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要旨

複製された姉妹染色分体向上はM期において分配されるまでつなぎ止められて

いる。すなわち姉妹染色分体問結合 (SisterChromatid Cohesion) を形成すること

でM期における染色体分配を保障していることが古くからの細胞生物学的な観察

より示唆されてきた。本研究において分裂酵母 (SchizosaccharomycesPombe) 

Mis4がS期で姉妹染色分体問の結合の確立に機能することが明らかとなり、姉妹

染色分体問結合の分子メカニズムの一端が明らかにされた。

温度感受性mis4変異株は制限温度でS期に致死となり、その後複製された姉妹

染色分体が間期においても分離してしまうことを蛍光insituハイブリダイゼーショ

ン等の実験より見いだした。Mis4はクロマチン領域に局在した。これらの結果か

らMis4の機能はクロマチン上でDNA複製と協調して姉妹染色分体問結合を確立す

るものであり、 mis4変異株で、は確立できない結果、致死となり時期尚早な染色体

分離が起こると思われる。Mis4は進化上保存されたタンパク質であった。近年、

コヒーシン複合体 (CohesinComplex) が姉妹染色分体間結合に必須であるとして

同定されたが、免疫沈降法、ショ糖密度勾配遠心法によるとMis4はこれとは異な

る複合体を形成する。以上の結果から Mis4を姉妹染色分体問結合に関わる新規複

合体であると結論し、アドヘリン (Adherin) と命名した。mis4変異で、は コヒーシ

ン複合体のサブユニットであるRad2lが正常な局在を示さず、 Rad2lのリン酸化と

思われる一部の修飾が見られなくなっていた。Mis4/アドヘリンとコヒーシン複

合体は異なる複合体を形成するが、局在あるいはタンパク質の修飾を通じて相互

作用をしているようである。

Mis4はM期における染色体分配にも関わるようである。温度感受性mis4変異株

は微小管重合阻害剤チアベンダゾールに対して感受性を示した。さらに、温度感

受性mis4変異株は制限温度においてM期で、Mad2依存的な紡錘体チェックポイン

ト (動原体ー動原体微小管の結合を監視するシステム)が活性化されM 期進行遅

延を引き起こすことを見いだした。Mis4は姉妹染色分体間結合に機能すると同時

に動原体機能へも何らかの形で関与しているのかもしれない。



序論

本研究の目的と背景

細胞の遺伝情報はゲノムDNAに記憶されている。ゲノムDNAは細胞周期のS期に誤り無く複製

され、複製された姉妹染色体がM 期において均等に分配されることによりその安定性が維持され

る。この維持機構が破綻すれば重大な遺伝情報の欠失や重複が起こる。特に多細胞生物ではゲノ

ムDNAの不安定性は重篤な結果を招く 。例えばダウン症候群やターナー症候群や発癌は染色体の

異数性あるいは欠失が原因となって起こる (Zinnet al 1997， Antonarakis SE 1998， Hartwell LH and 

Weinert T.， 1994， Lengauer Cet al.， 1998) 。 これらゲノム DNAは数本の線状分子・染色体として核

内でおりたたまれ、保存されている。染色体の数は例えばヒトでは半数体当たり 23本、分裂酵母

では3本である。遺伝情報はこのように分割されてコードされており、細胞周期S期でのDNA複製、

M期での染色体分配を通じてその構造はダイナミックに変化する。 ゲノムの安定性はこの染色体

ダイナミズムの精巧な制御により保障されている。

本研究は分裂酵母Mis4を通じて、染色体の安定維持機構の解明を目的とした。解析を進めてい

く過程で、 Mis4が姉妹染色分体問結合(sister chromatid cohesion) の形成を通じて染色体の安定維

持を保障していること、さらにその姉妹染色分体問の結合の形成と分離が細胞周期で厳密な制御

を受けていることを見いだした。

序論では、まず多細胞生物、分裂酵母における細胞生物学的な知見をあわせて概説したい。さ

らに細胞周期のM期進行における制御機構と保障機構であるチェックポイント機能について述べ

たい。そして最後に染色体の構造について概説したし ¥0

細胞周期・有糸分裂のダイナミクスとその制御

細胞周期は一般的に四つの時期に分類できる。すなわちS期、 M 期、 Gl期、 G2期である。S

期において染色体DNAの複製が起こり、 M 期において複製された染色体DNAが分配さねる。Gl

期、 G2期はそれらの聞の間期と呼ばれる (図1)。

細胞周期の中で もM 期進行は非常に ダイナ ミッ クなプロセスであ る。M 期は高等真核細胞にお
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いては細胞生物学的な観察から次に述べる 5つの時期に分けることができる (AlbertsB et al.、図

2)。

前期

細胞質微小管が崩壊するとともに、中心体が分離する。分離した中心体の問に紡錘体が形成さ

れ中心体は紡錘極体となる。染色体が凝縮し始める。

前中期

核膜が崩壊する。紡錘体微小管の一部が、動原体と呼ばれるセントロメア(シス配列)の両側

に位置する構造体に付着する。これらの微小管は動原体微小管と呼ばれる。

中期

染色体が両極の問で一つの平面上に並ぶ。この仮想平面を中期板 (metaphaseplate) と呼 ~o こ

のとき両側の動原体が両側の紡錘極体から伸びた動原体微小管によって捉えられる。この結合を

両方向性の結合 (bipolarattachment) と呼ぶ。

後期

中期板に並んだ染色体が一斉に分離する過程を後期と呼ぶ。後期は後期A、後期Bの二つの過程

に分けられる。後期Aは分離した染色分体が動原体微小管が短くなることで紡錘極体へとヲ|っ張

られる過程である。後期Bは紡錘極体聞の距離が離れることでそれぞれの姉妹染色分体の距離を

離していく過程である。後期A、Bは時期的にオーバーラップすることもある。

終期

分配された染色分体の周りに核膜が再形成される。染色体が脱凝縮する。

分裂酵母は一倍体で増殖するため遺伝学的手法が容易である。最近では細胞学的手法も容易に

なってきており、モデル生物としては非常に強力である 。分裂酵母のM期は核膜は崩壊しない点

3 
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図2 分裂期は5つの時期に分けられる
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分裂期は細胞生物学的な観察から前期、前中期、中期、後期、終期の5つのステージを経

て進行することが分かっている。ここには前期、前中期、中期、後期の四つのステージを
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が高等真核生物と異なるが、蛍光insituハイブリダイゼーションによる観察や、動原体結合タン

パク質の挙動解析から、分裂酵母でも高等真核細胞と同じステッフ。を踏んでM 期進行がおこるこ

とカf明らかとなった (FunabikiH et al.， 1993， 5aitoh 5. et al.， 1997， Nabeshima K. et al.， 1998， Ding R 

etal.，1993) 。さらに最近の生細胞における紡錘極体の挙動観察から分裂酵母では分裂期は三つの

時期に定義されることが明らかとなった (NabeshimaK. et al.， 1998)。すなわち第一期(紡錘体

の形成)、第二期(紡錘体が一定の長さで保たれる時期)、第三期(紡錘体が伸長する時期)で

ある (NabeshimaK. et al.， 1998) 。第一期は高等真核生物においては前期にあたり、第二期は、

中期、後期Aにあたる。第三期は後期Bにあたることが明らかとなった (NabeshimaK. et al.， 199、

図3) 。分裂酵母におけるM期進行の時の動原体の様子と微小管の様子を模式化した(図 3)。間

期には篭状の細胞質微小管が観察される。紡錘極体(中心体)は核の辺縁部に位置し、三本の染

色体のセントロメア領域は紡錘極体にクラスターを形成している。 M期にはいると紡錘極体は分

離を開始し、分離した紡錘極体の聞に紡錘体が形成される。分裂酵母の紡錘体は微小管が線状に

束ねられたような構造をしているが、この時期が第一期である (HaganIM et al.， 1988) 。分離し

た紡錘極体問の距離が2マイクロメートル程度になると距離が一定に保たれる。セントロメア近

傍配列あるいは動原体結合タンパクを視覚化し観察すると、これらが紡錘極体の聞を行ったり来

たりする挙動が見られ(前中期)、その後一点に集まる(中期・中期板の形成) (Funabiki H et 

al.，1993， Nabeshimaetal.， 1998， 5aitoh 5. etal.， 1997，)。すぐに染色体分離が起こり、 セントロメ

ア領域は紡錘極体へとヲ|っ張られる(後期A)。ここまでが第二期である。その後セントロメア

領域は紡錘極体へと集まり、紡錘極体は細胞の長軸方向へと互いの距離を離していく。この時期

が第三期である。紡錘極体が細胞の両端までヲ|っ張られると紡錘体は消失し、 X字型をした細胞

質微小管が再構築される。

分裂期進入の制御機構

分裂期進入はMPFと呼ばれるCdc2キナーゼ活性の上昇が引き金となって起こる (MasuiY 1982， 

5010mon MJ 1993) 0 Cdc2キナーゼの活性化は自身の IS番目のチロシン残基の脱 1)ン酸化によっ

て起こる (ColemanTR加 dDunphy WG.， 1994) 。この活性化を阻害するリン酸化はWee1キナーゼ

によって担われており、活性化させる脱リン酸化はCdc2Sフォスファターゼによって担われてい

る (ColemanTR.， 1994) 0 Cdc2キナーゼの活性化はこれら二つの酵素を介した複製 ・損傷チエツ

4 
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分裂酵母のM期は紡錘極体が分配されていく様子を生細胞の中で追跡してい
く観察から、 3つの時期に分けることができる。第一期・紡錘極体が2つに分

離し、 2μm程度の長さまで、分離する時期。第二期・紡錘極体問の距離が一

定となる時期。第三期・紡錘極体が細胞の両端まで分配されていく時期。緑
色のマークが紡錘極体。赤;微小管、黄色が動原体。左に記した時間は野生
株、 36

0

Cにおいてその時期が起こる時間。



クポイントを含む厳密な制御を受けている (HartwellLH and Weinert T.， 1989， Maller JL.， 1991， 

Rhind N and Russell P 1998) 。複製・損傷チェックポイントとはDNA複製やDNA損傷の修復の状

態を監視していると考えられており、複製・修復が完了せずにM期進入をすることを防ぐ機構で

ある。修復や複裂が終わらないままM期に進入し、不完全な染色体分配が起こると、染色体の不

均等な分配が起こってしまう 。複製-損傷チェ yクポイントの機構が作動すると Chklキナーゼ、

Cdslキナーゼや、ヒト遺伝病AtaxiaTerangienctasiaの原因遺伝子ATM (Ataxia Terangienctasia 

Mutated) のホモログであるRad3キナーゼ等が活性化し Cdc25やWeelをつうじて臼c2キナーゼ活性

を抑制する (WalworthN et al.， 1993， Murakami H and Okayama H 1995， Rhind N and Russell P 1998， 

Caspari T and Carr AM  1999など)。

分裂期脱出の制御機構

M期からの脱出すなわち分裂期後期進入はCdc2キナーゼの不活性化によって起こる (MallerJL 

1991， Doree M and Galas S.， 1994)。この不活性化はCdc2キナーゼの制御サブユニットであるサイ

クリンの分解によって引き起こされる (MallerJL 1991， Zachariae W and Nasmyth K 1999) 。サイ

クリンの分解にはAPC/サイクロソームと呼ばれるタンパク質複合体に依存したユピキチン化が必

須である (HershkoA et al.， 1994， King RW  et al 1995.， Zachariae W and Nasmyth K 1999) 0 APC/サ

イクロソームの構成タンパク質は進化上保存されており、分裂酵母においてはCut4、Cut9、Nuc2

と呼ばれるタンパク質を含み (YamashitaYM  et al.， 1996， Yamada H et al.， 1997， Yanagida M 1998) 、

これらの変異株では中期後期遷移が起こらない。サイクリンの分解によって引き起こされる中期・

後期遷移もまたチェックポイント機構により監視されている。このチェックポイントは紡錘体チェッ

クポイントと呼ばれており、 MAD、BUBと呼ばれる遺伝子群が関わる (AmonA 1999) 。

紡錘体チェックポイント

紡錘体チェックポイントの遺伝子群は出芽酵母において紡錘体形成異常が起こってもM 期に停

止できない変異株として単離された (LiR and Murray AW  1991， Hoyt MA  et al.， 1991，)。野生株

細胞では微小管重合阻害斉IJの存在下で、は紡錘体形成がで、きないため、 M期停止を引き起こすフィー

ドバック制御(紡錘体チ ェ yクポイント)が働くが、 MADl、2、3、BUB人 2、3、の変異株では

う



M期停止ができなし、o MAD人 2、BUB人 3は高等生物においても紡錘体チェックポイントに機能

していることが報告されている (Liand Benezra 1996， Chen RH et al.， 1996， Chen RH et al.， 1998， 

Gorbsky et al.， 1998， Taylor et al.， 1998， Taylor and Mckeon 1997， )。中でも特筆すべきはMAD2であ

る。ヒトのMad2タンパク質がAPC/サイクロソームの活性化因子であるW Dタンパク質Slp1/Cdc20

に結合し、 invitroでAPC/サイクロソームの活性を阻害することが明らかとなっている

(Wassmann K and Benezra R 1998， Li Y et al.， 1997， Fang G et al.， 1998， Kallio M et aJ.， 1998) 。さ

らにMad2に結合できないSlp1/Cdc20はチェックポイント機能を失っていることが分裂酵母、出芽

酵母において示され、紡錘体チェックポイントの標的はAPC/サイクロソームそのものであること

が明らかとなった (HwangLH et aJ.， 1998， Kim SH et aJ.， 1998) 0 BUBJ遺伝子産物はキナーゼを

コードしていることから、紡錘体チェックポイントのシグナル伝達にはリン酸化が重要な役割を

演じていると考えられている (AmonA 1999)。

現在の所、紡錘体チェックポイントはおそらく動原体と動原体微小管の結合の状態を監視して

いるだろうと考えられているが、これに関しては二つのモデルがある (AmonA 1999) 。動原体

微小管と動原体の結合によって生じる張力 (tension) を感知しているというモデルと、動原体と

微小管の結合そのものを感知しているというモデルである。前者については昆虫の精原細胞にお

いて研究がなされている (LiX and Nicklas RB 1995， Li X and Nicklas RB 1997) 。姉妹 セントロメ

アに動原体微小管の両方向性の結合がおこると、動原体微小管と姉妹セントロメア間結合の聞に

張力が生じる。張力を生じない染色体(この場合は片方の染色分体しか持たない染色体を系とし

て用いた)があると、 M期脱出を起こさないが、この染色体に極小の針を用い、張力を人為的に

与えてやると、 M期脱出を起こす (LiX and Nicklas RB 1997) 。これら一連の結果からは分子メ

カニズムは明らかにされなかったが、動原体に生じる張力がないことがM 期脱出を阻害しうるこ

とが示された。一方後者については、 Madl、Mad2、Bubl、Bub3がM期に動原体に局在すること

がヒト、カエルなどの高等生物において示されており (ChenRH et aJ.， 1996， Chen RH et al.， 1998， 

Taylor et aJ.， 1998)、Madl、Mad2は動原体微小管の結合していない動原体に局在をすることが明

らかとなっている (ChenRH et aJ.， 1996， Chen RH et al.， 1998) 。またMad2が微小管脱重合阻害剤

により張力を失った動原体微小管が動原体に結合しても動原体から解離することから、これらの

タンパク質は動原体ー動原体微小管の結合により生じる張力ではなく結合そのものを認識して動

原体に局在していると考えられている (WalersJC et al.， 1998) 0 Mad2の動原体局在と紡錘体チェッ

クポイントの発動の間には高い相関関係があることがわかっているが、弱~}京体局在そのものが紡
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錘体チェックポイントの発動に必須かどうかは明らかにされていない。

染色体構造

染色体DNAは単なるDNA鎖ではない。真核生物細胞の染色体はDNAとDNAに付随するタンパク

質で構成されており、これらの複合体をクロマチンと呼ぶ。 DNAに結合するタンパク質の中でも

ヒストンは八量体のタンパク質であり、長いDNAを200塩基対の秩序だった単位に折り畳んでい

る。分裂酵母においてはゲノムサイズは14メガ塩基対であるが、引き延ばすと lmm以上にもなる

染色体DNAがわずか直径2マイクロメー トルの核の中に 詰め込まれている。そしてクロマチン構

造も細胞周期を通じてダイナミックに変化する。例えばこれらの染色体DNAはM期にはいるとさ

らに折り畳まれる。この過程を凝縮と呼ぶ。 トポイソメラーゼ及びコンデンシンと呼ばれるタン

パク質複合体がこの過程に関わることがこれまでに示されてきた (UemuraT et a1.， 1987， Hirano T 

et a1.， 1997) 。染色体凝縮に必須なコンデンシン複合体は、 SMCタンパク質ファミリー

(Structural Maintainance of Chromosome) に属する Smc2、4を含むタンパク質複合体である

(Hirano T et a1.， 1997) 0 SMCタンパク質はアミノ末端、中央、カルボキシル末端の保存された

領域がコイルーコイル構造により繋がった構造をしており、アミノ末端にはNTP結合モチーフが

存在する (HiranoT 1998)。コンデンシン複合体はアフリカツメガエルにおいて五量体を形成す

ること、さらにATPの加水分解のエネルギーを使ってDNAに正のスーパーコイルを導入すること

ができることが示されてきた (HiranoT et a1.， 1997， Kimura K and Hirano T 1997)。五量体全ての

サブユニ y トが染色体凝縮に必須であることが分裂酵母において示されている(Sutani 丁目 a1.，

1999)。

姉妹染色分体間結合

姉妹染色分体問結合 (sisterchromatid cohesion)も染色体の高次構造の一つである。複製された

姉妹染色体同士は非常に近傍にある 。姉妹染色分体同士は分裂後期に分配されるまで結合してお

り、 M 期における正確な染色体分配を保障していると考えられている。この結合を姉妹染色分体

問結合と呼ぶ (BigginsS and Murray AW 1999)。姉妹染色分体問結合はM却]においてはキネトコ

ア微小管により生ずる張力に対抗する構造体であり、このおかげで時期尚早な染色体分離が起こ
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るのを防いでいる。分裂後期とは姉妹染色分体問結合の消失と紡錘体による染色体運動が協調し

