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要旨

真核生物の染色体DNAはS期に複製され、 M期(有糸分裂期)に娘細胞へと分配される。遺伝情報が

損なわれることなく子孫に伝達されるためには、複製された染色体が有糸分裂過程で均等に分配されな

ければならない。本研究では、核分裂・染色体分配の均等性を保障する機構を解明することを目的とし、

分裂酵母mis6、mis12およびJsdl変異体の解析を進めた。

mis6、mis12変異体は、分裂酵母動原体配列を含む人工ミニ染色体を安定に保持できず、かつ温度感受

性を示す変異体として単離された。制限温度で培養すると、両変異体では染色体が不均等に分配され、

姉妹核の大きさに差異が生じた。この「不均等染色体分配」表現型をmis6変異体が示すには、制限温度

でGl/S期を通過することが必要があった。 Mis6タンパク質はGl/S期に機能するのかもしれなし、。 GFP融

合タンパクを作製して局在を決定したところ、 Mis6は動原体領域に特異的に局在することが明らかとなっ

た。分裂酵母動原体DNAは配列上の特徴からcnt、imr、otrと呼ばれる3つの領域に区別できる。免疫沈降

を応用した解析の結果、 Mis6は動原体の中央に位置するcnt、imrに結合し、 otdこは結合しないことが明

らかとなった。同様の解析で、 Mis12もやはり動原体中央 (cnt、imr) に特異的に結合することが明らか

となった。この動原体中央領域のクロマチン構造は特殊であることが知られている。両変異体を制限温

度で培養すると、その動原体特異的クロマチン構造が消失した。両タンパクは動原体クロマチンの形成

に必須の役割を果たしているものと思われる。免疫沈降でMis6、Mis12と結合するタンパクを精製した

ところ、リポソームタンパクL7b、L13がMis6と結合することが明らかとなった。この驚くべき結果につ

いてはまだ議論の余地があるが、分裂酵母ではリボソームタンパクやtRNAといった一見無関係な分子が

動原体クロマチンの構築に流用されているのかもしれなし、。また、正体は不明であるがMis12も複数の

タンパクと結合して複合体を形成しているようであった。 Mis6とMis12は免疫共沈することはなく、

mis12変異体中でもMis6は動原体に結合していた。Mis6とMis12は、それぞれ別の分子複合体に含まれて

おり、独立に機能して動原体クロマチンの構築に関与するのであろう。 mis6変異株あるいは野生株をM

期中期で停止させて、 FISH1去により動原体の核内配置を比較したところ、野生株では動原体は紡錘体中

央に集結していたのに対し、変異株では核内に散らばっていた。変異体では時期尚早に姉妹動原体が分

裂しているような像も観察されたo Mis6、Mis12が構築する動原体クロマチンは、 M期中期まで姉妹動

原体を連結して紡錘体との両方向的結合 (Bi-orien凶tion) を保障する「コネクタ-Jとして機能するのか

もしれない。

一方、 lsdJ変異体はDAPIを用いた核染色によるスクリーニングで、 mis6、mis12変異体と類似の不均等

核分裂を 示す温度感受性変異体として単離された。FISH法で染色体分配の様子を調べたところ、 Jsd1変

異体では染色体は均等に分配されており、姉妹核の大きさの速いは染色体の凝縮状態の差異に起因する

ことが明らかとなった。電子顕微鏡による詳細な表現型解析の結果、 Jsd1変異体では、異方的な核の伸

長や異常な隔壁形成、核内構造の不均等分配などが観察された。 Jsd1変異体では染色体以外の何らかの

核内構造(例えば核膜孔や核骨格)が不均等に分配され、その結果、姉妹核問で染色体の凝縮状態に違

いが生じるらしし、。lsd/+泣伝子を単縦した ところ、驚いたことにそれは脂肪酸合成酵素の αサブユニッ

トをコードしていた。脂肪酸を培地に添加する ことでIsdl変異は相補され、また抗生物質セルレニンに

よって脂肪酸合成を阻害すると野生株でも不均等核分裂が誘導された。細胞内の脂肪酸濃度が低下する

ことで不均等核分裂が引き起こされるのだろう。 同訴l培養の結果、脂肪酸合成の阻害はM期特異的に致

死E1~J };~;引;を及ばすことが t ij J らかとなった門出lJ)jI1支は 、生体)j兵の広州;1やエネルギー貯蔵分子であるばかり

でなく 、枝分裂の均等'1''1:を f!f~ FI1:~~ すゐ上で主役:な{立川を 411 っていると 忠われる 。
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序論

本研究の背景と目的

原核生物の遺伝情報は l分子の環状DNA上におさめられているが、真核生物の遺伝情報は
何本かの直線

状DNAに分割され、たたみ込まれ、核内に収納されている。例えば、ヒトの場合は23本(
半数体あたり)

のDNAに分割されており、出芽酵母の場合は16本、分裂酵母の場合は 3本のDNAに分割されているつこれ

らのDNAは染色体DNAと呼ばれる。真核生物の細胞周期はGl、S、G2、Mの4つのステージ
から成り立っ

ているが、染色体DNAはS期に複製されて倍加し、 M期に娘細胞へと分配される(図 1)。

遺伝情報が子孫の細胞へと正確に伝達されるためには、複製された染色体は均等に分配さ
れなければな

らなし、つまり、姉妹細胞がともに親と同じ一組の染色体を受け継がなければならないので
ある。さもな

ければ、大規模な遺伝情報の欠失や重複が起こる。これはある種の病気(ダウン症候群、
ターナー症候群

など)や、発ガンの原因となる(Lengaueret al. 1997、Liet al. 1997、Cahillet al. 1998、Due
sberget al. 1998 

など)。 真核細胞は、そのような「悲劇Jを避けるために、有糸分裂における核分裂 ・染色体分配の均等

性を保障する機構を備えているらしい。そこで本研究では、分裂酵母を研究対象として、
そのような機構

に関与する因子を同定し、その分子機能を解明することを目指した。

染色体分配を正確に行うためには、有糸分裂過程が正常に進行すること、および染色体分
離-分配に必

要な構造が正しく構築されることが必須である。本序論の前半では、有糸分裂で起こる事象
とその制御に

ついて、後半では染色体分離・分配に必要な構造体、とりわけ動原体について現在までに
得られている知

見を概説する。



染色体

図1. 真核生物の細胞周期は 4つのステージからなる

染色体DNAはS期に複製され、倍加した染色体はM期に紡錘体装置によって娘細胞へと分配される。

各時期の長さは生物によって異なるが、分裂酵母の場合、 S期は10-15分程度、 M期は20・30分程度であ

る。一周期は2-3時間でその大半はG2期である。通常の培養条件では Gl期は極めて短い。

2 
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有糸分裂のダイナミクスとその進行制御

真核生物の有糸分裂期、すなわちM期には細胞内で劇的な一連の構造変化が起こる。一般的にその構造

変化は次に示すような順序で整然と進行する(図2、例えばGorbsky1992、Zhangand Nicklas 1995、

Ha時 uchiet al. 1997等)。

l.染色体DNAの凝縮、核膜の崩壊が始まる。細胞質に張り巡らされていた微小管ネットワークは崩壊し、

染色体分配装置である紡錘体に再編成される (M期前期)。

2.凝縮した染色体DNAは、それぞれが独立した棒状の構造体になる。核膜は完全に消失し、紡錘体と染

色体が結合する (M期前中期)。

3.凝縮染色体が紡錘体の中央に整列する (M期中期)。

4.それまで対合していた姉妹染色体が分離し、紡錘体の両極に向かつて分配される (M期後期)。

5紡錘体が消失し、核膜が再生する。細胞質分裂が起こり、細胞質微小管が再生する (M期終期)。

図3にはヒト培養細胞 (Hela) でM期に観察される微小管構築、染色体DNAの変化を示した。また図4に

は生きた分裂酵母細胞での核分裂像を、図 5には免疫染色法による微小管の染色像を示した。分裂酵母の

核は、間期には球型をしているが、 M期になると染色体凝縮にともない変形し、やがて紡錘体伸長によっ

て均等な大きさの2つの娘核へ分割される (McCullyand Robinow 1971、Todaet al. 1981、T釦 akaand Kanbe 

1986、Haganand Hyams 1988)。分裂酵母の紡錘体は何本もの微小管が一本の束になったような形態をし

ている(図 5)。細胞長軸方向にのびたカゴ状の間期微小管ネットワークはM期が開始すると崩壊し、紡

錘体へと再構築される。近年の生細胞観察の結果によれば、分裂醇母のM期紡錘体伸長は3段階に分けられ

るらしい (Nabeshimael al. 1998)。すなわち、一定速度で約2.5μmまで伸長する第I期 (phascI)、 2.5μ

mでイ~l長が数分間停止する第uWJ (phase n)、その後再び一定速度で14μmまで伸長する第3期 (phぉem) 

に分割される 。 それぞれ算r}明は前中期、第日期は中共f]~後期A、第田英fJ は後期Bに相当すると思われる。以

前の回定細胞でのFISH(蛍光川 SilUハイブリダイゼーション)や電子顕微鏡観察の結果をあわせて考える

と、分裂両手母では核膜消失は起こらないものの、それ以外は高等真核生物と同様のステップを経て核分裂

が進行すると考えられる(ドunahikic( al. 19り3、Dingel al. 1993、Sakael al. 1994)。有糸分裂の諾過程は両手

りから(，'，1;~I? ~jけよ ~t.物まで近化 (1りに!よく {公平じ されて い る ようである 。
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動原体微小管

図2 真核生物の有糸分裂の模式図

前中期
prometaphase 

目

中期 ・すべての染色体が

metaphase bi-orientationを確立。

• 
後期
anaphase 
後期A:

.染色体が紡錘体中央に整列。

染色体が紡錘極体に向かって移動。

後期B:
紡錘体の伸長により染色体がさらに分離。

Cdc2キナーゼ-サイクリン絞合体が活性化すると有糸分裂が開始する。前期には細胞質で紡錘体が形成され、

染色体凝縮、核膜崩壊が始まる。前中期になると紡錘体が核領域に進入し、郵J原体微小管がまりJ原体と結合する。

両方向的に紡錘体と結合 (bi-oricntation) した染色体は紡錘体中央(中期板)に堅手iJする。全ての染色体が中期

板に集結した状態が中期であり、サイクリン分解、姉妹染色体対合の解除と共に後期が開始し、姉妹染色体が分

配される。後期は、染色体が極に向かつて移動する後期Aと、紡錘体自身が伸長することで姉妹染色体問の距離

がさらに増加する後期Bの2つのステップに分類される。終期(telophasc) になると紡錘体は崩壊し、核膜、細

胞質微小包ーが再生され、細胞質分裂がおこる。
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Tubulin DNA merged 

間期

M期中期

M期後期

M期終期

図3.ヒト培養細胞の有糸分裂像
培養したHela細胞をホルムアルデヒドで固定し、免疫染色法により微小管を染色した。 DNAはHoechst33342
で染色した。冷却CCDカメラを搭載した蛍光顕微鏡で撮影後、デジタル処理により、コントラスト補正、疑似着
色をおこなった。
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図4. 分裂酵母の核分裂像
YPD+21 %ゼラチン培地に包埋 した分裂酵母細胞を位相差顕微鏡で観察し、 CCDカメ ラを接続した間欠記録
ビデオレコーダー (timelapse video recoder)で経時的に記録したo 21%ゼラチン中では屈折率の違いにより
核領域が明るく浮き上がる。図中の数字は観察開始より の経過時間 (単位は時間:分)。 写真右下の細胞で
は、日分日あたりからM期が開始すると恩われる。 1時間5分自より後期が開始し、染色体が娘核へ分配さ
れる門 1時間'40分自 には隔壁形成が始まり(細胞中央の暗い線)、 2時間11分後には細胞質分裂が完了す
る。写真左側の細胞では1時間40分後よ りM期が開始する。
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図5. 分裂酵母野生株の微小管染色像

対数増殖期の細胞をアルデヒドで固定し、免疫染色法により微/J、管を染色した。 DNA染色にはDAPIを
用いた。分裂酵母の核は間期には球型で、半球はクロマチンDNAが占め、残りの半球は核小体が占め

る。間期には細胞の長軸方向に伸びる数本の微小管が観察できる。焦点を動かして観察すると 、この微

小管はカゴ状に細胞質内に張り巡らされていることがわかる。 M期になると、染色体凝縮に伴って核形

態が変形する。紡錘体は直線状の微小管束として観察される。中期の紡錘体長は間期核の直径と同程度

で、 2-2.5μmo後期になると、紡錘体の伸長と共に核が分裂し、細胞の両端ーへと移動する。核分裂が完

了して終期になると、核クロマチンは再び半球状の形態に戻り、細胞質にはX型に配置した微小管ネッ

トワークカfあらわれる。ノくーは10μ n10
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有糸分裂過程の進行には、 Cdc2カイネース (Cdc2kinase) -サイクリン複合体の周期的な活性化 -不活

性化が必要となる (Hunt1989、Doree1990、Colemanand Dunphy 1994など)。すなわちCdc2カイネースが、

1) M期開始時に活性化され、 2)中期から後期への遷移時に不活性化される。Cdc2カイネースの活性は15

残基自のチロシンのリン酸化状態を変化させることによって制御される。 リン酸化はW白 1. Miklカイネー

ス (Weel. Mikl kinase)によ って、脱リン酸化はCdc25フォスファテース (Cdc25phosphatぉe)によ って担

われており 、脱 1)ン酸状態で'Cdc2は活性化する。Cdc2の活性化のタイ ミングは“複製・修復チェック ポイ

ント" と呼ばれる監視機構によって制御されている (Weinertand Hartwell 1989、Elledge1996.， R ussell 1998、

Weinert 1998など)。 このチ ェックポイントは、染色体複製の完了あるいはDNA損傷の修復の完了を監視

してお り、これらの完了以前にCdc2がj舌性化することを防いでいる。このチェックポイントが欠損すると、

損傷を含む染色体や複製の終わっていない染色体が無理に分配されることとなり、子孫へ正確な遺伝情報

を伝達することが不可能となる。このチェックポイントにはCdsl、Chk1という 2種類のカイネースが関与

している (Walworthet al. 1993、Murakamiand Okayama 1995) 。これらがWeel. Miklを活性化し、また

Cdc25を不活性化することにより、時期尚早なCdc2の活性化を防いでいるらしい (O'Connellet al. 1997、

Bωdy et al. 1998、Zenget al. 1998)。

一方、Cdc2カイネース複合体の不活性化はサイクリンサブユニットを分解することによって引き起こさ，:f-

れる (Cohen-Fix and Koshland 1997、Townsley加 dRudennan 1998など)。このタンパク分解はユピキチン

依存的である 。すなわち、 重合したユピキチンタンパク質がサイクリンに共有結合され、次いでそれを目

印としてプロテオソームと呼ばれるタンパク分解酵素複合体がサイクリンを分解する。サイクリンサブユ

ニットのユピキチン化はAPC(Anaphase promoting complex 後期促進複合体)/サイクロソームと呼ばれる

タンパク複合体によって担われている (Hershkoet al. 1994、Kinget al. 1995) 。このAPCは中期から後期

の移行へ重要な役割を 果たす。分裂酵母ではCut4、Cut9、Nuc2タンパク質がAPC複合体の構成要素である

ことが明らかと なっ たが、 これらの遺伝子の欠損変異体はいずれもM期中期で細胞周期進行が停止する

(Yamashila et al. 1996、Yamadaet al. 1997)。時期尚早なM期後期の開始は染色体分配異常を引き起すので、

中期から後期への遷移の タイミン グは厳密に制御 されなければならなし 1。 “紡錘体チェックポイント"は、

そのような制御機構の一つである (Rudncrand Murray 1996)。このMurrayらによって提唱されたチ ェック

ポイン トは、紡錘体形成が不完全にな ったとき に機能する制御機構で、紡錘体が正常に形成されるまで後

期の開始を抑制する 。 泣伝学的解析により、 こ のチェッ ク ポ イント に関与する遺伝子 、 MAD1 ~ 3 、 BUBl

~3が出芽醇母で同定された ( Hoy l ct JI. 1991、Liand Murray 1991)。これらの相同遺伝子が分裂酵母やア

フリ カツメカ エル、ヒトからも 凡つけだ されており 、紡録体チェ yクポイン トは進化的に保存された制御

核的であるらしい (CI日 11じ!日1.19りG、しiλncllkncz川 1996、H心Clal. 1997) 。近年、 Mad2タンパ ク釘が;¥PC
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複合体に結合し、その活性を抑制することカ報告された (Gorbsky1997、Liet aI. 1997、Fanget aJ. 1998)。

中期から後期の遷移はAPCの活性調節によって制御されていると思われる。

恥倒前中期になると、紡錘体を構成する微小管のうち、 一群の特別な微小管 (動原体微小管と呼ばれる)

が染色体に結合する。動原体微小管と結合する染色体領域は動原体と呼ばれ、通常それぞれの染色体にーヶ

所ずつ存在する。姉妹染色体はM期中期までは対合しており、姉妹染色体の動原体はペアになっている。

姉妹染色体が均等に娘細胞へと分配されるためには、一方の紡錘極体から伸びてきた動原体微小管が姉妹

動原体の一方に結合し、他方の紡錘極体から伸びてきた微小管がもう一方の動原体に結合するとし寸状態

が確立されなければならない(図2、図45) 。そのような結合状態は両極性あるいは両方向性結合

(bi-polar/bi-oriented attachmentあるいはbi-orientation) と呼ばれている (Aultand Nicklas 1989など) 0 M期

後期に姉妹染色体が均等に分配されるには、 M期中期に染色体が紡錘体と両方向的に結合しなければなら

なし、。 “中期チェックポイント"と名付けられたチェックポイントは、すべての染色体が両方向性の結合

を獲得するまで、中期から後期への遷移を抑制する制御機構である。このチェックポイントは厳密な意味

ではその存在は証明されていないが、その存在を示唆する状況証拠はいくつか得られている。例えば、

Riederらの観察によれば、脊椎動物の培養細胞では一部の染色体が紡錘体と両方向的に結合できなかった

場合には、中期から後期への遷移が遅延する (Riederet aJ. 1994、1995) 0 (Hartwellらが提唱した概念に〆

厳密に従うならば、染色体と紡錘体の結合を特異的に阻害したときに後期への進行が抑制され、さらに変

異などによってその抑制がバイパスされ得る事を示さないとチェックポイントとは呼べなし、。 Hartwelland 

Weinert 1989) 先に述べたMadl~3 、 Bub1 ~3 タンパクはそのような制御機構に関与するのかもしれない

(Straight 1997)。出芽酵母の動原体構成タンパク質の変異体ctf13変異体では細胞周期の進行がM期で停止

するが、この停止はMa出 ~3および~Bubl 、 3 に依存的である (Pangilinan and Spencer 1996) 。またアフリカ

ツメガエルやヒトなどの培養細胞な場合、 Mad2タンパク質は、 M期に紡錘体と結合できていない動原体へ

選択的に局在することが知られている (Chenet aJ. 1996、Li and Benezra 1 996、Waterset al. 1998) 。また

Bubl相同タ ンパク質もやはり M期に動原体に局在することが示された (Taylorand McKeon 1997、Tayloret 

al. 1998) 0 Mad、Bubタンパクは動原体と紡錘体の両方向性の結合を監視し 、中期一後期選移を制御して

いるのかもしれなしE。また3F3/2と呼ばれる抗体をもちいてヒト培養細胞を免疫染色すると、紡錘体と結合

していない動原体が特異的に染色される。この抗体の抗原は決定されていないが、何らかのリン酸化タン

パク質を認識しているようである (Gorbskyand Ricketts 1993) 0 3F3/2抗原もいわゆる“中期チェックポイ

ンド'に附与していると考えられている。

9 



染色体の基本構造としてのクロマチンとその修飾

真核生物の染色体DNAは、ヒストン等のタンパク質と相互作用して高度に折り畳まれ、核内に収められ

ている。この折 り畳まれたDNA-タンパク複合体はクロマチンと呼ば、れる。クロマチンの最も基本となる構

造はヌ クレオソームである。これは、直径llnm、高さ6nmの円筒形をしたヒストン 8量体に約200塩基対

のDNAが巻き付いた構造体である。このヌクレオソームが数珠つなぎにつながり、高次の折りたたみやそ

の他の染色体機能に必要なタンパク群が付加してクロマチン繊維となる。例えば、分裂酵母の染色体DNA

の総塩基数は14メガ塩基対であり、染色体DNAl分子あたりの長さは約1.6mmである。これがクロマチン

繊維としてたたみ込まれ、直径わずか2μmの核に詰め込まれている。クロマチンはその機能を発現させる

ために様々な修飾を受ける。代表的な修飾としてはDNAのメチル化やヒストンのアセチル化がある 2 ヒス

トンアセチル化は遺伝子の発現制御に重要な働きをしていることが知られている(例えばKuoand Allis 

1998)。また、ヌクレオソームの位置やヌクレオソーム聞の間隔も発現制御や染色体機能に関与している

と思われる。Chromatinremodeling factorなどと呼ばれる一連の因子群はヌクレオソームの位置や間隔に作

用して遺伝子発現を制御しているらしい (Stegerand Workman 1996、Tsukiyamaand Wu 1997、Caims1998 

など)。

クロマチンは有糸分裂期に入るとさらに折りたたまれ、 l本ずつの染色体DNAが独立した棒状の塊とな

る。形態学的にはこの棒状の構造体を染色体と呼ぶ。この過程は染色体凝縮といわれており、 E型トポイ

ソメレースやSMCファミリーというグループに属する一群のタンパク質が関与している (Strunnikovet al. 

1993、Hiranoand Mitchison 1994、Sakaet al. 1994)。姉妹染色体はM期後期になるまではつなぎ止められて

いるが、これに必要な因子は"glue"あるいは"cohesion分子H と名付けられている (Hollowayet al. 1993、

Guacci et al. 1997、Michaeliset al. 1997)。出芽酵母ではScclタンパク質およびSMCファミリーに属する別

のタンパク質がcohesinとよばれる複合体を形成し、姉妹染色体の対合に関与していることが示されている

(1心sadaet al. 1998)。分裂酵母ではMis4タンパク質(adherinと名付けられた)がやはり姉妹染色体の対合

に必要であることが示された (Furuyaet al. 1998)。

動原体領域のクロマチン構造
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DNA分子が染色体として振る舞うためには、動原体(セントロメア)、テロメアそして自律複製配列

(ARS)の3つの要素を含むことが:必要である。出芽酵母の場合では、この3要素を含むDNA断片が人工

染色体として機能することが知られている (Murrayand Szostak 1983) 0 ARS配列はDNA複製の開始に必要

であり、テロメアは染色体末端の複製および保護に必要である。一方、動原体は、遺伝学的には減数分裂

時に組み換えが起こらず必ず還元分離する遺伝子座として定義される。これは、細胞学的に見るとM期に

動原体微小管が結合する部位であり、染色体分配に必須である。

紡錘体との相互作用に必要な動原体は、高等真核生物の場合は、凝縮染色体の一次狭窄部位として観察

される。ほとんどの真核生物の場合、動原体は一つの染色体につきーカ所だけに限定されており、通常、

染色体上の決まった領域に形成される。後に述べるように動原体DNAは特殊な配列をしている。特殊な一

次配列が動原体部位を決定しているのかもしれなし 3。実際、出芽酵母の場合は 120塩基対の動原体配列を

含むDNA断片をプラスミドにつないで細胞内に導入すると、その断片は動原体として機能する (Clarkeand 

Carbon 1980、Murrayand Szostak 1983)。しかしながらヒトやショウジョウパエなどでは、本来は動原体と

ならないはずの染色体領域が動原体化するネオセントロメアという現象も観察されている (Depinetet al. 

1997、duSart et al. 1997、Willard1998)。新たに動原体化した領域には本来の動原体DNA配列は含まれな

いので、この場合はDNA配列以外の要因が動原体部位決定に関与していると考えざるを得ない。マウスの

場合にはDNAのメチル化状態が動原体の位置決定に重要な役割を果たしているということが報告されてい

る (Mitchellet al. 1996)。分裂酵母ではヒストンのアセチル化状態が動原体機能に関与しているらしい

(Ekwall et al. 1997)。また分裂酵母の動原体領域はヌクレオソームの配置が特殊であることも知られてい

る (Polizziand Clarke 1991、Takahashiet al. 1992、および本論文)。出芽酵母でもやはり動原体領域のクロ

マチン構造は特殊であると報告されている (Bloomand Carbon 1982) 0 DNAの一次配列だけではなく、ヌ

クレオソームの位置や間隔を変化させたり化学的に修飾したりして動原体特異的クロマチンを形成するこ

とが、動原体DNAータンパク複合体を構築するために必須であると思われる (Wiens加 dSorger 1998)。

動原体DNA配列と結合タンパク質

室長類の釘J原体DNAにはαサテラ イト と呼ばれる約 170右足器対の配列が数メ方塩基対にわたって反復し

ている。近年の報告によ ると 、 αサテラ イト配列の反復を含むDNA断j十を培養細胞中に導入する と組み換

えが起こり、 aサテライトが以メガJ;ì!~ tll~ J:Jにわたって辿枕するDNAllli.)十が形成され、それが人工染色体と

して f在能す ふらし い ( H éllT i ll~ I l) 11 Cl ~ li . 19り7、lkcl1()(，lal.1998、Murphyal1c.! Kaqlcl1 1998)ο シ刀 tンジョウノて
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エの動原体も約1メガ塩基対と巨大で、 5-10塩基対くらいの単純な反復配列やトランスポゾン配列を多く含

む (Murphyand Karpen 1995、Sunet a1. 1997)。一般に高等真核生物の動原体は、種を越えると配列自体は

大きく異なるものの、巨大で反復配列を多く含むとし寸特徴がある。

出芽酵母S.cerevisiaeの動原体は、上記の例とは異なり、約120塩基対の短いDNA配列が動原、体機能を有す

る。この短い動原体DNAは配列上の特徴からCDEI-皿の3つのドメインに分けられる。 CDEIはパリンド

ローム配列を含む8塩基対の配列であり、 CDEIIは約80塩基対のA汀に富む配列、 CDE皿は対称な配列を

含む26塩基対の配列である (Carbonand Clarke 1984、Fitzgerald-Hayes1987など) (図6B)。この様な特徴

は、別種の出芽酵母であるKluyveromyceslactisで、もやはり保存されている (Heuset a1. 1993)。

動原体DNAには様々なタンパク質が結合し、巨大なDNA-タンパク質複合体が形成されているコ

Sclerodenna (進行性全身性硬化症)という自己免疫疾患の患者うち30%の者は動原体タンパク質に対する

自己抗体を持っていた。そのような患者は、 calcinosis、s.aynaud'sphenomenon 、 ~sophageaI dysmotility、

~clerodactyly 、 ~elangiectasiaとし寸症状を特徴的に示したので、彼らから得られた血清はCREST血清と呼ば

れる。このCREST血清を用いて、複数のヒト動原体結合タンパク (centromererrotein) CENPsが同定され

た (Earnshawand Rothfield 1985) 0 CENPsのいくつかについては、以下に述べるような機能が示唆されて，

おり、また出芽酵母や分裂酵母にも相向性を示すタンパクが見いだされている。 CREST血清は他の晴乳類

生物や高等植物の動原体タンパク質とも交叉反応する。動原体配列は種によって異なっているが、結合し

ているタンパクは真核生物を通じて保存されているのかもしれない。

CENP-Aは17kDのタンパク質でC末側 3分の 2がヒストンH3と強い相向性を有している (Palmeret al. 

