、SpEcl1 と類似する領域の ScEcl1 のみで十分に経時寿命延長の

活性があることを示した。 
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⑥ScEcl1 と SpEcl1 の保存された 4 つのシステイン変異は高発現によ

る経時寿命延長活性を低下させる 

 

 SpEcl1 と ScEcl1 はお互いに 4 つのシステインを保持しており、図 1-1 でも示

したように、配置と近辺のアミノ酸構成がかなり類似していることが見受けら

れる。その配列が酵母間で特徴的であることから、私は、これらのシステイン

が Ecl1 の機能に影響するものではないかと考え、SpEcl1 と ScEcl1 のそれぞれの

システインを1塩基置換によるセリンへの置換変異を行った (図1-10)。そして、

置換型 SpEcl1 と ScEcl1 をそれぞれ分裂酵母、出芽酵母で高発現させ、野生型の
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SpEcl1、ScEcl1 高発現との比較を行った。その結果、いずれのシステイン変異型

SpEcl1、ScEcl1 高発現も野生型の SpEcl1、ScEcl1 高発現と比較し、経時寿命延

長活性の低下が見られた (図 1-11, 1-12)。 
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考察 

 
これまでの ScEcl1 に関する報告との比較 

 網羅的な経時寿命の解析により、約 4800 株の出芽酵母の単独の遺伝子欠損株

の中で、Scecl1 欠損株は早死にという結果がある (Powers RW 3rd et al. 2006)。本

研究で行った CFU の方法で測定した経時寿命の結果はそれと矛盾しない。 

 

SpEcl1 と ScEcl1 について 

 SpEcl1 は 80 アミノ酸、ScEcl1 は 211 アミノ酸と、お互い約 2.5 倍も構成する

アミノ酸の数が異なる。しかしながら、お互いに特徴的な 4 つのシステインの

配置とその前後のアミノ酸構成が非常に類似することから、私は SpEcl1 の原型

が少なからず ScEcl1 に保存されていると考えた。図 1-2、1-3 で示したように、

出芽酵母における ScEcl1 及び SpEcl1 高発現は、共に経時寿命延長、過酸化水素

ストレス耐性に対し、正に働きかけた。そして、図 1-6、1-7 で示したように、

出芽酵母における Scecl1 欠損の表現型 (経時寿命低下、過酸化水素ストレス感

受性) が SpEcl1 高発現によって相補されたことから、Ecl1 は機能的に酵母間で

保存されていると考えられる。 

 

SpEcl1 と ScEcl1 の機能的部位 

 SpEcl1 と類似する ScEcl1 の配列は主に ScEcl1 の N 末側に存在する。そこで私
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は、80 アミノ酸しかない SpEcl1 高発現による経時寿命延長は ScEcl1 の N 末側

が関与しているのではないかと考えた。図 1-9 で示した SpEcl1 と類似する領域

の ScEcl1 高発現 (pScEcl1-NT) が ScEcl1 高発現 (pScEcl1) と同等に経時寿命を

延長させたという結果はこの考えを支持するものである。次に私は、共に N 末

側に存在する SpEcl1 と ScEcl1 の 4 つのシステインに着目した。互いに配列が

も類似する部分であることから、私は、このシステインが Ecl1 の根本的な機能

に関与するのではないかと考えた。SpEcl1、ScEcl1 の 4 つのシステインをそれぞ

れセリンに置換したタンパク質の高発現は、野生型の Ecl1 ほどの経時寿命延長

を示さなかった。特に ScEcl1 に関しては、C 末側からのアミノ酸を半分以上削

った ScEcl1-NT 高発現では経時寿命延長には全く影響を与えなかったのに対し、

N 末側のどれか 1 つのシステインをセリンに置換した ScEcl1-CxS の高発現はど

れも経時寿命延長の活性が低下していた。システインはヘムのような金属保持

や、タンパク質安定性に関するジスルフィド結合の形成に深く関与しており、

タンパク質の機能等を特徴づける働きを持つ。このことから、経時寿命におけ

る直接的な機能は少なくとも SpEcl1 及び ScEcl1 のシステインに依存すると考え

られる。 

 

Ecl ファミリー全体に関する考察 

 分裂酵母内にはEclタンパク質がEcl1、Ecl2、Ecl3の 3つ存在するのに対して、

出芽酵母内には Ecl タンパク質は ScEcl1 の 1 つしかない。しかしながら、ScEcl1

の表現型、アミノ酸構造や転写制御について酵母間で比較すると、SpEcl ファミ
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リーと類似点が見られる。まず、本章の結果でも述べたようにアミノ酸構造、

特にシステインの配置と周辺のアミノ酸構成については SpEcl1 と類似するが、

SpEcl1 が定常期の進入時に一過的に発現が上昇する点などに関しては ScEcl1 と

は異なる (ScEcl1 は生育の早い段階で発現が も高く、生育と共に次第に減少し、

定常期以降に再び上昇する data not shown)。一方で ScEcl1 の上流には Hsf1 結合

配列の存在があり、熱ショック応答時に Hsf1 による発現制御を受けると報告さ

れている (Imazu H and Sakurai H 2005)。それに対して、分裂酵母の SpEcl2 のみ

が熱ショック時に Hsf1 依存的に転写活性化される (Ohtsuka H et al. 2011)。この

点に関しては SpEcl2 と ScEcl1 は類似する。SpEcl3 については、上記のストレス

シグナル等には応答せず、且つ も発現が少ない Ecl 因子であり、現時点では

も不明な Ecl 因子である。 

 少なくとも ScEcl1 と SpEcl1、SpEcl2 との類似点を踏まえると、私は、分裂酵

母と出芽酵母がそれぞれ独自の進化をしてきた上で、分裂酵母は様々な条件に

対応する為に 3 つの小さな Ecl タンパク質を使い分け、出芽酵母では、それらを

１つの大きな Ecl タンパク質で賄ったのではないかと考えている。 

 Ecl ファミリーの働きが完全に明らかになっていないので、正確な議論は難し

いが、上記の考えを支持するデータとして、SpEcl ファミリーと類似しない

ScEcl1-C 末側のアミノ酸配列を用いて、分裂酵母の BLAST サーチで類似する因

子の検索を行うと、ミトコンドリア−リボソームタンパク質サブユニット L25、

リボソーム生合成タンパク質 Nop16、そしてユビキチン−タンパク質リガーゼ 

E3 などが候補として挙がる。このことからも、私は ScEcl1 のアミノ酸配列がど
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の SpEcl よりも約 2.5 倍大きいのは、単独で多くの機能を掛け持つためなのでは

ないかと考えている。 
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実験材料と手法 

 
菌株と培地 

以下の菌株を用いた。 

菌株名 遺伝子型 

YPH250   

(出芽酵母) 
MATa trp1-Δ1 his3-Δ200,leu2-Δ1 lys2-801 ade2-101 ura3-52 

JY333     

(分裂酵母) 
h− leu1 ade6-M216 

 

以下の培地を用いた。 

SD 培地 

(0.67 % yeast nitrogen base without amino acids and 2 % glucose) 

必要に応じて以下のものを加えた。 

Adenine (hemisulfate salt) 40 mg/l 

L-histidine    20 mg/l 

L-leucine 60 mg/l 

L-tryptophan    40 mg/l 

100×DropOut (-Leu,-Trp,-His,-Ade) 溶液 10 ml/l 

Agar   20 g/l 



 32

                                   

100×DropOut(-Leu,-Trp,-His,-Ade)溶液 

組成 溶液中濃度 培地中の 終濃度 

L-arginine 2 g/l 20 mg/l 

L-aspartic acid 10 g/l 100 mg/l 

L-glutamic acid 10 g/l 100 mg/l 

L-lysine 3 g/l 30 mg/l 

L-methionine 2 g/l 20 mg/l 

L-phenylalanine 5 g/l 50 mg/l 

L-serine 37.5 g/l 375 mg/l 

L-threonine 20 g/l 200 mg/l 

L-tyrosine 3 g/l 30 mg/l 

L-valine 15 g/l 150 mg/l 

Uracil 2 g/l 20 mg/l 

 

YPD 培地 

(1 % yeast extract, 2 % polypeptone, 2 % glucose) 

必要に応じて Agar (20 g/l) を加えた。 

 

YES 培地 

(0.5 % yeast extract, 3 % glucose) 
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必要に応じて以下のものを加えた。 

Adenine (hemisulfate salt) 40 mg/l 

G418 100 μg/ml

Agar 20 g/l 

 

プラスミド 

以下のプラスミドを用いた。 

プラスミド名 マーカー 

pG1 TRP1 マーカー、出芽酵母における高発現用 

pLB-Dblet LEU2 マーカー、分裂酵母における高発現用 

 

ScEcl1、SpEcl1 高発現株欠損株、ScEcl1-NT 及び 1 塩基置換変異型

Ecl1 の作成 

ScEcl1、SpEcl1 高発現株の作成：以下のプライマーを用いて出芽酵母染色体上の

ScEcl1 及び分裂酵母染色体上の SpEcl1 を PCR で増幅させ、pG1 に組み込んだ。 

pScEcl1 

YGR146C-U2-BamHI：AATGGATCCATGAGCACCGCATTCAACGA 

YGR146C-D-SalI：GTAGGTCGACGGCAAGTCGAAGAAGATACG 

pSpEcl1 

BamHI-Mws8-1：ACTGGATCCATGGATTTGGATTTTTGCACAGTG 

Mws8-1-SalI：TTCTAAGTCGACTACGCATGTAGTTTTGTGTAAGC 
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＊下線：制限酵素サイト 

 

Scecl1 欠損株の作成：以下のプライマーを用いて、BY4741 欠損株ライブラリー

の Scecl1 欠損株から欠損領域を YPH250 株へ移植した。 

YGR146C-U400：TGGAGACTTGAAACGTGGTG 

YGR146C-D270：TGTATGAAGACGAAGACAGC 

 