て起こる現象である。Hollowayらによって染色体分離にはユピキチン依存的な蛋自分解が必要で

あることが明らかとなっており、姉妹染色分体同士をつなぎ止めている「のり」の様なものの存

在が示唆されていたが、どの様なタンパク質が姉妹染色分体間結合に関わるかはほとんど明らか

にされてこなかった (Holloway et al.， 1993)。最初に同定されたのはショウジヨウパエの

Mei-S332で、あり、減数分裂期における姉妹染色分体間結合の維持に必要なことが明らかとなった

(Kerrebr∞k et al.， 1995) 0 Mei-S332は減数分裂、有糸分裂期においてセントロメア領域に局在し

(Mei-S332は有糸分裂期においては必須ではないが)、染色体分離が起こると同時に染色体から

解離する (Mooreet al.， 1998)。このことはMei-S332の分解あるいは染色体上か らの解離が染色

体分離に必要かもしれないことを示唆している。分裂酵母においても、減数分裂時の組み換えに

欠損を示すrec8-110変異株において減数分裂期における姉妹染色分体問結合に欠損があることが示

された (Molnaret al.， 1995) 。分裂酵母mis6変異株では、有糸分裂期において染色体の不均等分

配を起こす変異株であるが、 mis6変異株を有糸分裂期の分裂中期に停止させるとセントロメア領

域が時期尚早に分離してしまう (SaitohS et al.， 1997) 0 Mis6はGl/S期においてセントロメア特

異的なクロマチン構造の構築に機能しており、分裂後期まで姉妹セントロメア間のコネクターと

して働いているらしい。

出芽酵母において遺伝学的なスクリーニングから有糸分裂における姉妹染色分体間結合に必要

な因子の同定が試みられた。Mcdl/Scclがそのうちの一つであり、 SMCタンパク質であるSmcl、3

とともにコヒーシンと呼ばれる複合体を形成する (GuacciV et al.， 1997， Michaelis et al.， 1997， 

Toth A et al.， 1999) 0 Mcd I/Scc 1 は分裂酵母Rad21 (Birkenbihl and Subramani 1992)とRec8と相向性

を示し、高等生物にも保存されていた。ScclはSmcl依存的に染色体に結合し、分裂中期後期遷移

と同時に染色体から解離する 。 アフリカツメガエルにおいてもコヒーシンはXRAD21

(Rad21爪1cdI/Scc 1ホモログ)、 XSMCI、3 (SMCホモログ)を含む複合体を形成することが報告

されている(Losadaetal.， 1998)。 これらの結果から Rad21爪1cdI/Scc 1様のタンパク質は二つの

SMCタンパク質とともにタンパク質複合体を形成することで姉妹染色分体問結合に関わっており、

染色体への結合と解離により姉妹染色分体問結合と染色体分離を制御していると考えられている。

また、コヒーシン複合体を制御する因子としてScc2、Ecolが同定された (TothA el al.， 1999)。
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染色体は 自立複製配列、セントロメア、テロメアの三つのシス配列が備わって初めて安定に維

持される。自立複製配列はDNA複製の開始に、セントロメアは微小管による染色体の分配に、テ

ロメアは染色体の末端保護に必須な配列である。出芽酵母、分裂酵母さらに、最近ではヒトにお

いて、自立複製配列、セントロメア、テロメアの三つのシス配列を含む人工ミニ染色体が構築さ

れている (Hsiaoand Carbon 1981， Matsumoto et al.， T 1986， Ikeno M et al.， 1998)。分裂酵母mJS

(旦inichromosomein~tability) 変異株は染色体の安定維持に関わる遺伝子を探索する目的で、人工

ミニ染色体を維持できないことを指標に単離された (TakahashiK et al 1994)。これまでに12の相

補群に分離され、そのうちいくつかは機能解析されている o mis1、10はDNAポリメラーゼ δのサ

ブユニットであった (近藤、建部未発表) 0 mis3はRNA代謝に関わることが示されている(近藤

投稿中) 0 mis5はDNA合成の開始に必須であるMCMタンノマク質であった (TakahashiK et aI 1994) 0 

mis6， 12は動原体タンパク質であった (SaitohS et al.， 1997， Goshima G et al.， 1999)。本研究に

おいて解析したmis4変異株はM期に核分裂異常の表現型をしめし、さらにDNA合成問害剤である

ヒドロキシウレアや紫外線照射に対しても感受性を示す。これらの表現型はDNA合成と染色体分

配の両方に欠損を持つことを示唆しており、非常にユニークである。今回、蛍光insituハイブリ

ダイゼーション等の解析から、 mis4変異株は複製された姉妹染色分体聞を結合させることができ

ないことが明らかとなった。Mis4は必須タンパク質であり、 S期に機能することが明らかとなっ

た。 さらに免疫沈降による解析からこれまでに姉妹染色分体間結合に必須であることが明らかと

なっているコヒーシン複合体には含まれないことが明らかとなった。考察ではMis4タンパク質が

姉妹染色分体問の結合にどのよっに関わるのか、また、姉妹染色分体問の結合とはどういうもの

かについて議論したい。
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結果

分裂酵母三番染色体由来の人工 ミニ染色体Chl0は分裂酵母野生株においては極めて安定に維

持される (Niwaet al.， 1989) 0 mis変異体はChl0の安定性を指標に単離された温度感受性変異体

である (Takahashiet al.， 1994) 0 mis変異体は26
0

Cが許容温度であり生育可能だが、制限温度で

ある36
0

Cでは生育できず、さらに許容温度である26
0

Cや準許容温度である30
0

Cにおいて高頻度で

ミニ染色体を脱落する o misJからmisJ2までの 12個の変異株が単離されたが、中でも mis4変異株

は制限温度で分裂期異常の表現型を示す一方、 DNA合成阻害斉IJであるヒドロキシウレアや、紫外

線照射に対し感受性を示す(図的 。これらの表現型はmis4変異株がS期と M 期の両方の時期に

欠損を示すことを示唆しており、非常に興味深い。

mis4変異株は核分裂異常の表現型を示す

mis4変異株を、制限温度である36
0

Cへシフトアップし表現型を観察した。DAPI染色により観

察するとシフトアップ後 2時間目はほとんど異常は見られなかったが、 4時間目にいびつな形に

凝縮した染色体を持つ細胞がみられた(図5)。それらの細胞は隔壁が形成されていることから

分裂中の核と思われる。中には未分離の核が隔壁により破断されるcut表現型を示すものも見られ

た (Hiranoet al.， 1986) 。シフトアップ後の生存率、 DNA含量を図6に示す。生存率の測定は制限

温度で培養した細胞を許容温度である26
0Cでプレーティング、数日間培養した後、コロニー形成

をする事のできた細胞の割合を数えることで求めた。生存率はシフトアップ直後から低下し、シ

フトアップ後2時間で50%、4時間で 15%にまで低下した。このことは mis4変異株は制限温度では

異常な核分裂を示すより前の時期に致死となっていることを示唆していると思われる。

分裂酵母は半数体ではあるが細胞周期の大半がG2期のため、非同調細胞においてはDNA含量

は2Cピークを示す。DNA含量はシフトアップ後4時間までは2Cピークを示しており、顕著なDNA

合成異常は見られなかった。月、 6時間自にはピークが幅広くなっていた。mis4変異株で、は核が娘

細胞の片方に寄った様な細胞 (図5・6時間自の細胞)が見られるので異数体が生じたためかもし

れない。

mis4変異株は分裂期異常-を示すーっ前のM矧に致死となる
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九1Cinstability Cytological Sensitivity to 

Strain 260C 300C 330C phenotype HU UV 

misl-64 + ++ NA IA 一 + 
，nisl-223 ++ +++ NA IA 一 + 

mis2-87 + ++ +++ + + 

mis2-197 一 + ++ + + 

mis3-224 ++ ++ +++ IA + 

IImis4・242 +++ ++++ NA cut 一 一

mis5-268 一 +++ NA IA 一 一

mis6-302 +++ ++++ NA AMC + + 

mis7-322 + ++ NA + + 
mis8-341 ++ +++ ++++ + + 

mis9-356 + ++ NA + + 
misl0-421 ++ +++ NA IA + + 
mis11-453 一 ++ NA IA + + 
mis12-537 + ++ ++++ AMC + + 

図4 mis変異株の表現型一覧 (Takahashiel al.， 1994より、改変し、掲載)

MC  instability の覧に26"C、 30"C、 33
0

Cでの各変異株中のミニ染色体の不安定化の

程度をまとめた。ーは野生株と同程度の安定性をしめすもの、+の数が増えるほど

不安定になることを示す。NA; 33
0

Cが非許容温度のためコロニー形成が見られ

ず、定量できなかったもの O

各変異株について制限温度下36
0

Cでの細胞および核形態をDAPIにより観察した

結果、特徴的な表現型をCytologicalphenotype覧に記載した。IA;間期停止、 cut，未

分離核が隔壁により破断されるcut表現型 (Hiranoet al.， 1988) 、AMC;大小核を生

じたもの (Takahashiet al.， 1994)。

右にヒドロキシウレア(HU)、紫外線照射(UV)に対する感受性を記した。HU感

受性については26"Cで、5mMHUを含むプレート上でコロニー形成できないもの、

紫外線照射については26"Cで200Jjmxmの紫外線照射に対する生存率が野生株の10

%以下になるものをーで記したo

mis4変異株の欄を仁コで囲った。
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図5 制限温度における mis4変異株のDAPI像(非同調)
26'CYPDで培養したmis4変異株を36'Cにシフトアップし、 0、2、4、6時間後にDAPI染色をお

こなった。 (A)野生株。 (B)mis4変異株。 mis4変異株はシフトアップ後0時間目 、2時間目

ではほぼ正常である。シフトアップ4時間後でいびつな核形態を持つ細胞(マ)や、それら

の核が隔壁に破断された細胞が観察された。シフトアップ 6時間後では2核の細胞(矢頭)

や、染色体DNAが隔壁により破断された後(矢印)とおもわれる細胞が観察された。
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図6 制限温度下でのmis4変異株の細胞数、生存率、 DNA含量(非同調)

26"CYPDで培養したmis4変兵株を36"Cにシフトアップ、 -11寺問釘:にサンプリング、細胞数、生存

率、 DNA含量の測定を行った。 (A) 制限~I~}支におけるj:1tl 9iü 111ぽ)~ (0) 、および生存率(・)。

シフトアップ後 31時間日以降に細胞数の明力11がなだらかになり、増殖速度が低下した。生存率は

0 時間目から徐々に低下した。 (B)FACscanによるDNA含註のiJIIJ定結果。 シフトアップ後 4時

間!日まではほG2ピークをしめし、その後中日広いビークが観察される。Glピークのコントロール

としてGl~引停止する cdcl(放射:株、 DNA合成がおこらないまま分裂j~J進入をおこすcutS変異株の
制限~Md支に移してから訓iキ!日J I.:Jの波形を示した。



mis4変異株が細胞周期上のどの時期に致死となっているかを調べるため同調培養実験を行っ

た。分裂酵母では細胞質分裂が完了する前にすでにDNA複裂が終了しており、最も小さな細胞は

G2期初期の細胞であり、エルトリエーションによりサイズの小さいG2初期の細胞のみを集める

ことで同調させることができる。同調させた後、制限温度にシフトアップし培養、 20分おきにサ

ンプリングを行った。生存率を図7Aに示す。生存率はシフトアップ後60分までは高いままである

が100分には50%にまで低下した。一回目の分裂期は80分から 100分にかけて起こった。分裂中期

と後期の選移の時期を明確にするため短い紡錘体を持つ細胞と長い紡錘体を持つ細胞の割合を測

定し、図7Bに示した。分裂前期から中期を表す短い紡錘体(<2.5マイクロメートル)を持つ細胞

は80分にピークを示し、分裂後期を表す長い紡錘体 (>2.5マイクロメートル)を持つ細胞は 100

分にピークを示した。80分から 100分にかけて中期後期選移がおこっていると思われる。 G2初期

に向調させたmis4変異株は分裂中期から分裂後期進行と同時に生存率が低下し出すようである。

生存率はその後続く S期にかけて(120-140分)さらに低下した。

これらの結果とは対照的に、生存率の低下する一回目の分裂では染色体は均等に分配されてお

り、紡錘体形成も顕微鏡下ではほとんど正常であった(図7B)。抗チュープリン抗体で紡錘体を

染色した像を図8Aに示す(左のカラムがDNA染色、右のカラムが抗チュープリン抗体染色)。前

述した異常な核分裂像はさらに後の時期、二回目の分裂にあたる200分から220分にかけてのみ見

られた(図7B)。様々な核分裂異常を図8Bに示した O 不均等な核分裂が高頻度にみられた。(ム)

に示すように染色体が娘細胞に分配されず、取り残された像 (ラギング・クロモソーム)もみら

れた。

mis4変異株はGl期に制限温度に移すとS期に致死となる

mis4変異株をG2期からシフトアップすると2回目のM期に不均等な核分裂が見られる。mis4変

異株をGl期からシフトアップすると 一回目の分裂期において前述した不均等分配の表現型がみら

れるのではないかと考え、次のような実験を行った。分裂酵母細胞は窒素淑枯渇させると Gl期に

停止する。その後室素j原を含む培地へ戻すことでGl期停止からリリースさせることができる o

mis4変異株を許容温度で窒素源枯渇させることで細胞をG11切に停止させたのち、市Ij限j昆度にシ

フトアップ、栄養培地へリリースした。生存率はリリース後3時間から411寺問にかけて急激に低下
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図7 mis4変異株の制限温度での向調培養における生存率、表現型の推移

300min. 

300min. 

26'CYPD培地で培養していた非同調細胞からG2初期の小さな細胞のみをエル トリエー ションに よってあ

つめることで同調させた。その後36'CYPDにて リリ ースし、20分毎にサ ンプリングをおこなった。

(A)生存率(.A.)及びスピンドルを持った細胞の割合。スピン ドル長が2マイクロメートル以下の細胞

を(口)で、2マイクロメートルより長い細胞の割合を(・)で示した。

(B)正常な分裂期像を示す細胞の割合 (0)。明らかに不均等な核分裂を示す細胞の割合(・)。ア

ルデヒド固定の後、チュープリン染色をおこない、観察した。



A 

B 

図8 mis4変異株の向調培養における分裂期像

図7における向調培養時のチュープリン染色像。 (A)一回目の核分裂 (100分) (B) 2 
回目の核分裂 (220分) 一回目の核分裂は野生株で見られるのとほぼ同じであり、正常で

あった。 2回目の核分裂は不均等な核分裂が起こっており、染色体が脱落しているように

みえるのもあった(矢頭) 0 barは10μm。



した (図9A)。図9BにFACscanにより測定したDNA含量を示す。DNA含量はリリース後3時間目

から4時間自にかけて lCから2Cへと倍加しており、生存率が低下した時期はちょうどS期にあた

ると思われる。異常な核分裂像は続く 一回目の分裂期に高頻度に観察された。これらの結果は

mis4変異株をGl期から制限温度に移すとS期に致死となり続く分裂期に不均等な核分裂が起こる

ことを示している。

mis4変異株をGl期及びG2期に制限温度に移したときにみられる生存率の低下をまとめると次の

ようになる。図10に示すように、 G2期にmis4変異株を制限温度へシフ トアップさせた場合には一

回目のM期に致死となり、次のサイクルのM期に不均等な核分裂を示した。Gl期にシフ トアップ

させた場合には直後のS期に致死となり続く M期に染色体分配異常を示した。生存率が細胞周期

のある時期に低下するということは、いったんその時期を通過すると死ぬことが運命づけられ、

その後許容温度に戻しても回復しないことを意味する。生存率が低下する時期がその遺伝子産物

が機能する時期であると思われる。これまでの結果からMis4はS期と M 期の二つの時期に機能す

ることが考えられ、これらの時期に正常の機能を果たせないと、細胞は致死となり、次のM期に

核分裂異常を示す。

mIs4+遺伝子のクローニング

mis4変異株の36
0

Cにおける温度感受性を相補することを指標に分裂酵母ゲノムライブラリーよ

りmis4+遺伝子を単離した。39個の独立のクローンが得られたがそれらはすべてオーバーラップす

る領域を含んでいたため一つの遺伝子座位に由来するものと結論付けた(図 llA・この実験は高

橋考太博士により行われた) 。

クローンした遺伝子がmis4+遺伝子で、あることを確認するため、組み込みマッピングを行った O

まず、クローンした遺伝子断片を ura4+のマーカーとともに分裂酵母野生株 (h-ura4) にくみこむ

ことで組み込み体を得た(図 1 2) 。 この遺伝子断片がmis4+遺伝子を含む断片であれば、 ura~のマー

カーはmis4+遺伝子座位に組み込まれているはずである。組み込み体をura4-のmis4変異株とかけ合

わせた ところ、温度感受性とura4+が常に2: 2'こ分離したのでクローンした遺伝子断片はmis4+遺伝

子を含むものであると結論づけた。

クロ ーンしたpKT221をサブク ロー ン化する ことで、最小相補断片pKF200を得た (図llB)。こ
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図9 制限温度における窒素源枯渇からのリリース実験

mis4変異株をEMM2-N培地、 26'(で36時間培養させることで細胞をGl期に停止させた後、 36'(

YPD培地へリリースした。 リリース後 1時間毎にサンプリングをおこなった O

(A)生存率(・)、細胞数 (0) 、表現型(核分裂異常を示す細胞-・)の推移。生存率は2

時間目までは高いが3時間目以降急激に低下する。核分裂異常を示す細胞の割合は5時間目以降

から徐々に増加する。

(B) FACscanで、DNA含量を測定した。野性株、 mis4変異株のほとんどの細胞を窒素源枯渇に

よってGl期に停止させることができた(0時間目) 。 リリース 4時間後にDNA合成はほぼ完了

した。

(C)リリース後6時間のDAPI像 o barは10μm。
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図10 Mis4はM期とS期に機能する。

mis4変異株における生存率の低下を模式化した。mis4変異株をG2期から制限温

度ヘシフトアップすると、一回目のM期からS期にかけて致死となり 、次のサイ

クルのM期に核分裂異常の表現型を示す。一方、mis4変異株をGl期から制限温

度ヘシフトアップすると、続く S期に致死となり、その直後のM期に核分裂異常

の表現型を示す。mis4変異株が致死となる時期はおそらく Mis4が機能する時期

と考えられるので、Mis4はM期とS期の 2つの時期に機能すると結論した。
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図11 mis4+遺伝子のクローニング(高橋考太博士によって行われた)