1987) 0 CENP-AはヒストンH4やほかのヒストンと結合していることが知られており、おそらく動原体領

域特異的なヌクレオソームを形成しているのではないかと思われる (Warburtonet al. 1997) 。出芽酵母

Cse4タンパク質はヒストンH3と相向性を有しており、この遺伝子に変異が起こると、人工ミニ染色体が不

安定となる (Stolerel al. 1995)。局在などのデータからこのタンパク質がCENP-Aの出芽酵母における相

同タンパク質ではないかと考えられている (Meluhet al. 1998) 。

CENP-Bは80kDのタンパクでホモ2量体を形成している。 C末(カルボキシル末端)領域がこの2量体化に

必要で、一方N末(アミノ末端)領域はDNA結合能を有する (Masumoloet al. 1989)。このDNA結合能は

配列特異的で、その17境基対の認識配チIJ (CENP-B boxと呼ばれる)は先に述べた αサテライト配列中に含

まれる。 N末で αサテライト DNAに結合し、一方C末で2量体化することに より、動原体DNAを束ねるよ う

な働きをしているのではないかといわれている (SugimotoCl al. 1994) 0 CENP-Bタンノぐク貨は昭ほし鋲から

分裂併母まで杭を越えて!よく似ιされていゐ。 irl近CENJコ-Bill伝子ーを破j哀したノ yクアウトマウスが作成
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A ヒト動原体模式図

~ 

kinetochore microtubules 

/ 

Outer plate I 

Middle plate Itrilaminar 

Inner plate I structure 

central domain 

Kinetochore 

domain 

B.出芽酵母S.cerevisiae 動原体DNA(~125塩基対)

CDE 1 CDE 11 CDE 111 

|;TαC~TGI (TGT~T~TG~TTTCCGAA~ヰ :MMA|
78-87塩基対;87-98% AT 1 l L__〆 --;tfJT て一 、___j.; 

c.分裂酵母動原体DNA(40-120kb)模式図

otr Imr cnt Imr otr 

図6. ヒト、出芽酵母、分裂酵母の動原体

(A)電子顕微鏡観察によるヒト動原体の模式図。野J原体ヘテロクロマチンを含むcentraldomain の外側に

inner、middle、oulerplaleの3層からなる層状構造 (trilaminarstructure) が付加しており、 oulerplateからは繊

維状のH コロナH と呼ばれる構造が伸びている。動原体微小管のプラス端はouterplate~こ結合している 。

(B)出芽酵母動原体DNAのコンセンサス配列。出芽酵母:で、はCDEI-IIIの3つのドメインからなる 125塩基対の

DNA断片がまずJ原体として必要十分な機能をはたす。 CDEIには"CACGTG"というパリンドローム配列が含ま

れ、 Cpflタンパク質が結合する (Melloret al. 1990) 0 CDE IIは極めてATに富む配列で、 CDEIIIには図中矢

印で示したような 2種類の対称に配世した反復配列(TTT1寸/AAAAAとTITC/GAAA)が存在する。 CDEIII 

にはCBF3タンパク複合体が結合する。

(C)分裂酵母の到1)1.京体DNA。出芽鮮母に比べ巨大で、最小の第一染色体釘~J京体で‘も約40キロ塩基対のDNAを

含む。中央にcnlと呼ばれる約5キロ右足悲対のドメインがあり 、その両脇には約5キロ塩基対のilllrドメインが

対称に配置している。さらにその外側にはdg、dhとH乎ばれる4-5キロ塩基対の配列要素を含むotr反復配チIJ
が

花んでいる o dg 、 dhは全ての動J~[ 休で共通である 。 ひとつの動似体の中では左右の llllr配列は 100%一致する

が、先色体IIIJではillldi2.$iiJはW.なるつcnl配列もcnt1とcn13が1m配列を共通に合む点を除けば、染色体!日]で呉な
-， 
イ、);:， 
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された。体重が野生株に比べ軽いなどのいくつかの欠損が見いださ
れたが、基本的に生育可能で繁殖も可

能であった (Hudsonet a1. 1998) 。分裂酵母のCENP-B相同タンパク質は当初、 ARS~~列に結合するタンパ

クとして同定された (Murakamiet al. 1996、Leeet al. 1997)。遺伝子
破壊株は低温感受性を示すものの、

常温では生育に必要ではなかった。大量発現すると人工染色体が不
安定化するなどの現象が知られている

が (Halversonet al. 1997) 、動原体機能との関わりについては明らかで
なし、。

CENP-Cは140kDのタンノザ質である。ヒトの動原体は電子顕微鏡で観
察すると 3層の層状構造をしてい

ることが知られているが (Comingsand Okada 1971、Wittet al. 1980、
Riederand Salmon 1998) (図6A)

このタンパク質はその最も内側の層に局在している。中和抗体をマ
イクロインジェクションすると動原体

形成が阻害されるので、 CENP-Cは動原体タンパク複合体の構築に必
須な役割をしているのではないかと

恩われる (Tomkielet al. 1994) 。出芽酵母のMi口は染色体の安定
性に関与するタンパク質であるが

(Meeks-Wa"gner et al. 1986) 、CENP-Cと相向性を示すといわれている
(Meluhand Koshland 1995) 0 Miロ

はA(fに富むDNAに結合するモチーフ (AT-フック)を有しているので
CDEII領域に結合すると考えられて

いたが、ホルムアルデヒドを用いた架橋実験からは、 Mi口はCDEIIIと
相互作用することが示唆されている

(Meluh and Koshland 1997)。

そのほかにも晴乳類細胞では、動原体タンパク質としてCENP-E、Fなど
が知られている (Yenetal. 1991、

Liao et al. 1995) 0 CENP-Fは時期特異的に局在が変化する。すなわち、
M期初期になると動原体に局在し、

後期になると動原体からはなれて紡錘体中央帯 (midzone)へ集まるよ
うになる。時期特異的に動原体へ局

在するタンパクとしては他に凶CENPなどが知られている (Coolくeel al. 
1987)。またCENP-Eはキネシンモー

タ一様のタンパク質でM期初期に動原体へ局在し、後期になると離
れていく 。動原体に局在するキネシン

モータとしては他にMCAKが知られている (Wordemanand Mitchison
 1995)。これらの微小管モータータ

ンパク質は、紡錘体上での動原体の運動あるいは染色体分離・分配
において重要な働きをしていると考え

られている。

出芽酵母のCDEIII領域には多くのタンパク質が結合し、 DNA-タンパ
ク質複合体が形成されていること

が生化学的に示されているが (Lechnerand Carbon 1991) 、この分子量
240kdのタンパク複合体はCBF3複合

体と呼ばれている。その構成因子はCBF3A-Dと名付けられており、
それぞれ110kd、64kd、58kd、23kdの

タンパク質である。 II0kdサブユニットはCBF3AはCBF2(=NDCJO、C
TFJ4) 遺伝子によってコードされて

いる (Gohand Ki Imarlin 199]、Dohenyel al. 19り])0 NDCJO、CTFJ4
は染色体不分離を引き起こす変異、

あるいは人て染色体の動似体桜花を拐なう変W.の n;( 閃泊伝子として ~i蹴されたのであるが、 110kdサブユニッ

トをコートする;n伝子 (CβF2) といlーであることがゆjらかとなった (Jielng c[ ~1I. 1993) 0 CBF3B (ωkcl)、
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CBF3C (58kd)はそれぞれCEP3、Clア13遺伝子によってコードされているが、これらは人工染色体の動原

体機能欠損の原因遺伝子として単離された (Dohenyetal. 1993、Strunnikovet al. 1995)。またSkplタンパ

ク質もCBF3DとしてCDEill領域に結合することが示されたが (Connellyet al. 1996) 、このSkp1はGl/Sあ

るいはG2ルfの進行に必要なタンパク質でSCFと呼ばれる複合体を形成し、 CDKインヒピターのユピキチン

依存的分解に関与していることが知られている (Baiet al. 1996)。

分裂酵母の動原体

分裂酵母の動原体DNAはotrやimrと名付けられた反復配列がcnt配列を中心として対称に配置した構造を

している(CI訂keet al. 1986、Nakasekoet al. 1987、Fishelet al. 1988、Chikashigeet al. 1989、Clarkeand 

Baum 1990、Hahnenbergeret al. 1991、Murakamiet al. 1991、Takahashiet al. 1992) (図6C、図24A)。第l、

第3染色体のcnt配列にはtmと名付けられた共通の配列モチーフが含まれるが、その点を除けば各染色体の

cnt配列問で類似性は見られなし、。imr領域についても、ひとつの動原体についてみれば左右のimr配列は

100%一致するが、染色体問では配列上の類似性はない。一方、 otr配列にはdg、dhと名付けられた4---5キロ

塩基対の配列モチーフが含まれており、これらは全ての染色体で共通である。動原体全体は40キロ塩基対

から120キロ塩基対と大きく、出芽酵母のそれに比べれば約500---10001音の大きさである。巨大かつ反復配

列に富むという特徴が高等真核生物の動原体と類似しているので、分裂酵母の動原体は良いモデル系にな

ると期待できる。

分裂酵母の直線状人工ミニ染色体は第 3染色体の腕部をガンマ線で切断するという方法で作成されたが

(Niwa et al. 1986)、そのように作成された最短の人工染色体ChIOは完全な動原体配列のみから成り立っ

ていた (Niwaet al. 1989)。動原体配列中にはARS配列が含まれていることが明らかとなり (Takahぉhiet 

al. 1992)、また人工染色体の両端には新たにテロメア配列が付加されていた (Matsumotoet al. 1987) 。

環状の人工染色体は組み換え修復を利用したギャップフィリング法で作成された (Matsumotoet al. 1990)。

これらの人工染色体を利用し、動原体の部分欠失変具体を作成して機能に必須な領域を調べたところ、有

糸分裂の染色体分配にはcnt配列とlmr配91Jが特:に重要であることが分かった (Matsumotoet al. 1990、

Hahncnbcrgercl al. 1991、Takal1ashiCl <11. 1992) 0 fXt;1犬ミニ努抱体CM2104はotrfge9iJを一部分しか含まないが、

それでも府糸分裂で安定に保持される。近年、 dh配ヂiJと類似のDNA配列が接合型 (mal)逃伝子座に存在

することがlijJらかとなった (Grc.:¥¥':11加 clKlar1997)。桜合型巡伝子山はヘテロクロマチンを形成しており、

m;J/]-]コ(11勺と 177・:ll.1-M ( 11 ・)辿い)二の発現(よ ~fjJHiljされていゐ(どちらか一ープJの泣伝子が177;Jll泣い子保にコ
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ピーされて発現し、接合型を決定する) 0 otr配列はヘテロクロマチンの形成に関与 しているのかもしれな

い。実際、動原体領域もやはりヘテロ クロマチン化してお り、 遺伝子の発現が抑制されている (AIJshireet 

aJ. 1994)。

しかしながら、上述のよ うに分裂酵母動原体の塩基配列については情報が蓄積されているが、動原体に

結合する タンパク質についてはあまり知見は得られていない。分裂酵母Swi6タンパク質が動原体領域に局

在することが報告されたが (Ekwallet al. 1995)動原体特異的というわけではなく、テロメアや接合型遺伝

子座領域にも局在していた。このタンパク質はクロモドメインというモチーフを含むタンパクで、ヘテロ

クロマチン形成、 遺伝子サイレンシングに関わると考えられている (Lorentzetal. 1994、AJlshireet aJ. 1995)。

本研究の過程で、分裂酵母Mis6、Mis12タンパク質は動原体機能に深く関与することが明らかとなった。

分裂酵母mis変異体 (minichromosome in~tabiJity) は、人工ミニ染色体を安定に保持できず、かつ温度感受

性をしめす一群の変異体として単離された (Takahぉhiet al. 1994) 0 12相補群のmis変異が単離されたが、

その中には染色体複製に欠損があると思われる変異 (mis1、mis5、mis10) (Takahぉhiet al. 1994、近藤祥

司未発表、建部 恒 未発表)や、複製された姉妹染色体の対合に欠損のある変異 (mis4) (Furuya et aJ. 

1998 ) 、スプライシングなど貯~A代謝の欠損 と 恩われる変異 (mis2 、 misll) (Takahぉhiet al. 1994、近藤

祥司未発表)、およびタンパク合成制御に欠損があると思われる変異 (mis3) (近藤祥司未発表)が含

まれていた。本研究ではmis6とmis12変異体を解析したが、これらは制限温度で核が不均等な大きさの姉

妹核に分裂するという興味深い表現型を示した。他のmis変異体はいずれもそのような表現型は示さない。

遺伝子を単離してその局在を解析したところ、 Mis6、Mis12タンパク質は動原体中央領域に結合している

ことが分かった。変異体表現型の解析によ ると 、これらのタンパクは動原体のクロマチン構造の形成に関

与しているらしし、。これらのタンパ夕、あるいはまりJ原体特異的なクロマチン構造がどのような分子的援能

を担っているのか考察したい。

本研究の過程で新たに同定した分裂酵母JsdJ変異体は、 mis6変異体等と同様に制限温度で不均等な核分

裂を引き起こした。解析の結果、この不均等は染色体分配の異常によるものではなく、染色体の凝縮状態

の相違によるものであることが明らかとなった。 驚くべきことに、 Jsdl遺伝子は脂肪酸合成酵素をコード

していた。脂肪酸の前駆体合成に関与するアセチjレCoAカルボキシ レースの変異であるcut6変異体もやは

り同様の表現型を示していた。近年、脂肪肢が、生体膜の原料やエネルギ-i原としてだけではなく、 RNA

輸送などのさまざまな生体プロセスで主要な機能を梨たしていることが示唆されている (Schnei[efand 

Kohlwcin 1997) 0 JJ日IJh肢が校分災においてどのような機能を梨たしているのか可能性を検討したし、
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はじめに

本研究において核分裂の均等性を保障する機構を解明する目的で解析した分裂酵母mis6、mis12、lsdl変

異株では、制限温度で培養すると不均等な核分裂が生じる。 DAPI染色像が類似しているため、当初、これ

らの遺伝子産物はいずれも同様の生体機能に関与しているだろうと予想した。しかしながら研究過程で、

Mis6、Mis12とLsdlタンパクは性質が大きく異なることが明らかとなった。すなわち、前者は染色体均等

分配に関与しているのに対し、後者は染色体以外の核内構造の分配に関与しているとおもわれる。 Mis6、

Mis12は動原体結合タンパク質で、一方Lsdlは予想外にも脂肪酸合成酵素であった。そこで本論文は二部

構成とし、第一部で、Mis6、Mis12の機能解析、第二部ではLsdlの解析について述べる。
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第一部結果

mis6-302変異体で、は制限温度で、染色体の不均等分配がおこる

(この実験は高橋博士によって行われた)

完全な動原体DNA配列を含む人工ミニ染色体ChlOは、分裂酵母野生株では極めて安定に保持される o

mis6-302変異株は、そのChlOを安定に保持できず、かつ温度感受性を示す変異株として単離された

(Takahashi et al..1994) 0 mis6変異体を制限温度で培養すると4時間後より生存率が低下するが(図7パネ

ルB) 、このときDAPIで核を染色して観察すると、不均等な核分裂が起こっていた(図9パネルD参照、デー

タは示さなし、)。すなわち、核分裂自体は一見正常に進行しているのだが、生じた姉妹核の大きさが著し

く異なっていた。不均等核分裂を示す細胞の頻度は、培養時間を経るにつれ増加し、 8時間後には2核の

細胞(すなわち核分裂直後の細胞)のうち9害IJで不均等核分裂が起こっていた(図7ノてネルC) 0 mis6変

異体では姉妹染色体が不均等に分配され、そのため姉妹核の大きさに差異が生じるのかもしれないと考え、 f

rDNAをプロープとした蛍光insituハイブリダイゼーション (FISH) による解析を行った。リボソームRNA

をコードするrDNAは第3染色体の両末端に反復して存在しており、これをプロープとすることで第3染色

体の分配の様子を観察することができる。結果は図8に示した O 許容温度ではmis6'O.異体中で、も第3染色体

は娘核に均等に分配されていた(図8パネルA 26
0

C)。ところが制限温度で培養すると(図8パネルA 36 

OC)、第 3染色体が娘核の一方にしか分配されていない細胞 (a)や、第3染色体は均等に分配されている

が姉妹核の大きさが著しく異なる細胞 (b)が多数観察されt.:.o おそらく (b)の細胞では、第 lあるいは

第2染色体の不均等分配が起こっているのだろう。 (a) に示したような第 3染色体の不均等分配の頻度は

制限温度での培養時間を経るとともに増加した(図8パネルB)。図8パネルA (c)には間期の細胞を示し

たが、第 3染色体を含む細胞と含まない細胞が観察された。

以上の結果より、制限温度で培養するとmis6変異体で、は姉妹染色体の不均等分配が起こり、それが原因

で娘核の大きさに差異が生じるものと結論した。分裂酵母では銃3染色体が二染色体的 (disomic) な半数

体以外、異数体は致死(I~ であるので (Niwa and Yanagidユ， 1985) 、染色体不均等分配による高頻度な異数休

の生成が生存率の低下を引き起こしているのだろう。
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図7. 制限温度におけるmis6変具体の細胞増殖、生存率および表現型出現率の変化
YPD培地で対数増殖期まで培養したIηis6-302変具体を制限i.&l度に移し、経時的に細胞濃度 (A)、生存率 (B)
および不均等核分裂を引き起こした細胞の頻度 (C) を測定した。 (B)の生存率は適当数の細胞をプレート培地

に広げ、許容温度で培養後コロニーを形成した細胞の頻度を測定した。 (C)では、細胞を固定後DAPIで核を染

色し、核分裂で2核になった細胞 (M期終}切に相当する細胞)のうち明らかに姉妹核の大きさに速いがあるもの

の頻度を求めた。

細胞数は7時間113まで指数関数(j{Jにm力1Iして約8倍になった。生存率は 4時間目より下がり始め、
10%、12時I!¥jtl には 1% まで低下した。 不均等核分裂を示す細胞の~:JiJ支は 3 11寺!日!日より上昇し始め、

剖近 く の ~:III胞で不均等枝分裂がk~ こ っ ていた 。

71時間!日には約

81時間同には9
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図8.mis6変異体r は染色体の不均等分配が起こ っている

許容温度 (26度 あるいは制限温度 (36度)で培養 (YPD培地)したmis6変異体を固定し、 rDNAをプロ

ーブとしたFISH法で第3染色体の分配の様子を解析した。 rDNAは第3染色体両末端に反復して巨大なク
ラスタ ーを青五成している。

(A)許容温度、 あるいは制限温度で6時間培養後のFISH像。 許容温度では、第3染色体は姉妹核に均等に
分配されている。市IJ限温度で、は(a)核分裂は起こ っている にもかかわらず、一方の娘核しか第3染色体を含
まない細胞、(b)第3染色体は両方の核に含まれるが、姉妹核の大きさに明らかな違いのある細胞が観察さ
れる。 (c)は間期の細胞であるが第3染色体を含むものと、 含まないものが見られる ο パーは10μm。

(B)パネル (A)-(a)のように第3染色体の不均等分配が起こっている細胞の頻度を経時的に測定し、グ
ラフ化した。 4時羽後よ り不均等分配の頻度が増加 し、6時間後には約6割の細胞で不均等分配が起こって
い?こ。
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染色体不均等分配は制限温度に移してから 2回目のM期におこる

次にmis6変異体が細胞周期のどの時点に欠損があるのかを決定するため、以下のような実験を行った。

まずエルトリエーションで、mis6変異株をG2初期に同調した後、制限温度で培養を開始した。 20分間隔で経

時的に細胞濃度、生存率、不均等核分裂の頻度を測定した結果を図9に示す。制限温度に移して約100-120

分後に細胞数の倍加が始まり、隔壁をもっ細胞の頻度がピークに達した。この時点が、制限温度に移して

から l度目のM期であるが、このとき生存率は低下しておらず(図9パネルA)、核分裂も正常であった

(図9ノTネルC)。それに対し、 220-240分後の 2度目のM期には、生存率は急激に低下し、不均等核分裂を

引き起こした細胞の頻度も増加した。この結果は、 mis6変異体で、は制限温度に移してから 2回目のM期に

異常が生じ、不均等な染色体分配が起こることを示唆している。パネルDには2度目のM期のDAPI染色像

を示した。なお、この時点で娘核の大きさに著しい差異は見いだされたが、既知のM期異常変異体で観察

されるような「過凝縮染色体J や í~1 き延ばされた染色体」といった表現型(例えばYanagida 1998)は観

察されなかった。 mis6変異体で、は、染色体凝縮や紡錘体形成、中期-後期遷移といった事象は一見正常に起

こるようである。

mIs6変異体で、染色体の不均等分配が起こるためには制限温度でGl/S期を

通過することが必要である

先に述べたように、 G2期に向調したmis6変異体を制限温度に移しても最初のM期は正常で、 2回目のM

期以降に表現型が現れる。この結果は、変異体が表現型を示すためには制限温度でGl/S期を通過する必要

があるという可能性を示唆してし Eる。その可能性を検討するために以下のような実験を行った。

分裂酵母は培地から窒素j原を枯渇させるとGl期で停止する (Nurseand Bissett 1981)。そこで、まず窒素

j原を抜いた培地で‘mis6変異株を培養してGl期に向調し、次いで窒素j原を含む培地に戻して生育を再開させ

ると同時に制限温度に移した。経時的に生存率、表現型の頻度およびDNA含量を測定した結果を図10に示

した。DNA合誌の批移から判断すると、笠素j肢を含む培地に戻してから 3時間後にS期が進行し(図10パ

ネルB) 、 4-)時間後に紋初のMWJが起こり~:!11JJ包数が矧え始める。表現型を観察すると、 G2邦jから制限温度

に移した先の iilli 米 と は -)'1;なり、 ll~1))のMWJでもお如伎で染色体の不均等分配が起こ っていた(区110パネル

八)コこのあ1;~~ ，よ、変 ~\~. (，1くがや1!UJに不均等染色体分配を引き起こすには、直前のGl/SWJを市IJI知山支で通過
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することが必要であるという仮説を強く支持する。しかしながら、変異型Mis6が失活するまでには時間が

かかり、そのためエルトリエーションでの向調培養実験では初めのM期は正常であったのかもしれない。

この可能性を検討するためにヒドロキシウレア (hydroxyurea;HU)を利用して次のような実験を行った。

HUはヌクレオチドリダクテースの阻害剤であり、 HUで細胞を処理するとヌクレオチド量が減少し、細胞

周期はS期開始直後で停止する。

そこでまず'mis6変異体をHU存在下、許容温度で3.5時間培養して、 S期初期に同調した。次いで、HUを加

えたまま36度に移し、さらに 3時間培養した。この問、細胞濃度は一定であったので細胞はS期で停止し

たままであったと考えられる。その後、制限温度を維持したまま培地を交換してHUを除去し、生育を再開

させた。このときの生存率の変化、表現型の頻度を測定した結果が図 11パネlレAである。 HU除去後 1時間

で l度自のM期が起こり (1stM)、3時間後に 2度目のM期が起こった (2ndM)。この実験の場合は、制

限温度で合計 4時間培養したにも関わらず、 l度目のM期には正常な核分裂が起こり 、生存率も制限温度

に移行する前と大差はなかった。すなわち、変異株を制限温度に長時間さらせば表現型が誘導されるとい

うわけではなかった。 2度目のM期になると不均等核分裂の頻度が増大し、生存率も低下した。

以上の結果を総合すると、 mis6変異体で、染色体不均等分配が起こるためには、制限温度でGl/S期を通過

することが必要であると結論できる。これは野生株のMis6タンパクがGl/S期に何らかの機能を果たしてい 、

る可能性を示唆している。上述のように変異株をHUで同調した場合は一度目のM期は正常であったので、

Mis6はS期の開始点かそれ以前に機能していると思われる(図11パネlレB参照)。

mis()遺伝子の単離

温度感受性の相補能を利用してmisグ遺伝子が単離され、その塩基配列が決定された(高橋 博士論文)。

miso遺伝子は生育に必須な672アミノ酸の新規のタンパク質をコードしていた(図12) 0 mis6遺伝子破壊

株は、制限温度での温度感受性変異株と同様に、染色体不均等分配を引き起こして致死となった(高橋

博士論文) 0 mis6-302変異体ゲノムより変異mis6遺伝子を単離し塩基配列を決定したところ、 135番目のア

ミノ般がグリ シンからグルタミン般へと変化していた。:ifi伝子組み換えを利用して野生株ゲノムのmiso遺

伝子の135呑グリ シンをグルタミン般に世換す ると 、j昆度感受性を示し不均等核分裂を起こすようになっ

たので、この変興が j品 j交感受性の }Ji~111である と考えられる。 タンパクデータベースに対しホモロジ-検京

全 行 っ た と ころ、 Mi s6の N )，ミ il!lJ~ ) oアミノ限とキ!l[ iiJ ↑~!: を 訂するタンノ〈クがn!l ì ~lJ:Ú (Norw(l)' rcll:およひ:'I1UIllan)

に}~つかった ( I .~ I I ~ ) Nl)r".:l)' I 川 1.1ミ P1ミ I .;úf去二{-は、?.1~:Ul包Qi IJ ~~;~ホルモンによって Ip-， ;r~j: カヲ号式くされる j立伝子
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図9. G2期に同調したrois6変異株を制限温度に移すと、 2度目のM期に致死となる
エルトリエーション法によってG2期に向調したrois6変異体を制限温度に移し、経時的に (A)septation指数

と生存率、 (B 細胞濃度、および (C)不均等核分裂の頻度を測定し、グラ フ化した。 (D)には240分後
のDAPI染色像を示した。 Seplal!On指数は細胞隔壁を有する細胞 (すなわち細胞質分裂期の細胞)の頻度で、

向調率の指標となる。そのヒークはおおよそM期後期からGl期に相当する。

(A)生存率は l度目のM期には高いままで、 2度目のM期に急速に低下する。 (C)姉妹核の大きさが正

常な 2 核の細胞 (~inuclear必onnal size;BN) と、娘核の大きさが異常な 2核の細胞(亘inuclear，_dbnonnal

size;BA) の頻度を測定した。核分裂後の姉妹染色体の大きさ に違いが生じる細胞は l度目のM期にはほと
んど現れず、 2p-r自のM期になると出現する。
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図10. G1期に向調したmis6変異株を制限温度に移すと、 l度目のM期に致死とな
る

窒素j原を除いたEMM2培地で培養したmis6変異株を窒素源を含む培地に移すと同
時に制限温度で培養した。

経時的に生存率、不均等核分裂の頻度、細胞濃度を測定した(パネルA) 0 
(B) にはFACScanによるDNA含量

測定の結果を示した。野生株および変異株ともに、培養開始3時間後より DNA合成が開始
した。

細胞数の増加は5時間後より開始した。したがってこの点がl回目のM期に相
当すると考えられる。この点よ

り生存率の低下が始まり、不均等核分裂の頻度も増加した。
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図11. S期停止したmis6変異体を制限温度で培養しでも、 l回目のM期は正常であ
る

(A) 許容温度で対数増殖期初期まで培養したmis6変異体の培養液にDNA合成の
阻害斉IJHU(ヒドロキシ

ウレア)を加えて3時間30分培養を続け、 S期初期に停止させた。 HUを加えたま
ま制限温度に移し(-3時

間)、さらに 3時間培養を続けた。その後、制限温度 (36度)を維持したまま培地を交換
してHUを除去し

成育を再開させた(この点をOf時間とする)。細胞周期は半ば岡部!的に進行し、
i回目のM期は i時間目

(1st Mと表記)、 2回目のM矧は 3時間目 (2ndM) に訪れたo .は生存率を示し、 Oは不均等核分
裂の頻

度を示す。

l度目のM共JJには生存率はそれほど低下せず、不均等核分裂を示す細胞の頻度も低か
った。ところが2回

目のMf切にな ると生存率の低下が始まり、不均等核分裂を引き起こした細胞の頻度も増加し
た。

(B)区19-11のがi呆のま とめ。笠74淑枯渇でGIに同制した変異株を制限温度で培養すると不均等核分
裂が起

こるが、 HUフロッ クでsJWJ、エjレトリ エーシ ョンでG2n!Jに同訓した変異株を制限海度で培養して
も最初jの

M刃jは正7L-である。変子付1ょで染色体不均等分配が起こるためには、 Gl/SJUJ (両向 き矢I:[Jで示した部
分)を

制限illiU支で述治することが必加である。
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として単離されたが (Slegtenhorst-Eegdemanet al. 1994) 、そのタンパク質の分子機能は明らかではない。

このLRPRlとMis6が楼能的に相同なタンパクであるかどうかについては後ほど検討する。 mis()遺伝子産

物を同定するために次のような実験を行った。

mIs()のC末に比企(インフルエンザ ヘマグルチニン)エピトープ (Fieldet al. 1988) を3コピー付加し

た遺伝子 (mis6七HA遺伝子)を作成した。ゲノム上の野生型mIs()遺伝子を mis()-HA遺伝子で、置換した株

(mis{)-比久組み込み体、図14パネルA)、あるいは多コピーベクターにつないだmisグー比久遺伝子を持たせ

た細胞株からタンパク抽出液を調製してSDSポリアクリルアミドゲルで電気泳動後、抗比久モノクローナル

抗体(12CA5) によるウエスタンプロッテイングを行った。その結果、約66kdのバンドが特異的に検出さ

れた(図14パネルB)。多コピーで導入した場合はそのタンパク量が増量していたので、このバンドが

Mis6・孔4タンパクに由来するものと結論した。 Mis6-HAの推定分子量は約80kdであるので、見かけの分子

量を減少させるような何らかの修飾あるいは部分切断を受けているのかもしれない。

九久エピトープを付加したcur2+遺伝子 (cur2七HA遺伝子)をゲノム上に組み込んだ細胞 (cutT-HA組み込

み体)とmis{)-比久組み込み体からそれぞれ細胞抽出液を調製して抗HA抗体によるウエスタンプロットを行

い、細胞内のCut2とMis6のタンパク量を比較したところ、 Mis6のタンパク量はCut2のおよそ4分の lであっ

た(データは示さない) 0 Cut2は l細胞あたりおよそ8000分子含まれているので (Funabikiet al. 1996) 、r

Mis6は l細胞あたり約2000分子存在すると見積もられる。

Mis6タンパク質は動原体領域に局在する

タンパクの細胞内局在についての情報は、その分子機能を考える上でしばしば重要な示唆を与える。そ

こで、Mis6タンパク質の細胞局在を決定するために、 C末端にGFP(green fluorescent p_rotein、Chalfieet al. 