ScEcl1-NT の作成 

ScEcl1 の 120 番目のセリンの直後に終止コドンを組み込むため、以下のプライ

マーを用いて ScEcl1-NT を PCR で増幅し、BamHI、SalI で制限酵素処理した後、

pG1 に組み込んだ。 

YGR146C-U2-BamHI：AATGGATCCATGAGCACCGCATTCAACGA 

Sc_ecl1_mid_Sal1：GTGAGTCGACTTAGGACTCTAGCTTCTCCAACT 

＊赤字：追加した終止コドン 

 

1 塩基置換変異 Ecl1 高発現株の作成：以下の変異導入プライマー産物(SpEcl1：

M4 primer と Ecl1-CxMu、ScEcl1：pG1-Bam-U370 と Cel1-CxMu により増幅)とプ

ラスミド上の Ecl1 フラグメント (SpEcl1：T7 primer と Reverse primer、ScEcl1：

pG1-SQ-BamH と pG1-SQ-SalI により増幅) を用いた PCR により、4 つのシステ

インをコードする塩基をそれぞれ置換した Ecl1 を作成し、再びプラスミドに組

み込んだ。 
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1st：①T7 primer×Reverse primer (SpEcl1)、pG1-SQ-BamH×pG1-SQ-SalI (ScEcl1) 

    ②M4 primer×Ecl1-CxMu (SpEcl1)、pG1-Bam-U370×Cel1-CxMu (ScEcl1) 

2nd：それぞれのフラグメント①と②と以下のプライマーを用いた PCR 

M4 primer×Reverse primer (SpEcl1)、pG1-Bam-U370×pG1-SQ-SalI (ScEcl1) 

 

用いたプライマーの配列 

SpEcl1 (赤：置換した塩基 C→G) 

pG1-SQ-BamHI：TCTACTTTTATAGTTAGTCTTTTTT 

pG1-SQ-SalI：AAGCACCACCACCAGTAGAG 

pG1-Bam-U370：CACCAACCATCAGTTCATAGG 

Ecl1-C6Mu：CCACACACTGTGGAAAAATCC 

Ecl1-C9Mu：TGGTGGCTCCAGACACTGTGCAA 

Ecl1-C20Mu：ATTCAGAAGAGGAGTACAAACTGCC 

Ecl1-C24Mu：CCAAAAGATGGGATTCAGAAGAG 

ScEcl1 (赤：置換した塩基 C→G) 

T7 primer：GTAATACGACTCACTATAGGGC 

Reverse primer：GGAAACAGCTATGACCATG 

M4 primer：GTTTTCCCAGTCACGAC 

Cel1-C9Mu：GATCACAAACAGTGGAGTAATCGTTG 

Cel1-C12Mu：GAATGAGACGATCAGAAACAGTGCAG 

Cel1-C47Mu：CAATCTTCGGAGGAATATAAC 
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Cel1-C51Mu：CCTTCAGCTTAGAATCTTCGGAGC 

 

生存率測定 

生育を揃えるため、菌株を 30 �の条件で 1 昼夜振とう培養した後、一部を新鮮

な培地へ植菌した。出芽酵母が完全に定常期へ到達するのは凡そ 3 日かかるの

で、30 �の条件で 2 昼夜振とう培養した。培養 3 日目に集菌し、滅菌水で洗っ

た後、培地を滅菌水と入れ替えて、30 �で振とうし続けた。サンプリングは 3

日に一度の頻度で行い、細胞の生死は CFU 法 (コロニー形成率) によって測定

した。尚、水に移し替えた時点を 0 時間とした。分裂酵母の場合、1 昼夜培養後

毎日サンプリングを行い、細胞の生死は CFU 法によって測定した。以上の手法

は Fabrizio らのものに基づく (Fabrizio P and Longo VD 2003)。 

 

過酸化水素ストレステスト 

菌株を 30 �で OD600=1.0 になるまで振とう培養した後、集菌。200 mM の過酸化

水素水で 30 �、1 時間処理した後、YPD 寒天培地に 1/10、1/102、1/103、1/104

ずつ希釈してスポットした。菌の生育は 30 �の孵卵器で 3~5 日インキュベート

した後に観察した。 
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第 2 章 

 

 

 

出芽酵母の ScEcl1 による 

経時寿命延長は 

ミトコンドリアに依存する 
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概要 

 
 多くの生物種に共通する寿命延長要因として食餌制限がある (Longo VD and 

Fabrizio P 2002, Kennedy BK et al. 2007, Fontana L et al. 2010, 図 2-1)。私は食餌制

限に着目し、出芽酵母における Ecl1 (ScEcl1) の働きとの関連を調べた。その結

果、ScEcl1 高発現による経時寿命延長は食餌制限 (以降 CR と表記) と重複する

ことを突き止めた。さらに、ScEcl1 はミトコンドリアにおける呼吸に関与して

おり、CR 時に見られる呼吸の上昇には ScEcl1 が大きく関与していることが示唆

された。呼吸が上昇するという共通の表現型から、ScEcl1 や CR による経時寿命

の延長はミトコンドリアを介していることが考えられた。ミトコンドリア DNA

が欠損した rho0 株においては、ScEcl1 を高発現しても、CR を施しても経時寿命

の延長は全く見られなかった。 

 ミトコンドリアの生合成等に関与する因子との関連の解析により、呼吸関連

遺伝子の発現に関与する HAP 複合体の構成因子で、ScEcl1 と相互作用すると報

告されている Hap2 (Ito T et al. 2001) や、Forkhead 型転写因子で、高発現により

ミトコンドリアの生合成と呼吸を促進すると報告されている Hcm1 
(Rodriguez-Colman MJ et al. 2010) の欠損株では、ScEcl1 を高発現しても経時寿命

の延長は全く見られなかった。 

 その傍ら、野生株において、ScEcl1 高発現は細胞質カタラーゼである CTT1

の発現を上昇させた。以上のことから私は、ScEcl1 高発現はミトコンドリアの
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呼吸活性を上昇させ、同時に ROS の類である過酸化水素ストレスに対して、細

胞質カタラーゼ Ctt1 の発現を上昇させることで、細胞が様々なストレスに適応

できるように働きかけているのではないかと考えた。 
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緒言 

 

 ミトコンドリアは呼吸のみではなく、細胞構成物の生合成、ストレス応答、

そして寿命に関与することが示唆されている (Tait SW and Green DR 2010, Zhou 

R et al. 2011)。欠陥を持つミトコンドリアは細胞のアポトーシスやネクローシス

を引き起こすことが示されており、高等生物では、特定の細胞におけるミトコ

ンドリアを介するこれらの細胞死が神経変性病など、様々な疾患を引き起こす

と報告されている (Wallace DC et al. 2010)。 

 出芽酵母では、ミトコンドリアの機能が寿命に密接に関与していることが示

唆されており、分裂寿命と経時寿命双方ともにミトコンドリアにおける呼吸の

影響を受けるとの報告がある (Barros MH et al. 2004, Jiménez-Hidalgo M et al. 

2009)。よって私は、ミトコンドリアと寿命の関係を明らかにすることは、老化

と老化に伴う疾患のメカニズム解明に貢献すると考えた。そして、酵母におけ

るミトコンドリアの変異や機能維持、代謝制御を明らかにすることは、老化に

伴う疾患の予防のみではなく、その根源にある細胞老化の理解に繋がると考え

た。 

 私は分裂酵母で発見した Ecl ファミリー (Ohtsuka H et al. 2008, Ohtsuka H et al. 

2009) の出芽酵母におけるホモログ ScEcl1 の機能に興味を持った。Ecl1 高発現

は分裂酵母、出芽酵母双方の経時寿命の延長と過酸化水素ストレス耐性を増加

させた (Azuma K et al. 2009)。また、分裂酵母では Ecl1 の高発現株に CR を施し
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ても更なる経時寿命の延長が見られなかったことから、CR 時と同様の経路で働

くことが示唆された (Ohtsuka H et al. 2008)。本章で私は、経時寿命延長経路の

解明を目的に、CR、そしてミトコンドリアとの関係という視点から、ScEcl1 の

機能について議論する。 
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結果 

 
①ScEcl1 高発現による経時寿命延長は CR と重複する 

 

 2 章の緒言で、分裂酵母の SpEcl1 は CR と重複して経時寿命を延長させるこ

とを述べた。私は、出芽酵母における SpEcl1 のホモログである ScEcl1 も同様に

CR と重複して経時寿命延長に働きかけているのではないかと考えた。そこで、

通常培地 (2 % Glc) 及び CR 培地 (0.5 % Glc) の 2 種類の培地でベクターコント

ロール株と ScEcl1 高発現株を培養し、生存率測定を行うことで、ScEcl1 高発現

による経時寿命延長と CR の関係について調べた。その結果、ScEcl1 高発現株に

CR を施しても更なる経時寿命延長は見られなかった (図 2-2)。すなわち、ScEcl1

は SpEcl1 と同様に CR と重複して経時寿命を延長させることがわかった。 
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②ScEcl1 高発現は CR 条件下と同様に呼吸活性を上昇させる 

 

 先ほどの結果より、経時寿命において、ScEcl1 高発現による経時寿命延長は

CR と重複して働くことが示された。飢餓あるいは CR 条件下では、真核微生物

や高等生物の細胞は少ない炭素源からより多くの ATP を産出する為に発酵代謝 

(増殖代謝) から呼吸代謝 (飢餓代謝) へ切り替えるとの報告がある (Vander 
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Heiden MG et al. 2009)。酵母も例外ではなく、定常期、或は CR 条件下で発酵か

ら呼吸へ代謝シフトすることが報告されている  (Lin SJ et al. 2002, 

Jiménez-Hidalgo M et al. 2009)。この点に着目して、私は、ScEcl1 高発現株におけ

る「代謝変化」について解析を行った。 

 まずは、呼吸代謝が活性化しているかどうかを調べるべく、ScEcl1 高発現株

や CR 条件下での呼吸活性測定を行った。その結果、図 2-3 で示したように、対

数増殖期において、ScEcl1 高発現株はベクターコントロール株と比較し、呼吸

活性の上昇が見られた。また、CR 条件下ではベクターコントロール株の呼吸活

性が上昇したが、通常培地における ScEcl1 高発現株と同程度の活性であった。

そして ScEcl1 高発現株に CR を施しても、通常培地における ScEcl1 高発現株と

同程度の呼吸活性を示した。つまり、ScEcl1 高発現による働きは CR と相乗しな

いことが示された。このことから、ScEcl1 高発現は CR 条件下と同様に細胞内に

おける代謝変化を引き起こさせることが示された。 

 次に、呼吸活性と同様の指標となる酸素消費量について解析した。生育開始

から定常期に到達するまでの培地中の溶存酸素量 (DO) を測定したところ、ベ

クターコントロール株と比較し、ScEcl1 高発現株は生育時により多くの酸素を

消費しており、定常期付近では消費が減少していることが示された (図 2-4)。 
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③ScEcl1 高発現や CR による経時寿命延長はミトコンドリアに依存

する 

 

 ①と②の結果より、ScEcl1 高発現は CR と重複して経時寿命を延長させ、そし

て呼吸活性を上昇させることが分かった。細胞内の呼吸を司るのはミトコンド

リアである。再度述べるが、ミトコンドリアの機能やメンテナンスはマウスに

おける神経変性病等の発症において重要な部分を担っており (Green DR et al. 