(A)分裂酵母ゲノムライブラリーからmis4変異株の温度感受性を相補するクロ

ーンを探索した。得られた39のクローン全てがオーバーラップする同一の領域を

含んでいたo (B) mis4変異株を相補する遺伝子断片の一つ、 pKT221のサブクロ

ーニング。サブクローニングと塩基配列決定(図)の結果、黒矢印に示す、 7つ

のイントロンに分断されたORFが見つかった。
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pKT221のBgllI，BamHI断片

Bglll BamHI 

pYC6 

温度感受性、ウラシル要求性について

PD:TT:NPD=21 :0:0 1.5cM 

pKT221 =mis4+ 

図12 組み込みマッピング による解析

得られたゲノム断片がmis4十遺伝子本体かを探るため組み込みマッピングをおこなっ

t:.o pKT221のBamHI-BglIIの3kb断片を自律複製配列を含まないpYC6にサブクローンし

たのち、野生株へ形質転換、組み込み体を得た。組み込み体と mis4変異株(h-mis4-242 

ura4)をかけ合わせ、四分子解析をおこなっ t:.0 温度感受性(ts-)とウラシル要求性が共分

離したので、pKT221 はmis4十遺伝子本体を含むと結論した。



の塩基配列を決定したところ、 7個のイントロンに分断された 1583アミノ酸のタンパク質をコー

ドしていることが明らかとな った(図 13) 。 データベースを検索したところ、ツキヨタケ

Coprinus cinereusのRad9 (2157アミノ酸;Seitz et al. 1996)、出芽酵母Saccharomycescerevisiaeの

Scc2 (1493アミノ酸， Michaelis et al. 1997)、ショウジョウパエのNipped-B (2053アミノ酸;

Rollins RA et al.， 1999) と相向性があることが分かった。 また、ヒトにも相同タンパク質がある

ことが当研究室の松坂らによって明らかとなった(松坂ら未発表、図14)。これらのタンパク質

は全体的な相向性は低かったが、三つの領域が非常によく保存されていた(図14、15)。これら

の結果からMis4タンパク質は進化上高度に保存されていることが明かとなった。また、変異型

mis4遺伝子 (mis4-242) をクローン化し塩基配列を決定した(データは示さなし、)。変異部位を

図15の*印に示す。1322番目のアミノ酸残基であるグリシン残基がグルタミン酸残基に置換され

ていた。変異部位は種間で高度に保存されている領域に含まれていた。

Mis4はT王EAT反復配列を有する

Mis4の761番目のアミノ酸残基から922番目のアミノ酸残基にかけて(ドメインii)37-39アミノ

酸からなる反復配列があることが明らかとなった。この反復配列は他の生物種のMis4ホモログに

も存在した。これらの配列のなかでもアスパラギン酸、バリン、アルギニン残基(図16・赤字)

が保存されていた。これらに類似した反復配列は2A型プロテインフォスファターゼのAサブユニッ

トやインポーティン p等の他のタンパク質にも見いだされており、 HEAT(Huntingtin-E1ongation 

factor-A subunit-7DR) ドメインと呼ばれる配列であることが明らかとなった (GrovesMR et al.， 

1999， Chook YM and Blobel G 1999) 0 HEATドメインはループが 2つの αーヘリックスに挟まれた

二次構造を取っており、その反復配列はタンパクータンパク間の相互作用ドメインとして機能し

ていることが報告されている (GrovesMR et al.， 1999， Chook YM and Blobel G 1999)。

Mis4は160kdのタンパク質をコードする

Mis4タンパク質を検出するため、ヘマグルチニン抗原(HA)をMis4タンパク質のカルボキシ

ル末端に付加させた融合遺伝子を作成した。この融合泣伝子を分裂醇母ゲノムに組み込ませた状

態(単コピーで持たせたもの)と分裂醇母にプラスミドで持たせた状態 (多コピーでもたせたも
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GACT"l'CAG1'IIITT'T'C亡1'A'τ寸寸'TAλAAC1'ATCτ℃亡TCAA'亡CATCλACCGAAAGACACGT'CCTGτ寸てお1'AACGTCτ'C1'(ユMAACCAτ'CT"I'CIICτ可'CTAACCAAGAGAτ'CM T'γF
RV QYFPILKLCAEP5 1' ERHVLLV 1' SLKTML 1' SKEEINL  

AσTACACIICT'Cλλλ，T"l'CGIICττ℃τ寸'CT亡T'CTI芯τ℃τ寸'TT'CMτ'CAGC1'AATAGAλ，GT"TG1'M CCGλAGAT'CAACT"TGA'τ'CAA T'CMCI<MGGCM ITTTA1'AI亡GAAA1'λλτ'CAG1'
LH 1' QIRLLLSCL F' NQLIEVV 1' EDQVDES 1' KGILYEIM5  
τ可℃τ寸寸寸可寸'CACGCCC1寸寸寸'CCCτ寸'CCTC1寸寸'CAC寸寸'CTCITAT'C1'IICACCT'CT'T1¥.λλλCCCTAτ寸寸ACGIIτ℃τ'CCτ寸℃入AC1'λτ寸'CAACACCAACG1寸可寸℃す寸・TACTATCTA
FVFSRAFPfLFDLSYLHLLKPYLRSASTIEEQRFLYYV  
γM'ITAGACAGG'τ寸寸'TIICCAτ寸'TCAλλAAGAAAτ寸寸℃τロλλAGCτ寸'CC1'ACCCAGCCτ寸'CAA'τ'CTGτロγTACTGCI<MCCCτ寸AC1'AAAGεCCC1'ACτもCMCGT'TM 'IておλA
I F' RQVLPFQKEISES F' LRSLESVLLQRLTKAG 1' A 1' LME  

τ吋℃亡T"TGT'CITTCCAGCC1'A T"M' AC AAGACτ'TMτ'CAITATCλλACCITAAAGAλAA T"TG1'(;CITT'CGTCTてτ寸I<MT'C'I吋'TAGACCACCCACGACACτ'CAGλAAACM'τ寸寸'TCM
V P CLCSL F'1' RLNDYERLKKIVVSCLKSLEEARHSENN F' Q 
τておγrcGCτ寸M 1'AGACCT'CA1'τてKお Cτ寸寸寸寸寸'C1'AGA1'1、，TGGGGA'τ℃τ℃入A1'AGAA1'AAAτ'CAτ'CAγIておλλACIIτ寸'CACT"TGAT"M'MTIAGT'C亡TCAG'τuτ'GATCA'τ'GCTTAC

VR LIDLIGL F' SRYGDLNRINDDWKHSLDLJSPECDDAY  
l' A IT ACCT'T A ITT'T'C AGλAACT"TC1'λλλAGATむとGλλACお T亡AGCTCAGAAT"TCACA1'λATT<エII1'AACA'τ芯AGCAGM1'A'τロττ寸Aλ，CAGAAACAτ'CITTCγM'A1'ATCτ'CCT
L LGY F' QKLLKDAKGQLRIHIIDNMSRICLRE 1' SLFISP  
1'11'τCM CIT1'(;CII1'ATGλl' AA T"TGCCCI<AAA l'λAτuτ寸MCGAAGTAτ'CTGITT"TGT寸寸AAA1'てτ可寸寸'CT"TGMCTT"T'I'GOCCGCC芯:I¥TCAGGAτです'TAT'Cγf1'CAACCACA1'
LS 1' LDMIIAENNVNEVSVLFKS F' LELL  文一三¥1)aclt D L 1 F E A D 
1'MGT"M'AAAGCCTMGCλAGACGT"TCAG'τ'CCAλEλAAT'CAGT"TGA'τ'CGAGAT1、τ'GCITI¥.λACCAλ，CTMCCA1'AAACA

L 5 L K G K Q D V Q 5 N K 5 V D R D M L K G l' K D K Q 
AC:IA品T"M'M'τ℃εAGACT'CAG'τ'CCAτ'CT"M'AA'τ'CCAGCA'τ寸寸'CCTIてCCτ'C1'II'τ可℃γTGACT'CTIておCITT'T'CAAAAAAT"M' AAGG1'A T"TCM TGCT'CCCM T"TGλAAT"TCTCMλTC 

VSASLMQHFLPCILDSCFSKNLRYSMLGIEILKC  
AT'CMCCA'亡1'AG1'AMCCCACGCAτておTA1'CCCIICτ'1'A T'T IICT"M'TT<GAγTACTAAITIIλAITA_Cτ'CITT'CT'CλACCATM1'AGCIICTCGAA'τ'CCMTCCMγrAMGAMC 

HQGLVNPRM  C F' S T I I A L E S N I I I K E 1' 

I¥AG1'AGεMT"M'1'GCT"l'CACACTCλAT"TGCACCGAAGACA'τロλAT'Cγf1'Cλ1'AGA'τておCγrA1'ATて詑τ'CM T'Cτ'GCAGλヤITMTAITT"l'CCCT"l'CMλAAACGGACCM1'AT亡λ
VAILLHTELHRRHESLIDGLYAQSADLIFSLQKTEEYQ  
AGT'TACCCGAA'τ寸寸'TCGCCGττ'CCAλAGTCCCTA1'ACCAττロT'Cτ'CCCCτ'CIITAAAAGIT亡λλλλτ'C1'ACCAλλAAAT'TMTM'τ'CCAAATAT'TAλλACC1'亡ITAAACT亡GA
KLGEFSP F' QSAY 1' IVSADKSSKSRKKLI M QILKPLKLD  

λτ寸寸ACCCAGCτ寸寸ACACMGAMAACττ寸℃λτ'TT芯1'M CCτ"J'TTCC1ロτ'GTA1'CT'CTておCACCλA1寸'CCA1'}ばGτロT亡AA1'AG'τロGMCCGτ'1'MTCA'τ'CAITT'CMCAG1'
DLPSfTEEKVSfVSFCCVCLAGIPYVSIVEPLMIISTV  
τ'CCτ'CCCGACCA1'AGGCCC1'AC1'A1寸ACτておG1'(;CA1'CAAAλλAC1'AGIIτ'CA1'CλACGτ寸寸寸AAλAτ'CCτ寸'GCACC1'Aτ'CAλcτ寸℃τ'GCλλτ寸寸'CATA1'Aτ'CITMGAGATII
VLA 1' IGPTI 1' GWMKKLDHERFKILAGINLCNLIYLKRY  
A亡GCAT"了rrcλλτ'TT'CAGJにT'CAτ'CT亡GACC1'A1'IICGτロλGλλAAλ，CCCτ'CTMCτ℃τ"J'TTCM 1'ACλCCITA1'C= AT"M'Mτ'1'ACτ'TCTCATCC1'MG'亡亡AGATAT"TGT
YAFSISDSSRPIREKKPL 1' LLNRGYVDLITSDIIKPDIV  
τて芯V:MGτ'1'AMGT"l'CCτ寸・MCCAMT"TGC1'CACτロτ寸寸'TACGτ'CA1'AλλλT"TGτ'TT沼λAGAAGAAλA1'II'τ'CCτ寸寸C1ておCGACCA1'亡久λ，GT"TGM=λ

L VIKLFEEENILSGEDQVEGE  
TCMAAλACCCAT'TMAAAAAAλATCAAλλAGCT亡'T'CMGC

CAτ'CM 1'ACAACτ'CGCτ'CCAAAT"rT亡λγITA'τも:CAτ'1'AT"M'M 1'ACCM1'MGAC
λτ'CCITTTMτ寸λGAτて~ITMGACA1'MCτ'CITI\.λAτ芯ACIIC1'CC1'AGτ'TCT"M'MC1'λITM1'M1'MGλλλCλλτ℃

T'CGT'CCCAAAττTITA'τ"J'T"J'T1'(GAA'τ'C1'M 1'AT"l'CλAλT'CACCATAT"M'ATλ，1'CγTGτ'CIIGAG1'AT"TGλAITT"l'CAMG1'ACλτロλG1'λAGCA
AITIICACTACAACCCCCC1'MCCT"MなおMGGCAMGA1'AGAGAGC1'A'τ寸寸'C1'λAAACλ亡AGIII亡AT"M'AAACGλ，G1'CAGτロM'τむλ，ITT'CGCC1'ATAGITT"l'CCAT'T 
AGCG1'AC1'Mλ亡Gτ℃τ℃λGCTCAG亡ACλACACτ寸'1'ACCT"M'λCCλλACCACCAτ'CGAMGCCI灯ておMτ'CAC1'IIC1'(;CCAGT"l'CAGGCT亡ACCIIT"M'1'CTACT'CACTC 

AτてAGCAGτ寸'CG1ておMτ寸ACTCτ寸TTGAAA亡亡τておCGλτてGACMAAG1'CAGλT"TG1'1¥.λAτ寸'CGCA1'M T'CγTA'τロT'TA1'ACTC1'(;C1'CλAGC1'(ヨエCGATIICTAC1'MIT
AATACAT"TGCλGCAλA1'A1'IIT'Cτ℃τ寸寸ACACT"M'AAGACA1'Mτ寸寸λMτ寸寸λAGCCCτ℃λAGC1'ACCGCTT<ご亡ττ'1'ACGλ，GAλAGCλACT"TGCTIICT1'CA'σrrcGT'T亡GACM

A1'Aτ℃λAGτ'CM 1'IIτ寸寸寸AT'TAGC1ておτ寸Aτ'CAAACCMτ寸寸IICCAAAGCCτ'CAGCτ寸寸寸可寸'CCC1'AGAl寸λτ寸寸AGCCACτ寸可GTCτ可'CGτロ1'ACCITAτ可GCCτ'GCCAACCATIICA
1'ATCITTCA'τてCA1'A'τ寸ACAAACCAGACCτ'CACCAT"TGA'τ'CMG亡CGTCCGAAT'TIIτ'CI¥.λA T'T 11 TCT"M'1'CA TCλACT'TAλAAAGCG1'A'τ'GCC1'AT"TGAC1' 

CGAM1'CM 1'IIT"M'AAA1'ATAITMT"M'AT'CCAT"M'て1'ACMGTCAAAAACT'CGA'亡CGAA1'ACGACIIτ'CACMITA1'
AGTMλACCAGACCC'γf1'CAC1'MCAMTCτ'1'Aτ'CAITT"l'CAC1'AT'TA'τ寸TGCITACAAACCGCITAAACMTA1'AT

τ'CA1'MGτ芯ATAC1'A1'ACGT"M'A'τておITAITMAACAT"TGAG1'AAAT"TGT"TGTCM1'AGITTC1'MTCCCMGT'CG1'入λAGAGAτ寸寸AGT"M'AAA
AT'CATACCCAGCλcτ'TCAτ寸'CAAAτ'1'ACTII'τ寸'CCGλλGCτ'TCCCT"l'CCCτ'C1'λACGTA1'ACG'亡

1'AGM亡亡GλλACAAGACT"TGACτロ1'AAAλAT"l'CCCMGλ亡CCMT'TγTACAMGAャM'TCCACT"l'C

図13 mIs4十遺伝子の塩基配列(高橋考太博士、古谷による実験)

pKT221のBamHI-BgIIIの7kb断片の塩基配列を決定した。 7個のイントロンに分断されたORFが

見つかった。一重下線でイントロンのコンセンサスを示し、四角で主な制限酵素(NsiI、SaclI、

BamHI)切断部位を囲った。



S.p. Mis4 

(1583a.a.) 

H.s. hMis4 

(2699a.a.) 

C.C. Rad9 
(2157a.a.) 

S.C. SCC2 
(1493a.a.) 

D.m. Nipped-B 
(2053a.a.) 