1994) を付加したmis6遺伝子 (mis()・GFP遺伝子)を作成した。 GFPはクラゲ (AequoreaviCIOη:a)から単離

された蛍光タンパク質で、青色の光を吸収し緑色の蛍光を発する。刀1Is()-GFP遺伝子はml“変異体の温度

感受性を相補したので、 GFPを付力uしでもMis6タンパク質は機能を失わないと結論した(図18)。そこで

多コピーのmis()-GFP泣伝子を針生株細胞に導入して、蛍光顕微鏡ftQ祭により Mis6の細胞内局在を観察し

た。結果を図15パネルAに示した。間WJ(G2WJ)の細胞ではMis6は核の辺縁部の一点に菜、ま っていた(図

15パネル入 l段目)。核分裂則初期と忠われる細胞では直線上に並んだいくつかの点として観察され(図

15パネルA 2~交 I ~J )、分裂後JUJと忠われゐキIIIH包では分裂し1-1の染色体の阿末端に集まっていた(図15パネル

¥ 3段日) e1 パネルBには;HIJIU~ ~llIlll立で川崎:i/¥J培うたしたcdc25， cdc 1 OK ~\~体での Mis6の内在を示した。両変異
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図12， misC-遺伝子のクローニング

(A) mis6変異体の温度感受性を相補することを指標にして、 misC-J宣伝子が単離された。サブクロー

ニングを行った結果、 pKT219が変異体を相補するのに必要十分な領域を含むことが明らかとなった。こ

のプラスミドがmisC-遺伝子を含むことは組み込みマッピングによって確認された。

.TIロ，:>Q¥TTI亡に日'

(B) pKT219プラス ミドの塩基配列を決定 したところ、 672アミノ酸のタンパクをコードするORFがひ

とつ見つかったo mis6-302変異遺伝子を単離し、突然変異部位を決定したところ、 135苓目のグリシンを

コー ドするコドン (GGA)がグルタミ ン酸 (GAA) に変化していた。
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huLR.PRl ;::::器室:謂;鶴器謹華麗臨器盤牽;

器事長時議語調粧i E曙謹鑑遺産

襲撃 ;嚢調革護;諜藷時議iiiii鵠ま

思哩亘書ZEE霊52E232i轟ii五iiB
室長!事書評::軍捕:ii;

図13. Mis6はほ乳類LRPRlタンパク質と相向性を示す

データベースサーチにより Mis6と相向性を示すタンパクを検索したところ、ほ乳
類 (Norwayratおよび

ヒト)で単離されているLRPRlタンパクと弱いながらも相向性を示すことが明ら
かとなったo N末側約

350アミノ酸で27%が同一であった。 LRPR1 (~eucine工ich :Q.rimaryょesponcegene 1) は、湾、胞刺激ホルモン

によって転写が誘導される遺伝子で、タンパクは比較的ロイシン残基に富む
。分子機能については明らか

ではない。
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図14. ウエスタンフロット法によるMis6-HAタンパク 質の検出

(A) mÍs~ -HA遺伝子組み込み株作製のストラテジー。5'末端を欠い7ごmIs6遺伝子のC末にHA(インフルエ
ンザヘマグルチニンエヒトープ)を付加した遺伝子断片を作製し、組み込みベクタ -pYCllにつなぎ、mIs6変

異株に形質転換した。相同組み込みによりプラスミドがゲノム中に組み込まれた株は混度感受性が相補され、

ロイシン非要求性となる。

(B) mÍs~-HA遺伝子組み込み株 (mis6-HA integrantと表記、左レーン)、 およ び多コピープラスミドにつな
いで多コピーのmIs6-HA遺伝子を導入した株 (multi-copymis6-HA、右レーン)から タンパク抽出液を調製し、

10%SDS-ポリアクリルアミドゲルで、電気泳動後、抗HAモノクローナル抗体を用いたウエスタンブロ y ト法によ

り、 Mis6-HAタンパクを検出した)66kDの分子量マーカー付近にバンドが検出 された。 多コピー導入した株で

はバンドの強)立が開力1Iしていたヲこのタンパク質の見かけの分子量はゲルの調製によ り多少変動するものの、

約66kù と凡打i もられる、日!J~j: 柁.l t米ではこのようなノてンドは検出されなかった Lデータ は示さなし\ ) " 
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体は36度で培養すると細胞周期がそれぞれG2、G1期で停止する (Nurseetal. 1976、Russelland Nurse 1986、

Simanis and Nurse 1989)。いずれの場合も、 Mis6は細胞中央の一点に集まっていた。

次にM期のMis6の挙動を詳細に解析するために、免疫染色法による微小管染色と組み合わせて、

Mis6-GFPの局在を観察した(図16)。免疫染色の影響で、パックグラウンドノイズが高まってはいたが、そ

の局在は明らかに決定でき t.:.o 分裂酵母ではM期には直線状の紡錘体が形成される。M期初期の短い紡錘

体を持つ細胞では、 Mis6は2-3の点にわかれ、紡錘体上に散在していた(細胞2)。紡錘体がもう少し伸び

た分裂中期と思われる細胞では、 Mis6は紡錘体中央に集まっており(細胞3)、後期Aに相当すると思わ

れる細胞では、 Mis6は紡錘体の両極に移動しつつあるように見え(細胞4、5)、後期Bの細胞では紡錘

体の両端の2点に集まっていた(細胞 6)。以上のMis6の局在の変化は、以前にFISH法で示された動原体

の挙動と酷似している (Funabikiet al. 1993、図26)。そこで、さらにM期停止変異株中でのMis6の局在を

決定した(図17)。この場合はゲノム中のmis6遺伝子をmiso-GFP遺伝子で置換した株 (miso-GFP組み込

み体)を用いた(作製法は図14パネルAと同様)。ここで使用したnぬ3変異はpチュープリンの低温感受

性変異で、制限温度では紡錘体が形成できずM期中期で停止する(Hiraoka et al. 1984)。染色体DNAは凝

縮した 3本の棒状構造として観察される。このときMis6はそれぞれの染色体の上に l点ずつ分かれて存在

していた。以上のような一連の結果から、 Mis6はそれぞれの染色体の動原体領域へ特異的に局在しているfー

ものと結論した。分裂酵母で特異的に動原体へ局在するタンパクとしてはこれが最初の例である。

C末154アミノ酸を欠失しでもMis6は機能する

Mis6の動原体局在および機能に必須な領域を限定するために、図18に示したような一連のMis6欠失変異

を作製してGFPを融合し野生株に導入してその局在を決定した。

全長672アミノ酸にGFPを融合したもの(プラスミド2) は先に述べたように動原体に局在した。プラス

ミド3はMis6-302変異型タンパク質にGFPを融合したものである。変異型Mis6-GFPは、許容温度26度では

わずかに動原体に局在していたが、 33度、 36度ではほとんど局在していなかった。許容温度でも野生型

Mis6-GFPに比べれば、蛍光強度は減少していた(データは示さない)。今回の実験条件ではゲノム上の野

生型mlsグ遺伝子が発現しているはずなので、変異型Mis6は好生型Mis6によ って動j京体領域から排除され

たのかもしれなし可。プラスミド4は、 C末154アミノ肢を欠失したMis6(1-518)にGFPを融合したものであ

る。この欠失ivliぉ6タンノマクは、会長タンパクれと !日J1ぷにg!))ffi(付、にJ:;Ji.Eしていた。さらにC末符[j或をfjlJった

プラ λ ミド:'i， OあるいはN31Lを欠失したtvllSOタンパク 71は動似体には内在できず、記HI)J包会イ本に拡散してい
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A 

B cdc25 (G2) cdc1，O(G1) 

図15. Mis6-GFPタンパク質の細胞内局在

Mis6タンパク質のC末端にGFPを付加したmis6-GFP遺伝子を作製し
、多コピーベクターにつないで、野

生株(パネルA)、および、cdc変異株(パネルB) に導入した。
メタノール固定後、蛍光顕微鏡によって観察

した。

(A) mis6-GFP遺伝子を導入した細胞を固定後、 DNAを染色し、局在を観察
した。Mis6-GFPの発する

蛍光は微弱であったため(肉眼でかろうじてとらえられる程度
)、デジタル処理によりコントラストを補正

後、疑似着色した。パネル上段は間期の細胞。Mis6は半球状の核の
辺縁部の一点に集まっている。中段はM

期初期~中期と思われる細胞。Mis6はいくつかの点に分割し、直線
上に並んでいる。下段はM期後期の細

胞。Mis6は分裂中の染色体の両末端(紡錘極体があると思われる位
置)に集まっている。

(B)細胞周期停止変異株 (cdc)にMis6-GFPを導入し、制限温度で
4時間培養後、固定し、局在を観察

した。G2期で止まるcdc25変異株、 Gl期で止まるcdclO変異株いず
、れも細胞中央の核の辺縁部と思われる位

置に集まっていた。
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5 6 

図16. M期におけるMis6の局在

来日ZJLiJA;ZZLf誌雪tZEi之、工?i詰rzz官oiZJJEで27JEし、紡錘
体上に並んでいる。 3は中期と思

われる叩胞oMis6は紡錘体中央に集結しているo4、5はた期Aの細胞o紡
????1PittL727J却し出品日立
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+ 
nda3 mis6'-GFP 200C 8hr 

ed: DNA 

Green: Mis6岨GFP

図17.M期中期変異株中でのMis6の局在
ncla3はHチュープリンの低温感受性変異体で、制限温度では紡錘体が形成できずM期中期で細胞周期が
停止する。ゲノム中のmis6遺伝子をmIs6-GFP遺伝子と置き換えた株を作製し、かけあわせによりncla3変
異を導入した。制限温度で8時間地養後 (YPD培地)、固定し悶吋aseでミ処理した後、ヨウ化プロピジウム
でDNAを染色した。蛍光撮影後、デジタル処理により疑似着色した。赤はDNA、緑が:tvfis6-GFPを表す。
ηcla3変異株では、制限温度で8時間培養すると、 3本の凝縮染色体が核内に散らばっているような細胞
が観察される。この時Mis6は3つの点に分かれており、それぞれの染色体に ー点づっ存在していた。パー
は10μm。
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るようであった。

次にこれらのプラスミドをmis6変異株に導入して36度で培養し、コロニー形成能を回復させるかどうか

を検定した。全長Mis6を導入した場合以外に、動原体に局在できるMis6(ト518)が変異株の温度感受性

を相補した O 変異型タンパク質も多コピーで導入すると、やや弱いながらも温度感受性を相補した。後述

するが、変異型Mis6タンパクは不安定なので、増量することで不安定性を補うことができるのかもしれな

い。 プラスミド5は変異株へ安定に導入できなかった。 Mis6(ト392)欠失タンパクは変異株特異的に毒性

を示すらしし、。N末を欠くタンパク質は大量発現すると、わずかにコロニー形成を阻害した(プラスミド7、

8)。なお野生型全長Mis6は大量発現しても、コロニー形成を阻害することはなかった(データは示さな

。
、、
，tJ、‘
'
V
 

以上の結果より、 Mis6の動原体局在および温度感受性変異株の相補にはC末154アミノ酸は不要であるこ

とが明らかとなった。また動原体に局在できない欠失タンパクが変異株を相補することはなかった。これ

は、 Mis6が機能を発揮するためには動原体領域に結合することが必須であることを示唆している。

分裂酵母Mis6と哨乳類LRPRlの相向性についての検討

Mis6と晴乳類LRPR1 (leucine-0ch Qrimary I:esponce gene 1) は弱し、ながらも有意な相向性を示した (N末

側約350アミノ酸で27%が同一) 0 LRPR1遺伝子は、 Norwayrat のセルトリ細胞 (Se口olicell)でi1意胞刺激ホ

ルモン (Folliclestimulating honnone;FSH) に特異的に応答して発現誘導されるmRNAとして同定された

(Slegtenhorst-Eegdeman et al. 1995) 0 LRPR 1タンパクの分子機能については分かっておらず、また細胞内

での局在も決定されていなし、。LRPRlも分裂酵母Mis6と同じく動原体に局在し、同様の機能を果たしてい

るのだろうか?そこで、 Mis6とLRPRlの機能的関連性を調べるため、酵母およびヒト培養細胞中で強制発

現したLRPRIの局在および細胞成長に対する影響を調べた。

分裂酵母の刀mll遺伝子のプロモーターは培地中のチアミンの有無で転写活性化レベルが制御される

(Maundrell 1993)。すなわちチアミン存在下では転写量は低く抑えられているが、チアミンを除去すると

その転写活性は数百倍に増加する。この nnH!プロモーターに Norwayrat LRPR 1 cDNAをつなぎ

(nmt 1 p-LRPR 1 遺伝子)、それを多コヒーベ クターにのせたプラスミド (pREPトLRPR1) を作成して野生

株あるいはrnis6及、兵株に導入し たo #t1J日~ i~-iL Ti，t (3 6、 3 3皮) では、 nmtl-LRPR1はチアミ ン存在-非存

作どちらの条flーでも l17 iS~~"S松の jj!?L 度感受性をヰ!l trtì できなかった(テー タは示さなし 、)。チアミン存在下

では ~If・.::t-r去、 l7lis6 変 ji:ーはともに生育に l~f~ 引:を与えなかった(図 19パネ jレ A ) 。とこうが、 チアミン非存在
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Mis6 
動原体局在 変異体相補

672 

1. mis6 + -- N.D. ++ 

2.斤1is6+-GFP
672 GFPじ〉 + ++ 

G135ぅ E

3. mis6 tS-GFP 
672 

〉 ち〈 + 

518 
〉 + ++ 4. mis6(1る18)-GFP

392 * 

5. mis6(1・392)-GFP 〉 N.D. 

6. mis6(1・279)-GFP
279 
〉

7. mis6附
672 

〉

8. mis6 (289-672)-GFP ぷ~.-1 ごくご~-
672 ，......_¥ ー** 

台:変異株中で毒性があるらしく、安定な形質転換体が得られなかった。

“:大量発現するとコロニー形成を弱く阻害した。

図18. C末154アミノ酸を欠失したMis6タンパク質は動原体に局在する

上記のようなGFP融合Mis6欠失変異遺伝子を作製し、多コピーベクターにつないだ。プラスミド 1~6

は遺伝子本来のプロモーターが付加されており、 7、8には刀mtl遺伝子のプロモーターが付加されてい

る。nmtlプロモーターによる転写活性はチアミン存在下では低く抑えられているが、チアミンを除去す

ると数百倍に増加する (MaundreII1993)。

これらのプラスミドを野生株に導入し、その局在を観察したところ、野生型全長Mis6およびC末154

アミノ酸を欠失したMis6(1-518)が動原体に局在した。3は変異型Mis6にGFPを付加したものである

が、許容温度ではわずかに動原体に局在していたが、制限温度ではほとんど局在していなかった。

5~8は動原、体には局在せず、細胞全体に拡散していた。

mjs~異体に導入して、 j昆度感受性の相補を調べたところ、全長Mis6以外に Mis6 (ト518)が相補し

た。変異型タンパク質も多コピーで導入すると、変異株の温度感受性をやや弱し、が相補した。
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条件でLRPR1タンパクを過剰発現させるとコロニー形成が阻害された。野生株に導入した場合には、コロ

ニーの大きさがベクターを導入したコントロールよりも明らかに小さくなった。 mis6変異株で、は阻害効果

が著しく、 26
0

Cで4日間培養してもコロニーが全く形成されなかった。そこで野生株細胞にnmt1 p-LRPR 1 

を導入し、チアミン除去後33度で16時間培養してLRPR1タンパクを過剰発現させ、 DAPI染色により核形態

を観察した(図19パネルB)。核が長く引き伸ばされたようなものや、核形態が変形したような細胞が観

察された。しかしながら、不均等核分裂は生じていないようであった。

次にGFPをLRPR1のC末端に付加してnmtlプロモーターに接続した遺伝子を作成し、酵母細胞に導入し

て局在を観察した。チアミン除去後26度で16時間培養し、その局在を調べた。この培養条件では、 nmtlプ

ロモーターによるタンパク発現量は中程度に抑えられていると恩われる。このとき、図20に示したように

核クロマチン領域が強く染色された。動原体が特異的に染色されることはなかった。細胞質もGFPで染色

されており、いくつかの細胞では穎粒状の染色パターンが見られた。 20時間培養後には(このときタンパ

クの発現量は最大に達していると思われる)、 LRPR1はクロマチン領域よりも細胞質に多く存在している

ようであった。細胞質のLRPRlは巨大な塊を形成していた。

次いで培養細胞中でのLRPRlタンパク質の局在を免疫染色法で観察した。 Norwayrat LRPR 1遺伝子のN

末端にmycエピトープを付加し、 CMV (~tomegalo~irus) プロモーターに接続した遺伝子 (CMV-LRPR 1 ) 

を作成し、 トランスフェクション法により HelafFHl胞(ヒト培養細胞)に導入した。 トランスフェクトした

CMV-LRPRl遺伝子がHelaff.田胞の成育を阻害することはなかった。トランスフェクションして 1日後にホ

ルムアルデヒドで固定し、抗mycモノクローナル抗体 (9E1 0) を用いた免疫染色法によりLRPR1タンパク

質の細胞内局在を決定した。

図21に示すとおり、細胞質領域が細かい粒子状に強く染色された。核領域は染色されなかった。有糸分

裂期の細胞では、染色体領域以外の部分が染色された。図22には共焦点レーザー顕微鏡による観察像を示

した。この場合はC末端に比久エピトープを付加したLRPR1遺伝子を用いた。パネルAは lμm間隔の光学

切片像である。やはり核や染色体領域をのぞいた細胞質が強く染色された。パネ jレBは両限立体視による

立体再構築像であるが、核内には染色は観察されなし、。以上の結果より、ヒト培養細胞 (Hel&T.田胞)で発

現させたLRPRlタンパクは核や染色体あるいは動原体上には全く局在せず、細胞質中に広く存在している

ことカT明らかとなった。

以上のようにしRPRIタンパク質はmis6変異のi&l度感受性を相補することはなかった。またHela細胞中で

強制発現した場合は、 LRPRlは細胞周期を通じて細胞質に存在しており、むしろ核クロマチン領域から排

除されているように見えた。これらの結梨を踏まえるとLRPRIは本来は細胞質に存在すべきタンパク質で、

動似体局荘の Mis6 とは ~y なる生体機能を担 っ ているのかもしれなし 1 。 しかしながら、 LRPRl の発現は組織
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図19. ほ乳類LRPR1は分裂酵母mis6変異体の成育を阻害する

チアミンによって発現を抑制できるnmtlプロモーターにLRPRI遺伝子をつなぎ、多コピーベクターのせて

分裂酵母細胞に導入した。 pREPIはnmt1プロモーターを含むベクターである。

(A)野生株 (HM123)およびmis6変異株にnmtl-LRPRlあるいはベクターのみを導入し、チアミンを合む

EMM2培地、あるいは含まない培地で培養した (26度4日)。なおLRPRlilmis6変異の温度感受性を相補で

き三かった(データは示さない)。チアミンを含まない培地中では、LRPRIは野生株、mis6変異株の成育を

阻害した。阻害効果はmis6変異株で、顕著で、あった。

(B)野生株で工RPRlタンパク質を過剰発現したときのDAPI染色像。チアミ ンを含まないEMM2液体培地で

1 6時間培養後 (33度)、固定してDNAを染色 し、核形態を観察した。核の一部が引き延ばされたよろか

細胞が多く観察された。チアミンを加えてLRPRIの発現を抑圧したコ ントロール(パネル右下)で、は45よ
うな像は観察できなかった O
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HM123/pRep1・LRPR1・GFP
-thiamine 260C 16 

図20. 分裂酵母中ではLRPRlタンパク質は核クロマチン領域に局在する

LRPRlのC末にGFPを付加し、 nmtlプロモーターにつないだプラスミドpPEP1-LRPR 1・GFPを作製し、

分裂酵母野生株HM123に導入して、 LRPRlの局在を観察した。チアミンを除いた培地で26度、 16時間

あるいは20時間培養した。26度で16時間培養した場合には発現量は中程度に抑えられていると思われる

が、核形態の変形はほとんど観察できなかった。LRPRlは細胞質および核に局在していた。とりわけ核

クロマチン領域に多く集まっていた。20時間培養した場合には、クロマチン領域の局在も観察できる

が、蛍光強度から判断するとLRPRlの多くは細胞質で大きな塊を形成しているようであった。パーは10

μmo 
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myc-LRPR1 DNA merged 

図21. LRPR1はHela細胞では細胞質に局在する-1
mycエピトープを付加したLRPR1遺伝子をCMV(cytomegalovirus)プロモーターにつないだプラスミドを作製し、 DMEM培地中30%コンフルエントまで培養したHela細胞にトランスフェクトした。 24時間後ホルムアルデヒドで回定し、抗mycモノクローナル抗体による免疫染色法でLRPR1タンパクの局在を調べた。パーは10μm。
DNA染色像および、細胞形態から判断して、上からJiI震に間期、 M期前中期、中期、後期、終期の細胞である。間期の細胞では核を除いた細胞質領域にLRPR1は局在していた。 M期においても染色体領域は染まらず、 LIミPR1は常に細胞質に局花しているようであった。
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図22. LRPRl はHela細胞で、は細胞質に局在する-2
HAエピトープをC末に付加したLRPRl遺伝子をCMV(cytomegalovirus)プロモーターにつないだプラ
スミドを作製し、 Hela細胞にト ランスフェクトした。 24時間後ホルムアルデヒドで固定 し、抗HAモノ
クローナル抗体に よる免疫染色法LRPRlを染色し、レーザー共焦点顕微鏡をもちいて観察 した。

(A)共焦点効果に よる光学的切片像。励起波長の問題でDNA染色像は撮影できなかったが、通常の
蛍光顕微鏡を用いた観察によると 、矢印で示した細胞はM期、その下の2つの細胞は間期の細胞であっ
た。核領域、あるいは染色体領域を除 く細胞質が染色されていた。

(B)光学的切片を積み重ねる ことに より作製した立体再構築像。両眼視(右の写真を右目で見、左
の写真を左で見る)により立体像が得られる。共に間期の細胞であるが、 核領域には全く染色は観察さ
れない。
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特異的で、精巣、卵巣、持臓、肺、脳でのみ発現しており、肝臓や腎臓、筋肉や皮膚組織では発現 してい

ないと報告されている (S!egtenhorst-Eegdemanet a1. 1994) 0 He!ゐ細胞で、も通常発現していないと思われる。

そのゆえ、例えば本来は共発現して相互作用するはずのタンパク質が存在しないために、 CMVプロモーター

で強制発現したLRPR1タンパク質は正しく核内へ輸送できなかったという可能性もある。 LRPRlタンパ

クを分裂酵母細胞で強制発現した場合には、核クロマチン領域に蓄積した。LRPRlのアミノ酸配列中には

核移行シグナルと思われる配列は見いだされないので (S!egtenhorst-Eegdemanet al. 1995)、この場合には

何らかの酵母タンパク質と結合して協同的に核へ輸送されるのかもしれなしE。強制発現したLRPR1は、

mis6変異の遺伝的背景で、強い細胞毒性を示した。これは本来Mis6タンパク質が相互作用するはずの因子を

LRPRlが奪ってしまったためとも考えられる。Mis6とLRPRlが相向性を示す領域は比較的疎水性である。

Mis6とLRPRIが相向性を示す領域は、タンパクータンパク問相互作用、あるいはタンパク -DNA間相互作

用に必要なのかもしれない。

Mis6は動原体DNA中央領域に結合している

先に述べたようにMis6が動原体に局在することが明らかとなった。分裂酵母の動原体DNAは、図24パネ

jレAに示すような対称、的に反復配列が配置したような構造をしている(序論参!照)。中央にcntと呼ばれる

配列があり、その両脇にlmrと呼ぶ配列が左右対材、に配置している。その外側にはdg、dhと名付けられた配

列要素が反復するotrとし寸領域が存在している。そこで'Mis6が動原体DNAのどの領域に結合するかを決定

するため、以下のような実験を行った。

misC-HA組み込み株をフォルマリンで固定し(この操作でMis6-比AタンパクとDNAを架橋する)、洗浄

後ガラスビーズで細胞を破砕して細胞抽出液を得た。抽出液を超音波で処理してゲノムDNAをIkb以下に

切断した後、免疫沈降によりMis6-HAタンパク質を回収した。その後、熱処理によりフォルマリン固定を

解き、プロテアーゼ処理、フェノール処理を経て、 Mis6-HAと免疫共沈したDNAを回収した(この実験手

法はChromatinimmunoQ_recipitation; CHIP法と呼ばれる。図23、材料と方法)。回収したDNA中にどのよう

な配列が含ま れるのかをPCR法で解析した。その結梨を図24パネルBに示す。

cnt 1配列あるいはimrl配列を地問する プライ マーを用いてPCRを行った場合にはDNAの増幅が観察され

た(レーン 1)。ところがolr2配列を地中日す るプラ イマ ー (dh~L~1jの 一部はそれぞれの染色体で異な っ て

おり、この性引を利用して~~ :2染色体のotrのみをt竹中高するプライマーを設計ーした) 、ある l，叶ま第一染色体

の切:Jn;~休から約 30キロ t:~~Ui~ )~J 削れたところにある /ys/+述f云子を対，!rjJ;;¥するようなプライマーを月jし可た場令に
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Chromatin 
DNA 

ドで細胞を固定

P音滋

共沈したDNAを精製後、 PCRで解析

図23.CHIP (Chromatin immunoQrecipitation)実験の概略

酵母培養液に 1%ホルマリンを加えて 1時間固定した後、

出j夜を得る。

ガラスビーズで細胞を破砕しタンパク抽

次いで超音波処理によって抽出液中のDNAを1キロ塩基対以下の長さまで切断する。その後
、プロ

テインA七フアロースビーズを用いた免疫沈降法により Mis6タンパク質を回収する。ビーズをを

proteinase Kで処理し、 6S度で 5時間保温する。この熱処理によりホルマリン固定の逆反応が起こ

り、タンパク、 DNAが脱架橋される。フェノール抽出、エタノール沈殿により DNAを精製し
た後、

これをテンプレー トとしてPCR反応をおこなう 。
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図24. Mi~6は動原体中央領域に結合する

(A) 分裂酵母動原体DNAの模式図。序論および本文参照。 第 1~3染色体全ての動原体は、 cnt領域を
中心として、 imr~ otr領域が対称に配置するという共通構造を有する。