2011)、そして酵母においては、ミトコンドリアにおける代謝が寿命に多大な影

響を与えるとの報告がある (Pan Y 2011)。これらの点を踏まえ、ScEcl1 高発現と

CR による代謝の変化及び寿命延長はミトコンドリアに依存することが十分予

想される。そこで、出芽酵母のミトコンドリア DNA 欠損変異株 (rho0, 図 2-5 参

照) を用いて、ScEcl1 高発現や CR による経時寿命延長への影響を調べた。その

結果、rho0株では、ScEcl1 を高発現しても、CR を施しても全く経時寿命の延長

は見られなかった (図 2-6)。そして、ScEcl1 と呼吸とミトコンドリア DNA を議

論する為に、rho0 株における ScEcl1 高発現や CR 条件での呼吸活性や生育時の

酸素消費についても調べた。その結果、ミトコンドリアの構成等に関与する因

子の凡そ 99%は核 DNA でコードされているのにも関わらず、ミトコンドリア

DNA がコードする 8 つのコア因子が欠損したことで、呼吸活性が全くなくなり、

ScEcl1 高発現で見られた生育時の酸素消費の増加も全く見られなかった (図 2-7, 

2-8)。 
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④ScEcl1 は CR 時の酸素消費上昇に関与する 

 

 ScEcl1 の高発現は出芽酵母の経時寿命を延長させるが、一方で、Scecl1 欠損は

経時寿命の低下を示した (1 章参照)。このことから私は、Scecl1 欠損株では呼吸

に関しても高発現とは逆の表現型が見られるのではないかと考えた。解析の結
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果、Scecl1 欠損株では対数増殖期における酸素消費がわずかながらも減少した。

一方で、CR 条件下における酸素消費の増加は Scecl1 欠損株では殆ど見られなか

った (図 2-9)。すなわち、ScEcl1 は CR 時の酸素消費の促進に深く関与している

ことが示唆された。 
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⑤ScEcl1 による寿命延長はミトコンドリアの生合成関連因子に依存

する 

 

 2 章のここまでの結果より、ScEcl1 高発現はミトコンドリアの上流で働き、呼

吸を促進することが示唆された。次に私は、どのような経路でミトコンドリア

に働きかけているのかを調べるべく、ミトコンドリアおける呼吸関連因子の転

写やミトコンドリア生合成との関係について解析を行った。 

 着目した因子について、１つは HAP 複合体の構成因子で、これはミトコンド

リア呼吸鎖を構成する因子の転写に必要であり (Buschlen S et al. 2003)、ScEcl1

と相互作用するとの報告もされている Hap2 (Ito T et al. 2001)。もう１つは 

Forkhead 型転写因子で、高発現によりミトコンドリアの生合成 (数の増加) と呼

吸を促進すると報告されている Hcm1 (Rodriguez-Colman MJ et al. 2010)の 2 つで

ある。前者の Hap2 に関しては、ScEcl1 との相互作用の他に、hap2 欠損株では、

ミトコンドリア DNA の不安定化によるミトコンドリア DNA が減少する、rho−

変異 (図 2-5 参照) の頻度が上昇するとの報告がある (Mattoon JR et al. 1990)。こ

のことから、今回私が解析を行った rho0 株と非常に近い環境を作り出すことが

出来ると考えられる。後者の Hcm1 は高発現により酸素消費が上昇し、欠損に

より酸素消費がやや減少するという表現型を示すことが報告されており 

(Rodriguez-Colman MJ et al. 2010)、これは ScEcl1 の場合と類似する。この 2 つの

因子の欠損株で ScEcl1 を高発現し、経時寿命への影響を調べた。その結果、hap2

及び hcm1 のどちらの欠損株においても ScEcl1 高発現は経時寿命を延長させな
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かった (図 2-10)。尚、呼吸に関する制御において Hap2 の正の制御因子として

Hap4 があるが、hap4 欠損株についても同様に ScEcl1 を高発現させ、経時寿命

測定を行ったが、hap2 欠損株と同様に経時寿命の延長は見られなかった。（デー

タは省略）。 
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⑥ScEcl1 高発現はストレス応答経路を活性化させる 

 

 分裂酵母で Ecl1 を高発現することで細胞質のカタラーゼである ctt1+の発現が

上昇した (Ohtsuka H et al. 2012)。1 章で述べた SpEcl1 高発現による過酸化水素

ストレス耐性の上昇は、これで説明できる。私は ScEcl1 高発現による過酸化水

素ストレス耐性の上昇は何を介しているのかを調べた。その結果、ScEcl1 高発

現はベクターコントロールより、分裂酵母の Ctt1 のホモログである出芽酵母の

細胞質カタラーゼ CTT1 の発現を著しく上昇させた (図 2-11)。一方で、同じ細

胞質に存在する活性酸素を分解する酵素をコードする SOD1 の発現に変化は見

られなかった。尚、ストレス応答経路と呼吸代謝の関係を議論するために Hap2

のレポーター遺伝子である CYC1 の発現について調べたが、ベクターコントロー

ルと ScEcl1 高発現の間に大きな変化は見られなかった (data not shown)。以上の

ことから、ScEcl1 高発現は SpEcl1 高発現と同様に Ctt1 の発現を上昇させること

により過酸化水素ストレスに対して耐性を獲得することが示された。 



 58

 



 59

考察 

 
ScEcl1 高発現が CR と重複してミトコンドリアに依存して働くこと

について 

 経時寿命延長や呼吸活性の結果から、ScEcl1 高発現は CR と同じ表現型を示し

た。さらに、お互い相乗効果がないことから、ScEcl1 高発現で生じる細胞内の

変化は CR と重複することが考えられる。CR による経時寿命延長のメカニズム

は色々示唆されている。例えば、本論文の序論の図 0 に一部示したように、グ

ルコース活性化経路の TOR-Sch9 経路や PKA 経路が CR によって抑制され、そ

れらの経路で負に制御されていたミトコンドリアの生合成や呼吸代謝が活性化

する。ミトコンドリアの活性化は様々な細胞構成物の生合成を活性化、代謝回

転 (細胞構成物の新生) を促進させる。結果的に細胞の恒常性を保つことに繋が

り、それが細胞の生存を維持するというメカニズムが考えられる。いずれにせ

よ、生物の生死にミトコンドリアが中心的な役割を果たしている可能性が高い。

実際、本章の実験結果からもそのことが伺える。野生株とミトコンドリア DNA

欠損株における ScEcl1 高発現や CR による経時寿命への影響について示した図

2-2 と図 2-6 の結果は同時にサンプリングしたもので、二つのグラフで比較する

と、野生株 (WT/vc) の 50 %死滅期が 5 日に対し、ミトコンドリア DNA が欠損

した rho0 株 (rho0/vc) の 50 %死滅期が 2 日と、著しく早いということが見受け

られる。つまり、ミトコンドリア DNA がコードする呼吸機能の中心的な因子 (主
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に電子伝達系や酸化的リン酸化) は酵母の寿命に密接に関与していることを示

唆しており、また、この表現型は 1 章で示した Scecl1 欠損株の表現型と類似す

る。 

 