図14 Mis4と相同タンパクの相同領域の模式図

Mis4と相同性を示すタンパク質について、お互いに高い相向性を示す部位をカラーで

示した。 ドメインi、止出の三つの特に相同性の高い領域が見いだされた。S_p_Mis4 :分

裂酵母Mis4、 H_s_ hMis4 :ヒトホモログ、 C_c_ Rad9 .ツキヨタケ、 S_c_SCα:出芽酵

母、 D_ffi_ Nipped-B :ショウジョウパエ。
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図15 Mis4相同タンパク質に対するアラインメント
図14に示した相同タンパク質に対するアラインメントをおこなった。青枠は同一アミノ酸、水色枠は類似アミノ酸であ
ることを表す。本はmis4-242において変異が起こったアミノ酸残基。グリシンがグルタミン酸に変化していた。変異部
位近傍は高度に保存された領域で、あった(ドメイン111、図14)。
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図16 Mis4はHEATドメインを有する

(上)Mis4の種間で保存された領域にHEATドメインとよばれる反復配列がドメイン註に見

つかった(GrovesMR et aL， 1999， Cbook YM組 dBlobel G 1999) 。反復配列のコンセンサス配

列を一番上に示す (h;疎水性残基、 p，極性残基) 0 Mis4相同タンパク質中でコンセンサス

配チIJとマッチする配列を赤枠で示した。コンセンサス配列以外で保存されている残基を青字

で示した。黄枠はプロリン残基。 (下)HEAT反復配列の構造。ループドメインが2本のヘ

リックスに挟まれた構造を取る。



の)で発現させた。図17に抗比A抗体でウエスタンプロットしたものを示す (レーン l・ベクタ ー

のみ<Mis4・HAを発現していない>、レーン2・単コピー、レーン 3.多コピー)。ベクターのみ

のレーンでは見られず、多コピーで単コピーで見られるよりも量が増えるバンドが検出できた。

このバンドがMis4-HAと思われるが、予想分子量である 180kDよりやや小さし)160kDの場所にみ ら

れた。泳動度が速くなるような修飾等を受けているのかもしれない。

既知のコピー数の分かっているCut2タンパク質と比較することで、Mis4タンパク質の細胞あたり

のコピー数を予想した (データは示さない) 0 Mis4、タンパク 質、 Cut2タンパク質をともにカル

ボキシル末端に比4抗原を付加させ、それぞれ単コピーで発現させた。抗HA抗体でウエスタンブ

ロットし、バンドの濃さを比較したところCut2タンパク質の約4倍量存在すると予想された。

Cut2タンパク質は細胞あたり 8000コピー存在することが分かっているので、Mis4は細胞あたり

30000コピー程度存在することが予想された (Funabikiet al.， 1996)。

Mis4抗体の作成および検出

Mis4タンパク質の検出を容易にするため抗Mis4抗体を作製した。図18Aのような発現プラスミ

ドを構築し、 Mis4の中央ドメインの部分断片と GSTとの融合タンパク質を大腸菌の中で大量発現

させ、精製した(図18B) 。精製した融合タンパク質をウサギに免疫したのち血清を回収した。

免疫開始後12週目の血清をアフィニティ精製後、分裂酵母粗抽出液に対しウエスタンブロットを

したのが図18Cである。 レーン lが単コピー、レーン 2が多コピーでmis4+遺伝子を持たせたもの

である。160kDの場所に多コ ピーにすると濃さが増すバンドが見られる。この後のMis4タンパク

質のウエスタンプロットによる検出にはこのアフィニティ血清を用いた。

Mis4タンノザ質の挙動が細胞周期で変動するかどうかを調べるためにcdc2波異株を用いたブロッ

ク&リリースの実験を行った(図19) 0 cdc25変異株は制限温度36
0CでG2期に停止し、その後許

容温度でリリースさせると極めて高い同調性を示してG2ル4期進行を起こ す。Mis4タンパク質を

抗Mis4抗体で、ウエスタンプロッ トをした。コントロールとして示したM 矧サイクリン (CdcI3)

はリリース後20分から30分にかけて減少しており、この時期がM 期後期と思われる。 Mis4タンパ

ク質の量の変動は 1.5倍程度の増量がM期後期にみられたが、ほぽ一定であると結論した 。抗

PSTAIR日元体のウエスタンブロットは細胞周期を通じて量が一定であり 、ロ ーデイングコン トロ ー

14 
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図17 Mis4タンパク質の同定
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Mis4のC末端にHA抗原を付加し、ウエスタン法で、Mis4タンパクの同定をおこなったo (A) 

Mis4のC末端に3xHAをinframeで、付加したプラスミドを作成した。 (pMIS4-HA-601)。この

プラスミドはmis4変異株の温度感受性を相補したため機能的であると考えられる。 (B)細胞

粗抽出液をSDSポリアクリルアミド電気泳動の後、抗HA(12CAS)抗体によるウエスタンプ

ロッテイングをおこなった。 (レーン 1)野生株、 (レーン2)mis4十遺伝子のC末に3xHAをin

frameで、付加しゲノムに組み込んだもの、 (レーン3)pMIS4-HA-601をマルチコピーで持たせ

たものの細胞粗抽出液に対するウエスタンプロッテイング。160kDの位置にMis4-HAと思われ

るバンドが確認できたO
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図18 抗Mis4抗体の作成

(A) に示したようなプラスミドを作成した。GST遺伝子の下流にmis4+遺伝子の断片がinframeで、

付加させてある。遺伝子断片はMis4の872番目のアミノ酸から始まる339アミノ酸のタンパク質を

コードする。融合タンパク質は68kDと予想されたO

(B) 大腸菌での融合タンパク質の発現をクーマシー・ブルーにて染色したo IPTGで発現を誘導

させた。プラスミドを持たせた株で誘導をかけたときに発現する56kDのバンドが存在する。この

タンパクを回収し、 t元原、としてウサギに注射した。

s : 14000rpm (TOMY MRX-150) 10分の上清o p:その沈澱。

(c)抗原を注射してから 12週自の血清をアフ ィニティーした後、分裂酵母野性株粗抽出液にたい

してウエスタン法をおこなった。lanelはベクターをもたせたもの。lane2はmIs4+遺伝子を多コピ

ーでもたせたものO 多コピーで増量する 160kDのバンドが確認できた。
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図19 cdc25プロック&リリース向調培養でのMis4の挙動

上段;抗Mis4抗体によるウエスタンブロット 。中段 ;抗Cdc13 (サイクリン)抗体に

よるプロット(分裂中期後期マーカー)。リリース後20-40分が中期後期遷移と思われ

る。下段;抗PSTAIRE抗体(Cdc2) によるブロット。蛋白量がそろっていることの確
き刃



ルとして用いた。

mis4変異型タンパク質は量が減少している

mis4変異型タンパク質をウエスタンブロットにより検出した。野生株と mis4変異株をそれぞれ

制限温度に移し、経時的にサンプリングしたのち、その細胞粗抽出液に対しウエスタンプロット

を行った(図20) 。変異型mis4タンパク質は許容温度の時点から野生株に比べて量が少なく、制

限温度に移しても量は一定であった。変異型mis4タンパク質は野生型と比較して不安定になって

いるのかもしれない。

mis4+は必須遺伝子で、ある

mis4+遺伝子の遺伝子破壊を行った 。Mis4タンパク質のコード領域を ura4+遺伝子と置換した

DNA断片を二倍体細胞 (h-/h+leu 1/1eu 1 ura4/ura4十/his2ade6-216/210)へ形質転換するこ とで片方

のmis4+遺伝子座位をura4+遺伝子により破壊したヘテロ二倍体を作成した(図21A、サザンブロッ

トによる確認、図21B)。四分子解析を行っ た結果、四個形成された胞子のうち 二個のみが生育

可能であり、またそれらはウラシル要求性 (ura4-) であった。この結果からMis4タンパク質は生

育に必須であることが明らかとなった。遺伝子破壊された細胞をDAPI染色により顕微鏡観察した

ところ凝縮した染色体が散らばったような表現型や、未分離核が隔壁により破断されたような表

現型 (cut表現型、 Hiranoet al.， 1986)が見られ、 mis4iJfu度感受性変異株と非常によく似た表現型

を示した(図22) 。

mis4変異株はDNA合成阻害剤ヒドロキシウレアに感受性を示す

mis4変異株はDNA合成阻害斉IJであるヒドロキシウレア (HU) に対し許容温度においても感受

性を示した(図23)。例えばDNA複製チェックポイント機能に欠損を示すcdc2-3ν変異株は、 HU

存在下でDNA合成がおこらないまま分裂期進行を引き起こし致死となるためHUに対し感受性を

示し、5mMのHUを含むプレートの上でも生育できない (Enochand Nursc 1990) 0 mis4変異株は

cdc2-3w変異株と同等の感受性を示した。

15 
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図20 mis4変異型タンパク質の検出。

rnis4変異型タンパク質を抗Mis4で、検出した。WT;野生株、 mis4-242; 

mis4変異株。非同調細胞をそれぞれ制限温度36tへシフトアップしたの

ちサンプリングを行っ t:.0 (上段)抗Mis4抗体によ るブロッ トmis4変異

株では許容温度から量が減少していた。 (下段)抗PSTAIRE抗体による

ブロットでタンパク量が揃っていることを確認した。
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図21 mis4十遺伝子破壊株作成の戦略

(A) pKF300(材料と方法)のmis4+遺伝子領域をHindIIIで、消化し、分裂酵母uraポ遺伝子で、置

き換えたプラスミドを構築した。プラスミドのSnaBI-SpeI断片を野生株2倍体に形質転換し

た。その後、安定なura4+形質転換体に関し、サザン法をおこなった。

(B) mis4+遺伝子破壊株ゲFノムに対するサザンハイブリダイゼーション

得られた安定な形質転換体のゲノムを抽出しHaeIIまたはBam印、BglIIで、それぞれ消化 した後

に図示したプローブ (A参照)にてゲノムサザンをおこなった。サザンの結果、予想、通りのバ

ンド(矢印)が確認されたので 2倍体の一方のmis4+遺伝子がura4+により破壊されていると結

論しt.:.o

L1 ， mis4+遺伝子の片方が破壊されたヘテロ二倍体株。wt:野性型二倍体株
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図22 mis4十遺伝子破壊株の表現型

得られた 2倍体を胞子形成の後にウラシルを欠いた培地に移して培養した。24時間後のDAPI像

を示す。この培地中で、はura4十遺伝子によって遺伝子が破壊された細胞しか発芽できない。

(A) displaceの後に核分裂を起こしたと思われるものo (B)隔壁により分裂中の核が破断さ

れたものo (c) その後細胞質分裂を起こしたと思われるものO 総じて温度感受性変異株と同

じ表現型が観察された。



図23 DNA合成阻害剤ヒドロキシウレアを含むプレート 上でのコロニー形成能

ヒドロキシウレアを含むYPDプレート上で 4日間培養したもの。コントロールとして

野性株及びDNA合成チェックポイントに欠損があるためヒドロキシウレアに感受性を

示すcdc2-3w変異株を用いた (Enochand Nurse 1992)。



HUのmis4変異株への効果を見るため、 260

CでのHU存在下における表現型をDAPIにより観察し

た。mis4変異株を260

CでHUを15mM含む液体培地で培養したところ細胞は一核の間期核のまま伸

長した(図24C) 0 FACscanで、DNA含量を測定すると JCのままであり、 HUにより複製チェックポ

イントが起動されて間期停止したものと思われる(図24A)。また生存率は8時間培養した時点で

は低下しなかった(図24B)。 しかしながらmis4変異株をより長時間 (20時間)HU存在下で培養

したとき、低濃度 (4-6mM)のHUにおいても生存率を低下させた(データは示さない)。

HU存在下の表現型をさらに解析するため制限温度36
0Cで実験を行った。許容温度で、mis4変異

株細胞をGl期に停止させた後、栄養培地へリリースさせると同時に36
0Cへシフトアップした。こ

のとき、 J5mMのHUを加えた培地とHUを加えない培地へとリリースした。HUを加えた状態で培

養した細胞はリリース後7時間までDNA含量は lCのままであり、大部分のDNA合成は行われてい

ないと思われる。一方HUを加えず培養したものはリリース後4時間でDNA合成は完了していた

(図25A)0 HU存在下で細胞は間期核のまま伸長しており、制限温度においてもDNA複製チェッ

クポイントは機能していると思われる(図25B)。生存率を図25C(ii)に示す。HU存在下では生

存率はリリース後4時間まで高いままであり、 5時間目、 6時間目と徐々に低下し10%になる。こ

の生存率の低下の速度はHUを加えずに培養したときにみられる生存率の低下速度よりも 1-2時間

遅い。s期進入を抑えると生存率の低下も抑えられるのかもしれない。生存率の低下がDNA合成

と並行して起こることを示しているのかもしれない。

mis4変異株は紫外線照射に対し感受性を示す

mis4変異株はHUだ、けで、はなく 、紫外線照射に対しても許容温度で感受性を示す (図26)。紫外

線照射によりDNA損傷が引き起こされる。このときDNA修復の時間を稼ぐため、 M期進入を抑制

するDNA損傷チェックポイントが誘導され、細胞周期を停止させる (Hartwe!!LH and Weinert TA 

1989)。このチェックポイン ト機能に欠損があるかを調べるため260Cで培養しているmis4変異株

に100ジュール/mxmの紫外線を照射し、その後の表現型を追跡した O 紫外線を照射された野生株

細胞は照射後すぐに隔壁形成を起こしている細胞の頻度が低下する(図27C)。隔壁形成頻度の

割合はM 期細胞の指標として測定したが、その低下は紫外線照射に応答してM期進入が抑制され、

M期の細胞が減少したためと思われる。mis4変異株で、も紫外線照射後、急激に隔壁形成の頻度は

16 
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図24 許容温度におけるヒドロキシウレア存在下での細胞数、生存率、 DAPI像

mis4変異株細胞を26
0

CYPDで培養しヒドロキシウレアを lSmMになるように加え、その後 1

時間毎にサンプリングをおこなった。ヒドロキシウレアを加えた時間を0時間目とする。

(A) DNA含量をFACScanにて測定した。DNA合成が阻害され、 lCピークを示す細胞が蓄積

した。 (B)生存率。ほぽ高いままであった。 (C) 6時間目のDAPI像。細胞は間期核のま

ま伸び続けたc barは10μm。
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図25 制限温度におけるヒドロキシウレア存在下での細胞数、生存率、 DAPI像

窒素源を枯渇することで、mis4変異株細胞をGl期に停止させた後、 15mMヒドロキシウ レ

アを含む培地、含まない培地で制限温度で リリ ースし、サンプリングをおこなった。

(A) FACscanによるDNA含量の測定。窒素源枯渇によりほとんどの細胞がGl期に停止

していた O またヒドロキシウレアを含む培地でリリースしたものはDNA合成が阻害さ

れICピークを示したまま停止していた。 ヒドロキシウ レアを含まない培地でリリース

したものはリリース後4時間でDNA合成が完了していた。 (B)ヒドロキシウレアを含

む培地中で 7時間培養した細胞のDAPI像。barは10μm(C)ヒドロキシウレアを含む培

地中で培養した細胞(・)、ヒドロキシウレアを含まない培地中で培養した細胞

(0)の (i)細胞数、 (i i)生存率、 (iii)隔壁をもった細胞の割合。
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図26 mis4変異株の紫外線照射後の生存率

300 

対数増殖期にある細胞をYPDプレートにまき 、各線量の紫外線を照射し

て、生存率を測定しプロットした。200Jjmxmの線量を照射した時、 mIs4変

異株は野性株に比べて 100倍の感受性を示した。
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図27 許容温度における紫外線照射後の細胞数、表現型の推移

26'CYPD液体培地中で対数増殖期にある細胞に紫外線を lOOJ/mxm照射した後、 30分毎にサンプリン

グをおこなっ t.:.0 (A)野性株細胞の細胞数の推移。紫外線を照射しなかったもの (0)。照射した

もの(・)0 (B) mis4変異株細胞の細胞数の推移O 紫外線を照射しなかったもの (0)。照射した

もの(・)0 (c)隔壁をもった細胞の割合。紫外線を照射しなかった(口)、照射した(・)野性

株細胞。紫外線を照射しなかった (0) 、照射した(・)mis4変異株細胞O 隔壁を持つ細胞の割合

を測定しプロットした。mis4変異株で、は紫外線を照射した細胞は野生株に比べて隔壁形成の回復の

タイミングが遅れた。



低下し(図27C) 、細胞は間期核のまま伸長した 。 しかしながら隔壁形成の頻度は低いままであ

り、その回復が非常に遅れた。(野生株では1.5時間程度で回復するのに対し、 mis4変異株で、は

2-3時間かかった。)これらの結果はmis4変異株で、紫外線照射に応答するチェックポイント機能は

正常であるものの、細胞周期停止からの回復に欠損があることを示す。DNA修復に欠損を示すの

かもしれない。

同様の実験を制限温度である36
0Cで も行った。mis4変異株は一旦S期を制限温度で通過させな

いと致死とならないので次のような実験を行ったO 窒素j原枯渇により Gl期に停止させた細胞を36

℃でリリースさせ、 S期が通過したところ(リリース後3.5時間)を見計らって 100ジュー lレ/mxm

の紫外線を照射した(図28A) 。野生株細胞同様、 mis4変異株においても紫外線照射後に隔壁形

成の頻度が低下しM期進入が抑制された(図28B) 。このとき mis4変異株細胞は間期核で伸長し

ていた(図28B) 。 しかしその後野生株細胞は3時間後に隔壁形成が回復するのに対しmis4変異株

では4時間後でも隔壁形成は全く回復しなかっ t.:.o 紫外線照射の効果が許容温度の時より激しく

出ているようである。

mis4変異株はDNAリガーゼの変異株と合成致死性を示す

mis4変異株と遺伝的相互作用を示す変異株を探索した。遺伝的相互作用を示すものの中にはし

ばしば物理的な相互作用を示すものもみられる。この目的のため、様々な変異株とかけ合わせ、

その二重変異株の制限温度を調べた。mis4変異株はcdc17-K42(ONAリガーゼの変異株、 Johnston

LH et al.， 1986)と強い相互作用を示した。 26
0

Cで、はcdcJ7変異株、 mis4変異株はそれぞれ生育可能

であったが二重変異株はコロニー形成をすることができず、 22"(でのみコロニー形成が可能であっ

た(図29) 0 DNA複製に欠損を示すその他の変異株についても調べたo mlSダ (ONA複製開始に

必須な MCMタンパク質) (Takahashi et al.， 1994)や cdc2ぴ (ONAポリメラーゼ E 、 O'Urso G， 

Nurse P 1997)やcdc22+(リボヌク レオチド還元酵素、 FemandezSarabia MJ et al.， 1993) の変異株

においてそれぞれの二重変異株がシングル変異株の制限温度より低い温度でしかコロニー形成が

できなくなっていた ([~ 30 ) 。

mjs4変異株で、はパルスフ ィー ルド電気泳動で、検出されるようなDNA複製異常は
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図28 制限温度における索外線照射後の細胞数、表現型の推移
(A) Gl期および、S期を制限温度で通過した細胞に対し紫外線を照射するため、窒素源枯渇に

よりGl期に停止した細胞を36
0

CYPDにてリリースし、 3.5時間後に紫外線を照射した。 (i)チュ
ープリン染色でスピンドルを持ったM期細胞の割合を測定しプロットしたもの。リリース後4時
間後にM期細胞が蓄積しだした。 (u)Gl期に停止した細胞を36

0

CYPDにてリリースしたのち
FACscanでDNA含量を測定した。繁外線を照射した3.5時間自にはmis4変異株、野生株(問)とも
にDNA合成を終了していた。リリース後3.5時間の細胞のほとんどはG2期にあると思われる。
(8) リリース後3.5時間の細胞に紫外線を照射した。照射した時間を0時間とし、照射後36