(B) CHI川去によってMis60)結合している動原体領域を決定 したo PCRをおこなっ
た後、反応産物を

アクリル7ミドゲルで電気ホ動し、臭化エチジウムに より DNAを染色した。 PC
Rに用いたプライマー

の位置は、パネル (A)に短い縦線で示した。

レーン 1， mis6-HA遺伝子組み込み株から得た抽出液から抗HA抗体を用いて
免疫沈降をおこなっ

たて cntlおよひ、lmrlプラ イマーを用いた場合にのみPCR増幅産物が得られた。

レーン2、3;免長沈降ぞネガテイブコントロ一九 2では、抗体を用いず、フ。
ロテインAセフアロース

ピースのみで免疫沈除を行い、 3ではmis6-HA遺伝子を含まない野生株 (97
2株)からの抽出液を用い

て免疫沈降を行ったO いすれの場合もパックグラウンド レベルの増幅産物
しか得られなかった。

レーン4、5; PCR反応のポジテイブコントロールo mis6-HA遺伝子組み込み
株(レーン4) 、あるい

は972株(レーン5)からえた抽出液をテンプレートとしてPCRを行った。
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は、 DNAの増幅は観察できなかった。免疫沈降のネガティブコントロールであるレーン
2、3ではいずれ

のプライマーを用いた場合もパックグランドレベル以上のDNAの増幅は観察できなかっ
た。この結果は

Mis6タンパク質が動原体中央領域のimr、cnt配列に特異的に結合しているということを示し
ている。なお、

テロメア、接合型遺伝子領域は動原体と同様にヘテロクロマチンを形成しているといわれ
ているが、これ

らのDNAはMis6幽比久と共沈したDNAの中には含まれていなかった(データは示さない) 0
 Mis61J¥ヘテロク

ロマチンに結合することはないと思われる。

生細胞中でのMis6タンパクの挙動

GFPタンパク質は生きた細胞中でも蛍光を発する。この性質を利用して、生細胞中で、のM
is6タンパク質

の挙動を観察したo mIs6"-GFP組み込み株を蛍光顕微鏡下で培養し、 30秒間隔でGFPの蛍光を
観察した(材

料と方j去)。生きた単一細胞内で、のMis6の経時的変化を図25パネルAに示した。最初、
Mis6は紡錘極体

(SPB) があると思われる細胞中央の一点に集まっている(0 -2分)。その後2、3点に分裂し
、短い直

線上を往復運動する。この直線は紡錘体であると思われるが、この運動は有糸分裂前中期
~中期の動原体

の運動を反映しているものと考えられる(3分-17分)。いったんMis6は動原体中央に集まり (17.5
分)、

その後急速に両紡錘体極に向かつて分裂していく(18-20.5分)。この動きは後期Aにおけ
る動原体の運動

と一致する。その後、細胞の両端に向かつてさらに移動していくが (21分以降)、これ
は、後期Bの動原

体の動きを反映しているのだろう。

以上のMis6の運動は、 FISH法によって明らかにされた動原体DNAの振る舞いと完全に一致
する(図25パ

ネルBおよび図26、Funabikiet al 1993)。この結果は、Mis6が細胞周期を通じて常に動
原体に結合して

いることを示している。またMis6-GFPは、各種変異株における動原体の運動を解析するた
めの有用な道具

となるかもしれない。

Mis6-302変異型タ ンパク質は動原体に結合できない

jlill反感受性変呉-主1Mis6タンパクは、時IjlM;llilJ支にさらされるとどのような機能欠損を示すのだろうか
?そ

こで変~\~tf;I.l M is6タンパク の'l't1"'1を別べるため、 177川6-302'It以遺伝子(こHAエ ヒト ープを付加lしたiU伝子
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図25. Mis6は細胞周期を通じて動原体領域に局在する

「JJ| 

DAPI 

-IDI・

-E 
(A) m JSιGFP組み込み株を0.5%低融点アガロー スを含むEMM2培地に懸渇 し、 スライドグラス上で培養
した。 レーザー共焦点顕微鏡MRC-I024(BioRad)の経時観察モードを利用 して、30秒間隔でGFP蛍光を
観察した。細胞外形は微分干渉後を取 り込み、デジタル処理により重ね合わせた。写真左上の数字は観察

開始よ りの純過時間J(原作:は分)。 はじめi点に集まっていたMis6は2-3，点に分かれ、短い直線上を往復運
動す る ( ~-1 7分)。 細胞 rl J 央に緩やかなクラスターを形成 し た後 (17.5分)、両極に向かつて急速に分裂
する(1 ~-20 .月分 j ぃ 白いバーは 10 μ lll o

、日)FISH {j~ に 上る動 JJ;( ，(4;?y守リJの解析っF1SHのプIコープにはotr自ic:>iIJを則いたので全ての動似体が10J時に
染色さ れて¥...る(た列)) qJダIJは紡錘極体 ¥SPB)構成タンパクSad1の免役染色像。右列はDAPIによる核
染色(象円パーはIO.um-l立!日を参[j日、、
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核クロマチン領域

紡錘極体 (SPB)

/ 

間期

M期
日刀E
P
 
中前…

動原体

紡錘体

中期

後期A

図26. FISH法より推定される釘J原体の挙動

動原体otr配列をプロープとしたFISH法の結果より推定される分裂酵母動原体の挙動模式図。図24パネルB

およびFunabikiet al. 1993を参考にして作成した。間期には動原体はSPBの近傍にクラスターを作っている。

M期になるとクラスターは崩れ、紡錘体上を移動する。中期には動原体は紡錘体中央に集まり、後期Aが始

まると姉妹動原体は分離し、両SPBに向かつて移動する。後期Bには動原体はSPB近傍にクラスターを再び

形成する。紡錘体伸長にともない、姉妹動原体問jの距離はさらに縦れてし、く。
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(mis6-302-HA遺伝子)で、野生株ゲノム中のmJSグ遺伝子を置換した株を作製した (mis6-302-比久組み込み

体)。このmis6-302-HA組み込み体は温度感受性を示し、制限温度では染色体の不均等分配が起こってい

t:. 0 mis6-302-HA組み込み株を許容温度あるいは制限温度で培養し、ウエスタンプロットおよびCHIP?去を

行ったc 図27にはウエスタンプロットの結果を示した。 Mis6-302変異型タンパク質は不安定であるらしく、

許容温度においても変異型タンパクの量は野生型 (WT-Mis6) に比べて減少していた。制限温度で3時間、

6時間培養した場合には、変異型Mis6全長タンパクの量は許容温度の場合と大差はないものの(太い矢頭

で示す)、部分分解産物と思われるバンドが検出された(細い矢印で示す) 0 CHIPの結果は図28に示す。

おおよそ等間隔にcntl配列中に4カ所、 imrl配列中に 3カ所PCRプライマーを設計し、結合能を詳細に解析

した O 許容温度で、は動原体DNAは変異型Mis6タンパクと免疫共jえするものの、沈降量は野生型の場合に比

べ減少していた。特にimr領域のDNAの共沈量が低下していた。制限温度で 6時間培養すると、 cnt領域

r' DNAの共沈量も野生型の20-30%にまで減少した。これは野生株に多コピーで導入した変異型Mis6・GFPが

動原体へ局在できないとしづ結果と一致する。以上の結果は、変異型Mis6タンパク質は不安定で、しかも

制限温度では動原体に結合できなくなることを示している。なお先に述べたように、変異型Mis6を多コピー

ベクターにつないで導入した場合、細胞毒性などの効果は観察されず、むしろmis6変異株の温度感受性が

相補された(ただし野性型Mis6に比べ相補能は弱い。図18)。多コヒー導入で増量すれば、一部の変異型 F

Mis6は制限温度でも動原体に結合し、機能を回復するのだろう。

mis6変異体で、は動原体中央部のクロマチン構造に異常がある

Mis6はm-)J原体に結合してどのような機能を果たしているのだろうか?先に示したとおり Mis6は動原体の

中央部 (cnt、lmr配列)に特異的に結合している。この領域はクロマチン構造が特殊であると報告されて

いる。すなわち、核クロマチンDNAをマイクロコッカルヌクレースで部分消化後に電気泳動してサザンハ

イブリダイゼーションを行うと、通常の染色体領域あるいはotr領域をプロープにした場合には 、はしご状

のパターンが得られる。このパターンはヌクレオソームが規則的な間隔で並んでいることを示している。

ところカ'cnt、Imr配列をプロ ープにした場合には、スメアー状のパターンが得られる (Polizziand C1arkc 

1991、Takahashict al. 1992、および図29参m~) 。 スメアー状のパターンを詳しく叙祭すると、モノヌクレ

オソームおよびヌクレオソーム2設休を反映すると思われるバンドは観察できるので、この領域ではヌク

レオソームは形成さ れるものの、そのI1U 附が不乱~WJ にな っ てい ると 考えられる 。 こ の よ う な特殊クロマチ

ン的巡の形成に Mi只6がIVJ与しているかもしれなし1と考え、 mis6変具体司lのc川、 Il11r名目域のクロマチン情:iif
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図27. 変異型Mis6-302タンパク質のウエスタンプロット

変異型Mis6のC末にHAエピトープを付加した遺伝子 (mis6-302任A)でゲノム上のmis6遺伝子を置き換
えた株 (Mis6-302司HA組み込み株)、および、野生型Mis6-HAを組み込んだ株 (WT-Mis6-HA)からタンパク

抽出液を調製し、 SDSポリアクリルアミドゲルで電気泳動後、抗HA抗体を用いてウエスタンプロ ットを

行った。左から}II真に、許容温度で培養したMis6-302-HA組み込み株、制限温度で3時間、制限温度で6時間

培養したMis6-302-HA組み込み株、一番右は33度で培養したWT-Mis6-HA株から得た抽出液を泳動した結果

である。 4レーンとも、全タンパク量をそろえて泳動した。

太い矢頭で示したのが、Mis6全長のバンドで、細い矢印で示 したのがMis6の分解産物に由来する と思わ

れるバンドである。許容温度においても変異型Mis6の量は野生株に比べ減少していた。制限温度で培養 し

た場合、全長Mis6の量は許容温度の場合と大差はなかったが、分解産物の量が増加した。
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図28. 変異担Mis6タンパクは制限温度で、動原体に結合で、きなくなる

(A) 野生型mis6-HAをゲノム上に組み込んだ株、変異型mis6-302-HAを組み込ん戸株(許容温
度、ある

3は制限得度で6時間培養)およびHAエピトープを含まない野生株 (972株)を用いた HIP解
析を行つ

たo PCRフローフは上図に示したとおり、おおよそ1-2キロ塩基対間隔で7箇所設計した。上4レ
ーンは抗

HA抗体による免疫沈降物をテンプレートにしてPCR反応を行った結果で (αHAimmno・pptと
表記)、下4

レーンは細胞抽出液をテンプレートとしてPCRを行ったポジテイブコントロール。

(B)臭化エチジウ ム染色後、アクリルアミドゲルをCCDカメラで撮影し、それぞれのPCR産
物のバン

ド強度をデンシトメーターで測定した。 WTmis6-HA株からの免疫沈降物を用いた場合のバン
ド強度を !と

し、 972株を月jし、た場合を0としてバンド強度を相対化した。

変則!Misfiは守容温度におし，，¥ても動防;附;合能が低下しているようである(棒グラフ斜線)。とくに
Imf品のプLJ ブ(r、 g) を片jし、た場合の現象が顕若であった。 制限渦度では、 cnt背ISDNAの結

合最も事し

く11¥l'した。もっ とも結合iitの多い 7
0

ロープc領域のDNAも野生型の4割以7、しか結合していなかっf-
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を解析した。

図29はサザンハイブリダイゼーションの結果である。 mis6-302変異株および変異株のmis6遺伝子を野生

型遺伝子で置換した株 (misグ integrantと表記、この株はmis6:遺伝子以外は変異株と全く同じ遺伝的背景を

持つ)を36度で6時間培養したのち、クロマチンDNAをマイクロコッカルヌクレースで部分消化した(図

29パネルA)。野生型遺伝子で置換した株では、以前に野生株で報告されたように、 cnt、imr配列をプロー

プにした場合はスメアー状のパターンが得られた。それに対し変異株ではスメアー状のパターンは消失し

て、代わりに、はしご状のパターンが現れた。この結果は、 mis6変異体中では動原体特異的なクロマチン

構造が崩壊し、通常の染色体領域と同じクロマチン構造になっていることを示している。図29パネルBに

はmis6変異体を許容温度、あるいは制限温度で3時間、 6時間培養したときの動原体クロマチン構造の変

化を示した。許容温度においても、変異体のcntl領域の消化パターンは野生株のそれとはやや異なってお

り、スメアー状とはしこ4状のパターンが混ざっているようであったo mis6変異体は許容温度でも人工ミニ

染色体を安定に維持できないが (Takahぉhiet al，1994)、この許容温度におけるクロマチン構造の異常がミ

ニ染色体の不安定性の原因であると恩われる。制限温度で6時間培養するとスメアー状のパターンは完全

に消失し、はしご状のパターンが現れた。 otr領域の消化パターンは許容温度、制限温度でも変化はなく、

野生型と同じはしご状のままであった。以上の結果より、 Mis6タンパク質は動原体特異的なクロマチン構 r

造の形成あるいは維持に必要である結論した。

分裂酵母の動原体領域はヘテロクロマチン化しており、動原体領域に挿入された遺伝子の発現は抑制さ

れる(サイレンシング効果と呼ばれる、 AlIshireet al. 1994)。スメアー状の消化パターンが、ヘテロクロ

マチン化と関係があるのか否かを検討するために、 mis6変異体の動原体otr、imr、cnt領域にuraイを挿入し、

その発現を調べた。 26度あるいは30度で培養して実験を行ったが、野生株でもmis6変異体で、もuratf遺伝子

の発現は抑制されていた。むしろmis6変異体の方が抑制効果が強いようであった(データは示さない)。

imr、cnt領域のスメアー状の消化パターンはヘテロクロマチンとは関連がないと思われる。

mis6変異は中期停止細胞中での動原体の配置に異常を引き起こす

分裂w.母cur9変異株はAPC(AnaphぉcpromoliJlg complex) /サイクロソームの構成因子の変具体で制限沼

度ではサイクリンのユピキチン化が起 こらず、 MJ則中~~]で停止する (Yan1ada et al. 1997)。姉妹染色体が

均等に分配されるためにはMWJ中川に動似体が紡銀十!-=と正75・に結合し、正し く配前する ことが豆裂である

と考えられど}心川is6'?l民休では分裂司l知jにおける動151休の配世に県北が生じているのかもしれな l，、。この
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図29. mis6変異株で、は動原体特異的クロマチン構造が崩壊 している

(A) 36度で6時間培養したmis6変異株、あるいは変異株のmis6遺伝子を野生型遺伝子に置換した株

( mjs~ integrantと表記、 mis6j宣伝子以外は変異株と遺伝的背景が同ーなコ ントロール株)のクロマチ ン
DNAをマイクロコッカルヌクレースで部分消化し、アガロース電気泳動後、図中で示したプローブでサザ

ンハイブリタイゼーションを行った。電気泳動はRレーンが lセットになっており 、ヌ クレースの処理時

間が左からO、!、 2、4、8分となっている。

otr領域 (pYC148) をプロープに用いた場合は、変異株、コン トロー ル共にはしご状のパターンが得ら

れた p これは央化エチジウム染色による全クロマチンDNAのパターン と同ーであった (データは示さな

し、) 0 imr (pKTI08) 、cnt(pKTl10) をプロープにした場合は、コン トロールでは野生株で報告されて

いるのと同紙のスメアー状のパターン(パネルBWT参照あるいは図39参照)が科ーられたが、変異株で

法、はしご刷、のパターンが観察された O

(日)mI5;()変民株を26J支あるいは制限ihitl支苅度でヌuキ!日j、6H寺:間柄長後、バトルAとIt村長の笑験を行い、
動Dl体クL/-γチン構造を制べたぐコントロールには町二生株972を36J支で6時間培うをしたものを月J¥，¥た J 変異
株のcnt有!域 (J) ベターンは許容jii伎でも =f'f~二異常で、ばしご状パターンとスメアー・状パターンがj昆ざった

ょっであ〆、ん 361.1で6時rilJ培廷後は3と全にはしごtkパターンになっていたf
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可能性を検討するため、 cutタ変異株およびωt9mis6二重変異株における動原体の配置をFISH法で比較した。

先に示したとおり mis6変異の表現型を最初のM期に出現させるためには、細胞を
Gl期に同調してから制

限温度に移行させる必要がある。そこでまず両変異株を窒素源枯渇により Gl期
に同調し、そのあと富栄養

培地に戻すと同時に制限温度に移した。 8時間培養後、固定してFISH法で動原体
DNAを視覚化した。プロー

プにはotr配列を用いた。これによりすべての動原体が染色される。図30に示す
ように、 cut9変異株ではす

べての動原体は紡錘体中央に集まり、大きな一つの塊のように見えた。分裂中
期に停止している細胞の9

割で同様の像が観察された。この配置は、別の中期停止変異株nuc2を用い
た場合と同様であるが

(Funabiki et al， 1993)、高等真核細胞における中期板 (metaphaseplate)形成に相
当するものと考えられる。

ところが、 cut9mis6二重変異株で、は動原体の配置に劇的な異常が見いだされた。
中期停止している細胞の9

割以上で、動原体が一点に集まらず核内に散らばっているような像が観察され
た(図30) 0 DAPI染色を比

較しても、 cut9変異株で、は 3本の凝縮染色体がーカ所に集まっていたのに対し、 cut9mis6二
重変異株では染

色体が散らばっているように見えた。この結果は、 mis6変異がM期中期の動原体
配置に異常を引き起こす

ことを示唆している。またcut9mis6二重変異株の場合、動原体配置に異常のあっ
た細胞のうち約半数で4

つ以上のFISHシグナルが観察された。分裂酵母一倍体は 3本しか染色体を持たないの
で、これは、

cuc9mis6二重変異株ではM期後期が開始しないにもかかわらず時期尚早に姉妹動
原体が分離しているとい

う可能性を示している。

Mis6タンパク質は細胞内で沈降係数10-15Sの複合体を形成している

高等真核細胞あるいは出芽酵母の動原体には多くのタンパク質が結合し、巨大
なタンパクDNA複合体が

形成されている。分裂酵母の動原体も同様に巨大な複合体が形成されているこ
とが予想される。そこで、

しょ糖密度勾配遠心法を用いて、 Mis6が細胞内で、どれほどの大きさの複合体を
形成しているのかを調べた

(図31¥¥寸) 0 15-40%のしょ糖密度勾配にmis6-比久組み込み体から得た細胞抽
出液を重層し、 40K中m

(150kG)で12時間遠心した後、密度の軽い方から順に20の分画に分けた。抗H
A抗体によるウエスタンブ

ロyト法で、Mis6タンパク質を検出したところ、大部分は2から 13フラクションに
分布していた。分布のピー

クは6-7フラク ショ ンであった。マーカーに用いたサイログロプリン(沈降係数
16-19.5S) は8-9フラクショ

ンまで沈降 していたので、Mis6は細胞内で、10-1:')S程度の沈降係数を持つ複合体
を形成していると予想され

る。抜合体が球71~ をしていると仮定して計・~~:すると 、 Mis6は分子量500kD 以上の巨大な複合体を形成 して

いると思わ1しる。
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図30. mis6変異はM期中期の動原、体配置に異常を引き起こす
cut9はAPCの構成タンパクの溢度感受性変異で制限温度で培養するとM期中期で停止する o cur9あるいはcut9mi・s6変異抹を窒予四枯渇によりGl期に向調後、富栄養培地 (YPD)に移し、制限温度で8時間培養したo 固定後、全動原原、ぷ七で、共通のO岨 F列|リjをフ。ロト一フ、前、にした
成夕ンパクS臼辻d出lの免疫染色によりSPBを染色 し、 DAPIにより染色体DNAを染色したo 最右手IJにはそれらの像を重ね合わせ十イラストを示した。動原体を白丸、 SPBを黒丸で示 し?あんω9変異株でli動原、体は紡錘体中央にクラスターを形成していむしろか川mis6変異株で、は動原体はクラスターを形成せず、散らばっていたo また 4つ以上の動原体FISHシグナjレが観察される細胞もあっ
たo SPB間の距離もcut9変異株に比べ若干長いようであった。
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次に細胞周期を通じて、 Mis6の沈降係数に変化があるかどうかを調べた。非同調の野生株は大半がG2期

の細胞である。従って上述の結果より、 G2期のMis6の沈降係数は10-]5 Sと考えられる。 cuc4、cUl9表、異株

はそれぞれAPCの変異株で制限温度に移すと M期中期で停止する (Yamashita et al. 1996、Yama也 etal. 

1997) 0 cdcl0はS期開始に関わる転写因子の変異で、その変異体は制限温度ではG1期に停止する (Simanis

and Nurse 1989)。これらの変異体を用いてM期、 G1期でのMis6の沈降係数を調べた。図31に示すとおり、

どの変異体の細胞抽出液においてもMis6の分布は野生型のそれと変化はなかった。これは、 Mis6複合体は

細胞周期を通じて10・lSSの複合体を形成しており、その大きさは変化しないだろうということを示唆して

いる。ただし沈降係数に変化を与えないような修飾やサブユニットの交換が起こっている可能性は否定で

きない。

Mis6が形成する複合体としては、それ自身が互いに結合しあってホモポリマーになっている可能性が考

えられる。この可能性を次のような方法で検討した。まずMis6のC末端にmycエピトープを付加した遺伝

子を作成し、ゲノム上のmis6遺伝子をそれで置き換えたmis6-myc組み込み体を作成した。つぎにmis6・比久

組み込み体とmis6-myc組み込み体をかけ合わせてヘテロ2倍体を作成した。このヘテロ2倍体はmiso・比久遺

伝子とmiso-myc遺伝子を lコピーづっ含んでいる。この 2倍体から細胞抽出液を得、抗孔4抗体あるいは

抗myc抗体を用いた免疫沈降法により Mis6タンパクを回収した。沈降物にMis6・HAタンパク、 Mis6-mycタ

ンパクが含まれるか否かをウエスタンプロット法により検定した。結果は図32に示した。比企抗体で免疫沈

降した沈降物中にはMis6-HAのみ検出され、 myc抗体による沈降物中にはMis6・mycのみが検出された。こ

の結果から考えると、 Mis6タンパク質はホモポリマーを形成していないらしい。しかしながら、免疫沈降

の効率はどちらの抗体を用いた場合も20%程度で、多くのMis6は免疫沈降せず上清に残っていた。立体構

造の影響でホモポリマーを形成したものは免疫沈降できなかったのかもしれない。

Mis6と結合するタンパク質の探索

先のショ糖密度勾配遠心の結果から考えると、 Mis6は他のタンパク質とヘテロ多量体を形成していると

予想される。Mis6と物理的に相互作用するタンパク質を同定することは、 Mis6の分子機能を理解する上で

有用な情報を与えるだろう 。そこで、Mis6と結合するタンパク質を見いだす目的で、以下のような笑験を行っ

た。 misô-HA組み込み休、あ る いは野生型株から~1l1胞抽出液を得、抗HA抗体で、 Mis6-HA タンパクを免疫沈

1;手した。 沈1;年物をSOSアクリ jレアミ ドゲルで、氾気泳到Jし、銀染色j去によりタンパク貨を染色した (図33) ;J 

~'î - 小林tJl IH-'J i(Îi_ から免疫沈降したコン ト D ールと Jt 'l反し た とこ ろ、 Mis6-HA と 村i: ~Y- (I~) に免校共jえ したと 思わ
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図31. Mis6は細胞周期を通じて10-15Sの複合体を形成 している
野生株 (¥¥'T)、cur9、cuc4、cdcJOにmis6-HA遺伝子を組み込んだ株、あるいはHAエピトープを含まない
972株を36度で4時間培養してからタンパク抽出液を調製し、シヨ糖密度勾配達心後に20に分画してSDSポリ
アクリルアミドゲルで、電気泳動後、抗HA抗体によるウエスタンプロットにより Mis6-HAタン川ク質を検出
したn 非同調野生株の大半はG2の細胞で、 cut9、cul4はM期中期、 cdcJOはGl期の細胞が大半を占める。
と匂変異材:を用いた場合もMis6は6、7レーンにピーク をもっ緩やかな分布パタ ーンを示した。なお、6、7
レーンでMis6の直上にバンドが検出されたが、これはHAエピトープを含ま ないはず、の972株で、も検出されて
おり、抗HA抗体の交叉反応によるコンタミネーションであると考えられる。
密度勾配達心の沈降係数マーカーとして、 BSA(4.5S)、サイログロプリン (16-19.5S)を用いた。マー
カーの位置は図中に示した。
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1234567  

図32.Mis6はホモポリマーは形成していない

mis6-HA/mis6-mycヘテロ 2倍体からタンパク抽出液を得、抗HA抗体 (レーン2、5)あるいはずしmyc

抗体(レー ン3、6) を用いて免疫沈降を行った。 レーン4、7はプロテインAセフアロースピーズのみで

免疫沈降を行っ た不ガテイブコントロールである。 レーン1にはタンパク抽出j夜、レーン2、3、4には

免疫沈降後の上清、レー ン5、6、7には免疫沈降物を電気泳動して抗myc、抗HA抗体でウエスタンブ

ロットを行った。免疫沈降の効率はあまり良くなく、ほとんとぶのMis6は上清に残っていた。それゆえレ

ーン5-7にはレーン}-4の10倍に相当する量をロードした。

抗HA抗体による沈降物の中にはMis6-mycは含まれておらず(レーン5)、逆に抗myc抗体による沈降

物の中にもMis6-HAは含まれていなかった。
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図33. Mis6 ;ip32、p29タンパク質と複合体を形成している
Mis6-HA組み込み体(右レーン)あるいはHAエビトープを含まない972株 (左レーン)から細胞抽出液を
調製し、抗日A抗体で免疫沈降を行った。沈降物を10-15%濃度勾配SDSポリアクリルアミドゲルで電気泳動
後、銀染色によりタンパク質を検出した O なお抽出バッファーは25mMHEPES-KOH(pH7.5)、200mMNaCI、
10%glycerol、l0/0NP-40を用いた。予備実験によると、このバッファーを用いたほうがHBバッファーよりも
沈降効率がやや良く、 30%程度のMis6タンパクが回収できた。左側に示した数字は分子量マーカーである。
Mis6-HA組み込み体からの抽出液を用いたときにのみ検出されるタンパク質が3本見いだされた (図中矢
印)0 66kDのマーカー付近のタンパクはMis6-HA自身であると思われる。一方32kD、29kDのタンパクは
Mis6結合タンパク だと思われる o p32、p29と名付けた。
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p32 

分裂酵母 60Sリボソームタンパク L13 

b仏丑五刀<GJLPr色町田くI:WJR YVKTV恒'NJFGR阻RRRQARQτ1<AAK工APRPVFA工RPAVKP

PITR百-JMKVRAGRGFTLEEL J:¥AT.GJSRFVA sr工G工PVIlffi.R町駅SEESLQm侃庄RIKVYL

AHLI¥圧'PRKAGQPK!くGDAτ'DVおAEQIDVAAVLP工τQEAVEEMてP工τEEA殴ID仏FSTLS

l¥IERAYARYAG ARAAFQ辺忽A EEAEAKKfく (208 a.a.) 

p29 

分裂酵母 60Sリボソームタンパク L7b 

"MA.VASSI¥沼SKEQIFAP巴L 日<CKKIcrQEX;dS REX;dR¥瓜AA.AE悶(TA∞辺<REL工A限 AESYD

主~工ELGRKARAE GNYYVPDEIK LVFV工R工RG工悶q工PPKARK工 MJは.RL工QIN

N3VFVKFN}くAτ1¥B'但QJVEPYVrYG工百近JKホ庶ELL百くffiFGK¥.lr辺。R工A 工SINA工工EAA

LGKYS立S工E DLTI包工YT¥氾 FNFKQAANF工W回'QLSSPLGGI四四阿'KHF工ffi3DAGKRD

EE-ill'JSL V日φ1L (251 a.a.) 