生育時における呼吸活性の上昇について 

 図 2-4 の結果より、ScEcl1 高発現は対数増殖期により多くの酸素を消費してい

ることが伺える。そして、 終的には消費の傾きが緩やかになるのが見受けら

れる。このことは、酵母が生育する時期により多くの酸素を消費し、定常期付

近では寧ろ消費が低下することを示している。この結果と経時寿命測定の条件

と合わせて考察してみた。 

 経時寿命の測定は定常期以降の細胞を水に移してから測定しているため、定

常期以降の細胞周辺環境はすべての株において共通である。また、細胞は生育

に LEU2 遺伝子が必要なためにプラスミドを保持しているが、水では酵母は生育

しないため、長期的な生存率測定において、定常期におけるプラスミド上の

ScEcl1 の影響も大幅に減少することが考えられる。よって、本研究のように、

ScEcl1 高発現株とベクターコントロール株間、生育時に CR を施した株と通常培

地で生育した株の間で経時寿命が大きく異なるという結果は、生育時の ScEcl1

高発現や CR による影響に由来することを示唆するものとなる。そして、生育期

の代謝変化が定常期以降の細胞の様々なストレスへの適応に寄与すると考えら

れる。 
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ScEcl1 の働きとミトコンドリアについて 

 ミトコンドリア DNA 欠損株は図 2-5 で示したように、呼吸 (電子伝達系、酸

化的リン酸化) の中心的な機能を担う因子の欠損株である。図 2-7, 2-8 より、rho0

株では呼吸活性と生育時の酸素消費に大きな欠陥が見られる。rho0株では ScEcl1

高発現や CR によって上昇した呼吸活性は全く見られず、ScEcl1 高発現による生

育時の酸素消費増加も全く見られなかった。このことから、呼吸は勿論のこと、

ScEcl1 高発現で見られた酸素消費の上昇もミトコンドリアを介した制御を受け

ることが示された。以上の結果を踏まえて私は、ScEcl1 はミトコンドリアの生

合成や活性化に作用しているのではないかと考えた。 

 上記の考えを確かめる解析にあたり、私は Hap2 と Hcm1 に着目した。前者の

Hap2 は結果④にも記したように、過去に ScEcl1 と相互作用することが報告され

ている因子であり (Ito T et al. 2001)、尚かつ hap2 欠損株では、ミトコンドリア

DNA の不安定化を引き起こし、rho−変異の頻度が上昇するとの報告もある 

(Mattoon JR et al. 1990)。後者の Hcm1 は、forkhead 型転写因子として知られ、近

年の解析では、高発現させることによる呼吸活性と酸化ストレス耐性の上昇、

欠 損 す る こ と に よ る 酸 化 ス ト レ ス 耐 性 の 低 下 が 報 告 さ れ て い る 

(Rodriguez-Colman MJ et al. 2010)。この表現型は本論文の 1 章で報告した ScEcl1

の表現型と酷似する。すなわち、ScEcl1 と同様の経路で働くことが考えられる。

図 2-10 で示したように、この二つの因子の欠損株では、ScEcl1 を高発現しても

経時寿命の延長が全く見られなかった。これらの結果は、上記で仮定した ScEcl1

はミトコンドリアの生合成や活性化に関与するという考えを支持するものであ
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る。 

 

ScEcl1 とストレス応答について 

 高い呼吸活性は ROS 生産の上昇をもたらし、細胞の早死にをもたらすとの報

告がある (Balaban RS et al. 2005)。また図 1-11 では、ScEcl1 高発現が細胞質のカ

タラーゼの発現を促進する結果を示している。ところが出芽酵母において、Ctt1

の高発現は経時寿命の低下を引き起こし、欠損によって経時寿命を延長させる

との報告がある (Fabrizio P et al. 2003, Mesquita A et al. 2010)。一見これらの結果

は ScEcl1 高発現による CTT1 の発現上昇と経時寿命との関係で矛盾している。

しかしながら近年、線虫を用いた研究により、酸化ストレス系統単独の活性化

や抗酸化剤の添加は細胞や、組織的ストレス応答に思わぬ損傷を与える可能性

があり、ミトコンドリアの呼吸活性の上昇による (或は伴う) ROS の増加 を介

した酸化ストレス応答系の活性化が寿命延長に寄与するとの報告がある 

(Schulz TJ et al. 2007)。このことは、出芽酵母における CTT1 高発現 (酸化ストレ

ス経路のみの活性化) による経時寿命の低下と共通点があるように思える。本考

察の冒頭でも述べたが、ミトコンドリアの活性化は様々な細胞構成物の生合成

を活性化、代謝回転 (細胞構成物の新生) を促進させるため、様々な経路に働き

かけて、細胞の恒常性を維持しているのではないかと考えられる。よって、ScEcl1

高発現がミトコンドリアの呼吸活性とストレス応答を同時に上昇させることは、

細胞の恒常性維持に働きかけており、CTT1の発現上昇もその一環と考えられる。 

 以上を踏まえ、改めて図 2-10 の生存率測定の結果を交えて考察する。hap2 欠
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損株では、ScEcl1 を高発現しても、ベクターコントロール欠損株よりも顕著に

経時寿命が低下しているのが見受けられる。このことは以下のように考察でき

る。つまり、hap2 欠損株では呼吸関連因子の転写の欠陥により、ミトコンドリ

アの呼吸機能が不完全であり、ScEcl1 を高発現しても呼吸は促進されず、CTT1

の発現のみが促進したと考えられる。結果的に Ctt1 単独の高発現と類似する状

況を作り出し、これまでに報告された「出芽酵母において、Ctt1 の高発現は経

時寿命を低下させる」という表現型と一致する。 

 本章を総合して考察した結果、私は、細胞や多細胞生物の寿命の延長はミト

コンドリアとストレス応答系の厳密且つ相関的な制御が必要なのではないかと

考えている。 
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実験材料と手法 

 
菌株と培地 

以下の菌株を用いた。 

菌株名 遺伝子型 

YPH250   

(出芽酵母) 
MATa trp1-Δ1 his3-Δ200,leu2-Δ1 lys2-801 ade2-101 ura3-52 

DC5    

(出芽酵母) 
MATa leu2-3, leu2-112, his3, can1 

DC5 rho0   

(出芽酵母) 
MATa leu2-3 leu2-112 his3 can1 ΔmtDNA 

BY4741   

(出芽酵母) 
MATa his3-Δ1 leu2-Δ0 met15-Δ0 ura3-Δ0 

JY333     

(分裂酵母) 
h− leu1 ade6-M216 

 

以下の培地を用いた。 

SD 培地 

(0.67 % yeast nitrogen base without amino acids and 2 % glucose) 

SDCR 培地 (CR 培地と表記) 
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(0.67 % yeast nitrogen base without amino acids and 0.5 % glucose) 

尚、CR 培地の条件は Smith DL Jr らのプロトコルに基づく (Smith DL Jr et al. 

2007)。 

必要に応じて以下のものを加えた。 

Adenine (hemisulfate salt) 40 mg/l 

L-histidine    20 mg/l 

L-leucine 60 mg/l 

L-tryptophan    40 mg/l 

100×DropOut (-Leu,-Trp,-His,-Ade) 溶液 10 ml/l 

Agar   20 g/l 

                                   

100×DropOut(-Leu,-Trp,-His,-Ade)溶液 

組成 溶液中濃度 培地中の 終濃度 

L-arginine 2 g/l 20 mg/l 

L-aspartic acid 10 g/l 100 mg/l 

L-glutamic acid 10 g/l 100 mg/l 

L-lysine 3 g/l 30 mg/l 

L-methionine 2 g/l 20 mg/l 

L-phenylalanine 5 g/l 50 mg/l 

L-serine 37.5 g/l 375 mg/l 

L-threonine 20 g/l 200 mg/l 
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L-tyrosine 3 g/l 30 mg/l 

L-valine 15 g/l 150 mg/l 

Uracil 2 g/l 20 mg/l 

 

YPD 培地 

(1 % yeast extract, 2 % polypeptone, 2 % glucose) 

必要に応じて Agar (20 g/l) を加えた。 

 

YES 培地 

(0.5 % yeast extract, 3 % glucose) 

必要に応じて以下のものを加えた。 

Adenine (hemisulfate salt) 40 mg/l 

G418 100 μg/ml

Agar 20 g/l 

 

プラスミド 

以下のプラスミドを用いた。 

プラスミド名 マーカー 

pG1 TRP1 マーカー、出芽酵母における高発現用 

pG1-LEU2 LEU2 マーカー、出芽酵母における高発現用 

pLB-Dblet LEU2 マーカー、分裂酵母における高発現用 



 67

 

 

LEU2 マーカーpG1 プラスミドの作成 

DC5 と BY4741 株はトリプトファン非要求性であるため、pG1 ベクター (Schena 

M et al. 1991) は用いることが出来ない。そこで、共通の要求性であるロイシン

をマーカーにすべく、PCR を用いて以下のプライマーで、pGAD424 上の LEU2

遺伝子を増幅させ、pG1 と共に BglII 制限酵素処理後、プラスミド上の TRP1 の

領域に組み込んだ。 

LEU2-U-BglII：TGAAGATCTAGCTAGAGTCGAGATCC 

LEU2-D-BglII：CGGAGATCTCGAAATTCCCCTACCCTATG 

＊下線：制限酵素サイト 

 

各々の株における ScEcl1 高発現株の作成 

YPH250 は 1 章で作成した株を用いた為、省く。 

DC5、BY4741 は pG1-LEU2 に、PCR を用いて以下のプライマーで染色体上の

ScEcl1 を増幅させ、pG1-LEU2 と共に BamHI、SalI 制限酵素処理した後、プラス

ミドに組み込んだ。その産物を形質転換することで作成した。 

YGR146C-U2-BamHI：AATGGATCCATGAGCACCGCATTCAACGA 

YGR146C-D-SalI：GTAGGTCGACGGCAAGTCGAAGAAGATACG 

＊下線：制限酵素サイト 
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生存率測定 

基本操作は 1 章と変わらないため省く。CR 条件については、生育を揃えるため、

通常培地で菌株を 30 �の条件で 1 昼夜振とう培養した後、一部を新鮮な CR 培

地へ植菌した。通常培地と同様に CR 培地も 3 日ほどで定常期に入るので、30�

の条件で 2 昼夜振とう培養した。培養 3 日目に集菌し、滅菌水で洗った後、培

地を滅菌水と入れ替えて、30 �で振とうし続けた。サンプリングは 1 章と同じ

なため省略する。よって、通常条件か、CR 条件かの違いは、細胞が生育する間

のみである。尚、基本操作は Fabrizio らのものに基づく (Fabrizio P and Longo VD 

2003)。 

 

呼吸活性の測定 

各々の株を通常培地或は CR 培地で 30 �、振とう培養。OD600=0.75~1.0 に到達

した時点で集菌し、TTC (2,3,5-Triphenyltetrazolium) *1 入りの新鮮な培地へ移した。

50 �、1 時間振とう培養した後集菌し、lysis buffer に懸濁。Micro Smash MS-100R 

(Tomy) を用いて 4 �、4000 rpm、４分の条件で菌を破砕。吸光度計を用いて破

砕液の 490nm の波長吸収を測定した。尚、呼吸活性は以下の式を用いて求めた。 

Respiratory activity = OD490 / OD600 

このプロトコルは Ogur らのプロトコル (Ogur M et al. 1954) を参考にして、本

研究のため私自身が手を加え、適応させたものである。 

*1：ミトコンドリアにあるコハク酸デヒドロゲナーゼ (ユビキノン) の基質とし

て用いられ、開環することにより赤色を呈する物質である。そのため呼吸活性
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測定試薬として用いられる。培地中の TTC 量は 1 % (w/v) である。 

 

酸素消費量の測定 

各々の株を通常培地或は CR 培地に植菌し、30 �、振とう培養。OD600 で生育を

追いながら一定間隔でサンプリングした。DO メーター (Sato Shoji Co.) を用い

て培養液中の溶存酸素量を測定した。一点のみの測定の場合は、測定する OD

に到達したら、その培地中の溶存酸素量を測定した。コントロールは植菌前の

培地とした。酸素消費量は以下の式を用いて求めた。 

O2 consumption = (DO(before inoculation) − DO(sampling point)) / increased OD600 
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第 3 章 

 

 

 

分裂酵母の Ecl1 と相互作用する

因子の解析
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概要 

 
 分裂酵母の Ecl1 は高発現することで、経時寿命延長、過酸化水素ストレス耐

性、胞子形成の促進に寄与するが、具体的な作用メカニズムや Ecl1 自身の制御

メカニズムについては分かっていない (Ohtsuka H et al. 2008, Ohtsuka H et al. 