0

Cで
培養、サンプリングをおこなった。 (i)隔壁を持つ細胞の割合を測定しプロットした。野生株
およびmis4変異株ともに紫外線を照射した細胞は照射しなかったものに比べて隔壁形成が遅れ
た。mis4変異株では隔壁形成が照射後4時間でも観察されなかった。野生株 ，紫外線を照射しな
かった細胞(口)0 100J/mxmの紫外線を照射した細胞(・)0 mis4変異株 ;紫外線を照射しな
かった細胞 (0) 0 100J/mxmの紫外線を照射した細胞(・)0 (u) mis4変異株の紫外線照射後
4時間目のDAPI像。
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図29 cdc17-K42とmis4-242は26'Cで合成致死性を示す

DNAリガーゼ変異株のcdc17-K42とmis4-242変異株の二重変異株で、

は制限温度が低下した。二重変異株は26'Cでコロニー形成できな

かっfこO

mis4-242変異株、 cdc17-K42変異株は26'Cでもコロニー形成でき

た。

wt 
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図30 種々のS期欠損変異株との遺伝的相互作用

種々のS期欠損変異株との二重変異株を作成し、各温度でのコロニー形成能を

調べた。解析に用いた株はmis5-268(MCM6)，cdc 17-K42(DNAリガーゼ)、 cdc20

(DNAポリメラーゼ e)，cdc6・121 (DNAポリメラーゼ δ) ，cdc22-C 1 (リボヌク

レオチド還元酵素)の変異株である。cdc17-K42変異株との二重変異株は26'Cで

合成致死性をしめした。また、そのほかのS期欠損変異株とも30'Cで合成致死

性を示すものがみられた O

ーはコロニー形成が見られないことを示し、+は数が増えるとコロニー形成能が

強くなることを示す。ND:まだおこなっていない。



見られない

前述したようにmis4変異株は様々なDNA複製欠損変異株と遺伝的相互作用を持つ。であるなら

ばmis4変異株はDNA合成そのものに欠損を示すのであろうか?パルスフィールド電気泳動では

DNA複製が完了しない染色体はゲル中に入らずバンドを形成しない (Hennessyetal.， 1991) 。分

裂酵母には三本の染色体があり、パルスフィールド電気泳動によりこれら三本を分離する事がで

きるが(図31左)、例えば、 HUを加えるなどしてDNA複製の完了を阻害したりすると、染色体

が泳動されない(図31・wt4h +HU、図31中央にrDNAのサザンブロットを示す) 0 mis4変異株の

染色体を回収しパルスフィールド電気泳動を行った。制限温度に移して4時間後にはほぼ80%の

細胞が致死となっているが、明らかなDNA複製の欠損はみられなかった(図31左・中央)。ただ、

制限温度に移してから6時間で泳動度の速いスメアバンドがみられた。図31・右に示すように

cdc17変異株で、は泳動度の速いスメアバンドがみられた。制限温度に移すとDNAニックが修復され

ず染色体が断片化するのかもしれないo mis4変異株で、も何らかの理由で断片化したDNAがある程

度蓄積するのかもしれない。

mis4変異株は分裂中期で、すでに姉妹染色分体が分離している

mis4変異株と cutタ変異株の二重変異株を作成し、 DAPI染色により 表現型を観察したところ非常

に興味深い結果が得られた。cutタ変異株はAPC/Cyclosomeの変異株であり、サイクリン、 Cut2タ

ンパク質を分解できないため、分裂中期に停止し、染色体分離が起こらない (Samejima1 et al.， 

1994， Yamada H et al.， 1997)。モデル図32に示すようにcuc9変異株で、は制限温度36"(において紡錘

体が形成され、三本の凝縮した染色体がーヶ所に集まって中期プレートを形成し、停止する o

cutタ変異株、 cut9mis4二重変異株を窒素源枯渇により Gl期に停止させた後、 36"(へシフトアップ

すると同時に栄養培地へリリースさせた。cU19変異株では一回目の分裂期にあたるリリース後 6

時間で図33に示すような分裂中期停止を起こした細胞が蓄積し出した (Samejima1 et al.， 1994)。

一方、 cUl9mis4二重変異株で、は;異なる表J~が見られた o cUl9mis4二重変針未は制限j昆度36"(では、

染色体は凝縮しているのだが、それらがーヶ所に集まらず散らばったように見えるものが見られ、

中には染色体の数が4本以上見られるもの (図33・矢印)もあったo cUl9変巽株、 cU19mis4二重変

異株の粗抽出液中のHIキナーゼ活性、 Cut2のタンパク討を図34、35に示す。HIを基質として Jn
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図31 パルスフィ ール ド電気泳動による解析

B 
cdc17 wt 

Oh 3h 6h 4h 4h 
+HU 

mis4変異株を制限温度にシフトア ップしゲノムを回収して泳動した(材料と方法)。

(A) mis4変異株においてもゲル内に 3本の濃い染色体のバンドが確認できた。コントロール

として、野生株、 野生株をヒドロキシウレアを含む培地で培養したものを用いた。野性株をヒ

ドロキシウレアを含む培地で培養したものはゲル内に染色体が入らない(左、レーン 3)。左の

ゲルに対してrDNAをプロ J ブとしてサザン法をおこなった。 (B)cdc17-K42 (DNAリガー

ゼ)変異株を制限温度で培養したときのゲノムDNAを泳動した。cdc17-K42変異株のゲノム

DNAは制限温度で泳動度の早いスミアと して観察された。 mis4変異株で、も制限温度に移して6

時間で泳動度の速いスメアバンドが見られた (A、右レーン7) 。
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。テロメア領域

。
紡錘局体
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c::コ 微小管

図32 分裂酵母の分裂中期の細胞模式図
分裂酵母の分裂中期における細胞を模式化した。姉妹染色分体同士は結合したままであ
り、三本の染色体は凝縮し、そのセントロメア領域が中期紡錘体の中央に中期板と呼ば
れるクラスターを形成する。



cut9 cut9 mis4 

図33 cut9変異株およびcut9mis4二重変異株のDAPI染色像。

窒素j原枯渇からのリリース後6時間(左) cut9変異株。三本の染色体がーカ所に集

まっているのが観察された。(右) cUl9mis4二重変異株で、は過凝縮した染色体が

散らばったような像が観察された O 核分裂を起こしてしまっているもの(矢頭)

や、染色体が4本以上観られるのもあった(矢印) 。
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図34 cut9変異株およびcut9mis4二重変異株の細胞粗抽出液中のHlキナ ーゼ活性

cut9変異株及び、 cut9mis4二重変異株を窒素源枯渇により Gl期に停止させ、制限温度36'CYPD培

地へリリースした。 リリース後経時的にサンプリングし、各時間における細胞粗拍出液中のHl

キナーゼ活性を測定した O グラフはHlに取り込まれた32pの量を定量したもの。cutタ変異株

(0)、cuc9mIs4二重変異株(・)。 リリース後6時間(矢頭)が前述のDAPI染色、後述する

FISH法で細胞を観察した時問。Hlキナーゼ活性は高いままであり、分裂中期に停止したままで

あると恩われる。
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図35 cut9変異株およびcut9mis4二重変異株の細胞粗抽出液に対するウエスタンプ

ロット。

cut9'-;変異株および、cut9mis4二重変異株ともに分裂中期に停止していることを確認するため、分

裂中期後期遷移時に分解されるCdc13(サイクリン)、 Cut2を検出した。窒素源枯渇後6時間

において、 cut9変異株およびcut9mis4二重変異株ともにCdc13、Cut2が蓄積しており、分裂中

期に停止していると思われる。Cut2で、はM期特異的なアッパーバンドがcut9変異株とcυt9mis4

二重変異株で観られた。



vitroで、アッセイすることで"Cdc2キナーゼの活性を見ることができる。Cdc2キナーゼ活性は分裂中

期に最も上昇し、分裂後期に低下する。また、 Cut2タンパク質は染色体分離の阻害因子であり分

裂中期後期遷移と同時に分解され、その分解が染色体分離に必須であるので (FunabikiH， et al.， 

1996)、Cdc2キナーゼ活性および:'Cut2タンパク質は分裂中期の指標として用いることができる o

cul9変異株、 cut9mis4二重変異株共にH1キナーゼ活性は高いままであり(通常レベルの 10倍)、

Cut2タンパク質も蓄積していることから、分裂中期に確かに停止していると思われる。

DAPI染色像の図33.矢印は染色体が4本以上見られる。分裂酵母染色体は三本である。そこで

cut9mis4二重変異株中では分裂中期に停止させているにもかかわらず姉妹染色分体は分離してし

まっているのではないかと考え、蛍光 insituハイブリダイゼーション(F1uorescentin situ 

Hibridization) 法を行った (FISH法) 0 FISH法により細胞形態を保ったまま、染色体の特定の領

域を蛍光により視覚化することができる (UzawaS and Yanagida M 1992) 0 cutダ変異株、 cut9mis4

二重変異株に対し、四種類のプローブでFISHr去を行つ t.:.o 図36にrDNA配列を、図37にdgdh配列

(動原体反復配列)を 、図38にコスミド1228 (二番染色体短腕、セン トロメア近傍)を、図39に

コスミド1447 (二番染色体短腕テロメア近傍)をプローブとしてFISHr去を行った結果を示す。

rDNA配列は 三番染色体の両末端に位置する反復配列である。 rDNA配列で、FISH ~去を行うと cut9

変異株ではーヶ所に固まった像として見える。一方cut9mis4二重変異株ではrDNA配列シグナルは

二つの塊として見えた(図36) 。

dgdh配列を プローブとして用いると分裂酵母の3本の染色体全ての動原体領域を視覚化できる

(図37) 0 culタ変異株で、は3本の染色体の動原体が中期板を形成し、 ーヶ所に集まるため、これら

は一点のシグナルとして観察された。 (SaitohS et al.， 1997)一方cut9mis4二重変異株ではdgdh配

列のシグナルはいくつかの散らばった点として観察され、 4-5点のシグナルが観察されるものもあっ

た。この結果はmis4変異株で、は分裂中期に停止させても動原体領域が時期尚早に分離してしまう

ことを示日変している。

さらにコスミド 1228、コスミド 1447の二番染色体短腕のセントロメア近傍、テロメア近傍配列

のシングルプローブを用いてFISH ~.去を行った(図38 、 39 ) 0 culタ変異株で、は姉妹染色分体が分離

しないので一点のシグナルしか観察されなか った。しか し、 cUl9mis4二重変異株では50%以上の

細胞で二点のシグナルが観察された。

これら一連の結呆をまとめると図40のようになる。野生株で、は分裂中}切では姉妹染色分体同士
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mis4 cut9 

DAPI Sad1 rDNA Merged 

図36 cut9変異株およびcut9mis4二重変異株に対する rDNAをプロープとした

FISH (蛍光 insi tuハイプリダイゼーション) c 

分裂酵母第三染色体末端であるのNA配列をプローブとしてFISH法を行ったっ左から

DAPI染色像、抗Sad1 (SPBマーカー)抗体染色像、rDNAのFISHシグナル、重ね合わせ

た{象。青 ;DNA、緑 ;Sadl、赤 ;rDNAo Cl1l9j変異株で、はrDNAのFISHシグナルはーカ

所に固まって観察されたが、cUl9mis4二重変異株で、は約半分の細胞で二カ所に分かれて

しまっている像が観察された。 barは10μm。



cut9 
DAPI Sad1 cen (dg dh) Merged 

図37 cut9変異株およびcut9mis4二重変異株に対する dgdh配列をプロ ープとしたFISH

分裂酵母セントロメア反復配列であるdgdh配列をプローブとしてFISH法を行った。左から

DAPI染色像、抗Sadl (SPBマーカー)抗体染色像、 dgdh配列のFISHシグナル、重ね合わせた

像。青 ;DNA、緑 ;Sadl、赤 ;dg dh配列。cut9変異株で、はdgdh配列のFISHシグナルは中期板

を形成するためーカ所に固まって観察されたが、cut9mis4二重変異株で、はFISHシグナルが散ら

ばって観察された。分裂酵母の染色体は3本であるが、中には4点以上のシグナルが見えるのも

あった。barは10μm。
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図38 cut9変異株およびcut9mIs4二重変異株に対す るコスミ ド1228をプロ ープと

したFISH
分裂酵母二番染色体短腕セントロメア近傍配列であるコスミ ド1228をプロープとして

FISH?去を行った。左からDAPI染色像、抗Sad1 (SPBマーカー)抗体染色像、コスミド

1228のFISHシグナル、重ね合わせた像。青 ;DNA、緑 ;Sad1、赤;コスミド12280 cutヂ変

異株では姉妹染色分体は分離しないのでコスミド1228のFISHシグナルは一点であった

が、cut9mis4二重変異株で、はFISHシグナルが二点観察された。barは10μlTIo
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図39 cut9変異株およびcut9mIs4二重変異株に対するコスミド1447をプロープとし たFISH
分裂酵母二番染色体短腕テロメア近傍配列であるコスミド1447をプローブとしてFISH法を行った。

左からDAPI染色像、抗Sad1 (SPBマーカー)抗体染色像、コスミド1447のFISHシグナル、 重ね合わ

せた像。青 ;DNA、緑;Saul、赤 ;コスミド14470 cuc9変異株で、は姉妹染色分体は分離しないので

コスミド1447のFISHシグナルは一点であったが、 cut9mis4二重変異株で、はFISHシグナルが二点観察

された。barは10μm。
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図40 mis4変異株では分裂中期に停止させても姉妹染色分体が分離してしまう。

野生株では分裂中期に停止させても姉妹染色分体は分離しないが、mis4変異株では分裂

中期に停止させても姉妹染色分体は分離Lてしまう 。このとき 、セントロメア近傍配列

だけでなく 、テロメア近傍配列も分離しているようだ。



は結合したままで分離しなし、。 しかしmis4変異株で、は分裂中期に停止させているにも関わらず、

姉妹染色分体が分離してしまう 。染色体の分離はセントロメア近傍領域だけでなくテロメア近傍

領域、アーム領域(データは示さわ、)でも起こっており、 おそらく染色体全域にわたって起こっ

ているものと思われる。

mIs4変異株は複製後間期において時期尚早な染色体分離が起こってしまう

mis4変異株における姉妹染色分体の時期尚早な分離はどの時期から起こっているのであろうか。

間期から既に分離しているのではないかといっ疑問に答えるべく以下のようなシステムを用いて

実験をおこなった。

分裂酵母MKY7A4株を用いると一番染色体セントロメア近傍配列(動原体領域から30kb離れた

lys]+遺伝子座位)をGFPにより視覚化できる (図41、この株をlys1+ーGFPと呼ぶ)。 クラゲ蛍光タ

ンパク質であるGFPは青色の励起光を当てると緑色の発色光を出し、目的のタンパク質との融合

遺伝子を発現させることで生細胞中での局在を検出することができる (Nabeshimaet al.， 1995)。

lys 1+-GFP野生株で、は間期において薄い核染色と 、lys]+遺伝子座位で、ある核内の強い l点のシグナ

ルを顕微鏡下で見ることができる(図41B、42C) (Nabeshima et al.， 1998， Goshima et al.， 1999) 。

この株にmis4変異を掛け合わせにより導入した。lys1+-GFP野生株および、lys]+-GFP mis4変異株を

それぞれ窒素源枯渇により Gl期に停止させ、制限温度33
0C、EMM2培地でリリースし、その後経

時的にJystJ宣伝子座位のGFPシグナルを、非固定で観察した。 lysl+ーGFP野生株で、はJyst遺伝子座

位のGFPのシグナルはリリース後 6時間まで一点であった(図42C) 。一方lys1+-GFP mis4変異株

ではリリース後2時間ではlys1+遺伝子座位のGFPシグナルは l点であ ったが、リリース後 4時間で

30%の細胞で;lys1+遺伝子座位のGFPシグナルが2点に分離した像が見られた。 mis4変異株における

DNA含量を図42Aに示した。 DNA合成はリリース後 4時間から 6時間にかけて起こっていた。リ

リース後 8時間でM期の細胞が見ぇ出すこと、リリース後4時間、 6時間では細胞長が7マイクロメー

トル程度の細胞でもGFPシグナルが 2点見えていることから、二点に見えるこれらの細胞はDNA

複製直後であり、まだ間期にあると思われる。 2点、のlys1 +-GFPシグナルが見えた割合を生存率

と共に図42Bに示した。lysj+-GFPシグナルが2点に見える細胞が増えるのに従い生存率は低下し

た。

これらの結果をまとめると以下のようになる o mis4変異株ではDNA複製終了後、姉妹染色分体

20 



A 

B 

図41 染色体の可視化

~ ~ ~ f f / 
ノρ

30kb GFP -LacI -NLS融合

タンパク質

LacO反復配列

(A)染色体の特定領域を可視化するため、分裂酵母細胞の一番染色体セントロメア近

傍の1)7s1十遺伝子座位に大腸菌のLacO配列をタンデムにつなげたものを挿入、さらに

LacO配列に結合することのできるGFP-LacI-NLS(GFPと大腸菌LacIとNLS<核移行シ

グナル>の融合タンパク質)を発現させた株(ここでは1ys1十GFPと呼ぶ)を用いた

(Nabeshima K et a1.， 1998) 0 (B)顕微鏡下では下の模式図のように核が薄く光り核

内の一点が明るく光る像が観察できる。野生株では姉妹染色分体は非常に近接してお

り、1ys1+-GFPシグナルは一点しか見えない。
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図42 mis4変異株では姉妹染色分体が間期ですでに分離している

mis4変異株にJysl+-GFPを掛け合わせにより導入した (Jysl+-GFPmis4変異株)。細胞を窒素源枯

渇により、 Gl期に停止させ、制限温度33"cへリリースした。 (A)ケsl十ーGFPmis4変異株のDNA

含量の推移。リリース後2-4時間でDNA合成が起こっていた。 (B)Jysl+-GFP mis4変異株の生存

率 (・)、lysl+-GFPのシグナルが二点見えた細胞の割合。JysJ+-GFPのシグナルが二点見えるの

に伴い生存率が低下した。 (C)野生株、 mis4変異株内で、のJysrf--GFP染色{象。野生株ではリリー

ス後6時間でも 一点しか見えなし )0 mis4変異株で、はリリース後4時間から二点のシグナルが見えだ

したc 分裂期のタイミングはリリース後8時間目と思われる (材料と方法)0 barは10μm。



が(ここではIysJ+J.宣伝子座位をマーカーとした)分離してしまうことが明らかとなった。また、

これらの細胞は間期にあると思われるため、紡錘体は形成されていないo mis4変異株で、見られる

時期尚早な染色体分離は紡錘体の張力により分離したものではないだろう 。姉妹染色分体聞をつ

なぎ止められないためと思われる。 また、生存率は姉妹染色分体の分離が起こるのと並行して低

下した。

Mis4はクロマチン領域に局在する

Mis4タンパク質の局在を決定した。これまでの結果からMis4タンパク質は核、あるいはクロマ

チン結合タンパク質であることが予想される。 Mis4タンパク質のカルボキシル末端にGFPを付加

させた融合遺伝子をゲノムに組み込み、置換した(図43) 0 Mis4-GFP融合タン パク質はmis4+遺

伝子破壊株を相補するので機能は維持していると思われる。 26
0

Cで培養したMis4-GFP組み込み体

を固定せず共焦点レーザー顕微鏡で観察した(図44) 。多コピーで、Mis4-GFPを導入し観察したも

のも図44(左上)に示す。多コピーでは核全体が染色された。 Mis4-GFP組み込み体(単コピー)