図34. p32、p29は60Sリボソーム構成タンパク質である

p32、p29を免疫沈降で回収し、部分ペプチド配列を決定した(理化学研究所の瀧尾博士との共同研究

による)。データベース検索を行ったところ、 p32、p29の部分配列はそれぞれ分裂酵母60Sリボソーム

L13、L7bサブユニットの配列と一致した。配列決定した部分を下線で示した。共に塩基性でリジン、アー

ルギニン残基に富むタンパク質である。
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れるタンパク質のバンドが検出された。 66kd付近のバンドはMis6-HAに由来するもので、一方、 31kd近傍

の2つのバンドがMis6と結合しているタンパクに由来すると考えられる(上からp32、p29と命名)。これ

らのタンパクの正体をっきとめるために、大量スケールで免疫沈降を行い、理化学研究所の瀧尾博士の協

力を得て、 p32、p29の部分ペプチド配列を決定した。残念ながら満足なサンプルが調製できなかったため

に不確定な要素が残るものの、驚いたことにp32の部分配列は分裂酵母60Sリボソームタンパク質L13と一

致し、一方p29の配列は60Sリボソームタンパク質L7bと一致した(図34)。リボソームタンパクL13、L7b

はそれぞれ208アミノ酸、 251アミノ酸のタンパク質で、ともにリジンとアルギニンに富み、等電点は塩基

性である。真核生物のリボソームは60Sサブユニットと30Sサブユニットから成り立っているが、 L7、L13

はどちらも60Sサブユニットの構成タンパク質である。リボソームの構成タンパク質が動原体タンパク質

Mis6と免疫共沈するという結果はどういう意味があるのだろうか?一つにはこの結果がアーティファクト

であるという可能性も考えられる。 Mis6も塩基性タンパク質であり、 L7、L13も塩基性タンパク質である。

免疫沈降の際に、 DNAやRNAなど酸性のポリマ一分子を介して凝集塊を形成したのかもしれない。あるい

は、リボソームタンパク質は細胞内の量が多いので、サンプル調製の不具合でコンタミネーションが起こっ

たのかもしれなし、

しかしながら、近年リボソームタンパク質がタンパク合成以外にも様々な生体機能を担っている ことを、

示す報告がいくつも得られている (Wool1996) 0 Mis6と共沈したL7は核酸結合能を持っており、細胞周

期進行ゃある種のタンパク発現調節に関与していることも示唆されている。リボソームタンパクL7、L13

は、分裂酵母ではMis6と結合して動原体機能に関与しているのかもしれない(考察参照)。

分裂酵母mis12変異は染色体不均等分配を引き起こす

高橋によって単離された12のmis変異体のうちmisJ 2-537変異体もやはり、 mis6変異体と同じく、制限温

度で不均等核分裂の表斑1を示す (Takahashiet al，1994、図35)。そこで並行してmisJ2変異体の解析も行っ

た。この変異体を許容温度から制限温度に移すと、 4時間後より生存率が下がり始め、 10時間後には3%に

まで低下した(図3)パネルC)。細胞濃度は 8時間後まで指数関数的にふえ、約 13倍にまで増加した

(図3SパネルA)0 DAPI染色すると、 4時間後には 2核の細胞のうち 4芸Ijの細胞で娘核の大きさが不均等

になっており、 61時間後には S割以上の細胞が不均等核分裂を引き起こしていた(図35パネルB、D)。図

36 は misl2変異体巾での微小十.:~:染色像である。市IjliH ii~t!支で61時r:リ情廷後、回定して免疫染色法により微小包;

を染色した 。 分裂r:j IWJ の ~)j f.!][体長が ~Jr- !:t t~!ょに j じべ?と干長いような印象があるものの (I~~óパネルB 野生
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図35， mis 12-537変異は制限温度で不均等核分裂を引き起こす

YPD培地で培養したmis12-537変異体を制限温度36度に移し、経時的に細胞濃度 (A)、表現型 (B、D)、

生存率 (c) を ?~IJ 定 した 。 パネルDには制限温度で培養6時間後のDAPI染色像を示した。パー は 10μm。 白矢
頭で示したように、 姉妹核の大きさに違いの生じる不均等核分裂を引き起こした細胞が観察された。 (B)
には2核の細胞のう ち、姉妹核の大きさに違いがある細胞の頻度をグラフ化 した。4時間後より不均等核分裂

の頻度が増加し、 最終的に8割以上に達する。 生存率は4時間後より減少しは じめ、 10時間後には3%となっ

た。
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図36. mis12変具体の微小管染色像

mis12変異体を制限温度で6時間培養後 (YPD培地)、アルデヒド固定 して免疫染色法で、微小管を染色 した O

AはM期前中野j、BはM期中期の細胞と思われる。Bでは野生株に比べ若干、 紡錘体長が長いよ うに思われる。

C-EにはM期後期、 FにはM期終期の細胞を示した。野生株にくらべ、微小管構造に大きな異常は観察されな

かった。
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図37. mis12変異体で、は染色体の不均等分配が起こ っている

で亙 お〉

ミ二翌う

ε3  

制限温度で6時間培養 (YPD培地)したmis12変異体を固定後、 rDNAをプローブと したFISH法で第3染色

体の様子を解析した。 rDNAはリボソームRNAをコードする遺伝子で第3染色体の両端にクラスターを形成

している。

A、Bのよ うに第3染色体が妓核の一方にしか分配されていない細胞や、 Cのように第3染色体は均等に分配

されている ものの姉妹核の大きさに明らかな違いのあるような細胞が観察された O またDに示すように一核

の間期細胞でも第3染色体を含むものと含まないものがあらわれた。パーは10μm。

制限温度で4時間培養した場合には2核の細胞のうち 18%で、 6時間培養した場合には37%で第3染色体の

不均等分配が起こっていた。
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株では2.3μm程度で、あるのに対し、この細胞では3.2μm)、その点を除いて紡錘体および‘細胞質微小管に

大きな異常はなかった。

mis12変異の不均等核分裂が染色体の不均等分配に起因するのか否かを検討するために、 rDNAをプロー

プとしたFISHを行い、第3染色体の分配の様子を観察した。図37に示すとおり、 mis12変異体でも第 3染

色体の不均等分配が起こっていた。制限温度で培養後6時間目には、 2核の細胞のうち約 4割で第 3染色

体が不均等に分配されていた。この結果は、 mis6変異体と同様に、制限温度でmis12変異体でも染色体の

不均等分配が起こり、それが原因となって姉妹核の大きさに差異が生じるということを示している。

Mis12タンパク質は動原体中央領域に局在する

五島がmis12+遺伝子座を同定し、染色体歩行法で、mis12+遺伝子を単離した。 mis12+遺伝子は259アミノ酸

のタンパク質をコードしており、データベース検索を行ったところ、出芽酵母、糸状菌などに相同遺伝子

が見つかった。GFP融合タンパク質を作成し、その局在を決定したところ、 Mis6と同様に細胞周期を通じ

て動原体領域に局在していた (五島、修士論文、準備中)。先に述べたように、分裂酵母の動原体は対称

に配置したotr、lmr、cntの3つの配列要素から成り立っている(図24パネルA) 0 Mis12タンパク質がその

3つの要素のうちどれに結合しているかを決定するため、 CHIP法による解析を行った(図38パネルB) 。

ゲノム中のmis12遺伝子をHAエピトープを付加したmis12+-比4遺伝子に置換した株を作成し(図38パネルA、

五島、修士論文、準備中)、これを解析に用いた。

PCRによる解析の結果、 cnt1および:imrl配列はMis12タンパク質とともに免疫共沈するが、 otr配列および

Jyst遺伝子配列は共沈しないことが明らかとなった。この結果は、 Mis12タンパク質も Mis6と同様、動原

体の中央領域へ特異的に結合していることを示している。なお、 M期中期で停止する CUlタ変異を用いた場

合でも同様の結果が得られたので、 Mis12はM期においても動原体に結合しているものと思われる(図39)。

これはGFPを用いた生細胞中でのMis12の観察と矛盾しなし、。

lnIs12変異体で、は動原体特異的クロマチン構造に異常がある

先に述べたように、jJOJ}J;I体の 1-11:犬 ~fi域 ( i1111、Clit) は特殊なクロマチン栴iiiをしており、 ηIぱ6変異体で

63 



A 

B 

変異部位

相同組み換え

precipitate 

extract mls12HA mls12HA 972 

beads αHA 
beads 

only 
αHA 

分裂酵母ゲノム

田辺
mls12HA 972 

cntl [一!γ一一
i.mrl 

otr2(dh) [-1--1 
lysl 

2 3 4 5 
図38. Misl2は動防、体中央領域に結合する

(A) mis12-HA組み込み体の作製。 5相IJを欠失した野生型mis12遺伝子にHAエピトープおよびI】muj宣伝
子polyAシグナルを付加した遺伝子断片を作製し、組み込みベクタ -pYCllにつないだ。 mis12変異株に形

質転換し、温度感受性を相補し、かつロイシン非要求性になったコロニーを選択した。プラスミドが正し

い位置に組み込まれていることは四分子解析で体認した。 なおこの株は五島によって作製された。

( B) nJJS 12・HA組み込み体を用いてCHIP解析を行った。図23を参照。

レーン 1: nJJS 12-HA遺伝子組み込み株から得た抽出液から抗HA抗体を用いて免疫沈降をおこなった。

cntlおよびい1ftプソイマーを用いた場合にのみPCR増幅産物が得られた。

レーン2、ヌ;免疫沈降のネガテイブコントロール")'2では、抗体を月jし、ずブ口テインAセフアロースビー

ズのみで免疫沈降を行い、ヌで、はmisJ 2-HAJll伝子を含まない野生株 (972株)からの抽出液を月]いて免疫沈

降を行った J いずれの場合もパックグラウ ン ドレベルの端中日産物しか得られなかった。

レーン4、5:ドCR反応のポジテイブコントロール心 mis12-HA遺伝子治!み込み抹(レーン4) 、あるいは

972株 lレーーン5) からえた担lllUi政をテンプレートとしてPCRを行ったへ
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図39. M期中期停止変異株中でもMis12は動原体に結合している

かけあわせこより、 cutタ変異株にmjsJZ+-HA遺伝子を組み込んだ株を作製 し、許容温度 (26度、レーンl、
2、5)ある いは制限温度 (36度、レーン3、4、6)で4時間培養後CHIP1去による解析を行った。レーン1-4は
免疫沈降物を テンプレート としてPCRを行った結果で、 レーン2、4は抗体を加えずに免疫沈降を行ったネガ
テイブコント ロール。 レー ン5、6は細胞抽出液をテンプレートとしたポジテ ィブコントロールである。レー
ン3に見られるようにcut9変異株を制限温度で培養してM期中期で停止させて もMis12は動原体DNAと共沈し
てきた O
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cnt1 

360C 8hr ~ 下-----------ーpKT108 pKT110 

m1512・537 972(WT) mi512-537 972(WT) mi512・537 972(WT) 

図40. mis12変異体で、は動原体特異的クロマチ
ン構造が崩壊している

ヤs12変異体あ?いは野生株 (972株)をYPD培地、減で8時間培養後、図
28に示したのと同様の実験

を行い、動原体ヰ夫領域のクロマチン構造を変
異株と野生株で比酢しf FE」泳動は4レーンがlセットで

ヌクレー スに よ る 消化時自が左から }II買に i 、 2~ 4~ 8分となっているO 二o 屯え

otr領域 (pYC18) をフロープに用いた場合は、
変異株、野生株ともには しご状の ¥7ーンが得ら

れ

たo これは臭化 チシウム染色による全ク。ロマ
チンDNAのパタづとI司ーで・あった;トータは示さな

山312J;乱、I13Jffぷ訂立合は野生株ではスメアー状のパターンが得

66 



はその構造が異常になっていた(図29) 0 misl2変異体はmis6変異体と類似の表現型を示し、かつMis12タ

ンパク質はMis6と同様の動原体DNA領域に結合していた。そこで、mis12変異体中でも動原体特異的クロマ

チン構造に欠損が生じるのではないかと考え、マイクロコッカルヌクレースによる部分消化実験を行った。

図40に示したように制限温度で8時間培養すると、 mu12変異株で‘はimr、cnt領域でスメアー状のパターン

が消失し、ヌクレオソームが規則的に整列していることを示すはしご状のパターンが現れた。 otr領域の消

化パターンは野生株と比べて変化はなかった。この結果は、 mis12変異体中でも mis6変異体と同様に動原

体特異的クロマチン構造に異常が生じることを示している。

Mis12は細胞周期を通じて5-10Sの複合体を形成している

野生株、 cut9、cut4、cdclO変異株の細胞抽出液をしょ糖密度勾配遠心で分画し、 Mis12タンパク質の沈降

係数を調べた(図41)。非同調の野生株細胞の大半はG2期の細胞であり、制限温度で培養したcut9、cut4

変異体はM期中期、 cdcl0はG1期の細胞である。抗Mis12ポリクローナル抗体によるウエスタンプロットで

Mis12タンパク質を検出した。どの細胞抽出液中でもMis12は2-4レーン自にピークを持つような緩やかな

分布パターンを示した。マーカーに用いたBSA(4.5S) は2レーン自に存在していたので、 Mis12は細胞周

期を通じて5-10S程度の複合体を形成しているものと考えられる。球形の複合体と仮定すると、これは分子

量l∞-200kdの複合体である。 misl2-HA組み込み体より免疫沈降法でMis12-HA複合体を精製し、複合体に

含まれるタンパク質の同定を試みた。沈降物をSDSポリアクリルアミドゲルで分離し、銀染色によりタン

パク質を染色した。図42に示すとおり、 38kdのMis12-HAタンパク質以外に、 90kd、66kd、印刷、 45kd、 F 

32kd、30kdのタンパク質が、 Mis12-HA免疫沈降物の中に特異的に含まれていた。これらのタンパク質が何

であるかはまだ不明であるが、 Mis12の分子機能を知る上で重要な手がかりとなると思われる。

Mis6、Mis12は免疫共沈しない

mis6、刀?is12変具体の表現型はともによく似ている。またMis6、Mis12タンパク質はともに動原体中央部

のcnt、Inlf領域に結合している。これらの結果を踏まえると、 Mis6、Mis12タンパク貨は物理的に結合して

いるのかもしれなし 10 しかしながら、しょ 糖密度勾配遠心では、両者の分布パターンは、オ ーバーラyフ
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Top ~ 砂 Bottom

360C 4hr 4.58 16・19.58

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

WT 「一
(非同調)

cut9 
(M期中期)

cut4 
(M期中期)

cdc10 
(G 1期)

図41. Mis12は細胞周期を通 じて5-10Sの複合体を形成している

野生株 (WT)、cut9、cut4、cdcl0を36度で‘4時間培養してからタンパク抽出液を調製し、ショ糖密度勾配
遠心後、 20に分画し、 SDSポリアクリルアミドゲルで電気泳動後、抗Mis12ポリ クローナル抗体によるウエ

スタンプロ ットでMis12タンパク質を検出した。非同調野生株の大半はG2の細胞で、 cut9、cut4'まM期中期
cdcl0はGl期の細胞が大半を占める。
どの変異株を用いた場合もMis12は2、3レー ンにピークをもつような分布パタ ーンを示した。密度勾配遠
心の沈降係数マー カーとして、 BSA(4.5S)、サイログロプリン (16-19.5S)を用いた。マーカーの位置は

図中に示 した。

68 



-圃圃園田・ー

園田圃圃圃・ー

圃圃圃圃圃・ー

圃圃圃圃圃圃・ー

~ Mis12・HA一一，

図42. Misl2と結合するタンパク質の同定
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Mis12-HA組み込み株(左レーン)あるいは野生株 (右レーン)から細胞抽出液を調製し、抗HAモノクロ

ーナル抗体 (16B12)で免疫沈降を行い、沈降物を 10%ポリアクリルアミドゲルで泳動後、銀染色でタンパク

質を検出した 抽出バッファーとしておmMHEPES-KOH(pH7.5) ，150mM NaC1， 1 0%glycerol，0.2%NP-40を用

いた。

Mis12-HA組み込み株からの抽出液を用いたときにのみ検出されるバンドが7本検出された(矢印で示

す)。 推定分子量は上から)11買に90kd、66kd、印刷、 45kd、38kd、32kd、30kdで、38kdのバンドはMisI2-HA自

身だと思われる。 残りの6本のバンドはMis12と結合しているタンパクに由来するものと予想される。
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図43. Mis6、Misl2は複合体を形成しない

Western blot 

.二III¥，、t.f/Lfト

myct/d本(9E10)

， HAi/Lf本(12CA5)

かけあわせにより Mis6-mycMis 12・HA二重組み込み体を作製し、細胞抽出液を調製して抗HA抗体で

Mis12・HAタシパク質を免疫沈降した。レーン lには抽出液、 2、3は免疫沈降後の上清、 4----7は沈降物を電
気泳動し、ウエスタンプロットで、Mis6-myc、Mis12-HAを検出した 。レーン2、4、6は抗体を加えずにプロ

テインAセフ アロースビーズのみで免疫沈降を行ったネガテイブコントロー ルである。 レーン4、5にはレー

ン1----3の2倍、レーン6、7には8倍に相当する量のサンプルを ロードした。

レーンlと3のMisl2の量を比較すると約6割のMis12が免疫沈降物として回収されたと思われる。しかしな

がらMis6-mycはほとんど上清に残っており(レーン3) 、沈降物の中には全く検出できなかった (レーン

5、7)。
なおレーン)，7で沈降効率とサンプル量から計算してMis12のタンパク量が減少しているようだが、これ

は免疫沈降後のビーズの洗浄で一部のMisl2タンパクが遊離したためと考え られる。

70 



はあるものの異なっており、またmis6、mis12両遺伝子間で遺伝的相互作用は観察されなかった。そこで、

Mis6、Mis12タンパク質が物理的に相互作用するのか否かを検討するために次の実験を行った。

ゲノム上の mis6、mis12遺伝子をそれぞれmiso-myc、mis12+-HA遺伝子に置換した株(mis6-myc 

mis12-HA二重組み込み体)を作成し、 Mis12タンパク質を抗孔久抗体による免疫沈降法で回収した。沈降

物をSDSポリアクリルアミドゲルで電気泳動後、抗myc、抗HA抗体を用いたウエスタンプロット法により

Mis6、Mis12タンパク質を検出した。図43にその結果を示した O 免疫沈降前の抽出液 (Input) と沈降後の

上清 (Sup) に含まれるMis12タンパクの量を比較したところ、約6割程度のMis12が沈降物として回収で

きた。しかしながら、このときMis6は上清に残っており、沈降物中には検出されなかった。これは、少な

くとも実験に用いた条件では、 Mis6、Mis12の問に物理的相互作用は検出できないということを示してい

る。両者を細胞内で過剰発現させて増量し、免疫沈降を行ってもやはり相互作用は観察できなかった(デー

タは示さない)。

mis12変異体中でもMis6タンパク質は動原体に結合している

Mis6とMis12の物理的相互作用は検出できなかったので、次にMis6タンパク質の動原体局在がMis12のタ

ンパク機能に依存するのか否かをCHIP法によって検討した。 miso-比企遺伝子を組み込んだ、mis12変異体を

用いて、 CHIP解析を行った。 PCRプライマーはおおよそ等間隔にcntl配列中に4カ所、 imrl配列中に 3カ所

設計した。図44に示すとおり、 mis12変異体を制限温度で 6時間培養しても、 Mis6の動原体への結合能は

野生株の場合と大差はなかった。野生型Mis6-GFPタンパク質をmis12変異体中で観察したところ、やはり

細胞周期を通じて動原体領域に局在していた(データは示さない)。これらの結果はMis12が不活性な状

態でもMis6は動原体領域に結合し得ることを示している。予備的な観察によると変異型Mis12-S37-GFPタ

ンパク質は制限温度では動原体に局在しなくなる。 Mis6タンパク質はMis12とは独立して動原体に結合し

ているのであろう。また先に述べたようにmisJ2変異体では動原体特異的クロマチン構造が崩壊している

ので、 Mis6の動原体への結合はクロマチン構造には依存しないと考えられる。

予備的な結果ではあるが、上述の笑験とは反対にmis6-302変異体中で、野生型Mis12 のます~lJfi:、体結合を CHIP

法で解析したところ、共沈量は若干低下したように見えるものの、制限温度でもMis12タンパク質と動原

体DNAは免疫共沈した(データは示さない) 0 Mis12の釘J原体結合も Mis6の分子機能には依存しないらし

し10
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PCR PRIMER 

360C 6hr 

WT mis6+-HA 

ct HA I mis12・537mis6+-HA 
Immno.ppt 

Whole 
Cell 
Extract 

972(no HA tag) 

WT mis6+-HA 

mis12・537mis6+-HA 

972(no HA tag) 

ノソ 7

図44. mis12変異体中でもMis6は動原体に結合している

imr1R 

1kb 

野生株にmls~-HA遺伝子を組み込んだ株 (WT misグ噂HA と表記)、 mis12変異株にmis~-HA遺伝子を組

み込んだ株 (mis12-537misゲ-HAと表記)およびHAエピトープを含まない972野生株をもちいて、 36度で6

時間培養後、 CHIP解析を行った。上3レーンが免疫沈降物をテンプレートとしてPCRを行った結果であ
り、下3レーンは細胞抽出液をテンプレートとしたPCRのポジテイプコントロールである。 PCRのプライマ

ーは図に示したとお り、ト2キロ塩基対間隔で7箇所設計した。

WT  mis~-HA株と mis12-537 mis~-HA株を比較すると 、調べた限り動原体DNAはどの領域も同程度Mis6-
HAと共沈した。
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第一部考察

Mis6、Mis12は独立に機能して動原体クロマチンを形成する

本研究により、分裂酵母Mis6、Mis12タンパク質が染色体分配の正確性を保障する上で決定的な役割を

果たしていることが明らかとなった。misoおよびmis12+遺伝子は生育に必須で、遺伝子破壊株は染色体均

等分配に欠損を示し致死となった。直接的もしくは間接的に両タンパク質は動原体中央領域 (imr、cnt)

に結合し、この領域のクロマチン構築に影響を与えているらしし、o mis6・302およびmis12-537変異体は制限

温度で互いによく似た表現型を示した。この類似性は両タンパク質が同じような分子機能を果たしている

可能性を示唆している。しかしながら、これらの分子が直接的に結合して複合体を形成している可能性は

低い。細胞内での両者の沈降係数は異なっており、細胞周期を通じて一致することはなかった。免疫沈降

法によっても両者が共沈することはなかった。またmis12変異体中でもMis6は動原体領域に結合しており、

一方、予備的な結果ではあるがmis6変異体中でもMis12は動原体に結合しているよつである。これらの結 -

果から考えれば、 Mis6とMis12はそれぞれ違った分子複合体に含まれており、互いに独立に動原体中央部

へ結合するものと思われる。どちらか一方に変異が生じても異常が生じるので、動原体クロマチンの形成

にはその両者の分子複合体の機能が必要となるのだろう。 Mis6、Mis12はともにimr、cnt領域全体に結合す

るものの、より精密に結合部位を特定すれば、両者は違った部分に結合しているのかもしれない。 CHIPt去

を用いて得られた予備的な結果によると、 Mis6は比較的均等にlmr、cnt領域全域に結合しているのに対し、

Mis12はcntの中央部により多く結合している傾向があった(データは示さない)。本研究で用いたCHIP法

の解像度は1キロ塩基対程度であるが、ヌクレオソームに結合する DNAの長さが200塩基対以下であること

を考えると、両者の結合部位の速いを見分けるにはもっと解像度の高い方法を用いることが必要なのであ

ろう。あるいは、全く同じ部位に結合していても、 Mis6、Mis12は機能するタイミングが異なっているの

かもしれなし、。本研究で示したように、 Mis6はGl/S期に働くと思われるが、 Mis12はGl期以前に機能して

いるらしい (五島、修士論文 準備中)。窒素源枯渇によるGl期から制限温度に移した場合、 mis6'{f異体

では初めのM期で染色体不均等分配が起こったが、mIsJ2変異体の場合は l回目は正常で次のM期で不均等

分配が起こる。
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Mis6、Mis12は動原体領域に結合して特異的クロマチン構造を形成する

imr、cnt配列のクロマチン構造は、これらの配列が機能的な動原体に含まれるときに限って特殊化する。

すなわち、 cnt配列を中央としてimr配列が対称、的に位置し、さらにその外側にotr配列が配置する場合に限っ

て動原体DNAは機能的となり、 cnt、imr領域のクロマチン構造が特殊化する。これらの配列(の一部)を

単独でベクターにつないで分裂酵母に導入しでも、それは動原体として機能せず、その配列上にはヌクレ

オソームが規則正しく並んだ通常のクロマチン構造が形成される (Takahぉhiet al. 1992) 0 cnt 1配列の一部

を多コピーベクターにつないで導入しても、 Mis6の局在に変化はなかった(データは示さない) 0 Mis6、

Mis12は機能的な動原体配列にのみ結合するのだろう。各動原体のcnt、imr領域の塩基配列はAまたはTに

富むという性質は似ているが、基本的に相向性はない。コンビューター検索を用いてotr配列とcnt、imr配

列を比較してみたが、後者の配列にのみ頻出するような短いモチーフ配列は見つけられなかった(データ

は示さない)。おそらく Mis6、Mis12は塩基配列そのものを識別して動原体領域に結合しているのではな

いだろう。両タンパクは大域的なDNAの高次構造のようなものを識別しているのではないだろうか。

Takahashi et al. 1992によれば、対材、に配置した左右のlmr配列では1()()%の相向性が維持されている。例えば、

動原体領域では左右のimr配列がよりあわされて4本鎖DNAが形成され、 cnt配列がループとなった"ステム

jレープH構造が形成されるのかもしれなし、。両タンパクはそのような構造を識別するのかもしれない。

Mis6、Mis12と動原体DNAとの結合が直接的なのか、あるいは間接的なのかは明らかではなし E。両タン

パク質と動原体DNAとの結合を試験管内で観察できれば、明確な解答が得られるだろう。しかしながら動

原体DNAは数十キロ塩基対と巨大なので、現在のところそのような解析は困難である。

Mis6、Mis12は動原体特異的クロマチン構造を識別して結合しているのでもないだろっ。動原体クロマ

チン構造が崩壊しているmisJ2変異体中でもMis6は動原体に結合していた。むしろ両タンパク質がcnt、imr

配列に結合することによって、動原体クロマチン構造への変換が誘導されると恩われる。マイクロコッカ

ルヌクレースの部分消化のパターンを詳細に観察するとcnt、imr領域にもヌクレオソーム単量体、二量体

に相当すると恩われるバンドが観察できる。つまり、 cnt、imr領域にもヌクレオソームは形成されている

のだろう。ただ、それが規則的に並ばず、間隔が不規則に変化しているためスメアー状のパターンが現れ

ると考えられる。 Mis6は細胞あたり 2000分子存在しており、また予知It的な実験によれば、 Mis12タンパク

貨は細胞あたり 2000-3000分子存在していた(データは示さない)。すべてが動原体に結合しているとする

と、約200jJ:ft器対につき約4分子結合していることになる。モノヌク レオソームに巻きイすいているDNAは約

200j:;t~ ~11~ ;i;jなので、 Misó?l) ゐ l， 刈え Misl2が物則的にヌクレオソームに fl: 月 j していると考えても矛盾は年ーし、

丈た分裂両手 η の機能的動J;;~休のヒストンは!lkア七チルイじされていおことが女11 られているが (Ek I)..'all Cl al. 