2012)。そこで私は酵母 two-hybrid 法を用いて Ecl1 と相互作用する因子の探索・

解析を行い、異なった視点から Ecl1 の解析を行った。その結果、8 つの異なる

相互作用因子を取得した。表現型解析の結果、相互作用因子の１つである cpc2

欠損株では、Ecl1 高発現で見られる経時寿命延長や胞子形成促進といった表現

型が弱化或は消失していることを発見した。物理的相互作用ということで、タ

ンパク質の視点から解析を進めた結果、cpc2 欠損株では Ecl1 の局在に変化は見

られなかったが、タンパク質の量が著しく減少していることを見出した。とこ

ろが、cpc2 欠損株の ecl1+ mRNA 量は野生株より高かった。さらに解析を進めた

結果、cpc2 欠損株では Ecl1 タンパク質の安定性に変化は見られなかった。よっ

て私は、cpc2 欠損株では ecl1+ mRNA の翻訳に何らかの障害が起きていると考え

た。また、様々な株を用いた ecl1+ mRNA の発現解析により、cpc2 欠損株で ecl1+ 

mRNA 量が高いのは、タンパク質の量の低下によるフィードバック制御なので

はないかと考えた。 
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緒言 

 
 分裂酵母の Ecl1 は酵母の経時寿命延長因子として発見され、解析が進められ

てきた (Ohtsuka H et al. 2008, Azuma K et al. 2009)。分裂酵母内には Ecl1 の他に

Ecl2, Ecl3 があり、各々の単独欠損では表現型を示さず、三重欠損することで、

対数増殖期において早死にを示した (Ohtsuka H et al. 2009, Ohtsuka H et al. 2011)。

しかしながら、2 章でも触れたが、お互いの転写制御に違いが存在することから、

mRNA 発現量やタンパク質の量、強いては働きも異なる可能性が高い。そこで

私は、一括りにせず、各々異なった視点から Ecl ファミリーの作用メカニズムや

制御機構の解析を進めることの必要性を考えた。1 章と 2 章でも扱っていたよう

に、私は主に Ecl1 の解析を行っていたため、Ecl1 に的を絞り、相互作用する因

子の探索・解析という視点から、Ecl ファミリーの機能、制御機構の解明を試み

た。 

 本章では、Ecl1 と相互作用する因子を取得し、その中から欠損することで Ecl1

高発現の表現型に影響を与えるものを取り上げ、解析を進めた。そして、それ

らの結果から Ecl1 の機能や制御機構について議論する。 
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結果 

 
①酵母 two-hybrid に用いる Ecl1 の構築 

 

 私は Ecl1 を bait として用いるため、DNA binding domain (以降 DBD と表記)と

Ecl1 が融合タンパク質となるように、two-hybrid 用ベクターの１つである

pGBKT7 に Ecl1 を組み込み (以降 pEcl1-DBD と表記)、 酵母に導入した。コン

トロールのため、pEcl1-DBD 単独保持株で two-hybrid 用の選択培地に生育出来

るかどうかを調べた。その結果、本来 2 つの因子が相互作用することによって、

bait 側の DBD と prey 側の activation domain (以降 AD と表記) が結合してレポー

ター遺伝子が転写され、選択培地での生育が可能となるが、図 3-1 で示したよう

に、相互作用する因子がなくても pEcl1-DBD を保持する株は選択培地で生育し

た (赤囲い)。すなわち Ecl1 そのものに転写活性能力があり、スクリーニングに

は不都合であると判断した。 

 そこで私は Ecl1 を図 3-2 で示したように、Met1 ~ Glu52 で構成される Ecl1-N 

terminus (以降 Ecl1-NT と表記)と、ATG-Lys31 ~ Ala80 で構成される Ecl1-C 

terminus (以降 Ecl1-CT と表記) の、お互いに一部重複するような構成に Ecl1 を

2 分割し、再び pGBKT7 に組み込み、酵母に導入した。尚、Ecl1N 末側を保持し

たプラスミドを pEcl1-NT-DBD と表記し、Ecl1N 末側を保持したプラスミドを

pEcl1-CT-DBD と表記した。そして pEcl1-NT-DBD 保持株と pEcl1-CT-DBD 保持
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株の各々の選択培地における生育能を調べた。その結果、図 3-3 で示したように、

pEcl1-NT-DBD 保持株は pEcl1-DBD 保持株と同様に選択培地で生育でき (赤囲

い)、pEcl1-CT-DBD 保持株は生育できなかった。よって私は、pEcl1-CT-DBD を

用いて two-hybrid スクリーニングを行うことにした。 
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②Ecl1 C 末と相互作用する因子の同定 

 

 Ecl1C 末を bait としてスクリーニングを行ったところ、8 つの因子を取得した 

(図 3-4, 3-5)。各々の因子の説明を以下に示す (主な情報は S.pombe GeneDB と

PomBase、及び UniProt に基づく。アルファベットの割り振りは図 3-4 のものと

一致する)。 

 

a：SPAC17A5.15c (predicted as a glutamate-tRNA ligase) 

この因子はクラスⅠアミノアシル-rRNA合成酵素に属する因子だと考えられる。

核と細胞基質に局在し (Matsuyama A et al. 2006)、以下の反応を触媒する。 

ATP + L-glutamate + tRNA (Glu) = AMP + diphosphate + L-glutamyl-tRNA (Glu). 

 

b：Apt1 

この因子はプリン/ピリミジン ホスホリボシル基転移酵素ファミリーに属する。

核と細胞基質に局在し (Matsuyama A et al. 2006)、以下に示す AMP 再利用反応を

触媒する。 

AMP + diphosphate = adenine + 5-phospho-alpha-D-ribose-1-diphosphate. 

 

c：Cpc2 

この因子は酵母における mRACK (mammalian receptor for activated protein kinase 
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C) ホモログで、WD repeat G protein beta ファミリーに属する (McLeod M et al. 

2000)。ストレスシグナル伝達において Pck2 (分裂酵母の PKC) の受容体として

働く (Won M et al. 2001)。細胞質とリボソームに局在する (Jeong HT et al. 2004)。 

 

d：Rga7 

この因子はRho-GTPase活性化タンパク質に分類される。その中でRga7はMAPK

である Pmk1 を負に制御する (Sato T et al. 2010)。細胞基質と細胞分裂部位に局

在する (Matsuyama A et al. 2006)。 

 

e：Rpl1201 

この因子はリボソームタンパク質 L11P ファミリーに属し、26S リボソーム RNA

と直接結合する。核小体と細胞基質に局在する (Matsuyama A et al. 2006)。 

 

f：Tdh1 

この因子はグリセルアルデヒド-3-リン酸脱水素酵素ファミリーに属する。細胞

基質に局在し (Matsuyama A et al. 2006)、以下の反応を触媒する。 

D-glyceraldehyde-3-phosphate + phosphate + NAD+ = 3-phospho-D-glyceroyl 

phosphate + NADH. 

Tdh1 は Mcs4 (response regulator) -Win1 (MAPKKK) -Wis1 (MAPKK) 複合体に結

合し、過酸化水素ストレスシグナル伝達を正に制御する (Morigasaki M et al. 

2008, Morigasaki M et al. 2010)。 
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g：Eft201 

この因子は GTP-binding 伸長因子ファミリー (EF-G/EF-2) に属し、翻訳伸長因

子として働く (Mita K et al. 1997)。GTP 依存的に合成初期のタンパク質をリボソ

ームの A-site から P-site へ移行させる。細胞基質に局在する (Matsuyama A et al. 