では核内が薄く染色され、さらに3点から5点の複数のドット状のシグナルが観察された。これら

の大部分のドットは核内でクラスターを作っていたが、一部のドットは核の辺縁部に離れた場所

に観察された(↓印)

次にこれらの局在をDNAとの二重染色で観察した(図45) 。分裂酵母では間期ではクロマチン

領域は核内の半球状の領域を占め、残りの半球領域は核小体であることが分かっている。また、

クロマチン領域から核小体領域へ突出する形で、rDNA反復配列が突き出している(図45B)

Mis4-GFPはクロマチン 領域が薄く染色され、クラスターを作っている明るいドットはちょうど

rDNA領域と 重なった。分裂後期の細胞(図45A'上から2段目、 3段目)でもクロマチン領域が染

色され、分裂前期で染色体が凝縮して停止するnda3変異株中でもドット状の染色が確認された

(図46) 0 Mis4タンパク質は細胞周期を通じてDNA領域に局在するようである。

分裂酵母rad21変異株で、は時期尚早な染色体分離が起こる

さて、これまでにmis4変異株で、は複製された姉妹染色分体同士をつなぎ合わせることができな

いことが明らかとな った。lU芥両手母においてコヒーシンと呼ばれるタンパク質抜合体が姉妹染色

21 
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単コピーで、Mis4の局在を観察するため、 mis4+-GFF融合遺伝子をゲノムに組み込んで観察

した。組み込み体の作成の戦略を示す。変異部位がC末にあるため、真ん中に示すような

mis4十遺伝子のカルボキシル末端にGFPを付加させた断片をインテグレーション用pYCllベ

クターに挿入したプラスミドを作成した。このプラスミドをmis4変異株に形質転換したの

ち、温度感受|生を相補し、かつロイシン非要求性となるものを選択した。得られた株は下

段に示すように単コピーで、mis4+-GFPが組み込まれていると思われる。



[ 金
図44 GFPによる Mis4の局在の観察

(左上)多コピーでmis4十-GFF融 合遺伝子をもたせたもの。核と思われる細胞の中央町〉分が一様

に染色された。

(下段) mis4十-GFPをゲノムに組み込んだ株を観察した像。核と思われる細胞の中央部分がドッ

ト状に染色された。これらのドットは主にクラスターを形成していた。またそのほかにも付随

して一点観察された(矢印) 。
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分裂酵母模式図
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図45 DNAとGFPによる二重染色

(A) mis4+-GFl司Eみ込み体のDNAをHoechst33342で染色することで、生きたまま二重染色して
観察した。上段;間期細胞。中段および下段;分裂後期細胞。_{_虫央)DNA領域。(左)Mis4-

5毘金銭祭像".- (右.~ GFP、DNAの染色像を重ね合わせたもの。 GFPあシす「ナルはどりわけ
rDNA領域と一致する。またその他に、核辺縁部に点がさらに染色される細胞も観察された。
(8)分裂穆母模式図。分裂酵母ではDNA領域は半球状のクロマチン領境とクロマチン領域か

ら突き出た形のrDNA領域として観察される。



DNA Mis4・GFP

図46 分裂期停止変異株におけるMis4の局在

分裂期に停止するnda3変異株 (sーチュープリン欠損変異株)におけるMis4の局在を観察

した。(左)DNA、 (中)Mis4-GFP。染色体上にドット状のシグナルが観察された O



分体問の結合に必須であることが明らかにされた (MichaelisC， et al.， 1997， Guacci V， et al.， 1997) 。

コヒーシンサブユニットのうち Scclが細胞周期における制御をうけているらしし )0 Scc 1と最も相

向性の高い分裂酵母タンパク質はRad21タンパク質である (BirlくenbihlRP，etal.， 1992) 0 rad2tは

必須遺伝子であり、その変異株は核分裂異常の表現型を示すこと (TatebayashiK et al.， 1998) 、

紫外線感受性を示すことが報告されている(Birlぽ nbihlRP， et al.， 1992) 。そこで、分裂酵母Rad21

タンパク質が姉妹染色分体問の結合に必要かどうかを調べた。rad21-Klは温度感受性変異株であ

り、 26'Cでは生育可能であるが36
0

Cでは生育できない(池田日出男先生より供与。 TatebayashiK 

et al.， 1998) 。前述したlysJ+ーGFP株にrad2J-KI変異をかけ合わせにより導入し制限温度36'Cで観察

した(図47)。野生株では36
0Cにシフトアップしても 2点のlysJ+-GFPシグナルを持つ細胞の割合

は増加しない(図47C) 0 rad2J・KJ lys J+-GFP株細胞では2点のlysl+-GFPシグナルはシフトアップ

前は10%なのに対し、制限温度にシフトアップしてから2時間後には22%の細胞で観察された

(図47C)。また、それぞれの細胞長で 2点のシグナルが観察された頻度を図47Bにプロットした。

明らかに間期と思われる短い細胞で 2点のシグナルが観察された。この結果から分裂酵母Rad21

タンパク質も姉妹染色分体聞の結合に必要であることが明らかとなった。

rad2J変異株はS期に致死となる

mis4変異株はGl期か ら市IJ限温度にシフトアップするとS期に致死となる。それで、はrad2J変異株

ではどうであろうか。 rad2J変異株を窒素源枯渇により Gl期に停止させ、栄養培地へリリースする

と同時に36'Cへシフトアップした(図48) 0 S期はDNA含量が倍加する 3時間目から4時間自に当

たると思われる(図48A) 0 rad2J変異株、 mis4変異株ともに生存率はリリース後3-4時間後に低下

した(図48B) 。またrad2J変異株のDAPI染色像は mis4変異株と非常によく似ており、凝縮した染

色体が散らばったような表現型を示した(図48C) 。この表現型は一回目のM期に現れた。従っ

てrad2J変異株も mis4変異株同様、 S期に致死となり、その後続く M期に核分裂異常の表現型を示

すと思われる。

Mis4とRad21の問に物理的相互作片jはみられない

Mis4、Rad21はともに姉妹染色分体問の結合に必要であり、 S却]に機能することが明らかとなっ

つつ
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図47 rad21変異株では時期尚早な染色体分離が起こる

1ys1十-GFP株 (ここではMKY-7B8を用いt:..o 材料と方法参照、GoshimaGetal.， 1999)にrad21変異を かけあわせにより導入した (lys1十ー

GFP rad21変異株)。 非同調1ysl+-GFPrad21変異株を36'Cにシフトア ップした。 (A)1)'s1+-GFP rad21変異株。36'C2時間。短い、間期と

忠われる細胞で 2点、の1)'s1十ーGFPシグナルが見られた(矢印) 0 (B)それぞれの細胞長において 2点の1ys1十-GFPシグナルが見えた細胞

の割合。(全体に対する割合。) (C) 2点のlys1十-GFPのシグナルが見えた割合を時間経過と共にプロ ットした。
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rad21変異株、Iηis4変異株、野生株を窒素j原枯渇により Gl期に停止させ

た後、制限温度へとリリースした。 (A)FACscanによるDNA含量の測

定。s期はリリース後3時間から4時間にかけて起こっていた (B)生存

率。 リリース後3時間から急激に低下 したc (C) rad21変異株と mis4変

異株のリリース後6時間自のDAPI染色像c



ナ、、

た。それではMis4とRad21は物理的な相互作用をするのであろうか。出芽酵母、アフリカツメガ

エルではXRad21 /Scc 1 はXSmcl/Smcl、XSmc3/Smc3とともにコヒーシン (Cohesin)と呼ばれるネ夏

合体を形成することが分かっている (LοsadaA et al.， 1998， Toth A et al.， 1998)。分裂酵母におい

ても Rad21がPsm3 (Smc3相同タンパク質)と結合することが免疫沈降実験により明かとなってい

る(朝長、村上未発表データ) 0 Mis4とRad21、Mis4とPsm3の物理的相互作用の可能性を免疫沈

降実験により調べてみた(図49) 0 Mis4-myc、 Rad21-比久 (Rad21のC末端にHAを付加させた組み

込み体 ・長尾により作成された)の二重組み込み体を作成し、非同調細胞の抽出 液に対し抗Myc

抗体，抗HA抗体で免疫沈降実験をおこなっ t.:.o 抗Myc抗体で、Mis4-mycは全体の4割免疫沈降させる

ことが出来たが(一段目・レーン7)Rad21タンパク質は共沈してこなかった (二段目 ・レーン7)。

また抗比久抗体で'Rad21-HAは全体の7割を沈降することが出来たが(二段目・レーン9)Mis4タン

パク質は共沈してこなかった(一段目 ・レーン9)。次にMis4-myc、 Psm3-HA (Psm3のC末端に

比4を付加させた組み込み体・湯浅修士論文)の二重組み込み体を作成し、抗Myc抗体，抗HA抗体

で同様の免疫沈降実験をおこなった。この時、抗Myc抗体により Mis4-mycタンパク質の4割が(三

段目・レーン7) 、抗HA抗体により Psm3-HAの5割が(四段目・レーン 12)沈降していたがMis4

タンパク質(三段目・レーン 12)とPsm3タンパク質が (四段目 -レーン7)それぞれ共沈してく

ることはなかった。これらの結果は少なくともこの条件ではMis4とRad21、Mis4とPsm3の聞には

物理的相互作用はないということを示しており、 Mis4はコヒーシン複合体とは異なる複合体を作っ

ていることを示唆している。

mIs4変異株の中ではRad21は局在が異常になる

Mis4とRad21の聞に物理的相互作用が見られなかったので他に何か関係がないかを調べてみた。

まず局在に注目した。Rad21タンパク質はGFP融合タンパク質の解析から核内でドッ ト状に局在す

る事が分かっている(長尾未発表データ) 0 mis4変異株のなかで、Rad21の局在をみたo Rad21のカ

ルボキシル末端にGFPを付加させた融合遺伝子をゲノムに組み込んだ(長尾未発表データ)。

Rad21-GFP組み込み体にmis4変異をかけ合わせにより導入し制限j昆度36"(で、Rad21タンパク質の局

在を観察した。野生林では図50(上段)の様に 26
0

C、36
0

Cともに核内がドット状に染色された。

しかしmis4変異株で、は26
0

Cで既にド y ト状の染色が薄くなり(図50・下段左)、 ドy ト状の染色

が見られない細胞も在日療された。36"(にシフトアップすると411寺Il¥jでド ット状のシグナルは全て
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図49 Mis4はRad21とも Psm3とも免疫共沈しない

Mis4-myc Rad21-HA二重組み込み体(上段)、 Mis4-mycPsm3-HA二重組み込み体(下段)をそれぞれ

作成し、その非同調の細胞粗抽出液にたいし抗HA抗体、抗myc抗体により免疫沈降を行った。コント

ロールとしてビーズのみと反応させたもの、 mis4十-mycあるいはrad2J+-HA、psm3十-HAのみを組み込ん

だものを用いた。Inputとsupは蛋白量をそろえた。pptにはInputの10倍量を電気泳動にロードした。

免疫沈降の効率はInputからsupの分を差しヲ |いたものが沈降されたものとして計算しt.:.o
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図50 mis4変異株ではRad21の局在が異常である

4h 

Living cells 

mis4変異株にRad21・GFPを単コピーでもたせ、市Ij限温度で観察した。上段;野生株。下段， mis4変

異株。野生株ではRad21-GFP:土26
0C、36

0C共にドット状の核染色として観察された。mis4変異株に

おいては許容温度ではドット状のRad2J-GFPの染色が観察されたものが見られたが、制限温度36'C

では一様な核染色しか見られなかった。



の細胞で全く観察されなくなり、滑らかな核染色しか見られなくなった(図50・下段右) 。逆に、

rad2J変異株のなかで、Mis4タンパク質の局在をGFPにより観察したが野生株、 rad2J変異株で、顕著な

差は見られなかった(豊田未発表)。

次にウエスタンプロットで"Rad21を検出した。抗Rad21抗体をもちい、野生株、 mis4変異株の細

胞粗抽出液に対してウエスタンプロットを行った(図51. BirlくenbihlRP and Subramani S 1995) 。

Rad21タンパク質は野生株中では 100kD付近に複数のバンドが見られた 。Birlくenbihlらにより、

Rad21タンパク質はリン酸化の修飾を受け泳動度の遅いバンドがリン酸化によるものであること

が明らかとなっている (BirkenbihlRP and Subramani S 1995) 0 mis4変異株ではRad21タンパク質

の最も泳動度の遅いバンドが許容温度からほとんど見られなくなっていた(図51<← i>)。

これらの結果からMis4タンパク質はRad21タンパク質の正常な局在化と泳動度の遅いバンドの

形成に必要であることが明らかとなった。

mis4変異株は制限温度でM期進行遅延の表現型を示す

mis4変異株は制限温度で凝縮染色体がぱらけたような表現型を示す。この表現型をさらに詳細

に解析するため向調培養をおこなった。 より向調率をあげるため以下のような実験を行った O

mis4変異株、野生株を窒素j原枯渇により G1期に停止させた後、制限温度でリリースし、リリース

した細胞にエルトリエーションを行いGl期に同調させた 。野生株ではエルトリエーション後

45--60分後に、 mis4変異株で、は30A5分後にかけてDNA含量ICから2Cに移行していることからこれ

らの時期がS期と恩われる(図52A、B赤枠およびC) 。チュープリン染色により、 M期細胞、す

なわち紡錘体を持つ細胞を測定し、その割合を示した(図52A、B)。野生株、 mis4変異株ともに

S期が終了してから90分でM 期細胞が出現しだした。M期進入のタイミングは野生株、 mis4変異

株で差はないよつである。隔壁形成した細胞の割合を示した。隔壁形成は野生株ではM 期進入後

15分で、 mis4変異株で、はM 期進入後30分からの分でおこり始めていた。 mis4変異株で、は隔壁形成

が野生株に比べて遅れることが分かった。 さらに粗抽出液中のCdc2キナーゼの活性を測定するた

めヒストン Hlを基質としたキナーゼア y七イを行った(図52A、B)。野生株ではキナーゼ活性

は3倍程度にしか上昇しなかった。 しかしmis4変異株ではHIキナーゼ活性が8倍まで上昇した。 さ

らに上昇している時間も野生株より長かった。mis4変異株ではM期細胞が蓄積するのであろう 。

HIキナ ーゼが高いときの (180分)制11胞 をチュープ リン染色し、がj錘体の長さの分布を示した
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図51 mis4変異株中でのRad21の挙動

mis4変異株細胞粗抽出液中に対して抗Rad21抗体によりウエスタンブロットを行った。非

同調細胞を制限温度に移し、経時的にサンプリングを行った。上段;抗Rad21抗体による

ブロット。下段;抗PSTAIRE抗体によるプロット(タンパク量が揃っているかの確

認)。野生株中で、はRad21は4本のバンドとして検出された(iとiiの間) 0 mis4変異株で、

は一番泳動度の遅い (i) のバンドの量がj威少していたっ
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図52 mis4変異株は制限温度でM期遅延を引き起こ す

野生株、 mis4変異株を窒素j原枯渇により Gl期に停止させた後リリースし、さらにエルトリエーショ

ンにより Gl期に同調させた。 (A)野生株 ， (B) mis4変異株;スピンドルをもった細胞の割合

(上段0)。隔壁形成を起こした細胞の割合 (J二段.)。粗抽出液中のHlキナーゼ活性(下段

0) 0 (C) fACscanにより DNA含量を測定した。 (A) (B)ではS期のタイミングを赤枠にて示

した。



(図53A、B) 。野生株は紡錘体の長さにばらつきがあり、短いものから長いものまでまんべんな

く存在した。 しかしmis4変異株で、は紡錘体の長さはほとんどが3-4マイクロメートルであり、長い

紡錘体を持つ細胞は見られなかった。210分の時点でも5μm以上の紡錘体を持つ細胞はmis4変異株

においては2%未満であった O 最近の五島らの結果からmis4変異株は分裂期の第二期(図3a) で停

止すること、またそのときの紡錘体の長さが通常野生株では2マイクロメートル程度なのに対し、

mis4変異株で、は4マイクロメートルであることが明らかとなっている (GoshimaG et al.， 1999)。

これらの結果をあわせると mis4変異株で、は分裂中期様の停止をするが、そのときの紡錘体の長さ

は何らかの原因で野生株で見られるものより長い様である。分裂酵母の第二期における紡錘体の

長さは動原体微小管が動原体を引っ張る力と姉妹動原体問の結合の力のバランスに よって決定さ

れると考えることができる。mis4変異株で、は姉妹染色分体間結合に欠損を示すため姉妹動原体聞

がほどけたような恰好になっており、紡錘体の長さがやや長くなるのかもしれない。

さてmis4変異株はH1キナーゼ活性が高い状態で停止する。このときCut2タンパク質はどうであ

ろうか。 Cut2タンパク質のカルボキシル末端にHAを付加させた融合遺伝子をゲノムに組み込み免

疫抗体染色により検出した(図54)。野生株では短い (-2μm)紡錘体を持った細胞で、はCut2は紡

錘体上が染色されるが、長い紡錘体を持った細胞では見られない(図54下段) 。 しかし、 mis4変

異株では4マイクロメートル程度の長い紡錘体を持った細胞でも紡錘体上にCut2タンパク質が見

られた(図54上段および図55) 0 M期遅延を起こしているmis4変異株の細胞ではCut2の分解も起

こっていない様である。

mis4変異株は微小管重合間害剤に対し感受性を示す

rad21変異株はTBZ感受性を示すことが明らかとなっている (TatebayashiK et al.， 1998) 0 TBZ 

(チアベンダゾール)はチュープリンの重合阻害斉IJである。 mis4変異株のTBZフ。レート上でのコ

ロニー形成能を見た(図56) 。プレート上に野生株、mis4変異株の培養液をJII目次希釈してスポッ

トした(左から 10培づっ希釈。一番左は 106
の細胞をスポットした)0 mis4変異株で、は野生株に比

べて 10μg/mlのTBZプレート上でのコロニー形成能が悪くなっていた。これらの結果からmis4変

異株はチュープリンの重合阻害斉IJTBZに対し感受性を示すことが明らかとなった。微小管のダイ

ナミズムが重要な役割を演じる MJ~]のイベントそのものに mis4 変異株では異常を示すのかもしれ
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図53 mis4変異株は制限温度でM期遅延を引き起こす