74 



1997) 、あるいはMis6、Mis12はアセチル化やリン酸化もしくはユピキチン化といったヌクレオソームの

化学修飾に関係しているのかもしれない。

変異型Mis6、Mis12タンパク質は制限温度では動原体に結合できなくなるようである。また動原体に局

在できない欠失変異Mis6タンパクが温度感受性変異を相補することもなかった。両タンパク質がlmr、cnt

配列へ結合することが、動原体クロマチンの形成には必須であるらしし'0

動原体クロマチンは姉妹動原体をつなぐコネクターなのかもしれない

では、動原体中央領域に形成された動原体特異的クロマチンは、姉妹染色体の均等分配を保障する上で

どのような働きをしているのだろうか?一つの可能性は、特殊化したクロマチン構造が動原体複合体形成

の"基礎"になっているということである。すなわちmis6、mis12変異体では正常な動原体複合体が形成

されないのかも知れなし E。分裂酵母swi6遺伝子破壊株では動原体ヘテロクロマチン形成に異常が生じ、正

常な動原体複合体が形成できなくなると考えられている。 swi6遺伝子破壊株で、はM期に紡錘体とうまく結

合できず、紡錘体中央に取り残された染色体 (laggingchromosomeと呼ばれる)が高頻度で観察される

(Ekwall et al. 1995)。しかしながら、 mis6、mis12変異体で、は制限温度でもlaggingchromosomeは観察され

なかった。それゆえ、両変異株でも動原体は紡錘体に結合し、その上を移動する能力を保持していると恩

われる。変異株中では姉妹染色体を均等に分配する機能のみが欠落しているのである。この点から考える

と、 mis6、mis12変異体で、は動原体は紡錘体との両方向的結合が確立できないのかもしれない。 cut9mis6二

重変異株細胞中で動原体が紡錘体中央に集まらなかったという観察結果はこの推測を支持している。ほ乳

類細胞での観察によれば、両方向的に紡錘体と結合した動原体は、速やかに紡錘体中央へ移動すると考え

られている (Riederand Salmon 1994、図45)。

両方向性結合を確立するための分子的機構についてはあまり分かっていないが、高等真核細胞の場合、

M期中期に染色体が両方向性の結合を確立することは、姉妹染色体を均等に分配するうえで極めて重要で

ある (Riedcrand Salmon 1998) 0 mis6、mis12変異体で、は微小管と結合したり移動したりするための動原体

複合体は正常に形成されているものの、両方向的結合が硲立できなくなっているらしし、。また、 M期停止

させたcUl9mis6二重変異株細胞では、姉妹染色体が時期尚早に分離していると思われる像がしばしば観察

された。この結果か ら批察すると 、動原体クロマチンは両方向的結合が硫立できるように、 MJ~H変則がml

i;{:jするまで'~dj妹動似体を ijMlli しておく「コ ネ クタ - J として働し可 て い る のではな いだろうかo Ivlis6の機能
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紡錘極体

単方向的結合 (monoorientation) 

。
動原体

紡錘体中央へ移動

( Congression) 

図的 紡錘体と封J原体の結合様式

M期になり紡錘体が形成されると、姉妹動原体のうちまず一方が動原体微小管と結合する。この状態は

単方向的結合 (monoorientation) と呼ばれる。単方向的に結合した染色体は動原体モーターの移動方向が

切り替わることによって、紡錘極体に近づいたりあるいは離れたりを繰り返す往復運動をする。やがて、

もう 一方の動原体が逆方向から伸びてきた微小管と結合すると両方南的結合状態 (bi-orientation) になる。

両方向的に結合 した染色体はがj錘体中央 (spindleequator)へ移動する。この移動はCongressionと呼ばれ

る。中央に移動した染色体は、後期が開始するまでの問、中央付近で往復運動をする。

以上のような動原体と紡錘体の相互作用に関する知見は、生きたほ乳類細胞のM期染色体運動を観察す

ることで得られた (Riedcrand Sa11ll0n 1994、Riederand Sa1moIl 1998)。動原体運動は、微小管の張力より

はむしろ動原体自身が有する微小管モーターが主たる駆動力となっていると思われる。モーターの移動方

向は 1)ン瞥げヒ、 )J見 1) ン 般化によって ~íljf却さ j している 可能性がある ( HYlllan and Milchison (991)。
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が欠落すると、姉妹動原体問の連結がM期中期にはずれてしまうのだろう。それが原
因で、紡錘体と動原

体の結合がでたらめになるのかもしれなし 3。同じ紡錘極体から伸びてきた動
原体微小管が両方の姉妹動原

体に結合してしまうこともあり得るだろう。このような異常な動原体と紡錘
体の結合 (mal-orientationと呼

ばれる)が生じれば、高頻度で染色体の不均等分配が起こると予想される(図
46)。姉妹動原体問の連結

は、動原体と紡錘体の結合が正常であるか異常であるかを識別するのに必須
であるのかもしれない。野生

株には、動原体と微小管の異常な結合が感知された場合にそれを解消する機構
が備わっていると思われるo

mis6、mis12変異体では異常が感知できず、 mal-orientationが解消されないのか
もしれなし、。あるいは、

動原体間の連結は構造的な岡IJ性を得るために必要で、一方の動原体が微小管
と結合すると他方は必ず反対

を向くように保障されるのかもしれない。

興味深いことにmjs6、mis12変異体では、染色体分配は不均等になるものの、中
期から後期への移行は

起こるようである。すべての染色体が紡錘体と両方向的に結合するまで後期
の開始を抑制しておく制御機

構(し、わゆる中期チェックポイント)が、高等真核細胞には存在するらしい
(序論参照)。そのような制

御機構が分裂酵母にもあるとすれば、両変異体では動原体に結合した微小管
の方向が検知できなくなって

いるのかもしれない。しかしながら両変異体でも染色体が紡錘体中央に取り
残されることはないので、方

向はどちらでも良いから微小管がすべての動原体と結合するまでは後期の開始
は抑制されるのだろう。

Mis6はGl/S期に機能して動原体クロマチン を形成する

それでは、 mis6変異体が表現型を示すのに、なぜ制限温度でGl/S期を通過するこ
とが必要となるのだろ

うか。 Mis6が動原体クロマチンを構築するためにはGl/S期に合成されるタンパ
クと相互作用する必要があ

るのかもしれなし、。あるいは、 Mis6は動原体DNAの複裂が開始するときに働くのかもしれな
し 3。しょ糖密

度勾配遠心および免疫沈降の結果から考えると Mis6はリボソームL7、LI3等
を含むヘテロ多量体タンパク

複合体を形成しているらしし 1。この複合体形成がGl/S期に起こり 、いったん
形成された複合体は次のGl/S

までは安定に存在できるのかもしれなし、。ヒストンタンパクは染色体複製に
先立って合成され、複製され

たDNAは直ちにヌクレオソームを構成するものと思われる (Matsumotoet al. 1987) 0 Mis6
は新規に合成さ

れたヒストンに作用して動以体クロマチンを形成するのかもしれなし、。ある
いは、動原体領域に通常のヒ

ストンがlW.り込まれるのをmiJI二し、 動j京体特.，~~~的ヒストン(例えば日前乳細胞のCENP-Aに相当するもの)

のJ[)(り込みを促進するのかもしれなし'0 1可制j舌長笑験で明らかにしたように、変具体が表
現裂を示すため

にはGl/S~引を通過することが必公で、あふが、 11: 存号そがれ下するのはその後のMWJ 以降である。この結県は、
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図46. mis6、rnis12変異体で予想される染色体不均等分配モテソレ
野生株では、染色体は両方向的に紡錘体と結合して紡錘体中央へ集結する。後期が開始すると姉妹染色体問
の対合が解除され、染色体は両極へと分離する。
それに対し、 lllLs6、IIIお12変異体では染色体腕部の対合は正常であるにも関わらず.動原体部の連結にのみ
異常が生じている。そのため紡錘体と動原体の結合がでたらめになり、ある染色体については、同じ極から伸
びてきた微小管が姉妹動原体両方に結合してしまうという事態が起こるのかもしれない。全ての動原体が微小
管と結合すると後期が開始し、染色体腕部の対合も解かれ、染色体が極に向かつて移動する。その際問じ極か
らの微小管が両動原体に結合していた染色体は、姉妹染色体の両方が同じ極へと分配されることになる。
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Mis6はG1/5期に機能できなくなっても M期までに許容温度に戻ればその機能を発揮し、動原体クロマチン

を構築し得るということを示している。マイクロコッカルヌクレース消化で観察できるレベルでは、細胞

周期を通じて動原体特異的クロマチン構造に変化はないようであるが (Polizziand Clarke 1991) 、向調培

養の結果から考えると、そのクロマチン構造が生存に必要となるのはM期に入ってからのようである。動

原体クロマチンは、 Gl/5期にMis6が働いて形成され、姉妹動原体を連結しておくコネクターとしてM期中

期に必要となるのであろう。出芽酵母の動原体結合タンパク質5kplはGl/S期の進行制御に関わっている

(Bai et al. 1996) 0 skpl変異の一つskpl-3はGl期停止を引き起こすことが知られている o mis6変異は細胞

周期停止は引き起こさないので、 skpl変異とは表現型が異なっている。おそらく直接的にはMis6タンパク

は細胞周期制御に関与しないのだろう。しかし細胞周期制御因子の制御を受けている可能性は考えられる。

出芽酵母5kplはユピキチン依存的タンパク分解経路を介してGl/S期進行を制御しているが、いままでのと

ころMis6がユピキチン化経路と何らかの関係があるのかどうか分かっていない。

Mis12タンパク質もやはり動原体クロマチンの形成に必須であった。先に述べたようにMis6とMis12の動

原体局在は互いの分子活性には依存しないと考えられる。動原体特異的クロマチンの形成には独立に起こ

る複数の事象が必要となるのであろう。例えば、動原体特異的ヒストンが取り込まれ、その修飾状態が調

整されて初めて機能的な動原体クロマチンが形成されるのかもしれなし、。五島の結果によれば、 Mis12は-

GI期以前 (おそらくM期後期)に機能し、次のM期の染色体均等分配を保障しているようである。動原体

領域のヌクレオソームの修飾状態が細胞周期で変化するのであれば、 Mis12はM期型の修飾状態からG1期

型に変換する役割を果たしているのかもしれない。高等真核生物のヒストンH2A、Bの一部はユピキチン

化されているが、ユピキチン化ヒストンはM期中期に消失し、 M期後期になると再び現れる (Muelleret al 

1985)。ヒス トンのユピキチン化が動原体機能と関連があるか否かについては分かっていないが、 Mis12

は脱ユピキチン化された動原体クロマチンをM期後期に再びユピキチン化するのかもしれなし )0 cnt、imr

領域の動原体特異的クロマチンの正体を解明するためには、この領域に含まれるヌクレオソームヒストン

の修飾状態を決定することが重要であろう。これはCHIP法と修飾ヒストンに対する抗体をうまく組み合わ

せれば可能となるのではないだろうか (Ekwallet al. 1997)。

Mis6はリボソームタンパクと結合するのかもしれない

免疫沈降の ~ii 以によれば、 tvlis6はリボソームタンパク質L7b 、 LI :1 と結合していた。これらのリボソーム

タンパクばjμ)!I~tl:で、~I!IJ山内に多 fit に i(Trす之)と忠われる。この於くべき対比はとう解釈できるのだろう
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か?細胞抽出液中のMis6の沈降係数 (10-15S) はリボソームのそれ (30S、60S) と大きく異なるので、

Mis6がリボソーム全体と結合することはないだろう。 Mis6はL7b、L13サブユニットと特異的に結合してい

るようである。注意すべき一つの可能性としては今回検出したMis6とL13、L7の結合が実験上のアーティ

ファクトであることが考えられる。本来、細胞質にあるはずのリボソームタンパク質と核にあるはずの

Mis6を抽出液中で混合したため、両者の非生理的な結合が生じたのかもしれなし」あるいはサンプル調裂

の際のコンタミネーションかもしれない。細胞内で実際にMis6とこれらのリボソームタンパク質が複合体

を形成しているのかどうかについては、例えばMis6. L7 . L13複合体の沈降係数が細胞粗抽出液中のMis6

の沈降係数と同じなのか、分画操作を行って精製度を上げてもL7. L13は免疫共沈するのかといったこと

を検討する必要があるだろう。もしも変異型Mis6-302タンパクとL7・L13の結合が温度感受性であるよう

なら、これらリボソームタンパクとMis6の結合の生理的意義が示唆できるかもしれない。

近年リボソームを構成するタンパク質がタンパク合成以外にも様々な生体機能を担っていることを示す

報告がいくつも得られている (Wool1996) 0 Mis6と免疫共沈したL7タンパク質はそのN末端にbZIPと呼ば

れる核酸結合モチーフを持っており、実際ヒトL7タンパク質が二重鎖DNAおよびRNAに結合することが報

告されている (Hemmerichet al. 1997)。このL7タンパクはZn-フインガーモチーフを持つ転写因子様タン

パクZNF7とも結合する (Witteand Krawinkel 1997)。またJurkat-Tリンパ球細胞でL7を強制発現すると細胞、

周期がGl期で停止しアポトーシスが誘導されることが知られている (Neumannand Krawinkel 1997)。この

ような例から考えると、 L7はリボソームの構成因子としての機能だけでなく、 Mis6と複合体を形成して何

らかの動原体機能を担っているという可能性もあり得る。分裂酵母の動原体領域には36コピーのtRNA遺伝

子が存在している (Takahashiet al. 1991)。分裂酵母のゲノム中には約300のtRNA遺伝子が存在すると見

積もられているが (Gamulinel al. 1983) 、ゲノム全長の1.8%に相当する動原体領域へ全tRNA遺伝子の

12%が集中している。 これらの動原体中のtRNA遺伝子座はDNぉeI消化に対して感受性を示す (Takahぉhiel 

al. 1992) 0 tRNA合成あるいはタンパク合成系で機能しているタンパク質やRNAが、分裂酵母では、動原

体クロマチンの構築や染色体分配にも転用されているのかもしれない。

MisEトGFPはリアノレタイムな動原体の挙動を視覚化する

今回、 Mis6-GFPの悦党化に成功したことにより、生細胞中で、の到um:体の挙卸jを解析することが可能となっ

たu 今後、これは#!ll昨日;:(1りな併析を行う J:. で‘ ~I:'，:~~.に有効な辺よ(ーとして利用できるだろう。これまでにも

FJSl1法をJiJいて|問先したキIII)j包r!'での染イと休不動を角?(析することはできたが、l¥1is6-GFPを月Jl \.h ば~i:.きた
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f 

生細胞中での動原体の挙動をリアルタイムで観察することが可能となる。以前FI5H1去により、分裂酵母の

M期には、高等真核生物と同じく、前期、中期、後期A、Bという段階が存在することが示唆されていた。

今回の観察によって、それらの存在が確言、された。さらに、後期Aにおける染色体分離は極めて急速な過

程であることが明らかとなった。これまでに分裂酵母ではM期異常を示す変異体が数多く単離、研究され

てきたが、リアルタイムでの動原体の運動が解析できれば、それらの表現型をよりくわしく理解できるこ

とと思う 。

まとめ

本研究において、分裂酵母Mis6、Mis12タンパク質が動原体中央部に結合し、動原体特異的クロマチン

構造の形成、維持に関与していることが示された。 Mis6はG1/5期に機能し、 Mis12は(前の周期の)M期

後期に機能すると思われるが、動原体クロマチンが本当に必要となるのはM期になってからである。動原

体クロマチンは、姉妹動原体を接着する「コネクタ-Jとして機能し、 M期における動原体と紡錘体の両

方向的結合を保障しているのではないだろうか。 Mis6はリボソームタンパクL7、L13等と複合体を形成し

ているようであり、 Mis12もやはり、いくつものタンパクを含む複合体を形成していると思われる。姉妹

染色体の均等分配のためには、動原体タンパク質を含め、多くの因子が関与していると推察される。その

一方で、 mis6、mIs12のような「染色体不均等分配」という表現型を示す変異体は、まだ他には発見され

ていなし、。分裂酵母ではゲノム計画も進行しており、これが完了すれば分子遺伝学的研究もさらに容易に

なると考えられる。 I染色体不均等分配」表現型を示す変異体をさらに同定することも可能であろう。

Mis6、Mis12の生化学的解析とあわせて、遺伝学的追求を進めることで動原体の分子構築およびその制御

機構について理解が深まることだろう 。その過程で得られた知識は分裂酵母のみならず広く高等真核生物

まで応用できるものと期待される。
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第二部結果

lsdl変異株の単離

分裂酵母の野生株では、核分裂過程において染色体および核構造が均等に娘細胞へと分配され、大き

さの等しい2つの娘核が生じる。均等な核分裂を保障する機構を解明する目的で、温度感受性を示しかっ

制限温度で娘核の大きさに差異の生じる変異体を単離した。高橋、山下らがDAPI染色による核の観察を行

い、約 12 0 0株の温度感受性変異体の中から、そのような不均等核分裂の表現型を示す変異体を新たに

1 4株単離した(図47) 0 1 4の変異株を遺伝的に解析した結果、そのうち 9変異株が同ーの遺伝子に欠

損を持つことが明らかとなった。そこで、この遺伝子をlsdl(1訂geand ~maJl .Qaughter nuclei 1) と名付け、

遺伝子の単離および変異株の解析を行った。 9つのlsdl変異株はいずれも同様の表現型を示したので、以

下の解析では主にLsdl・H518変異株を用いた。

lsdl変異株の表現型

lsdJ-H518変異株は許容温度 (26
0

C) では生育可能であるが、制限温度 (36'(:)ではプレート上でコロ

ニーを形成できなし E。制限温度に移してからの生存率の推移、及び表現型を詳細に調べるために、 YPD液

体培地中で対数増殖期まで培養 したlsdl変異株を制限温度に移し、 1時間おきに細胞濃度、生存率および

DNA含量を測定した。また培養液の一部を採取して、 DAPI染色によって核形態を観察した(図48)。パネ

ルAは制限温度に移して 6時間後のDAPI染色像である。一番上の写真に示したように、核分裂後の娘核の

大きさに差異のある細胞が多数観察された。この表現型をlsd表現型と名付け、その出現頻度の推移をパネ

ルBに示した。Isd表現型を示す細胞の頻度は 4時間後より急速に増加し、 6時間後には 2核の細胞(すな

わち核分裂後の細胞)のうち約8割がIsd表現型を示 していた。またパネルAに示したように、娘核が隔壁近

傍に集まっている細胞や、細胞隔壁で核が破l*Jiされた細胞 (cut表現型)、隔壁形成は起こっているが一方

の奴細胞しか核を合まない*111胞なども在日祭された(合計で約10%)。変異株の生存率は、制限j品度に移行

後]H寺1l¥J日より低下しはじめ、 6 H守I/IJi去には約::IOllo、10時間後には 1%以下にまで減少した(ノマネルC)。

制!t2J>i;:.~伎は 5 時間伐まで桁れ山れ !'1~J に ii刊11 し、元の i~.~}支の約!J 1.iVに主った(図48パネ jレ13)。
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遺伝子座 株番号

lsdl 48，197，220，247，275 ，450，H20 1 * ，H265ぺH518*

(mis6/lsd2) 302 

lsd3 303 

lsd4 368 

lsd5 389 

lsd6 397 

lsd7 510 

(mis12/lsd8) 537 

( cut6/lsd9) 日621*

下線、をヲ|いた302.537株はミニ染色体を安定に維持できない。

*印をつけたH201 ，H265，H518，H621株についてはミニ染色体の安定性を調べていない。

上記以外の変異株はミニ染色体を安定に維持できる。

図47 不均等核分裂表現型を示す変異株

DAPI染色による核形態の観察から制限温度で不均等核分裂を起こす変異体を、 mis6、mis12、

cυt6以外に新たに14株単離した。相補群検定の結果、 9株でJsdl遺伝子座に変異が起こっているこ

とが分かった。cut6は隔壁形成によ って核が破断される"cut"表現型を示す変異として単離されて

いたが、詳細な解析の結果、不均等核分裂表現型を示すことが明らかとなった。
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図48. JsdI変異体で、は制限温度で不均等核分裂がおこる

7x10 

60% 

〉、

::6 40% 
の
〉

20% 

0% 

十。

。

5 
Time(hr) 

5 
Time(hr) 

+ 0% 
10 

10 

972(WT) 

cdc10 

10hr 

8hr 

6hr 

4hr 

2hr 

Ohr 

YPD培地で対数増殖期初期まで培養したlsdl-H518変異体を制限温度 (36度)に移行し、経時的に細胞濃度、
表現型、生存率を観察したコ

(A)制限温度培養6時間後のDAPI染色像。パネル上段に示したように姉妹核の大きさに違いが生じている。
小さい方の娘核'矢頭で示す)は核が凝縮しているようにもみえる。パネル下段に示 したような、核の一部が

隔壁ーではさまれているような細胞や、核が一方の娘細胞にのみ分配されているような細胞も観察できた。パー

は10，umo 

(B)細胞濃度および表現型の出現頻度の推移。細胞濃度は7時間後まで増加し続け、約4倍になる。不均等核

分裂を示す細胞の頻度は 11時間伐より増大し、6時間後には2核の細胞のうち約8割が表現型を示していた。

( C) 生存ネはJ!時ti¥J後より il，~少し始め、ポ時:間徒には約30% 、 10時間後には 1%にまで低下した 。

(D) FACSCallによむDNA介;;i-σ)測定、り7'2はG2如、 cdclOiまGI却JDNA含量を不すコン トロール。DNA合訟は
制限泌!交に杉イ)lても大きな変化はみられなか-)た、 。時間以降、 4CDNA合誌を有する細胞の頻度が上昇して
きたο
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，. 

パネルDには、 FACScan測定によるDNA含量の推移を示した。制限温度移行後も、 DNA含量に大きな変

化は観察されなかった。6時間後以降、 4CDNA(Gl期のDNA含量の4倍)を含む細胞の頻度が、若干増加

してきた。

電子顕微鏡による表現型の観察にの観察は東京大学平田博士の指導による)

!sdJ変異株の示す表現型をより深く理解するために、電子顕微鏡による観察を行った。制限温度で

5時間培養した変異株を凍結置換法で処理し、連続切片を作って観察した(図的・51)。変異株では下記に

示すような様々な核分裂異常が観察された。観察された異常は主に次の5つに分類できた。

1 )核分裂が終了していないにも関わらず、隔壁形成が開始している、あるいは完了している(図的パ

ネルA細胞ト4)。これらの細胞はこの後、 cut表現型、あるいはIsd表現型を示すものと思われる。通常、

野生株では、核分裂が完了した後に隔壁形成が始まる (McCully加 dRobinow 1971、Tanakaand Kanbe 1986、

図的。

2 )紡錘体微小管の伸長によって核の一部が突出している(図的パネルA細胞3、パネルB)。核の突

出部位には紡錘体微小管の束が観察できる(パネルB右下)。このような紡錘体による核の異常な突出を

示す細胞では、このあと非対称的な核分裂が起こるものと考えられる。ふつう野生株の核分裂は対称的で、

紡錘体の両端には均等な大きさの娘核が形成されている。

3 )分裂した娘核が隔壁近傍に位置している(図50)。このときの核分裂は完全ではなく、隔壁を貫く

細い管によって娘核がつながっている(パネ jレC-E)。

4 )核の大きさあるいは核内構造が不均等である(図50、51)。娘核の大きさに違いがあることは、連

続切片を観察して祐三思した。以矢印で示した核にある電子密度の高い構造は、核/J、体に相当する構造だと

考えられるが(図51、Tanakaand Kanbc 1986)、ここに示した細胞では、この構造が一方の娘核にしか含

まれていなか った。町・生林の場令は、この的造は両方の核に均等に分配される。核小体を含まない娘核に

は、代わり i二、 7正子術jlCのtl，，'Jし中立子:1大の出ilJが制祭さ れた。このような前述は野生株では飢努でき なL、
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図49. Jsdl変具体の電子顕微鏡観察像

切1j?;fZ7?問培養したJs川湖異体を急速J粕 置換i去によって処理し 電子顕微鏡観察用の連続

(はA)I寸!i2Er「77一、;1はま計城山干核附友幻扮ラ分上裂が完了していないにも関わらず隔桂形成が
の一音!

43ィJ;;j;2121JLE二JLZ173ノ511L2LUZE品三千て?止すfに
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図50. Jsd I変昆体の電子顕微鏡観察像 (cut表現型を示す細胞)
(A)細胞σ，全体像。 娘核 (NlとN2)の分離が完了する前に隔壁形成が起こ 2たらしく、 2つの核が

隔壁を貰くキHI'，イ~:によって連結されている。 N2伎では野生株にはない未知の粒 j二状構造が観察され
る。娘細胞はで細胞質 (C1とC2)の染色濃度が大きく異なっていたo Nl核とN2核の大きさは異なって
いた。 Nl核は')0枚の連続切片にわたって観察されたが、 N2は20枚の切片にわたって観察された。パー
は 1u m。

(B) N I核心)主jj鍬極体 (SPB) とそれに付随する細胞質微小管。どちらとも針生株と比べ異常は見い
だせなかうたパは0.2U 111， 

C) ー([~ 以μ(N1とN2)の述ネiij部分の拡大保ピこれらは同一領域の述紙切片である。紺I¥.¥管が
陥咋を1't¥.'>て ;¥1かうN2につながっているのがわかる 制Jj包隔慢のこの部分は、他に比べj草くなってい
1 ハーは().:.!l 111 
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図51. lsd 1致実体の電子顕微鏡観察像 (lsd表現型を示す細胞)

娘核の大きさが左右で異なっている(黒矢印と中抜き矢印)。 細胞質の染色濃度も左右の娘細胞で

異なって十，t: 右側の娘核では、 通常はみられない粒子状の構造物が観察された。パネル上下は同一

細胞の異なる切片。パーは1.lJ. n1c 
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5)隔壁の位置、方向、形態が異常である(図的パネルA、細胞3、5)。また図50の細胞では、隔壁が通

常より厚くなっている。特に核の一部を挟んだ中央部で顕著である。

lsdl変異株で、は染色体は均等に分配されている

lsdl変異体で、起こる不均等な核分裂は、 mis6、12変異体と同じく染色体DNAの不均等分配に起因する

のかもしれない。この可能性を検証するために、蛍光insituハイプリダイゼーション (FISH) により、変

異株での染色体分配の様子を観察した。制限温度で6時間培養した細胞を固定し、 rDNAをプロープとして

FISHを行った。rDNAは分裂酵母の第3染色体に存在しているので、この解析によって第3染色体の分配

の様子を観察することができる。

図52にその結果を示した" 2核の細胞中 9割以上で両方の核にFISHのシグナルが認められた。 lsd表現型

を示す細胞では、小さい方の娘核のFISHのシグナルは明るい小さな点のように見えた。それに対し、大き

い方の核ではrDNAは、野生型の場合(図52wt) と同様、少しぼやけた大きな塊として観察された(図52左

側写真の矢頭で示した細胞、あるいは図52右側)。隔壁近傍に核が集まっている細胞ではrDNAは分離せず、

隔壁によって挟まれていた(矢印で示す)。

この結果は、予想に反し、 lsdJ変異株では染色体DNAは均等に娘細胞へ分配されていることを示してい

る。 FISHのシグナルの強度や形態から判断すると、小さい方の核では染色体DNAが高度に凝縮しているよ

うである。これは核分裂期の染色体凝縮とは様子が異なる。微小管染色を行っても、小さい方の核で紡錘

体形成が起こっていることはなかった(データは示さない)。

以上の結果をまとめると、 fsdl変異株では染色体DNAは均等に娘細胞へと分配されるものの、染色体の

凝縮状態が姉妹核で異なり、そのため核の大きさに著しい差異が生じていると考えられる。

lsdl+遺伝子は脂肪酸合成酵素の αサブユニットをコードする

fsdl変異株のjiI度感受性を相補するゲノムItlr片a を分裂酵母:ゲノムライブラリーより単離した。ゲノムラ

イブラリーを導入した90000の形針転換体から、潟度感受性が相補されたものが22株得られた。それら

の1r~:(11 ~I王換{+:から、プラス ミトーを llïjJj;{したところ、 :2 Hi.r.uのプラスミドが科ら jした(1'SA100とpSA110)。
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図52. Jsd J変異体で、は染色体は均等に分配されている

Jsdl変異株を制限温度で6時間培養後 (YPD培地)、固定し、 rDNAをプローブとしたFISH法により

第3染色体の分配の様子を調べた。 rDNAはリボソームRNAの遺伝子で第3染色体の両端に反復して

存在していや。パーは10μmo

左側のパァ、ルにはcut表現型を示している細胞(上、矢印で示す)とIsd表現型を示している細胞

(下、矢頭で示す) を示 した O 矢印で示した細胞ではrDNAのシグナルが分離せず、細胞隔壁にはさま

れている。なお、 この細胞では隔壁がDAPI、FISHで染色されているが、これはアーテイファクトによ

るものである。矢頭で示した細胞では、核の大きさに違いはあるがFISHのシグナルは姉妹核の両方に

観察される。

右側のパ不ルにはIsd表現型を示す細胞を示した。最下段は間期の野生株細胞である。 lsd表現型をし

めした細胞の9割以上で、第 3染色体は両方の核に分配されていた O 小さい方の核のFISHのシグナル

は野生株の場合に比べ小さく、高度に収縮しているように見えた。
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制限酵素地図の比較から、両者は同じゲノム領域を含んでいるものと考えられる(図53)。これらがLsdl