2006)。 

 

h：Dlc1 

この因子はダイニン軽鎖 Tctex-type ファミリーに属し、星状体微小管や紡錘体と

共存し、核、細胞基質、ダイニン複合体、細胞質表層微小管に局在する 

(Matsuyama A et al. 2006, Miki F at al. 2002)。 
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③相互作用因子による Ecl1 の表現型への影響 

 

 取得した相互作用因子が Ecl1 とどのように関係するのかを調べる為に、私は、

Ecl1 が持つ も顕著な表現型の１つである「高発現による経時寿命延長」に着

目し、解析を進めた。まず各々の相互作用因子の欠損株作成を試み、8 つの因子

のうち、6 つの因子 (Apt1, Cpc2, Dlc1, Eft2, Rga7, Tdh1) の欠損株の作成に成功し

た。次に作成した欠損株にプラスミドで Ecl1 を高発現させ、経時寿命への影響
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を調べた。その結果、図 3-6 で示したように、cpc2 欠損株では Ecl1 を高発現し

ても野生株ほどの経時寿命延長は見られなかった (赤囲い)。すなわち唯一 cpc2

欠損が、Ecl1 の高発現の表現型に影響を与え、Ecl1 の高発現の効果は、部分的

に Cpc2 に依存していることが示された。Ecl1 と Cpc2 との間に､何らかの機能的

関連があることが示唆されたため、私は Cpc2 に関して更に解析を進めた。 

 

 



 87

 

④Cpc2 の有無は Ecl1 タンパク質の量に大きく影響する 

 

 (1) Cpc2 は Ecl1 と物理的相互作用する因子として取得された。(2) cpc2 欠損株

における Ecl1 高発現の表現型が変化した。この 2 点を踏まえて私は、Cpc2 の有

無によって、Ecl1 タンパク質レベルで何らかの変化が見られるのではないかと

考えた。そこで、Ecl1 と GFP の融合タンパク質 (以降 Ecl1-GFP と表記) を作成

し、プラスミドに組み込んだ。そして細胞内で高発現した Ecl1 蛍光タンパク質

の観察を試みた。 

 まず、Ecl1-GFP が野生型の Ecl1 と同様の表現型を示すかを調べるため、

Ecl1-GFP 高発現株の経時寿命測定を行った。その結果、図 3-7 で示したように、

Ecl1-GFP 高発現株は Ecl1 高発現株と同様に分裂酵母の経時寿命を延長させた。

さらに、cpc2 欠損株で見られた Ecl1 高発現による経時寿命延長の低下の表現型

も同様に観察することができた。 

 次に野生株と cpc2 欠損株における Ecl1 タンパク質の局在について調べた。そ

の結果、図 3-8 で示したように、野生株と cpc2 欠損株の間で、Ecl1-GFP の局在

の違いはなく、共に核に局在するのが見受けられたが、cpc2 欠損株では蛍光強

度が著しく低かった (赤矢印での比較)。すなわち cpc2 欠損株では Ecl1-GFP タ

ンパク質の量が低いことが示唆された。 

 タンパク質の量の減少には主に 3 つの原因が考えられた。１つはタンパク質

の安定性の低下、１つは mRNA レベルの低下、そして 後の１つはタンパク質
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の翻訳障害である。Ecl1 と Cpc2 の相互作用という点から、まず私は、タンパク

質の安定性に着目した。染色体上の Ecl1 に HA タグを付加し、野生株と cpc2 欠

損株における Ecl1 タンパク質の半減期を調べた。Ecl1 タンパク質の量が も増

加する定常期付近まで株を培養し、シクロへキシミドでタンパク質合成を阻害

した後、時間を追いながら Ecl1 タンパク質の量を測定した。その結果、図 3-9

で示したように、野生株における Ecl1-HA タンパク質の半減期は約 30 分という

結果を得たが (左)、cpc2 欠損株では、タンパク質を検出できず、半減期を議論

できなかった (右)。Ecl1 タンパク質の半減期測定と平行して行った野生株と

cpc2 欠損株での生育に伴う Ecl1 タンパク質の量の変動についても、図 3-10 で示

したように、野生株では、Ecl1 タンパク質の量は定常期に入る頃に上昇したが 

(左)、cpc2 欠損株では常に Ecl1 タンパク質の量が低い上に、定常期に入る頃の

上昇も見られなかった (右)。以上のことから私は、染色体上由来の Ecl1 タンパ

ク質を用いた Cpc2 との解析は困難と判断した。 

 染色体上由来の Ecl1 タンパク質代替策として私は、Ecl1 の局在観察に用いた

Ecl1-GFP 高発現株を用いて Ecl1 タンパク質の半減期測定を行った。その結果、

図 3-11, 3-12 で示したように、プラスミド上の Ecl1 タンパク質量も cpc2 欠損に

より減少したが、検出には十分であった。そして、半減期に関しては野生株と

cpc2 欠損株の間に大きな違いは見られないという結果を得た。このことから、

Cpc2はEcl1タンパク質の安定性に寄与してタンパク質量の制御を行っているわ

けではないことが示された。 

 タンパク質の安定性に変化がなかったことから、私は、cpc2 欠損による Ecl1
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タンパク質の減少が、ecl1+の mRNA レベルで影響を受けているからではないか

と考えた。半減期の測定に用いた株で、染色体上の ecl1-HA+及びプラスミド上

の ecl1-gfp+の mRNA 量を調べたが、図 3-12 で示したように、染色体上の ecl1-HA+ 

(図3-10と同じサンプル由来) の発現は寧ろcpc2欠損株のほうが常に野生株より

も高く (左上)、プラスミド上の ecl1-gfp+の発現に関しては差が見られなかった 

(右)。このことから、Cpc2 は ecl1+の発現に働きかけることによってタンパク質

の量の制御を行っているわけではないことが示された。 

 Ecl1-HAのタンパク質の量と ecl1-HA+ のmRNA量が相反する結果を示したこ

とについて、ecl1-HA+の発現が cpc2 欠損によって上昇したことの原因を解明す

る為に、私は以下の実験を行った。ecl1+の上流、下流配列がそれぞれ異なる株

と cpc2 欠損株を用いて ecl1+ mRNA 量を測定した。その結果、興味深いことに、

①プラスミド上の Ecl1 及び Ecl1-GFP (上流 573bp-ecl1+全長、下流配列なし)、②

染色体上の Ecl1-HA (上流配列-ecl1+-HA-kanR-下流配列)、③染色体上の Ecl1 (上

流配列- ecl1+-下流配列) のそれぞれで ecl1+ mRNA 発現上昇量は異なった (図

3-14)。このことから、ecl1+の発現制御に、ecl1+の上流及び下流の配列が深く関

与することが示唆された。尚、Ecl1 と相同性を持つ Ecl2, Ecl3 についても cpc2

欠損による影響をうけるかどうかを調べた。その結果、ecl1+のみ発現が上昇し 

(赤矢印)、ecl2+, ecl3+に関しては変動しなかった (図 3-15)。 

 これまでに、60S リボソームタンパク質 Rpl25a や性分化の制御に携わる転写

因子 Ste11 などの翻訳に Cpc2 が必要との報告がある (Shor B et al. 2003, Paul SK 

et al. 2009)。本章の解析結果とこれまでの知見をまとめると、Cpc2 は Ecl1 の翻
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訳に関与し、cpc2 欠損株では Ecl1 の翻訳に欠陥が生じたためにタンパク質の量

が減少したと考えられる。 
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＊プラスミド上の ecl1-gfp+の mRNA 検出に gfp+を用いたのは、染色体上の ecl1+

と区別する為である。 
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＊プラスミド上の ecl1-gfp+の mRNA 検出に gfp+を用いたのは、染色体上の ecl1+

と区別する為である。 
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考察 

 
Ecl1-DBD を保持する株が選択培地で生育したことについて 

 Two-hybrid のシステムから考察すると、本来 bait 側のプラスミドに Gal4 の

DNA binding domain (DBD) が存在し、prey 側のプラスミドに Gal4 の activation 

domain (AD) が存在する。双方のプラスミド上にある因子同士が相互作用したと

きに DBD と AD が合わさって働き、Gal4 依存的に転写活性化を受けるレポータ

ー遺伝子 (ADE2, HIS3) が転写され、酵母が選択培地で生育できるというもので

ある。しかし、Ecl1-DBD を保持した株が選択培地で生育できたということは、

あたかも Ecl1 が Gal4 の AD と同様の働きを示したと考えられる。 

 Ecl1 を二分割した後、Ecl1-NT-DBD 保持株は依然として Ecl1-DBD 保持株と

同様に選択培地で生育でき、Ecl1-CT-DBD 保持株は生育できなかったことを考

えると、Ecl1 の AD としての働きは N 末側にあると考えられる。本論文の 1 章

で、Ecl1 は分裂酵母、出芽酵母の双方で働くことが示され、尚かつ N 末側にあ

る酵母間共通の 4 つのシステインが Ecl1 の活性に重要であることが示されてお

り、Ecl1-NT はこの 4 つのシステイン全てを保持する。また、出芽酵母の Ecl1

と相互作用する因子の１つとして Gal80 があり (Yu H et al. 2003)、Gal80 は GAL

遺伝子の発現制御因子で、Gal4 の活性を負に制御する (Bhat PJ and Murthy TV 

2001)。以上のことをまとめて考察すると、分裂酵母の Ecl1 と出芽酵母の Ecl1

は GAL 遺伝子の発現制御に関与し、Gal4 と同様の転写活性能を持つ Ecl1 は Gal4
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の DNA binding domain と結合することで、レポーター遺伝子を転写したと考え

られる。そしてこれらの結果は、Ecl1 が転写因子として働く可能性を示唆する

ものである。 

 

Ecl1-CT と相互作用する因子に関する考察 

 Ecl1-CT を用いた相互作用因子の探索の結果、8 つの因子を取得し、表現型解

析を行った。図 3-6 の経時寿命測定の結果から各々の因子について考察する。ま

ず Rga7 について、rga7 欠損株が経時寿命の延長を示し、欠損株に Ecl1 を高発

現させてもそれ以上の延長を示さなかった。このことから Rga7 は Ecl1 と結合

することによって Ecl1 を負に制御していると考えられる。しかし、Rga7 や下流

の Pmk1 が殆ど解析されていない因子という点から、Rga7 の視点からの解析を

進めなかった。次に Tdh1 について、tdh1 欠損株の表現型は大きく変動していた

が、これは tdh1 欠損株の生育異常に起因すると考えており、生育が異常な株は

対数増殖期から多く死滅し始めるため、定常期以降では、死細胞の栄養を基に

生育する能力を獲得した菌が再増殖する (適応再増殖) ことで起こる。再現性を

とったところ、野生株と変化なしという結果を得た (data not shown)。また、適

応再増殖後のグラフの傾きからも野生株と差が見られなかったため、Tdh1 の視

点からの解析は進めなかった。apt1 欠損株、dlc1 欠損株、eft201 欠損株に関して

は野生株と差が見られなかったため、これらの因子からの解析も一旦中断した。

cpc2 欠損株では、経時寿命の他に、野生株の Ecl1 高発現で見られた ste11+の発

現上昇や胞子形成の促進が全く見られなくなるという興味深い現象を見出して
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いるが (data not shown)、「栄養と Cpc2」という他の論点が生じて混乱を招くた