図52の180分における細胞のチュープリン染色像 (A) 、スヒンドル長を測定し、その分布を

プロットした (B)。
(A)青 ;DNA、赤 ;チュ ープリン、緑 ;紡錘極体。
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図54 mis4変異株ではCut2が残存している 。
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mIs4変異株にCut2-HAを単コピーでもたせ、制限温度36'Cに移し4時間後にサンプリング、抗日A抗体

により間接蛍光抗体法を行った。上段 ，mis4変異株、下段;野生株。左より DAPI染色、抗HA抗体染

色、抗Sadl抗体による紡錘極体染色。野生株ではCut2-HAはM期の初期においてのみ(下段 ・左上の

細胞)薄い核染色とスピンドル様のの染色が見られる o mÍs4'j;t異株で、はやや長い (4~lm ) スピンドル
をもっ細胞においても Cut2-HAの薄い核染色とスピンドル様のの染色が見られた。barは10μm。
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図54の間接蛍光抗体染色について、紡錘極体を 2つ持つ細胞 (M期細胞)についてCut2-
HAのパターンを観察した。Cut2-HAの染色パターンを紡錘極体問の距離に対してプロット
したもの。空白;染色が見られなかったもの。青;核染色が見られたもの。赤;核染色と
スピンドル染色が見られたもの。緑斜線;スピンドル染色が見られたもの。
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10 (μg/mL) 

mis4変異株は微小管重合阻害斉IJで、あるTBZ(チアベンダゾール)に対し感受性を

示したo TBZ (10μg/ml)を含むプレー トに対しスポッ トテストを行った。一番左

のスポッ トには 106cellが含まれる。各スポッ トに含ま れる細胞数は右へ行くに従

い、10倍づっ希釈している。



ない (考察) 。

mis4変異株の制限温度におけるM期進行遅延の表現型はMad2依存的で、ある

mis4変異株は市Ij限温度でいわゆる第二期に停止する (GoshimaG et al.， 1999)。このとき、 Hl

キナーゼ活性は高くなっており、紡錘体の伸長も起こらない。さらに mis4変異株は微小管重合阻

害斉IJTBZに感受性を示す。そこで、この分裂期停止は紡錘体チェックポイント遺伝子mad2+による

ものではないかと考えたo mad2+遺伝子は生育に必須ではないが、紡錘体チェックポイン トの活性

化には必要である。すなわち野生株ではM期において微小管重合の欠損により紡錘体形成異常が

引き起こされると、 Hlキナーゼが高い状態で細胞周期を停止させることができるが、 mad2+遺伝

子破壊株 (L1mad2) は紡錘体形成異常が起こっても分裂期停止できない (KimSH et al.， 1998) 0 

mis4L1mad乙重変異株を作成し、非同調で制限温度に移した後チュープリン染色を行った(図57)。

mis4変異株は制限温度にシフトアップ後4時間で紡錘体の長さが3-4マイクロメートルの細胞が蓄

積し(図57左上)、紡錘体を持った細胞の割合が20.5%と高くなった(許容温度では5.2%であっ

た) 。しかし、 mis4L1mad2二重変異株で、は紡錘体伸長が起こっている細胞が観察され(図57右上)、

さらに紡錘体を持った細胞の蓄積は見られなかった(6.4 %) 0 rad2 1変異株においても mis4変異株

と同様、紡錘体の伸長が起きず(図57左下)、紡錘体を持った細胞が蓄積した (28.5%)。

rad21 L1 mad2二重変異株を作成し、rad21変異株と比較した。rad21L1 mad2変異株では紡錘体の伸長が

おきており(図57右下)、紡錘体を持った細胞の割合も低くなっていた (5.6%) 0 mis4L1mad2二

重変異株、 rad21L1 mad2二重変異株のうち、一部のものは分裂後の娘核の大きさに大小ができてい

た(図57・矢印)。姉妹染色分体問結合は染色体の均等分配に必須なのであろう 。なお、 mis4変

異株、 rad21変異株の温度感受性はmad2+遺伝子破壊により相補されることはなかった。

さらに、 mis4変異株、 mis4L1mad2二重変異株、 rad21変異株、 rad21L1 mad2二重変異株におけるHl

キナーゼ活性を測定した(図58)。これらの変異株を窒素源枯渇により、 Gl期に停止させ、制限

温度、栄養培地へリリースさせた。リリース後6時間目がMWJにあたると思われる o mis4変異株、

rad21変異株で、はリリース後6時間!日でHJキナーゼ活性が野生株と比較して高くなった (5倍) 。 し

かし、mis4L1mad2二重変異株、 rad2I L1 mad2二重変異株ではHJキナーゼ活性の上昇は見られず、野

生株とほぼ同レベルであった。
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図57 mis4変異株のM期進行遅延はMad2に依存している。

mis4変異株、 mis4!Jmad2二重変異株、 rad21変異株、 rad21t1mad2二重変異株 (36"(、4時間、非

同調)に対してチュープリン染色を行った。左上， mis4変異株。右上 ;mis4L1mad2二重変異

株。左下， rad21変異株。右下 ;rad2 J t1mad2二重変異株。mis4変異株、 rad2l変異株で、はスピン

ドルが伸長した細胞が見られなかったが(-4~m) 、 mis4!Jmad2二重変異株、 rad2 1t1ma.d2二重

変異株では伸長したスピンドル (7μmつをもっ細胞(矢頭)が観察されたo mis4!Jmad2二重

変異株、 rad2J !Jmad2二重変異株で、は不均等分配を起こしている細胞も見られた(矢印) c barは10μm。
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図58 mis4変異株のM期進行遅延はMad2に依存している 。

mis4変異株、 mis4L1mad2二重変異株、rad21変異株、 rad21L1mad2二重変異株における細胞粗抽

出液中のHIキナーゼ活性を測定した。窒素源枯渇により GI期に停止させた後、市iJ限温度に

てリリースした。 (A) (B) HIを基質としてinvitroでキナーゼア ッセイを行ったオートラ

ジオグラブイ一。 (B)は (A)を定量 したものO



以上の結果からmIs4変異株やrad21変異株は制限温度で、はMad2依存的にM 期進行の遅延が起こ

ることが分かった。mIs4変異株、 rad21変異株で、は制限温度ではM期においてMad2依存的な紡錘体

チェックポイントが活性化し、 M 期進行の遅延が起こると恩われる。

mis4変異株におけるMad2タンパク質の局在

高等生物で、はMad2タンパク質はキネトコア微小管の結合していない (unattachedkinetochore) 動

原体に局在するとの報告がされており、その局在と紡錘体チェックポイントの発動の聞に相関関

係があることが報告されている (WatersJC et al.， 1995) 0 mIs4変異株は制限温度で、mad2+遺伝子

Mad2依存的な M期進行の遅延を引き起こす。そこでこの時のMad2の局在をしらべた。 Mad2タン

パク質のカルボキシル末端にGFPを付加させた融合遺伝子をゲノムに組み込み、発現させた(図

59) 。野生株における局在を見た(図60・下段) 。間期には核膜様の染色とクロマチ ン様の染色

がみられ、分裂期と思われる細胞では核膜様の染色と紡錘体、紡錘極体様の染色が見られたo

mIs4変異株における局在を観察した(図60・上段) 0 DAPI染色とともに示す。M 期と思われる

細胞では核内に2点あるいはそれ以上のドットが観察された。あるものは染色体上にシグナルが

観察され、あるものは核の両端に観察された(図60・矢印)。また、紡錘極体を染色する抗Sadl

抗体との二重染色を行ったところ 、核の両端に見られたMad2・GFPのシグナルはSadlシグナルのや

や内側に見られた(図61)。

Mad2タンパク質は分裂酵母では細胞周期を通じてどのような局在を示すのだろうか。様々な細

胞周期停止変異株の中でのMad2タンパク質の局在を観察した。nda...'3変異株は s-チュープリンの変

異株であり、制限温度20
0Cで紡錘体が形成されず、 Mad2依存的にM 期に停止する (Heetal.， 1997) 0 

nda3変異株では制限海度に移すと三本の凝縮した染色体が見られる(図62.上段、 Todaet al.， 

1983， Umesono el al.， 1983， Hiraoka et al.， 1984)。このとき Mad2-GFPのシグナルはそれぞれの染色

体上に一点づっ見られた(図62.上段) 0 cUl7変革ミ株で、はM矧における紡錘極体の分離ができず、

制限温度で、Mad2依存的に分裂前期jに停止する (HaganIand Yanagida M 1990， Kim SH ctal.， 1998)。

cul方変異株を制限海度に移すと、 Mad2-GFPは染色体上の点局在として観察され、中には3点のドッ

トとして観察されるものもみられた(図62・中段) 。次に、 nuc2変異株のli1での局在をみた(図
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図 59 Mad2-GFP組み込み体の作成。

インテグレーション用ベクタ -pYCll[LEU2]を用いてMad2-GFP組み込み体を作成した。

Mad2のカルボキシル末端にinframeになるようにGFPを付加し、 pYCl1にそのカルボキシル

末端半分を挿入した。野生株に形質転換後、プラスミドを安定に保持したものを組み込み体

として観察に用いたc プラスミド、がmad2十j宣伝子座位に挿入されていることをかけ合わせに

より確認した。 またMad2-GFPの発現を抗GFP抗体のウエスタンブロットにより確認した。
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I1Jjs4変異株、野生株にMad2-GFPを単コピーでもたせ観察した。36'C、 40寺問。メタノール固

定後、DAPI染色したc 上段 ，mis4変異株。分裂中と号、われる細胞で紡錘極体様、の染色の他に

染色体上がドット状に染色される(矢印)のが観察された。下段 :野生株。分裂中と思われ

る細胞(矢頭)で紡錘極体操の染色が見られた。barは10μm。
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図61 Mad2・GFPとSPBの二重染色。

mIs4変異株と分裂中期停止する nuc2変異株の制限温度におけるMad2の局在を抗Sadl抗

体染色とともに観察した。青;DAPI、緑;SPB、赤;Mad2-GFPo SPB (緑)とJ¥1ad2-

GFP (赤)の染色が重なったところは黄色に染色される。Mad2-GFPはSPBのやや内側

に見られた。
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62・下段) 0 Nuc2'まAPC/サイクロソームのサブユニ ットであり、その変異株は制限温度で分裂中

期、すなわち短い紡錘体の間に凝縮した染色体が中期板を形成した状態で停止する o nuc2変異株

を制限温度に移すと紡錘体様のMad2-GFP染色がみられ、紡錘体様染色の両端に紡錘極体様の明る

いシグナルが見られたo nuc2変異株を市Ij限温度に移したときの抗Sad1抗体 (紡錘極体マーカー)

との二重染色を示した(図61)。紡錘極体と思われた点はSad1シグナルのやや内側に見られた。

G2期停止をする cdc2.波異株の中では Mad2タンパク質は核膜とクロマチン領域に局在していた

(図63A) 0 disl変異株は動原体微小管の形成に欠損があると考えられている (Nabeshimaet al.， 

1998) 0 disl変異株を制限温度に移すと、 Mad2-GFPは染色体上の点局在として観察された(図

63B) 。分裂中期停止をするmts2変異株で、は紡錘イ材乗の局在が観察された(データは示さない) 0 

ndILヲ、 disl、cut7変異株で見られる染色体上のMad2の点局在は3点見られるものもあるので、これ

らは分裂酵母の3本の染色体のそれぞれの動原体領域を表しているのかもしれない。高等生物と

同様、分裂酵母でも Mad2は動原体微小管の結合していない動原体に局在するのかもしれない。ま

た、その後微小管が動原体に結合し分裂中期に入ると Mad2タンパク質は紡錘体極に接近した、紡

錘体のマイナス端に局在するのかもしれない。

以上の結果を考え合わせると、 mis4変異株で、はM 期停止がおこっているときにはMad2タンパク

質は一部染色体上に見られたが、これらはMad2がこの時期に動原体局在をしているのを反映して

いるのかもしれない。そのMad2がM 期停止を引き起こしているのかもしれない。
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図63 細胞周期停止変異株中における Mad乞 GFPの局在

G2期停止をするcdc2波異株、分裂期停止をするdis1+遺伝子破壊株を制限温度に移 Lたと

きのMact2の局在を観察した。cdc25変異株 (36
0

C、4時間)ではクロマチンおよび核膜様

の染色が見られた。dis1+遺伝子破壊株 (20"(、1時間)では点状の局在が染色体上にも見
られ犬、



考察

細胞生物学的な解析から複製された姉妹染色分体同士はM期で分配されるまでつなぎ止められ

ていることが分かつており、この仮想構造体は姉妹染色分体問結合 (SisterChromatid Cohesion) 

と呼ばれてきた。姉妹染色分体間結合を形成することで染色体の均等な分配が保障されていると

考えられている。染色体分離にはユピキチン依存的なタンパク分解が必要であることが明らかと

なり、姉妹染色分体同士をつなぎ止める「のり」のようなタンパク性因子が仮想されていたが近

年に至るまで分子的な理解は進んではいなかったo (Holloway et al.， 1993) 。近年、出芽酵母に

おいてSccl/McdlがSMCタンパク質ファミリーに属するSmcl、3とともにコヒーシン複合体を形

成し、姉妹染色分体問結合に機能していることが示され (GuacciV et al.， 1997， Michaelis et al.， 

1997) 、さらに本研究においてコヒーシン複合体には属さない分裂酵母Mis4が姉妹染色分体間結

合に必須であり、 S期に機能することを示すことができた 。これらにより姉妹染色分体間結合の

分子的な理解を進めることができたと思われる。

Mis4は姉妹染色分体問結合に必須な新規の因子である

mis4変異株を分裂中期に停止させたところ、姉妹染色分体聞の結合が染色体全体にわたって失

われていることが四種類のプローブを用いたFISH法により明らかとなった。間期においても少な

くとも 一番染色体セントロメア近傍領域である、 Jysl+遺伝子座位に関してはmis4変異株で、は時期

尚早な染色体分離が起こっていた。間期には紡錘体は形成されていないので紡錘体の張力により

無理矢理姉妹染色体分離が起こってしまったのではないだろう 。mis4変異株では変異型タンパク

質の量が減少していることから、 Mis4の機能の欠失により姉妹染色分体問の結合が失われた結果、

時期尚早な染色体分離が起こったものと思われる。さらに興味深いことにmis4変異株で、は時期尚

な染色体分離が起こるのに伴い生存率が低下した。姉妹染色分体問結合が失われると致死とな

る様である。
し、~へ〉

r-ー、'-

Mis4はこれまでに姉妹染色分体間結合に関わる因子として同定されてきたコヒーシン複合体

(Cohesin complex) には含まれない。分裂酵母においても Rad21(Scclル1cdlホモログ)とPsm3

(SMC3ホモログ)は結合することが示されており、コヒーシン複合体を形成していると思われ

るが(朝長、村上未発表)、 Psm3、Rad21タンパク質それぞれに特異的な抗体で免疫沈降をおこ
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なっても Mis4は沈降産物中には見られなかった。 しょ糖勾配の実験からMis4は15Sから20Sの沈降

係数を示すので、複合体を形成していると思われるが、コヒーシン複合体の14Sとは異なる(豊

田未発表) 0 Cut3 (SMC 2 )はSMCタンパク質ファミリーに属する、染色体凝縮に必須なコンデ

ンシン複合体のサブユニットであるが、これとも免疫共沈しなかった(データは示さない) 。

Mis4はコヒーシン複合体やコンデンシン複合体のような染色体のダイナミズムを制御する既知の

とは異なる複合体を形成するようである。これらの結果から、本研究においてはMis4とコヒー

シン複合体はそれぞれ姉妹染色分体間結合に必須機能を果たしているが、両者とも異なる複合体

を形成していると結論付け、 Mis4を含む新規複合体をアドヘ リン (Adherin)と命名した。

Mis4は染色分体分離における 挙動もコヒーシン複合体の 制御サブユニ ッ トである

Rad21/Scc l/Mcd 1広孔生D21とは異なる様である 。出芽酵母においてはScclは分裂後期において部分

分解を受け、それがきっかけとなって染色体分離が起こる (UhlmannFet al.， 1999)。 しかしなが

ら、 Mis4はそのような制御は受けないようである。細胞周期に依存したタンパク量の変動は見ら

れなかった。Mis4はScclあるいはコヒ ーシン複合体とは異なる制御を染色体分離の際に受けてい

るのかもしれないo Mis4はタンパク分解でなく、 Mis4自身が多量体から単量体になることで二つ

に分割され姉妹染色分体問の結合が失われるようにしているのかもしれない。脱リン酸化などの

翻訳後調節を受けることで染色体分離の制御をしている可能性もある。

Mis4はクロマチン領域において姉妹染色分体問結合に機能する

Mis4は核内の特別な領域に局在したo GFPにより Mis4の細胞内局在を観察したところクロマチ

ン領域、とりわけrDNA領域と共局在した。さらに、核の辺縁部にも濃いドット状の染色が見られ

た。最近、出芽酵母においてコヒーシン複合体のサブユニットであるSccl/Mcdlがセントロメア領

域に非常に富んでいるとの報告がなされている (BlatY and Kleckner N.， 1999， Tanaka T et al.， 1999， 

Megee PC et al.， 1999)。分裂酵母ではセントロメア領域はクラスターを形成し核の辺縁部に局在

しているので、 (Funabiki H et al.， 1993) Mis4もrDNA領域だけでなくセントロメア領域とも共局

在する可能性は高い。温度感受性mis4タンパク質は制限温度でクロマチン領域に局在しなくなる

としづ予備的な結果が得られており(豊田未発表)、 Mis4のクロマチン局在と機能とは密接な相

関関係がありそうである。Mis4は高度に保存されていたが、これらに既知のDNA結合配列は見い

だされなかった。 しかしながらMis4はおそらく何かのDNA配列、あるいはクロマチンタンパク質
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(ヒストンなど)を認識することでこれらの領域に局在をしていると思われるので、今後クロマ