変異を相補することは再度形質転換を行って確認した。

pSAI00のpstI4kb断片をプロープにして、整列コスミドライブラリー (Mizukamiet al. 1993) に対してサ

ザンハイプリダイゼーションを行ったところ、このプラスミドが第一染色体上のsds22+、ppaJ+遺伝子近傍

のゲノム領域を含んでいることが明らかとなった。四分子解析を行ったところ、 lsdJ変異遺伝子はppaJ遺

伝子と強く連鎖していた (PD:NPD:TI=27:0:0)ので、 pSAloo、pSAl10はlsdr遺伝子本体を含んでいるも

のと結論した。

サブクローニングの結果、 6.5kbのspeI断片を含むpFAS2・100プラスミドがlsdl変異を相補した。

pFAS2・100の塩基配列を決定したところ、 1842アミノ酸のタンパクをコードすると思われるオープンリー

デイングフレームが lつ見いだされた(図54、pFAS2・100の塩基配列決定は鍋島博士によって行われた)。

タンパク質データベースに対しホモロジー検索を行ったところ、 lsdl+j宣伝子は出芽酵母S.cerevisiaeのFAS2

遺伝子と高い相向性を示した(図55、約60%のアミノ酸が同一)。真核生物の脂肪酸合成酵素は α、戸サ

プユニットがそれぞれ6分子づつあつまったヘテロ12量体を形成しているが、出芽酵母FAS2遺伝子はその

αサブユニットをコードしていることが分かっている (Schweizeret al. 1984)。その相向性より、 lsdt遺

伝子は分裂酵母の脂肪酸合成酵素 αサプユニットの遺伝子であると結論した。

lsdl+遺伝子は生育に必須である

定法に従い、 lsdtの遺伝子破壊を行った(材料と方法、図56パネルA)。一方の相同染色体上のlsdt遺

伝子をura4遺伝子に置換したヘテロ二倍体を作成し、胞子を形成させ、四分子解析を行った。 26度、 33度

いずれの温度においても 4胞子のうち、コロニーを形成をしたのは 2胞子のみで、すべてウラシル要求性

であった。この結果はlsdtj宣伝子が破壊された一倍体細胞は生育出来ないことを意味している。胞子発芽

法(材料と方法)によって遺伝子破壊体のみを発芽させたところ、細胞数は約8倍まで増加した。その表

現型をDAPI染色で観察したところ、温度感受性変異体の場合と同じく、 lsd表現型を示した(図56パネル

B-D)。以よの結果より、 lsdj+j立伝子は生育に不可欠で、均等な核分裂を行うために必須であると考えら

:1'1，る。
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図53. Jsdl変異を相補するゲノム断片の単離

complementation 

+ 

+ 

+ 

分裂酵母野生株ゲノムライブラリーをlsdl-H201変異体に形質転換し、その温度感受性を相補

したゲノム断片を 2種類えた (pSAIOOとpSAIIO)。制限酵素地図を作製し、比較したところ

両者は同一のゲノム領域を含むものと考えられた。

サプクローニングを行った結果、 pFAS2・100が温度感受性を相補する必要最小限の領域を含

んでいた。
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図54. lsd r遺伝子の塩基配列の決定
pFAS2-JOOプラスミドの塩基配列を決定したところ、 1842アミノ酸のタンパク質をコードするORFが一つ見いだされ

た。
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図56. Jsd J+遺伝子は成育に必須である

(A)定法に従いJsd1+遺伝子を破壊した 。 Jsdl+遺伝子の大半を ura~遺伝子で、置き換えたDNA

断片を作成し、ura4-の2倍体に形質転換した。相同組み換えにより、 Jsd1+遺伝子の一方が破壊
された2倍体をウラシル非要求性、サザンプロ ッテイングで選択した。この2倍体を胞子形成さ

せたと ころ、 4胞子のうち生育可能なものは 2つだけで、それらはいずれもウラシル要求性で
あった。

(B) -(D) Isd1遺伝子破壊2倍体を胞子形成させ、ウラシルを含まない合成培地中で、 Jsd1
遺伝子破壊半数体を強制的に発芽させたo (B)には細胞濃度、 (c)にはlsd表現型の頻度、
( D)にはDAPI染色像を示した。胞子は培養開始18時間後より発芽し始め4-5回の細胞分裂の後、

成育を停止した (34時間後)。 このとき細胞は (D)に示すようにlsd表現型を呈していた。 lsd
表現型を示す細胞の頻度は時間経過と共に増加し、 48時間後には2核の細胞のうち90%が表現型

を呈 してし・た。バーは 10μm。
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lsdlノ変異はパルミチン酸の添加により相補される

lsdl+遺伝子が脂肪酸合成酵素をコードすることが明らかとなったので、脂肪酸を培地に添加することに

よりその表現型が相補されるかどうか検証した。図57に示すように、脂肪酸の一種であるパルミチン酸

0.03%をYPDプレート培地に加えると、検証した 3つのlsdl変異 (lsdl骨H201、-H265、-H518)すべてについ

て温度感受性が相補された。またこのとき、 DAPI染色で調べたところ、制限温度においても核分裂は正常

に起こ っていた。これは、 lsdl変異体で、は脂肪酸の供給量が低下し、その結果として不均等核分裂が起こっ

ていることを示唆している。なお、加えるパルミチン酸の量を希釈して、相補に必要なパルミチン酸濃度

を決定したところ、 lsdl-H518株は0.0075%、lsdl-H265株は0.0038%、lsd1・H201株は0.015%が最小限度であっ

た(データは示さない)。

cut6変異体は脂肪酸合成の前駆体(マロニルCoA) を合成するアセチjレCoAカルボキシレースの温度感

受性変異体で、やはり制限温度で、lsd表現型を示し致死となるのであるが(山下、修士論文)、その温度感

受性はパルミチン酸の添加によっては相補されなかった。

抗生物質セルレニンによってlsd表現型が誘導 される

真菌Cepharorporiumcacrulensが産生する抗生物質セルレニンは脂肪酸合成酵素の活性を阻害することが

知られている (Awayael al. 1975)。野生株培養液に10μg/mlのセルレニンを培地に加えると、生育が阻害

された。細胞濃度の増加は3時間後に1.8倍にな ったところで停止した。 (図58パネ jレA上) 。このとき細

胞をDAPI染色して観察したところ、 lsdl変異体と同様のlsd表現型が観察された(図58パネルA下、B) 。セ

ルレニン添加3時間後には、 2核の細胞のうち8害IJがlsd表現型を示していた。プレート培地上でもセルレニ

ンは野生株酵母の生育を阻害したが、この阻害効果はパルミチン酸を添加することで打ち消された(デー

タは示さなし¥)。分裂酵母では、セルレニンはかなり特異的に脂肪酸合成酵素を阻害するようである。な

お、許容温度においてJsd1変異株 (Jsdl-H201、-H265、-H:引8) はセルレニンに対し野生株よりも強い感受

性を示した。調べた3株のうちではJsdl -H26対米がf最 も ~giv ¥感受性を示した(データは示さなし可)。

脂肪酸合成の阻害は核分裂期に致死的影響をおよぼす
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図57. lsdl変異体の温度感受性はパルミチン酸で相補される

野生株 (HM123)、lsdI-H20J、-H265、-H518および、cut6-621変異株をYPDフ。レート (A)ある

いはYPD+O.03%パルミ チン酸プレート培地に塗布 し (B、C)、26度 (c)または36度 (A、B)
で培養した J (B、C)にはパル ミチン酸を可溶化するため1%tween20を添加した。

(A)制限温度で培養 した場合、野生株以外の変異株はコロニーを形成できなかった。

(B)培地中にパル ミチン酸を添加すると、 Jsdl変異株は制限温度で、も野生株と 同程度のコロ

ニーを形成できた。しかしcut6変異株はパルミチン酸存在下でもコロニーを形成しなかったn

(c) ノfルミチン添加は許容温度での生育に影響を与えることはなかっ た。
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図58. 脂肪酸合成を阻害するとIsd表現型が誘導される

野生株培養液 (YPD培地、 33度)にセルレニン (10μg/mI)を添加し、経時的に細胞濃度と表現型を観

察した。セルレニンは菌類が合成する抗生物質で脂肪酸合成酵素を阻害するこ とが知られている。

(A)細胞濃度l立添加3時間後に1.8倍まで増加した。その後、生育は停止した。このとき細胞はIsd表現型

を示していた。1時間後には 2核の細胞のうち8割が表現型を示していた。

(B)セルレニン添加2時間後のDAPI染色像。矢印で示すようにIsd表現型を示す細胞が多数観察される。

ノTーは10μm。
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脂肪酸合成の阻害が、細胞周期のどの点で致死的影響を及ぼすのか決定するために、エルトリエーショ

ン法でG2期初期に同調した細胞を(材料と方法)セルレニンを含む液体培地で培養し、生存率の変化を調

べた(図59)。生存率は100分目より低下し始めた。この時期は、紡錘体を有する細胞の頻度がピークに

達して細胞数が増加し始める時期であり、核分裂後期~隔壁形成期に相当すると考えられる。この結果は、

脂肪酸合成の阻害が核分裂期に致死的な影響を及ぼすという可能性を示唆している。この可能性をさらに

検証するために次のような実験を行った。

分裂酵母cdc25変異体で、は、制限温度36度で培養するとM期進行の駆動力である臼c2カイネースの活性化

が起きず、細胞周期はG2期後期で停止する。 G2後期に停止したcdc25変異体を許容温度に戻して培養する

と向調的に有糸分裂が進行し、細胞の生育が再開する (Morenoet al. 1989)。制限温度で 1時間培養した

cdc25変異体の培養液中にセルレニンを添加し、制限温度で培養し続けてその生存率の変化を測定した。図

60に示すようにセルレニン添加後3時間経過しても生存率に変化はみられなかった。これは、 G2期で停止

している限り脂肪酸合成が阻害されても細胞は死なないということを示している。この培養液を許容温度

に戻して核分裂を進行させると生存率は急速に低下した。先のエルト リエーションによる向調培養の結果

と併せて考えると、脂肪酸合成阻害はM期特異的に致死的効果を及ぼすようである。

図59の実験では隔壁を持つ細胞の割合が20%にまで高まった後、減少せずそのまま維持された。細胞数

の増加速度も、セルレニンを加えなかったコントロールに比べ低下している。脂肪酸合成の阻害によって

細胞質分裂の進行も遅延しているのかもしれない。

M期に起こる事象としては、核分裂と細胞質分裂の 2つが考えられる。セルレニンで脂肪酸合成が阻害

された場合、どちらの事象が細胞を死に至らしめるのかを検討するために以下のような実験を行った。分

裂酵母cdcll変異体は隔壁形成に欠損を持つ変異体で、制限温度で培養すると隔壁形成 -細胞質分裂が起こ

らないまま細胞周期が進行し、 lつの細胞質に複数の核を持つ細胞が現れる (Nurseet a1. 1976、図61パネ

ルA右)。この変具体をセルレニン存在下、制限温度で培養して生存率の変化とDAPI染色像を観察した

(図61)。この変異体を用いた場合、理由は明らかではないが、セルレニンによって核分裂が阻害された。

培養 5時間後、セルレニンを加えなかったコントロールでは全細胞中の約75%が4つ、 25%が8つの核を含

む組けj包であったのに対し、セル レニンを加えた場合は、70%がl核のままで、核分裂が起こって 2核になっ

た細胞は30%であったのパネルA左に示すょっに、 2核になった細胞では娘核の大きさに不均等が生じてい

た。セルレニン存在下でもやはり隔世形成は全く起こらなかった。セ ルレニン添加前80%であった生存率

は、:)11;)' [ljJ f去には約)()切にまで il~ 下していた(ノ〈ネル B) 。この結果は、隔壁形成が起こらなくても不均

咋な怯分裂1'1イ+.:が!1:イj-:ニ;-fの低下そり|さ起乙すということを示11亥している。
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図59. 脂肪酸合成を阻害するとM期に致死となる

野生株 (972株) をエルトリ エーショ ンによ ってG2初期に向調し、 10μg/mlのセルレニンを含む

YPO培地で培養 した (33度) 0 20分間隔で経時的にサンフ。ルを採取し、細胞濃度 (A) 、生存率

(B)、紡錘体指数 (c、紡錘体を有する細胞の頻度、 M期の指標となる)、隔壁形成指数 (0、細胞

隔壁を有する細胞の頻度)を測定 した。 七ルレニンを力[1えなかったコントロールの増殖曲線は (A)

に口で示した。

紡録体指数より判断すると 60分後ごろよりM期が開始し、100-120分頃にMWj終期になると思われ

るコ生存平はG2期の111jは市川、ままであるが、 MWl後WJ-終10Jに相当すると忠、われる 100分後より急速に

低下した。隔壁形成指数は I()O分伝にピークに述し、そのまま20(Yoを維持した。 通北、|同~nr~成が起

こると述やかに細胞ft分裂が逆行して附m:]r~J五指数は低下するはずなので、脂肪蔽合成を阻害すると

附 Å~~~ 7形成、 ~:lil Jl詰 'N分裂にも j出 hlが(J~' じふと，忠われる。
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図60. G2期停止している細胞では脂肪酸合成が阻害されても致死とならない

許容温度で対数増殖初期まで培養したcdc2S変異体を制限温度に移し(・1時間目)、 1時間培養した。

その時点(0時間目)でセルレニン (10μg/ml) を添加し、そのまま制限温度で3時間培養を続けた。そ
の問、 1時間毎に生存率を測定したが(ノぐネル上段)、生存率は低下しなかった。その後、許容温度に

戻し、 M期を再開させると、生存率は急速に低下した。パネル下段には、その時の細胞濃度の変化、お

よびセルレニンを加えなかったコントロールの細胞波度変化を示した。
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図61. 脂肪酸合成阻害は核分裂過程に致命的影響を及ぼす
cdcll変異株の培養液 (YPD培地)にセルレニン を添加 し(10μ g/ml)、あるいは添加せずに制
限温度で培養し、表現型、細胞濃度および生存率を測定 した。 cdcIIは隔壁形成に欠損を持つ変異
体で制限温度では核分裂は起こるものの、隔壁は形成さ れない。

(A)制限温度に移行後4時間のDAPI染色像。 セルレニンを加えなかった場合、多くの細胞が
多核であったが(パネル右)、 セルレニンを加える と3割の細胞が2核になっているに過ぎなかっ
た(本文参照) 0 2核の細胞では、姉妹核の大きさ に違いが生 じていた。バーは10μmo

(B)セルレニンを添加した場合 (A)も、しなかった場合 (ム)も細胞濃度の増加は、制限
温度に移してすぐに停止した(パネル上段)。生存率は、セルレニン を加えなかった場合 (0)
は変化が無かったのに対し、 セルレニンを添加する と (・)、隔壁形成が起こらないにも関わら
ず、 1時間後より減少し、 5時間後には約50%まで低下した。
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第二部考察

均等な核分裂を行うためには脂肪酸合成が必須である

本研究で示したとおり、 Jsdtは生育に必須な遺伝子で、脂肪酸合成酵素 αサブユニットをコードしてい

たo lsdl変異体は核分裂に欠損があり、娘核の大きさに差異が生じるlsd表現型を示す。cu[グ遺伝子はアセ

チルCoAカルボキシレ←スをコードしているが、この酵素は脂肪酸合成の前駆体であるマロニルCoAを合

成する。cut6変異体もやはり Jsdlと同様の核分裂欠損の表現型を示した(データは示さない、山下、修士論

fヘ 文)0 lsdt遺伝子 もcuto遺伝子もともに脂肪酸合成に必須であり、両遺伝子の変異は互いによく似た表現

型を示 したっ脂肪酸は、 生体膜の構成要素でありエネルギー源でもある脂質の原材料として必須であるが、

オルガネラやRNA輸通直程などにおいても重要な働きをしているようである (Schneiterand Kohlwein 1997)。

たとえば出芽酵母のmtr7はア セチルCoAカルボキシレースの変異体であるが、この変異体ではmRNAの核

外翰送に欠損が生 じ、 mRNAが核内に蓄積する (Schneiteret aL 1996)。また出芽酵母mdm2変異体では娘〆

細胞へのミトコンドリアの分配が異常になる が、lvfDM2遺伝子は脂肪酸不飽和化酵素をコードしている

(Stewa口andYaffe 1991)。本研究により、脂肪酸合成が核分裂を正常に進行させるためにも必要であるこ

とが明らかとなったc

M期に脂肪酸濃度が低下すると致死的な不均等核分裂が起こる

lsd 1変異は劣性で、あった。 Isd1変異遺伝子によ ってコードされる変異型脂肪酸合成酵素は、制限温度では

活性が低下するのだろう 。そのためにlsd1変具体では細胞内の脂肪酸量が低下し、それが引き金となって

核分裂が不均等と なると考えられる。 この推測は、 1) Isd 1変異がパルミチン酸の添加によって相補される、

2)脂肪酸合成阻害斉IJセルレニンを野生型酔母の培養液に添加すると Isd1変異体と同様の核分裂異常が誘導

される、という 2つの事実によっても支持される。 制限温度で培養してG2WJで生育停止させたcdc25変異株

の生存率はセルレニン存花下でも低下しなし 1。ところが許容潟伎に戻してM期を再開させると セルレニン

イパf:下で乏i.iiliに生存手がft¥I、ーした。これは MmJ特à~(1なに jm))方面支合成が必須となるということを意味してい

ゐが、そのれ釈としては次のような可能性か考 λ られる。 I)キ1I11J包が核分裂WJを正?;1・に通過すゐためには
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細胞内脂肪酸濃度が上昇する必要があるのかもしれない、 2)脂肪酸濃度は細胞周期を通じ
て一定に保た

れるが、 M期になると核膜や輸送小胞などの生体膜の新規合成のために脂肪酸消費量が増
加し、それを補

うために合成酵素が活性化しなければならないのかもしれない。あるいは、 3)脂肪酸の合成量
も消費量

も通常は細胞周期を通じて一定であるが、 G2期で停止している限りは脂肪酸が枯渇しても
死には至らない

という可能性も考えられる。これらの可能性を検証するためには、細胞周期を通じての脂
肪酸量や代謝産

物量の変動を測定する必要があるだろう 。アセチルCoAカルボキシレースはAMP依存的カ
イネースによっ

て不活性化されることが知られている(例えばW∞dset al. 1994) 0 AMPはATPの代謝産物であり、その量

は細胞内のエネルギー状態の良い指標となると思われる。出芽酵母のAMP依存的カイネー
スSnflは培地中

のグルコース量が低下すると活性が上昇し、また試験管内では2A型脱リン酸化酵素によっ
て不活性化され

る。脂肪酸合成系は細胞周期やエネルギー状態によって活性調節を受けているのかもしれな
い。

OA・519(oncogenic antigen-519) は乳ガンや子宮ガン、前立線ガン等の患者のガン細胞で増
量している分

子で、ガンの悪性度が進行するにつれ発現量が増量する。この分子はガンの早期発見のた
めのマーカーと

して利用されている (Shurbajiet al. 1992、Shurb匂ietal.1996など)。このOA-519を精製したと
ころ、脂肪

酸合成酵素であることが明らかとなった (Kuhajdaet al. 1994) 0 OA-519が増量しているガ
ン細胞では脂肪

酸合成の活性も上昇していた。これは、脂肪酸合成の制御が乱れると細胞周期進行に異常
が生じるという、

可能性を示唆している。

lsdl変異体で、は染色体以外の核構造が不均等分配されるらしい

lsd表現型は新しいタイプの核分裂欠損である。 mis6、misl2変異体の表現型との類似性から
、当初Jsd1変

異体で生じる姉妹核の大きさの差異は染色体の不均等分配によるものと予想していた。し
かしながらFISH

法による解析で明らかにしたように、 Jsd/変異体では染色体は正しく均等に分配されてい
た。この結果か

ら考えると、この変異体では動原体や紡錘体の機能には欠損はないらしし、。予想に反して
、姉妹核の大き

さの違いは染色体凝縮の程度の迷いが原因であった。 FISHでのrDNAのシグナルの大きさ
や強度から判断

すると、小さい方の娘核では染色体が:ifl凝縮しているよつである。しかしながら、何が原
因となって姉妹

核の凝縮状態に廷が生じるのかは明らかではなし、。脂肪駁合成が阻害されると染色体以外
の何らかの核内

偽造の不均与分配が起こり、それが原因 で染色体の緩和白状態に ii~ が生じるのかもしれなし、。例えば核膜孔

が小均等に分配されど}と 、核|人j輸送がープjの以松で、のみ欠如し、その結以として具合な染
色体長約が起こ

;:】のからしれ ~l ~、
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分裂酵母ω1(defective in chromosome decondensation)変異株はM期終期になっても妓核が脱凝縮できず、

両方の核が小さく過凝縮してしまう (5むerand N urse 1994)。娘核が過凝縮しているという点に注目すれ

ば、 lsdlとdcdlの表現型は似ていると言えるだろう。 dcdt遺伝子は先に単離されていたpimt遺伝子

(Matsumoto and Beach 1991) と同ーであり、晴乳類RCCl遺伝子と相同である。 RCC1はRan依存的核輸送

に関与しており、 piml/dcdl変異で、は核輸送および染色体脱凝縮が異常になると恩われる。またpl・ml変異株

では核膜の断片化が起こっているらしい (Demeteret al. 1995)。電子顕微鏡観察によれば、 lsdl変異体で

は核膜は正常であるように見えたが、検出できない程度の微細な欠損が起こっている可能性はある。脂肪

酸合成を阻害すると核分裂後、核輸送あるいは核膜形成に異常が生じ、その結果、一方の娘核で有糸分裂

完了後の染色体脱凝縮が起こらなくなっているのかもしれない。

電子顕微鏡でlsdl変異株を観察したところ、伸長した紡錘体のよって核膜の一部が飛び出しているよう

な異常な核分裂像が観察された。この異常な核分裂は、脂肪酸濃度の低下によって核膜の化学的性質が変

化したために起こるのかもしれなし、。あるいは、様々なGタンパクや核膜ラミン、チロシンカイネースな

どが脂質修飾を受けているといわれているが (Fukadaet al. 1990、Kokameet al. 1992、Casey1994、

Georgalos et al. 1994、Koeglet al. 1994) 、そのような修飾が起こらなくなった影響で核分裂が異常になる

のかもしれなし E。いずれにせよ、核分裂過程の異常によって核の構成要素が姉妹核へ不均等に分配される -

と恩われる。実際、変異体では電子密度の濃い核小体領域(核小体マトリクス)は大きい方の娘核に残っ

ており、小さい方の核は核小体マトリクスを失い、代わりに電子密度の高い頼粒状の構造を含んでいた。

小さい方の核へは何らかの核構造が分配されず、そのせいで染色体が脱凝縮した核構造を再構築できなく

なっているのかもしれなし .0 あるいは、何らかの脂肪酸の誘導体がそれ自身で核骨格の材料になっている

可能性も考えられる。

まとめ

本研究では、核内構造の均等分配を保!節するための新規な制御機構が存在することを示した。そして有

糸分裂矧における脂肪酸主の低下は、そのような均等分配の過程に致命的な影響を与えた。脂肪酸やその

代謝物のレベル変動、あるいは核タンパク貨の脂質修針jの状態の変化を誹lべることで、核内構造分配にお

ける目別l1j椴分子の役割がより fijJらかになると忠jつれる。

105 



/ヘ

おわりに

本研究では、核分裂の均等性を保障する 2種類の因子について解析を進めた。

分裂酵母Mis6、Mis12は動原体結合タンパクであった。 Mis6はGl期、 Mis12はそれ以前に機能して、動

原体特異的クロマチン構造の形成に関与しているらしい。これらは姉妹染色体を娘細胞へ均等分配するた

めに必須であった。mis6変異体で、は、 M期中期に動原体が紡錘体中央へ集合できず、また時期尚早な姉妹

動原体分離も観察された。動原体クロマチンは姉妹動原体を連結する「コネクター」として働き、動原体

と紡錘体の両方向的結合 (bi-orientation) を保障していると思われる。

一方、脂肪酸合成酵素Lsdlの変異でも不均等な核分裂が引き起こされた。細胞内の脂肪酸濃度を低下さ

せるとM期特異的に致死的な異常が生じ、不均等核分裂が起こる。この不均等核分裂は、染色体分配の異

常によるものではなく、それ以外の核構造の不均等分配によるものらしい。何らかの構造が不均等に分配

されたため、姉妹核問で染色体の凝縮状態に差が生じたと思われる。この分配過程に脂肪酸が関与すると

いうことは、たいへん興味深い発見であると思う。

従来、核分裂について考える場合には染色体分配過程に重点が置かれていたが、それ以外の核構造の分

配もやはり生命の維持に重要なのだろう 。r遺伝情報」が子孫に伝達されるためには、遺伝子本体を含む

染色体が分配され、さらにその機能発現に必要な核膜や核骨格などが分配されることが必須であるらしし 10
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材料と方法

菌株

(分裂酵母)

本研究で用いた分裂酵母s.pombe株はすべて972あるいは975株に由来する。

野生株

972:h. 

975:h+ 

HM123:h leul 

遺伝子破壊二倍体作成用

5A:h leu 1 ura4ιfeι210 

1 D:h+leu 1 his2 ura4 ade6-216 

mis6、mis12、lsd1、cut6'K異株は、温度感受性変異株ライブラリーより単離されたものを3度以上戻し交

配した後に用いた。必要に応じて各種細胞周期変異 (cdclO、cdcl1、cdc25、cut4、cut9、nω)あるいは栄

養要求性変異 (Jeu1、his2、ura4)を交配によって導入した。

(大腸菌)

形質転換用の宿王としてMM294株あるいはJMI09株を用いた。

プラスミドベクター

大腸菌用のベクターとしてはpBluescriptKS+(Stratagene社)を用いた。

分裂酵母用の多コピーベクターとしては、 pSK248あるいはpDB248を用いた。 pSK248はpBluescriptに出芽

酵母LEU2泣伝子断片と2μDNA自律複製配列をつないだプラスミ ドであり、 pDB248は大腸菌ベク タ-

pBR322にLEU2遺伝子断片と2μDNA自律抜梨配列をつないだプラスミドである。出芽酵母LEU2j宣伝子は

分裂酔母JeuJ夏、具の口イシン要求性を柑制することができる。分裂酵母のゲノム組み込みベクターとして

はpI'ノCIIをJilしEたρ これはpBluじscriptにLEU2泣伝子断片をつなげたもので、自体松製配デiJを含まなし '0
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基本的操作

大腸菌およびプラスミドDNAの基本的取り扱いはManiatiset al. 1982に従った。TEノてッファ一、 PBS(リ

ン酸緩衝生理食塩水)等、基本的試薬の調製もManiatiset aI. 1982に従った。

PCRにはAmpliT，伺ポリメレース (Pallくinelmer社)を用いた。反応条件は次の通り 。変性は94度30秒、伸

長反応は72度l分。アニーリングは用いるプライマーに応じて最適条件を検討した。

塩基配列の決定にはABI社の蛍光自動DNAシークエンサーを利用し、 Dye-tenninator法を用いた。

分裂酵母の基本的取り扱いは、 Alfaet aJ. 1993に従った。富栄養培地としてはYPD(1%イーストエキス

トラクト、 2%ポリペプトン、 2%グルコース)あるいはYE(0.5%イーストエキストラクト、 3%グルコース)

を用いた。合成培地としてはEMM2(Mitchison 1970) を用いた。接合用培地としてはSPAを用いた。必要

に応じてロイシン、ヒスチジン (200μg/ml) 、アデニン、ウラシル (75μg/ml) を添加した。プレート固

形培地には2%寒天末を加えた。

パルミチン酸添加実験では、 YPDに0.03%のパルミチン酸と 1%Tween-20を加えてからオートクレープし

て用いた。セルレニン添加実験では、オートクレーブ滅菌した液体培地を常温に戻した後、フィルタ一波

過したセルレニン水溶液を添加した。 ヒドロキシウレアによるS期向調実験では、実験直前に準備したヒ

ドロキシウレア水溶液をフィルタ -1.慮、過し15mMになるよう培地に添加した。

分裂酵母へのプラスミド導入は酢酸リチワム法を用いた。生存率の測定は、約1000個の細胞をプレート

培地に広げて許容条件で培養後、コロニーを計数した(生存率二コロニー数/プレートに広げた細胞数)。

lsdl-1遺伝子の単離

pDB248ベクターを基本とした分裂酵母ゲノムライプラリーをJsdl-H201変異株に形質転換し、プレートを

26度で1.5日培養後、 36度にうつしてさらに培養した。36度で形成されたコロニーを拾い、酵母からプラヌ

ミドを回収した。回収したプラ スミドを制限酵素切断のパターンにより分類したところ、 2種類のプラス

ミドpSA100とpSAll0が何られた」ことが明 らかと なった。これらを再度Jsd1変異株に形質転換して、温度感

受性ヰfiflliを1I{1:認した。コスミドマ yプの結果、 これらのプラ スミドがPfi♂(J宣伝子近傍のゲノム領域を含む

こと が iYJ らかとなり 、 巴l 分子手i((:1 Jí' の示古来 Isd l jníi~ 子と ρfìc1lill伝子がS:ii<辿お'tして いることがfljlらかとなっ
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たので、これら プラスミドがJsdl+遺伝子を含むと結論した。

エルトリエーションによるG2期同調

Moreno et al. 1989およびKinoshitaet al. 1990に従った。 Beckman社のElutoriatorroterを備えた遠心機

(疋-5.0システム)を用い、遠心力とローターに備わった水流ポンプの圧力を調節して(ポンプ圧8.0、

2400中m)、小さな細胞を選択的に採取した。分裂酵母は細胞の大きさと細胞周期に相関関係があるので、

これによってG2初期の細胞を集めることができる。

窒素源枯渇

Nurse a.'ld Bissett 1981およびSakaand Yanagida 1993に従った。 EMM2液体培地で対数増殖後期まで培養し

た細胞を塩化アンモニウムを除いたEMM2培地に懸濁し、 26度で 12時間以上培養した。その後、適当な濃

度になるようEMM沙き地あるしEはYPD培地に懸濁して、 G1期から生育を再開させたO なお、栄養要求性マー

カ一入った株を用いると、この実験は成功しなかった。

FACScanによるDNA含量の測定

基本的にCostelloet al. 1986に従った。 10
7
細胞を集菌し、蒸留水で洗浄後、 70%エタノールに懸濁し、 4

度で半日以上固定した。遠心してエタノールを除去し、細胞を50mMクエン酸ナトリウム (pH7) で2度洗

浄後、 Img/mlの町、seAを含むクエン酸ナトリウム溶液に懸濁し、 37度3時間保温してRNAを分解した。慰

濁液の一部を シース液 (BectonDickinson社)で希釈し、軽く超音波処理を施した後、 12.5μg/mlのヨウ化

プロピジウムでDNAを染色した。測定装置にはFACScan (Becton Dickinson社)を用いた。

DAPI染色、免疫染色、 FISH、蛍光顕微鏡観察

DAPI染色はAdachiand Yおlagida1989に従った。醇匂培養液に、 1/10容量の25%グルタ ールアルデヒ ドを添

加し 、 氷_I ~で.20分以上位l定した。PBSで3良:iぅu争後、少支のPBSに懸?90して冷煎保存した。スライドグラス

J:. -(25μg/lli I の IJArT を i .f~1)11し、台(光JjIJT(1;投H2で制捺した。
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免疫染色はHagan叩 dHyams 1988に従った。培養液に3%ホルムアルデヒドと0.25%グルタールアルデヒド

を添加して1時間固定後、 0.5mg/mlZymolyase 100Tで、細胞壁を消化し、一次抗体、次いで蛍光標識二次抗体

を結合させた。核はDAPIによって染色した。微小管染色には抗 αチュープリン抗体TATl (W∞ds et al. 