め、本博士論文の構成からは省いた。私は以上の考察により、Cpc2 の視点から

Ecl1 の解析を進めた。 

 

Cpc2 と Ecl1 について 

 図 3-8 より、Ecl1 の局在に cpc2 の欠損は殆ど影響を与えなかったが、図 3-9 ~ 

3-11 で示したように染色体上及びプラスミド上の Ecl1 のタンパク質の量が減少

するという著しい表現型を示した。一方で、mRNA の量はタンパク質の量に比

例しておらず、染色体上の Ecl1 に至っては、野生株よりも cpc2 欠損株の方が常

時 ecl1+の mRNA 量が 2 ~ 3 倍高いことが見受けられた (図 3-13)。 

 プラスミド上と染色体上で、cpc2 欠損時に見られる ecl1+の発現量の異なるこ

とについて、図 3-14 の結果より、cpc2 欠損時に見られた ecl1+ mRNA の上昇は、

ecl1+の上流・下流配列の構成の違いが原因ではないかと考えられる。これは、

本博士論文とは別の ecl1+の発現制御に関する研究で、ecl1+の上流 573bp (プラス

ミドが保持する ecl1+上流配列の長さ) よりもさらに上流及び ecl1+の下流 (プラ

スミドには含まれない) に、転写因子 Atf1 の結合配列が見つかり、特定の条件

における ecl1+の発現上昇に必要であるという結果 (data not shown) を得たこと

に基づく考察である。つまり、少なくともプラスミド高発現系には含まれてい

ない ecl1+の上流と下流配列には ecl1+の発現制御に関する他の配列が存在する。

そのことを踏まえ、cpc2 欠損しても ecl1-gfp+の発現に変化がなかったのは、こ

れらの配列を含んでいないからであり、そして cpc2 欠損における ecl1-HA+の発
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現が ecl1+の発現よりも低いのは、Ecl1-HA では、ecl1+下流に HA-kanR配列が付

加されており、下流にある発現制御配列が距離的に ecl1+から離れたからではな

いかと考えられる。 

 図 3-15 に示した cpc2 欠損による、Ecl1 と相同性をもつ Ecl2、Ecl3 をコード

する ecl2+、ecl3+の mRNA の発現に変化が見られなかった結果に関して、本論文

には掲載していないが、Ecl1 と相互作用を示した 8 つの因子すべてについて、

Ecl2 及び Ecl3 との相互作用を調べたが、いずれもネガティブであった。2 章の

考察や本章の冒頭で述べたEclファミリー間の違いを踏まえ、Ecl1の翻訳にCpc2

が特異的に関与し、そのため cpc2 欠損による発現変化も ecl1+でのみ見られたと

考えられる。 

 私は以上のことを踏まえ、Cpc2 は Ecl1 の翻訳に重要であり、cpc2 欠損で見ら

れる染色体上の ecl1+ mRNA の上昇は、可能性の１つとして、cpc2 欠損による

Ecl1 を含む Ste11 のタンパク質量減少が起き、性分化の開始やストレス応答を制

御する Atf1 により ecl1+の発現が促進されたのからではないかと考えている。そ

して、勿論この現象は ecl1+の上流、下流配列に存在する ecl1+の発現に携わる

Atf1 の結合配列が必要であると考察した。そして、Ecl1 と Cpc2 の相互作用は、

Ecl1 自身や Ste11 等の翻訳促進に寄与する為ではないかと考えられる。 
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実験材料と手法 

 
菌株と培地 

以下の菌株を用いた。 

菌株名 遺伝子型 

AH109    

(出芽酵母) 

MATa trp1-901 leu2-3,112 ura3-52 his3-20 Gal4Δ gal80Δ 

LYS2:: GAL1UAS-GAL1TATA-HIS3 GAL2UAS-GAL2TATA-ADE2, 

ura3:: MEL1UAS-MEL1TATA-lacZ) 

JY333     

(分裂酵母) 
h− leu1 ade6-M216 

 

以下の培地を用いた。 

SD 培地 

(0.67% yeast nitrogen base without amino acids and 2% glucose) 

 

Adenine (hemisulfate salt) 40 mg/l 

L-histidine    20 mg/l 

L-leucine 60 mg/l 

L-tryptophan    40 mg/l 

100×DropOut (-Leu,-Trp,-His,-Ade) 溶液 10 ml/l 
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Agar   20 g/l 

                                   

100×DropOut(-Leu,-Trp,-His,-Ade)溶液 

組成 溶液中濃度 培地中の 終濃度 

L-arginine 2 g/l 20 mg/l 

L-aspartic acid 10 g/l 100 mg/l 

L-glutamic acid 10 g/l 100 mg/l 

L-lysine 3 g/l 30 mg/l 

L-methionine 2 g/l 20 mg/l 

L-phenylalanine 5 g/l 50 mg/l 

L-serine 37.5 g/l 375 mg/l 

L-threonine 20 g/l 200 mg/l 

L-tyrosine 3 g/l 30 mg/l 

L-valine 15 g/l 150 mg/l 

Uracil 2 g/l 20 mg/l 

 

YPD 培地 

(1 % yeast extract, 2 % polypeptone, 2 % glucose) 

必要に応じて Agar (20 g/l) を加えた。 

 

YES 培地 
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(0.5 % yeast extract, 3 % glucose) 

必要に応じて以下のものを加えた。 

Adenine (hemisulfate salt) 40 mg/l 

G418 100 μg/ml

Agar 20 g/l 

 

EMM-＜合成 小培地＞- 

(0.3 % Potassium Hydrogen Phthalate, 0.22 % Na2HPO4, 2 % glucose, 

 0.5 % NH4Cl2, 21.32 mg/l MgCl2・6H2O, 0.294 mg/l CaCl2・2H2O, 20 mg/l KCl,  

 0.8 mg/l Na2SO4, 1.0 mg/l Pantothenic acid, 10 mg/l Nicotinic acid,  

 10 μg/l myo-inositol, 10 mg/l Biotin, 5.0 mg/l Boric acid, 4.0 mg/l MnSO4, 

 4.0 mg/l ZnSO・7H2O, 2.0 mg/l FeCl2nH2O, 1.6 mg/l Molybdic acid, 1.0 mg/l KI,  

 0.4 mg/l CuSO4・5H2O) 

必要に応じて adenine 40 mg/l を加えた。 

 

LB 培地 (大腸菌用培地) 

(0.5 % yeast extract, 1 % tryptone, 0.5 % NaCl) 

必要に応じて以下のものを加えた。 

1N NaOH 1 ml/l 

Ampicillin 50 mg/ml

Kanamycin 30 mg/ml
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Agar 20 g/l 

 

プラスミド 

以下のプラスミドを用いた。 

プラスミド名 マーカー 

pLB-Dblet LEU2 マーカー、分裂酵母における高発現用 

pGBKT7 Baitプラスミド、TRP1マーカー、KanR 

pGAD424 Preyプラスミド、LEU2マーカー、AmpR 

pGBKT7/p53 p53 gene on pGBKT7 used as two-hybrid positive control 

pGADT7/largeT largeT gene on pGADT7 used as two-hybrid positive control 

 

プライマー 

主に以下のプライマーを用いた。 

プライマー名 配列 

EcoRI-Mws8-1 ACTGAATTCATGGATTTGGATTTTTGCACAGTG 

Mws8-1-Sal1 TTCTAAGTCGACTACGCATGTAGTTTTGTGTAAGC 

Hokuto1-N-SalI GAGCGTCGACTTCTGAGACGAGAAATTGATATTCGG 

Hokuto1-C-EcoR1 ATGAATTCAAGTTGGACACTCAAACCAC 

Cpc2-F1 GCTAAGGACCCCATGTAAAG 

Cpc2-F2 TTAATTAACCCGGGGATCCGGAGCACAAGTTGTTCTGGCA 

Cpc2-R1 ACAACTATTCAGCCACCCCA 
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Cpc2-R2 GTTTAAACGAGCTCGAATTCTCGTGTCTGGCAAGTTACCA 

Cpc2-up AGCCCTGACAGGAAAAACTG 

Cpc2-down GTTATCTAGAACCCAGAGCC 

GFP-F-inside18 CTTTTCACTGGAGTTGTCCC 

GFP-R-inside180 AAGTGTTGGCCATGGAACAG 

Cdc2-F-inside288 CCGAATTTCAGAAACTGGGG 

Cdc2-R-inside500 GTATAGTTCCGCAAAGGGAC 

その他の欠損株作成に用いたプライマー 

apt1-F1：GTATTCGAACAAACCCACTGC 

apt1-F2：TTAATTAACCCGGGGATCCGGGTAATTTGATTCTATCGTCGGAC 

apt1-R1：GCATGTGTATAGACTTGCGG 

apt1-R2：GTTTAAACGAGCTCGAATTCTGAAGCACCTGATGGTAGTG 

apt1-up：AAAAGGGAACGGAGAGAAGG 

apt1-down：CCTTCGTACTTCCAAGGAAC 

dlc1-F1：TCGGCCCGTCTTCAAAGAAA 

dlc1-F2：TTAATTAACCCGGGGATCCGGTATTTGACGACTTACACAGCTC 

dlc1-R1：GCATCTCCTTCAGCCACAAA 

dlc1-R2：GTTTAAACGAGCTCGAATTCAAGAGAGCGGTGAGGCTATT 

dlc1-up：CGCTTTCCCTTCATGCTGAA 

dlc1-down：TGGTTCAGGGAATTAGCGTC 

eft201-F1：GGGTACCTTAGAAGAAGCCT 
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eft201-F2：TTAATTAACCCGGGGATCCGTCAGGAGTGAACGCAACCAT 

eft201-R1：ATCACTGCTTGGTTCGTGAC 

eft201-R2：GTTTAAACGAGCTCGAATTCAAGCTCGTAAGCGTAAGGGT 

eft201-up：TGCCTGACAGGTTTCTTTCG 

eft201-down：TCAGCCTGCGAAGACATTGT 

rga7-F1：ATACCCTTCTTCCCCTTACC 

rga7-F2：TTAATTAACCCGGGGATCCGATTTGGAGGCGATGTTGGTG 

rga7-R1：GACTCTGGATGATTGAAGCG 

rga7-R2：GTTTAAACGAGCTCGAATTCGCCATTATTTGGGGACCTAC 

rga7-up：TCCCCCACTTAGAAAGGGTA 

rga7-down：GGTTTGCTGAAGCTGATCGT 

rpl1201-F1：GGTTTGGCTTACCTTCATCG 

rpl1201-F2：TTAATTAACCCGGGGATCCGTGGGATCGAATTTAGGAGGC 

rpl1201-R1：CCACTTCCATTCAGTCCTCT 

rpl1201-R2：GTTTAAACGAGCTCGAATTCGCGAAATTGAGATCCCCCAA 

rpl1201-up：ATTGGCTACCGTTCCCACAT 

rpl1201-down：AGACCTCGGTCCTTTTCCTT  

tdh1-F1：GCTTCCTGCAGGTAACAATG 

tdh1-F2：TTAATTAACCCGGGGATCCGACGTCCAATACGACCGAAAC 

tdh1-R1：CTTAAGCTAGCGAAATGGGG 

tdh1-R2：GTTTAAACGAGCTCGAATTCCACTCCTCCATCTTCGATGC 
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tdh1-up：ATCACCTCCTCACCTACCAT 

tdh1-down：TGAGCTAGTAGCGTACACAA 

ikan-3out：CTGCCCAGATGCGAAGTTAA 

ikan-5out：GGGATGTATGGGCTAAATGT 

 

Ecl1、Ecl1-NT、Ecl1-CT を用いた two-hybrid スクリーニングの構築 

以下のプライマーを用いてインサート領域を増幅させ、EcoRI 及び SalI 処理後

に bait プラスミドに組み込んだ。 

pGBKT7/Ecl1 

EcoRI-Mws8-1 と Mws8-1-Sal1 

pGBKT7/Ecl1-NT 

EcoRI-Mws8-1 と Ecl1-N-SalI 

pGBKT7/Ecl1-CT 

Ecl1-C-EcoRI と Mws8-1-SalI 

尚、ポジティブコントロールとして、pGBKT7/p53 と pGADT7/largeT の双方を保

持した株を作成した。 

 

prey プラスミド 

Schizosaccharomyces pombe MATCHMAKER cDNA Library (CLONTECH 社) 

クローニングサイト：EcoR1-Xho1 

インサートの長さ：1.2kb〜2.4kb 
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Two-hybrid スクリーニング 

Two-hybrid のスクリーニングでは、以下のステップを踏まえ相互作用因子を取

得した。 

①2 種類のプラスミドを保持しているかどうかの判断のため、形質転換直後の菌

を選択培地 (-Leu, -Trp) に塗り、30 � 孵卵器で培養。 

②プレマスタープレートの作製 

③マスタープレート上の菌を 30 � 孵卵器で 1 昼夜〜2 昼夜培養し、生育した株

を 終選択培地 (-Leu, -Trp, -His, -Ade) にストリーク。 

④ 終選択培地で培養し、生育してくるかどうかを観察。(第一選抜) 

⑤ 終選択培地で生育してきた菌に関しては、再びマスタープレートを作製し、

これらの株に含まれている prey 側のプラスミドの回収を行った。 

⑥上記で回収したプラスミドを pGBKT7/Ecl1 保持株に形質転換し、 終選択培

地で生育してくることを確認。(第二選抜) 

⑦第一と第二選抜をクリアした株に関して、β-ガラクトシダーゼ活性の測定を行

い、活性を示したものを相互作用因子とした。(第三選抜) 

⑧取得した相互作用因子の領域に関してはシークエンスを読むことによって特

定した。 

 

 

β-ガラクトシダーゼ活性測定 
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以下の操作により活性測定を行った。 

①酵母を 5 ml の選択培地に植菌し、110rpm, 30�シェイカーで 1 昼夜培養 (前培

養)。 

②前培養から 1 ml を 5 ml の新しい選択培地に植菌し、3〜5 時間培養 (OD600 が

0.5〜1.0 になる) 

以下 3 連で実験を行った。 

③培養液 1.5 ml を 14000 rpm, 30 sec で遠心し、エッペンに集菌。 

④上清を除き、沈殿を 1.5 ml の Z-Buffer に懸濁。 

⑤14000 rpm, 30 sec で遠心し、沈殿を 300 μl の Z-Buffer に再懸濁。 

⑥調整液 300 μl のうち、100 μl を 0.9 ml の H2O に加え、OD600 測定 (菌体数と

した) 

測定用に 100 μl を 0.7 ml の Z-Buffer/β-Met の入ったガラスチューブに加えた。 

ブランク (2 本) は調整液の代わりに 100 μl の Z-Buffer を用いた。 

⑦0.1 % SDS を 20 μl、クロロホルムを 30 μl 加え、よく撹拌。 

⑧15 min, 30 �で保温。 

⑨0.16 ml の ONPG sol を加えた。(反応開始) 

⑩30 �で保温。(反応液が黄色を発色するまで ただし、negative control が発色

した場合は×) 

⑪0.4 ml の 1 M Na2CO3 を加え、反応停止させた。 

⑫エッペンに反応液を移し、14000 rpm, 10 min 遠心。 

⑬上清を 420 nm の吸光度測定を行い、それにより活性を求めた。 
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相互作用因子の欠損株の作成 

欠損株は「用いたプライマー」の「その他の欠損株作成に用いたプライマー」

に示したプライマーを用いた。尚、各々の因子で用いたプライマーはプライマ

ーの頭に付くものと一致する。 

 

生存率測定 

生育を揃えるため、菌株を 30 �の条件で 1 昼夜振とう培養した後、一部を新鮮

な培地へ植菌し、30 �で振とう培養。1 昼夜培養後毎日サンプリングを行い、細

胞の生死は CFU 法によって測定した。 

 

Ecl1 の mRNA、タンパク質、局在観察について 

ecl1+の mRNA 量の測定 

リアルタイム PCR (Illumina)を用いて測定を行った。尚、プロトコルは付属のも

のに基づいた。 

以下のプライマーを用いて、染色体上の ecl1+ mRNA 量を測定した。 

EcoRI-Mws8-1 と Mws8-1-Sal1 

プラスミド上の ecl1-gfp+ mRNA 量測定は、染色体上由来のものと区別する為、

gfp+領域のプライマーを用いて行った。 

GFP-F-inside18 と GFP-R-inside180 

定量コントロールとして cdc2+を用いた。 
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Cdc2-F-inside288 と Cdc2-R-inside500 

 

Ecl1 タンパク質量の測定及び局在観察 

染色体上の Ecl1 タンパク質は HA、プラスミド上の Ecl1 は GFP 抗体を用いてそ

れぞれウエスタンブロッティングで検出した。局在に関しては、染色体上の

Ecl1-GFP では十分に検出できなかったため、プラスミドで高発現した Ecl1-GFP

を観察した。 

 

タンパク質半減期の測定 

以下の操作で行った。 

①液体培地に植菌し、30 � 1 昼夜振とう培養 OD600≒1.0~1.5 になったらシクロ

へキシミドを添加。（終濃度 100 μg/ml） 

②添加後 0, 15, 30, 45, 60 分の時点で集菌し、(TE buffer 600 μl で wash×2 回) 

以降はウエスタンブロッティングと同様の操作でタンパク質を検出した。 
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総合討論 

 

 本研究で、私は出芽酵母及び分裂酵母の Ecl1 の機能、制御について解析を行

った。 

 1 章における解析を通して私は、出芽酵母における分裂酵母 Ecl1 の機能的ホ

モログを特定した。タンパク質構造解析まで行うことは出来なかったが、遺伝

学的な手法により、酵母間の Ecl1 に保存された 4 つのシステインが、Ecl1 の機

能・活性に重要であることを見出した。 

 2 章における解析を通して私は、多くの生物種で保存された食餌制限やカロリ

ー制限による寿命延長経路と Ecl1 の寿命延長経路が重複していることを発見し

た。また、代謝変化とストレス応答のそれぞれの観点から、Ecl1 は代謝の変化

とストレス応答の双方を制御することによって寿命延長に寄与している結果を

得た。またこの現象は、線虫等で報告されている食餌制限時の寿命延長現象と

同様の状況を作り出していることが分かった。線虫等の多細胞生物における

Ecl1 ホモログは見つかっていないものの、以上の結果は、多細胞生物にも Ecl1

と同様の働きをする因子が存在することを示唆するものと考えている。 

 3 章における解析で私は、Ecl1 と相互作用する因子の取得・解析により Ecl1

の機能やタンパク質レベルでの制御の解明を試みた。その結果、Cpc2 が Ecl1 タ

ンパク質の翻訳に重要であることを発見した。これまで当研究室では ecl1＋の発

現制御に関する解析を行ってきたが、今回の結果は、発現以降の制御メカニズ
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ム解明に役立つものと考えている。また、思いがけぬことに two-hybrid スクリ

ーニングを通して、Ecl1 が転写活性能を示した結果を得ることができ、1 章の解

析と総合して考察すると、Ecl1 は転写因子として働く可能性も考えられる。 

 以上のことから、私は異なった視点から Ecl1 の機能・制御の解析を進め、得

られた結果は今後の Ecl1 の機能解析、及び細胞老化のメカニズム解明に貢献す

るものと考えている。 
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