1989) を一次抗体として用いた。

FISH はUzawaand Yanagida 1992およびFunabikiet al 1993に従った。細胞をアルデヒドで20-60分固定して

から0.1mg/ml Novozym234と0.5mg/mlZymolyase 100Tで、細胞壁を消化し、染色体DNAをアルカリ変性後、

デイゴキシゲニン (DIG) 標識したプロープDNAをハイプリダイズさせた。蛍光標識抗DIG抗体

( Boehringer社)でプロープDNAを蛍光染色した。 DIG標識にはOligonucleotidetailing labelingキット

(B∞hringer社)を使用した。 SPBの免疫染色には抗Sadl抗体 (Hagan加 dYanagida 1995) を用いた。 rDNA

プロープとしてはpYIlO.4(T凶act al. 1989) 、otrフ。ロープとしてはpYC140(Chikashige et aし1989) を用い

た。

蛍光顕微鏡観察にはi∞w水銀ランプを備えたAxiophot蛍光顕微鏡 (Zeiss社)か、共焦点レーザー走査顕-

微鏡MRC-I024 (BioRad社)を用いた。写真撮影にはKodak下Max4∞白黒フィルムを用いた。高感度撮影

にはSIT(Silicon intensitier target) カメラCI000か冷却CCDカメラC5985 (ともに浜松フォトニクス社)を

使用した。得られた高感度画像は付属のコンヒューターあるいはビデオ取り込みによってデジタル化した。

Adobe photoshopあるいはl¥'1HImageソフトウエアを用いて、情報の線形性を失わないよっに注意しながらコ

ントラスト補正、疑似着色を行った。

位相差顕微鏡を用いた生細胞核分裂の観察

Robinow 1975を参考とした。21%ゼラチンを含むYPD液体培地を100度でゾル化した後、 37度まで冷却し、

あらかじめ暖めておいたスライドガラス上に20μl滴下した。フレート培地上で1日程度培養した新鮮な細

胞を掻き取り、スライドガラス上で'YPD+セ'ラチン培地に懸濁した。泡が入らないよう lこ22mm四方のカバー

グラスをかけ、 22度で30分程度保泊して、ゼラチンをゲル化した。 21%ゼラチンを含むことで培地と細胞

質の屈折半がおおよそ r~ïJ じになり、核領域の{立制!廷を視覚化できるよう になる 。

間去には、 100Wハじlゲンランプと位相主主照明北也、および1001計位相差対物レンズ(間口数1.4プラン7

i ク口てノ ー ト) を1)11Jえた f¥¥i()p!1o[ ~Ul1;投臼~: (スじ!日社) を m いた の ~Mi;iラには fl¥J欠記録ピテオレコ ーター
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BR-S92S (ピクタ一社)に接続した明視野用カメラC2400(浜松フォトニクス社)を使用した。

GFP観察

細胞を固定して観察する場合にはメタノール固定法を用いた。

GFPを発現している細胞を対数増殖初期まで培養したのち、吸引il意過装置を用いてグラスファイパー製

フィルター上に集めた。・80度に冷却した 100%メタノールに細胞の張り付いたフィルターを浸け、・80度の

デイープフリーザー中で30分以上静置した。その後、室温のPBSを段階的に加え、メタノール濃度を75、

50、30%と順次希釈した。遠心によって細胞を集め、 PBSで3回洗浄後、少量のPBSに懸濁して冷蔵保存し

た。観察は保存後2日以内に行った。

DAPI染色する場合は、スライドガラス上で細胞豚濁液と等量の0.2μg!mlDAPI水溶液を混合した。ヨウ

化プロピジウムで核を染色する場合には、細胞を 100μ g/mlのRNaseAを含むPBSに際濁して37度で30分以

上保温してRNAを分解した後、細胞!採濁液と等量の5μ g/mlヨウ化プロピジウム水溶液をスライドガラス

上で混合した。なお、理由は明らかではないが、ヨウ化プロピジウム染色を行った場合、パックグランド

が高くなることがあった。これはヨウ化プロビジウムの濃度を 1/5-1/10に減少することで改善された。蛍

光観察の際に退色が問題となる場合には、 lmg/mlのFフェニレンジアミンを添加することで改善された。

微小管の免疫染色と組み合わせる場合にはHaganand Hyams 1988に従った。 PBSの代わりにPEMバッファー

( 100mM PIPES、1mMEGTA、lmMMgCl2) を用いて上述のようにメタノール固定した細胞を、 O.lmg/ml

Zymolyasel∞Tで37度10分間処理して細胞壁を消化し、 TAT1抗体を用いて微小管を染色した。

生細胞で経時的に観察する場合には、次のようにした。 EMM2培地で、対数増殖初期まで培養した細胞

を遠心で集菌し、約Sx10
6
細胞Imlになるよう EMM2+0.5%低融点アガロース培地 (EMM2-LMPagarose) に

~濁した。 EMM2-LMPagaroscは予め 100度で溶解させ、 37度に保温しゾjレ化しておいた。 20μlの細胞将濁

液をスライドグラス上に滴下し、泡が入らないよう注意して22mm四方のカバーグラスをかけた(計算上

これで約3μm厚の薄膜が形成されることになる)。サンプルを湿ったティッシュペーパーと共にシャーレ

に入れて乾燥しないようにj主主しながら、 26ftでヌ0分保治してEMM2-LMPagaroscをゲル化させた。共焦点

レーザー走査顕微鏡l、..1RC-l024(BioR副社)の!日j欠記録モードを用いてGFP蛍光を30秒間隔で経時的に撮彩

したり 電気的作75- を除ゴ;するため l 厄!の 1ni};;'~ に つき 3&走査しカルマン平均を J1~ った。得られた画像情報は、

八dobじがl()in"h<刊に、ノアト rン二Lアをmし1て、 '!i'i針(のi泌71ラtLを失わないように'{主主:しなカfらコントラストぷiJEを

h'ゥ fこ〈
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Hela細胞の培養、免疫染色

Hela細胞の培養には1%のウシ血清を加えたダルベッコ変法イーグル培地 (GibcoBRL社)を用いた。 ト

ランス フェクションにはQIAGEN社のSuperFectキットを用いた(無血清培地100μl、SuperFect溶液20μlに

対しDNAを4μg加えたときに最大効率が得られた)。 トランスフェクション用DNAの精製にはQIAGEN社

Endofree Plasmid maxiキットを利用した。これによりエンドトキシンを含まない高純度なプラスミドが得ら

れる。

免疫染色は次のように行った。滅菌したカバーグラス上で、Hela細胞を約30%コンフルエントになるまで

培養し、 トランスフェクションを行った。さらに24時間培養後、培地を除去し、 3%パラフォルムアルデヒ

ド-2%ショ糖溶液を加え、室温で10分間固定した。 PBSで3度洗浄後、 0.5%TritonX・100を含むPBSを加えて

5分間静置し、透過処理を行った。PBSで3度洗浄した後、 l%BSAを含むPBSを加えて10分間静置し、ブロッ

キング処理を行った。 PBSで3度洗浄後、 PBSで希釈した一次抗体溶液100μlを細胞の張り付いたカバーグ

ラス上に滴下し、乾燥しないよう注意しながら室温で 1時間以上静置した。 PBSで3度洗浄後、

Hoechisl33342 (5μg/ml) とCY3標識抗マウスIgG抗体 (CHEMICON社 1:500希釈)を含むPBSを100μlを滴

下し、 1f尋問静置した。PBSで3度洗浄後、 lmg/ml p-フェニレンジアミンを含む 100mMTris (pH8.8) 

+90%グリセロー Jレでマウントし、ネイルポリッシュで封印した O 一次抗体の希釈率は次の通り。抗myc抗

体 (9E10 Biochem社) 1:200、抗HA抗体 (12CA5Boehringer社) 1 :2000、抗 αチュープリン抗体 (DM1A)

1:5000 

遺伝子破壊、胞子発芽法

遺伝子破壊はRothstein1993に従った。遺伝子の大半をura.(j宣伝子で置換したDNA断片を作製し、制限酵

素で切断して直線化した後、 SA/1D二倍体に形質転換した。相同組み換えにより目的遺伝子がuraイ遺伝子

に置換さ れてウラシル非要求れになった二倍休を選択し、ゲノムサザンプロット法により泣伝子破壊が起

こっていることを砕~~2. した。 26皮 と お反ー で4分子解析を行い、ウラ シ ルゴド要求性の胞子がコロ ニーを形成

できるか否かを検定した。

!J~.-=j二発芥 d~ による去現WJの制作(よ次のように行った 。 巡 {i~千破壊二Wf体 を f氏主奈川培地 (EMM2培地の
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塩化アンモニウムを0.1%グルタミン酸ナトリウムに置き換えたもの)で24時間培養し、窒素源を枯渇させ

て減数分裂-胞子形成を誘導した C 遠心によって胞子を回収し、 0.5%戸グルクロニデース (SIGMA社)水

溶液に懸濁し、室温で12時間以上撹排した。この処理によって残存する二倍体細胞を溶菌させた。蒸留水

による洗浄後、胞子は蒸留水に男子;濁して冷蔵保存した。遺伝子破壊一倍体を発芽させる場合には、ウラシ

ルを含まないEMM2培地に適当量の胞子を植え、 33度で振とう培養した。培地にウラシルが含まれないた

め、目的遺伝子がuratf遺伝子に置換された胞子のみ発芽可能となる。経時的にサンプルを採取し、血算盤

上で目視により胞子濃度、発芽した細胞濃度を測定した。

HA、mycあるいはGFP融合mis$宣伝子の作成

PCRを用いた突然変異導入によってmis6遺伝子の終止コドンを除去し、かわりにNotI制限酵素部位を導

入した。このNotI部位に3団連続したHAエピトープとnmtl遺伝子のpolyA付加シグナル配列を含むDNA断片

をDNAライゲーションにより導入した。作成したプラスミドをpMH601と名付けた。 pMH601はpSK248ベ

クターを基本として、遺伝子本来のプロモーターによって発現されるmiso-HA融合遺伝子を含む。ゲノム

へのmiso-比久遺伝子組み込みには、プロモーターおよび開始コドンを含まないmiso-HA融合遺伝子断片

(pMH601 HindID-SacI断片)をpYCllにつないだプラスミド (pYCll-mis6-HA) を用いた。

上述の手法と同様にmis6遺伝子にGFPを融合したプラスミドはそれぞれ、 pMG601 (多コピープラスミ

ド)、 pYCJl-mis6.GFP (組み込み用プラスミド)と名付けた。 pYClトmis6-GFPには改変型GFP(S65T) 

を用いた。65番セリンをスレオニンに置換することでGFPの蛍光強度が6倍増加すると言われている

(Heim ct al. J 995) っ

mycエピトープは合成オ 1)ゴヌクレオチドを用いて作成した。制限酵素切断とライゲーション反応を繰

り返してmycエピトープが8回繰り返した遺伝子断片を作成し、 nmtl遺伝子のpolyA付加シグナル配列を融

合してpYCllベクターに結合した。得られたプラスミドをpMYC8と名付けたo miso-myc融合遺伝子をゲ

ノムへ組み込みのためのプラスミド、 pYCll-mis6-myc8、の作成にはpMYC8を利用した。

細胞抽出液の調製

開示母系BIJ胞をTEノ，;.")ファーで洗j争後、 illl日;バッファーに1~ 3)¥ 1 O(，~:HI Jt包/μlとなるよう貯溺し、グラスビー

ズ(前後().)m;ll)を加え、*ルテ yクスミキサーーで激 しく ぢt合する ことにより剤IIJ泡を破ii干した。 断続的に
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混合と氷上静i置を繰り返すことで、温度上昇を防いだ。破砕後、弱い遠心(微量遠心機で500白pm、5分)

によりガラスビーズと細胞壁を除去した。免疫沈降に用いる場合には20kGで30分間、ショ糖密度勾配達心

の場合には20kGで10分間、この抽出液を遠心してその上清を用いた。 SDSポリアクリルアミドゲル電気泳

動は (Laemmli1970) に従った。抽出液に1/4量の4xSDSサンプル，ベッファー (0.25MTris-Cl[pH6.8]、

4%SDS、40%glycerol、0.2%ブロモフェノールブルー、 10%sメルカプトエタノール)を添加して100度で5

分間加温した後、ウェルに重層し、電気泳動した。

抽出バッファーには、特に述べない限り、田バッファー (25mMTris-Cl[pH7.5]、15mMEGTA、15mM

MgCl2、60mM/1 grycerophospha[c、15mMp-nitrophenylphosphate、0.5mMNaV04
、lmMDTI、19もNP-40) に

100mMNaClを加えたものを用いた。タンパク分解酵素阻害剤としては lmMPMSFと1%トラジロール

(Bayer干土) を加えた。

ウエスタンブロット

Towbin et al. 1979に従った。泳動後のSDSポリアクリルアミドゲルからニトロセルロース膜にタンパク

， .. r 

を電気泳動的に転写した。転写装置としてTrans-blot(Bio-Rad社)あるいはセミドライ型転写装置Trans-blot、

SD (Bio-Rad社)を用いた。 Trans-blotを用いる場合、 60mMTris、127mMグリシン、 20%メタノールをパッ

ファーとして定電流60mAで3時間転写した。加熱を防ぐため、転写装置を氷中で冷却した。 Trans-blolSD 

を用いる場合には、 48mMTris、39mMグリシン、 20%メタノール、 1.3mMSDSをバッファーとしてクロス

リミット条件 (6cmx 9 cm の/トゲルからの転写で、loomA、20V) で35分間転写した。

転写後のニトロセルロース肢を5%スキムミルクに常温で!時間浸してブロッキング処理を施した後、 5%

スキムミルクで希釈した一次抗体を反応させ、洗浄後、二次抗体と反応させた。抗体との反応時間はそれ

ぞれ30分以上とした。ニトロセルロース膜の洗浄にはPBS+0.2%Tween20を用いた。一次抗体としては抗

HAマウスモノクローナル抗体 (12CA5、Babco社、 1:1200希釈)、抗mycマウスモノクローナル抗体 (9EIO、

Oncogellc Science千土 1 :100希釈)を用いた。 2次抗体としてはHRP(horsc radish peroxydasc)標識した抗マウ

スIgG抗体 (Amcrsham社)を 1・500希釈して月1いた。洗浄後、 ECLキット (Amersham社)による化学発光法

あるいはPODイムノステインキットによる色素染色を用いてタンパクを検出した。

CI-IIP (クロマチン免疫沈降法)
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Hecht et al. 1996、Orlandoand Paro 1993を参考にして、分裂酵母用プロトコールを作製した。

1 x 10
7
細胞Imlまで培養した酵母培養液100mlに、 10mlの11%ホルマリン溶液を加えて培養

温度で10分間固

定し、さらに氷水中で50分固定した (11%ホルマリン溶液:37%ホルマリン[ナカライタスク
社]を希釈し、

O.lM NaCl、lmMEDTA-Na[pH8.0]、50mMTris-Cl(pH8.0]を加えた)。遠心によって集菌後
、氷令した5ml

のバッファー 1 (50mM  HEPES-KOH[pH7.5]、 140mMNaCl、 lmMEDTA[pH7.5]、 I%
TritonX-l∞、

0.1 %Na-Deoxycholate)で3度洗浄した。以降、特に述べない限り、操作は4度で行った。タ
ンパク分解酵素

阻害斉1Jを含むバッファーIに細胞を彩、濁し、グラスビーズと混合して細胞を破砕した。遠心
によってグラス

ビーズを除いた後、上清で沈殿を再牒濁し、超音波処理を施した (Branson社SONIFIER4
50を用いた。出

力3.0 duty30%のパルスを30秒間、氷上での 1分間の冷却をはさみながら計4因。この操作でク
ロマチン

DNAが0.8キロ塩基対以下に切断されることを予備笑験で確認した) 0 5000叩m3分、 1400
0中m15分の遠心

後、上清を回収した。タ ンパク濃度が4mg/200μlとなるよう希釈し(全細胞抽出液Whole
Cell Extractと呼

ぶ)、 10μ!のプロテインAセフアロースピーズと 1時間混合後(pre-de訂処理)、遠心でビ
ーズを除いた全

細胞抽出液と抗HA抗体結合プロテインAセフアロースビーズ 10μlを4度で3時間混合した
(バッファーで

平衡化したビーズに0.5μlのBabco社12CA5抗体を加えて室温で3時間混合することにより
抗体をプロテイ

ンAに結合させた)。 ビーズをlmlのバッファーIで3回、バッファーl' (バッファーIのNa
Cl濃度を50印nM. 

に増加したもの)で 3回、バッファ-II (1 OmM Tris-Cl[pH8.0]、 0.25MLiCl
、0.5%NP-40、

0.5%Na-Deoxycholate)で2回、 TEバッファーで 2回洗浄した後、 100μlのTER(TE+I0μg/ml R1ぜぉeA) に

際濁して37度で15分保温した。ピーズの洗浄はバッファーを加えて4度で10分以上撹持する
ことにより行っ

た(この操作を短縮すると、パックグランドが上昇した) 0 0.25%SDSと250μ g/m1 protein
ase Kを添加し、

37度で一晩(8時間以上)保温した。ついでの度で6時間以上保温してホルムアルデヒド架橋を解消した。

フェノール・クロロホルム抽出の後、エタノール沈殿で共沈DNAを回収した。共沈DNAは
50μiのTEに際

濁し、冷蔵保存した。

PCRは反応答量20μlで行った。テ ンプレートとして共沈DNAは0.4μl、全細胞抽出液は0.
025μi用いた。

予備実験で、テンプレートの希釈シリーズを作り、 PCRの条件が半定量的であることを確
認した(すなわ

ち投入したテンプレート量に応じて収量が増減する) 0 PCR産物をエタノール沈殿によっ
て濃縮し、ポリ

アクリルアミド電気泳動後、臭化エチ ジウムによ り染色した。産物を定量する場合は
、ゲル撮影装置

FASII (Toyobo社)で損影後、画像をデジタル化し、NIHImageソフトウエアでバンド強度
を測定した。

マイクロコッカルヌクレースによるクロマチン部分消化
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基本的にTakahashiet al. 1992に従った。約10
9
細胞を集菌して10mM丁目s-Cl(pH7.5)で一度洗浄した後、

あらかじめ37度に加温した 10mlの50mMTris-Cl (pH7.5) 、1Mソルピトール、 0.2%戸メルカプトエタノー

ル、 0.2mg/mlZymolyase 100T溶液に懸濁し、撹#しながら20分間37度で保温した(細胞壁消化)。遠心に

よって集菌した後、氷冷した200μlのSCPバッファー (20mMPIPES[pH 6.3]、O.lmMCaCJ2、1Mソルピトー

ル、 lmMPMSF) で懸濁した。以降は、特に述べない限り、氷冷温度で行った。細胞懸濁液を8mlのlysis

バッファー (20mMPIPES[pH6.3]、O.lmMCaCJ2、9%Ficol400、lmMPMSF) と穏やかに混合し、浸透
圧

差で細胞を破裂させたo 10kG (TOMY社 No.4Nローターでl0000rpm) で5分遠，c.後、沈殿を950μlのSCPバッ

ファーに懸濁した。 37度で2分間保温後、 50μ!のマイクロコッカルヌクレース溶液 (5000Unit/mlになるよ

うSCPバッファーに溶解したもの。 -20度で保存。 Wo口hiton社)を加えて37度で保温し、 0、l、2、4、8分

後に200μlずつサンプルを採取した。採取したサンプルにはすぐlこ20μlの0.5MEDTAを混合し、氷上で保

存した。サンプルを微量遠心機で12000中m20分間遠心分離し、上清を回収した。 0.2mg/mlのproteinaseKを

加え、 50度で4時間以上保温後、フェノール・クロロホルム抽出を3回以上繰り返した。エタノール沈殿後、

DNAを50μlのTER(TE+I0μg/mlRNぉeA)バッファーに溶解した。一度の電気泳動には10-20μlを用いた。

なおフェノール・クロロホルム処理を怠ると、泳動パターンが乱れることがあった(通常臭化エチジウム

染色で観察されるはずのはしご状パターンが不明瞭となる)。

ショ糖密度勾配遠心分画

ショ糖密度勾配はサンプラテック社NO-l密度勾配作製装置を用いて作製した。 HBバッファー+100mM

NaCIに40%ショ糖を加えた溶液、あるいは15%ショ糖を加えた溶液を作製し、両者を徐々に混合しながら

勾配を形成させた (5.12ml)。遠心管にはポリアロマ J3x51mmチューブ (Beckman社)を用いた。 200μlの

細胞抽出液を重層し、スイングローターSW50.1 (Beckman社)で、40000中m、12時間遠心した。フラクショ

ンコレクター装置を用いて、勾配上層から }II買に等量ずつ20画分に分けた。分画操作は氷室で行った。 SDS

ポリアクリルアミド電気泳動後、ウエスタンプロットにより目的のタンパクを検出した。マーカーは電気

泳動後、クマシーブルー染色により検出した。

免疫沈降、銀染色

免疫itlどれまllarlo¥¥'aI1cl LUl心 lり88を参考にした。プロテインA七アアロー スビーズ (AJllcrs ham社)はあら
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かじめPBSで膨潤させ、 0.1%アジ化ナトリウムを添加して10%スラリーとして冷蔵保存し
ていたものを用

いた。抗体を結合させる場合は、ビーズをPBSで洗浄後、 50%スラリーとなるようPBSと抗
体を加え、室温

で3時間以上混合した。抽出バッファーで平衡化した後、実験に用いた。抗体を共有結合さ
せる場合には、

先のように抗体を結合させたピーズを0.2Mホウ酸ナトリウムバッファーに懸濁し、ビメル
イミド酸ジメチ

ルを加えてアミノ基問を架橋した後、エタノールアミンでプロッキング処理を施した。
抗myc抗体は9EIO

モノクローナル抗体 (α1cogeneScience社)、抗比久抗体は12CA5あるいは 16B12モノクロー
ナル抗体(いず

れもBabco1士、マウス腹水)を用いた。 16B12の方が酵母タンパクとの非特異的交叉反応が少
ないようであっ

た。実験に用いる抗体量、ビーズ量は予備実験を行って決定した。 12CA5抗体でMis6-HA
を沈降させる場

合には10
9
細胞に対してlμlの腹水と 10μlのピーズを用いた時、最大の効率 (50%程度)が得られ

た。

免疫沈降には細胞抽出液を20kGで30分遠心後、その上清を用いた。基本的に操作は4度で
行った。抗体

を結合していないピーズと抽出液を一時間混合してプレクリアー処理(非特異的にビーズ
に吸着する成分

を除く)を施した後、遠心でビーズを除き、次に抗体を結合したビーズと3時間以上混合
した。遠心で上

清を除去した後、ビーズを 10倍量の抽出バッファーで5回洗浄した。洗浄はバッファーとビ
ーズを5分間混

合し続けることにより行った O その後ビーズをSDS電気泳動サンプルバッファーに懸濁し、
100度で5分間 予d

加温した後、ビーズごとウェルに重層した。ある いはビーズの2倍量の100mMグリシン
(pH2.3) または

20mM塩酸で、沈降タンパクをビーズから溶出し、サンプルバッファーと混合して加温後ウ
ェルに重層し、

SDSポリアクリルアミドゲルで電気泳動した。

銀染色には銀染色キットワコー(和光純薬)を用いた。コンタミネーションによる染色像
の劣化を防ぐ

ため以下のような処置を施した。ゲル作製に用いるガラスプレートをO.lM塩酸ついで
5%SCAT 20X-PF 

(第一工業製薬)洗剤溶液に浸して洗浄した。ゲル作成用の溶液はフィルタ一被過し、電
気泳動用のバッ

ファーは毎回直前に新しく調製した。
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どうもありがとうございました。

丹羽修身博士に感謝致します。いつでも快く議論に応じていただき、いろいろ教えていただきました。

中世古幸信博士、足立康久博士、高橋考太博士に感謝致します。構造研での研究生活を支えていただ

きました。研究面での手ほどきを受けたばかりでなく、他愛のない雑談にまで気軽に応じていただきま

した。有意義でしかも快適な研究生活が送れたのは、先生方のおかげです。

船引宏買Ij博士に感謝致します。右も左も分からない 4回生の私に優しく、かつ忍耐強く実験を指導し

ていただきました。

本研究を行うにあたりお手伝いいただいた方々に感謝いたします。平田愛子博士にはlsdlの電子顕微

鏡観察をお手伝いいただきました。鍋島建太郎博士にはlsdt遺伝子の塩基配列を決定していただきまし

た。瀧尾掻士博士にはp29、p32のペプチド配列を決定していただきました。 mis6の解析は高橋考太博士

による多くのデータがなければ成立しませんでした。五島問IJ太さんによる未発表データも多く引用させ

ていただきました。ありがとうございました。

構造研で一緒に研究生活を送らせていただいた皆さんに感謝致します。名前を挙げればきりがありま

せんが、同級生の熊田、須谷、松坂、山下さんをはじめとする皆さんとの語らいのおかげで、刺激的で

楽しく快適な 6年を過ごすことができました。皆さんにはお世話になるばかりでなく、いろいろご迷惑

をおかけしたと思います。感謝と共にお詫び申し上げます。

最後に、私のわがままを許し、経済的にも精神的にも支援してくれた両親に感謝いたします。

皆さん、どうもありがとうございました。

1999年 l月 新藤成昭
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