チン免疫沈降法 (CHIP)などで検討していく必要がある。CHIP法で細かく調べていくことで染

色体上への結合の有無だけでなく、その結合しているシス領域を明らかにすることができる。

Mis4はS期に機能することが本研究で明らかとな ったが(後述)、複製起点のように、 DNA複製

と密接に関連する様な染色体上の領域を認識して結合している可能性もあり、非常に興味深い。

これらの領域で姉妹染色分体同士をMis4自身が直接橋渡しすることでつなぎ止めているのかもし

れない。

Mis4は必須タンパク質であり、進化上高度に保存されている

mis4+遺伝子産物は必須遺伝子であり、配列上進化的に保存されたタンパク質であ った。姉妹染

色分体間結合は生育にも必須な構造体なのであろう 。出芽酵母-のMis4相同タンパク質Scc2の変異

株は姉妹染色分体間結合に欠損を示すこと (MichaelisC et al.. 1997)、ツキヨタケのMis4相同タ

ンパク質Rad9の変異株は紫外線感受性を示すことが報告されており、 Mis4は機能的にも進化上保

存されていると思われる (SeitzLC et al.， 1996) 0 Mis4にはHEAT反復配列と呼ばれる37-43アミ

ノ酸の反復配列が存在し、 Mis4、Scc2等、相同タンパク質問で保存されていることが明らかとなっ

た。HEAT反復配列はPP2Aの制御サブユニ ットやImportinsなどに見いだされており 、タンパクー

タンパク問相互作用を担っていると考えられている (GrovesMR et al.. 1999. Chook YM  and Blobel 

G 1999) 0 Mis4のHEATドメインがどのような機能をになっているのか興味深い。他のタンパク

質と相互作用している可能性が高いと思われる。Mis4/アドへリンはショ糖密度勾配遠心法により

15S程度の沈降係数を示す。例えばカタラーゼは250kDの複合体であり 12Sの沈降係数を示すので

Mis4はそれよりやや大きい約300kD----の分子量の複合体を形成していると思われる。予備的な観

察から温度感受性mis4タンパク質は15Sの沈降係数を示さなくなることから(豊田未発表)、

Mis4/アドへリンは複合体を形成していることが姉妹染色分体間結合に重要であると思われる o

HEATドメインを介して他のサブユニッ トと相互作用をしているのかもしれない。あるいはHEAT

ドメインを介してコヒーシン複合体なと~Mis4/アドへリン以外のタンパク質と相互作用を行ってい

るのかもしれないo mis4変異株と遺伝学的相互作用を示すDNAリガーゼもその候補として考えら

れる。Mis4タンパク質がどの様なタンパク質と複合体を形成しているのかを知ることが機能を知

る上での手がかりとなるであろう 。HEATドメインと相互作用する因子を生化学的手法や 、
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two-hybrid法等で探索することは今後の課題である。

Mis4のアミノ末端にはCdc2キナーゼの仮想リン酸化部位が3カ所並列に並んでいる 。この部位

はツキヨタケの相同遺伝子Rad9にも保存されており、ヒトにも同様の部位にMAPキナーゼのリン

酸化部位が並列に並んでいる。Mis4のこれらの部位を 3カ所ともアラニンに置換させたが必須機

能は失われなかった。チェッ クポイント機能のように必須でない機能を担っているのかもしれな

い。また、アミノ末端の200アミノ酸はMis4タンパク質の核局在に必須であることが分かってい

る (豊田未発表)。

Mis4はS期とM期に機能する

mis4変異株はS期とM期の二つの時期に致死とな った。mis4変異株をG2期から制限温度に移す

と、 M 期の中期 ・後期遷移の時期に生存率を低下させ、 Gl期から制限温度に移すと、 S期進行

と同時に生存率を低下させた (図10)0 S期における生存率の低下はmis4変異株においては複製

された姉妹染色分体同士をつなぎ止めることができないためと思われる (図64) 。その結果続く

M期で核分裂異常の表現型を示すのであろう 。生存率が低下するということは不可逆的に致死と

なることを意味するので、 一旦S期を通過し、 G2期にはいるとMis4 (あるいは変異型mis4)は姉

妹染色分体間結合を形成することができないと思われる。Mis4はDNA複製と協調することで姉妹

染色分体聞を結合させているのだろう 。mis4変異株はDNA複製に関わる様々な因子 (DNAリガー

ゼ、 DNAポリメラーゼ等)と遺伝学的な相互作用を示した。DNA複製装置と相互作用をしながら

姉妹染色分体間結合を形成しているのかもしれないo mis4変異株は生存率を間期に低下させるこ

とはなかった。Mis4に依存した姉妹染色分体問結合はいったんS期に確立されるとMis4が失活し

ても失われないと思われる。Mis4が一旦S期で機能すると姉妹染色分体間結合が安定化するのか

もしれない。一つにはMis4 (あるいは温度感受性mis4)がクロマチン上で姉妹染色分体問のリン

クを形成するとMis4自身が安定化 し、温度感受性でなくなるというものが考えられる。安定なコ

ンフォメーションを取るのかもしれない。もう ーっとしては姉妹染色分体間結合には確立と維持

の二つのステ ップがあり、 Mis4は姉妹染色分体間結合の確立のステ ップに働いているとというも

のである。例えば姉妹染色分体間結合のS期における確立をMis4が、 S期からM期までの維持を別

の因子が行っているのかもしれない。出芽酵母においてはコヒーシン複合体ともMis4ホモログで

あるScc2とも異なるEcolタンパ ク質がS期において姉妹染色分体間結合の確立に働いているとの
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図64 mis4変異株は複製された姉妹染色分体同士を結合させることができない

野生株ではS期においてDNA複製と協調する形で姉妹染色分体問結合が形成され、均等な染色体分配を保障し

ていると思われる o mis4変異株では複製された姉妹染色分体同士をつなぎ止めることができない。おそらく

G2期においてはmis4変異株で、は姉妹染色分体の大部分(少なくともlysl十遺伝子座位)が分離しているのだろ

う。その結果致死となり、続く M期において核分裂異常を示す。このとき Mad2依存的なスピンドルチェック

ポイントが活性化しているようである。



報告がされている (TothA.， 1999)。

それではM 期におけるMis4の機能はどのようなものであろうか。mis4変異株をG2期から制限

温度に移すと、 一度目のM期に不可逆的に致死となった。 しかしながら致死となったときのM期

における染色体分配はほぼ正常に起こ った。核分裂異常の表現型は致死となった次のサイクルの

M期にのみ見られた。一つの解釈は、 Mis4はM期における染色体の構造変換に関わっており、そ

の構造変換が続く S期における姉妹染色分体間結合の確立に必須である、というものである。M

期には染色体凝縮を含め、ダイナミックな染色体構造の改変が行われる(LosadaA et al.， 1998)。

これらと並行して次のS期の準備をするのかもしれない。また、動原体タンパク質であるMis12は

つ前のM期において次のサイクルのM期における均等な染色体分配を保障しているということ

が明らかとなっている (Goshimaet al.， 1999)。染色体分配というイベントは多段階からなるス

テップを経て保障されているのかもしれない。また、 M 期に致死となるように見える 一つの理由

として分裂酵母の細胞周期ではGl期が非常に短いからではないかということも挙げられる。こ

のため分裂酵母においてはM 期と続く S期を分離するのは極めて難しい。M 期に致死となってい

るように見えるが実際には致死となっている時期はS期であるという可能性も残っている。

Mis4はRad21の局互化に必須である

mis4変異株で、はRad21は正常な局在を示さなかった 。分裂酵母Rad21は姉妹染色分体問結合に必

須であることが今回明らかとなった。Rad21はGFPによる観察からクロマチン上にドット状の染色

を示すが、 mis4変異株で、はこれらのドット状の染色が失われ、滑らかなものになっていた。また、

mis4変異株では、 Rad21タンパク質のリン酸化バンドと思われる最も泳動度の遅いバンドが減少

していた O 逆に、 rad21変異株の中ではMis4の局在は野生株とほぼ同じであり、さらにSDS電気泳

動における泳動度や、量の違いも見いだされなかった(古谷、豊田未発表) 。前述したように

Rad21はコヒ ーシン複合体のサブユニッ トであり、 Mis4/アドへリンはこれとは異なる複合体を形

成する。mis4変異株においてもRad21とSMCタンパク質は野生株においてと同様、複合体を形成

していることが免疫共沈によって示されているので(村上未発表)、 Mis4はRad21の複合体形成

には必要でないが、 Rad21の局在化あるいは泳動度の遅いバンドの形成(あるいはリン酸化バン

ドの形成)に必須と思われる。

Mis4はRad21 (もしくはコヒーシン複合体の他のサブユニット )を介して姉妹染色分体問結合
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に関わっているのではないかということが考えられる。本研究により、 rad21変異株も01期から制

限温度に移すとS期に致死となることが明らかとな った。仮にMis4が姉妹染色分体間結合のS期に

おける確立のステ ッフ。に効し、てると仮定すると 、Rad21はMis4より受け渡された姉妹染色分体間

結合をS期からM期まで維持していると考えることができる。姉妹染色分体間結合の維持をRad21

が担っているか否かはrad21変異株に対して02期か らの向調培養を行い、制限温度で02期におい

ても生存率を低下させるか否かを調べてみるとわかるだろう 。mis4変異株の中ではコヒーシン複

合体が姉妹染色分体聞をつなぎ止める機能を果たせないのかもしれない。Mis4のド ット状の局在

とRad21のドッ ト状の局在が共局在するかどうかは本研究ではわからなかったが、例えばMis4が

特定の染色体領域を認識することでコヒーシン複合体をリクルートしたり 、Mis4がコヒ ーシンが

結合できるよう・な染色体構造 (例えば姉妹染色分体問の仮止めみたいなもの)を構築していると

いうことが考えられる。Rad21のリン酸化は細胞周期依存的に変動すること 、すなわち01期にリ

ン酸化状態が低く、 02期にリン酸化状態が高いことが報告されている(Birl∞nbihl RP and 

Subramani S 1995)。例えば、このリン酸化がコヒーシン複合体の機能に必須であり、 Mis4はそ

のリン酸化を促進させることで姉妹染色分体問結合に機能しているという可能性も考えられる。

mis4変異株は紫外線感受性を示す

mis4変異株は紫外線感受性を示した。mis4変異株で、は紫外線照射後の回復が非常に遅れたO 例

えば分裂酵母Rad21の変異株の一つは y線、紫外線に感受性となる変異株として同定されており 、

γ線照射後の二本鎖切断の修復が起こらない (Birkenbihl，R. P.and Subramani， S. 1992) 0 mis4変

異株でもDNA損傷を修復する事ができないのではないだろうか。

つの可能性としてmis4変異株は姉妹染色分体問結合に欠損を示したが、このた め本来近くに

あるべき姉妹染色分体同士が離れたところにあるということが考えられる。それ故mis4変異株で、

は姉妹染色分体間での組み換え修復が起こりにくいのかもしれない。

また、もう 一つの可能性としてMis4自身がDNA修復等の活性の一部を担っている可能性もある。

出芽酵母、アフリカツメガエルにおいてコヒーシン複合体に含まれることがわかっているSMCl、

3のホモログはウシでは組み換え活性をもっ因子RC-1としてDNAポリメラーゼ E 、DNAリガーゼ

と共に複合体を形成することがわかっている (Jessberger，R. et al.， 1996)。姉妹染色分体間結合

に関わる因子のいくつかは組み換え修復などDNA修復時にも機能するのかもしれない。姉妹染色
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分体問結合は姉妹染色分体問の相同配列を認識し、対合させるものとも考えられるが、組み換え

中間体のようなものを介してそれらを見分けている可能性がある。Mis4は例えば組み換え修復と

姉妹染色分体間結合の両方に関わるような分子なのかもしれないo mis4変異株はDNAリガーゼ変

異株と合成致死性を示す。DNAリガーゼはDNAニックをつなぎ合わせる酵素であり 、DNA修復あ

るいは複製の最終ステップに関わると考えられる。分裂酵母cdcl竣異株 (DNAリガーゼ変異株)

においてそのゲノムをパルスフィールド電気泳動すると泳動度の速いスメアバンドが見られたが、

mis4変異株のゲノムをパルスフ ィールド電気泳動したときにも、 一部泳動度の速いスメアバンド

が観察されたo mis4変異株で、は組み換えが不完全に起こってし まったものが蓄積し、DNAニック

が生じやすくなっているのかもしれない。

mis4変異株で、はM期にMad2依存的な紡錘体チェックポイントが活性化する

mis4変異株を制限温度に移したときに見られる染色体分配異常の表現型を詳しく解析したとこ

ろ、 mis4変異株細胞はMad2依存的にM期進行遅延を起こしていることが明らかとなった O 野生株

の後期Bで見られるような紡錘体の伸長がmis4変異株ではほとんど見られなかった。mis4変異株

では分裂期の第二期の時期で20分以上(野生株では4分程度で第三期に移行する)遅延するよう

である(第二期の定義については図3参照、 NabeshimaK et al.， 1998， Goshima G et al.， 1999、rad21

変異株においても同様の結果を得ている;データは示さない)。

これらの変異株で見られるM期進行遅延はMad2依存的な紡錘体チェックポイントが活性化され

たため起こると思われる。具体的にどのような欠損を関知して紡錘体チェックポイントが活性化

されるのであろうか。一つの可能性としては姉妹染色分体間結合の状態をMad2が監視しているこ

とが考えられる(図65A)。姉妹染色分体間結合そのものを何らかの機構で監視しているのかも

しれない。あるいは、分裂中期において動原体微小管の両方向性の結合が確立されると、動原体

微小管が染色分体を引っ張る力 (pullingforce)に対抗して姉妹染色分体間結合によ って生じる力

(opposing force)が働くと思われるが、 Mad2がこの姉妹染色分体問結合によ って生じる opposing

forceあるいは張力を感知しているのかもしれない。例えば昆虫の精原細胞では減数分裂時に動原

体一動原体微小管の結合によって生じる張力を感知して、細胞周期を遅延させる機構の存在が示

唆されている (LiX and Nicklas RB 1995， Li X and Nicklas RB 1997)。 しかしながらこの機構が

Mad2によるものなのか、分裂酵母にも存在するのかはわかっていない。
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野生株
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=ヰ〉
|分裂後期進行|

Mad2依存的な紡錘体

チェックポイントの

活性化

図65 mis4変異株ではM期においてMad2依存的な紡錘体チェックポイントが活性

化する
mis4変異株ではMad2依存的な紡錘体チェックポイントが活性化しM期進行遅延を起こす。

(A)姉妹染色分体問結合を直接、あるいは間接的にMad2が関知しているのかも知れな

い。野生株においては分裂中期に両方向性の結合が確立され、動原体微小管から生じる力

(pulli.ng" f orce 矢印)とこれに対抗する姉妹染色分体問結合によって生じる力(opposi.ng" 

force赤矢印)が釣り合うと思われる。姉妹染色分体問結合によって生じる力が減少してい

るのをMad2が関知しているのかも知れない。

(8) mis4変異株では動原体機能が低下しているのかも知れない。動原体-動原体微小管の

結合がうまくいかず、Mad2依存的な紡錘体チェックポイントが発動するのかも知れない。



もう 一つの可能性はmis4やrad21変異株で、は動原体微小管一動原体の結合がうまく行かないため

Mad2依存的な紡錘体チェックポイン トが活性化されるのではないかというものである(図65B)。

現在、 Mad2は動原体微小管一動原体の結合を監視していると考えられており (WatersJC et al.， 

1998) 、高等生物で、はBublキナーゼや、 Mad2は微小管の結合していない動原体に局在しているよ

うである (WatersJC et al.， 1998)。本研究ではMad2の局在を決定し、分裂酵母においても高等生

物とよく似た挙動を示すことを明らかにした。さらにmis4変異株においてMad2の局在を見たとこ

ろM期において一部動原体に結合していると思われる像が観察された。この結果はさらなる解析

が必要ではあるものの、 mis4変異株で、は動原体微小管一動原体の結合がうまく行かないのが原因

でMad2依存的な紡錘体チェックポイントが活性化されるのではないか、という可能性を示唆する o

mis4変異株やrad21変異株は微小管重合阻害剤である TBZに対し感受性を示した (本研究および

Tatebayasi et al.， 1998) 0 mis4変異株やrad21変異株で、は微小管が極度に不安定化すると動原体微小

管一動原体の結合の効率がさらに落ちるのかもしれない。このモデルとして、 mis4変異株や、

rad21変異株で、は動原体が機能的でないということが考えられる。姉妹染色分体問結合が確立され

ないと動原体が機能を発揮できないのかもしれない。あるいはMis4やRad21は動原体部分の姉妹

染色分体聞の結合とは独立に動原体そのものの高次構造の構築に機能しているのかもしれない。

分裂酵母セントロメア領域には厳密な線対称の一次構造をとっているimr領域と、反復配列に富む

otr領域が存在する (ChikashigeY et al.， 1989， Murakami S et al.， 1991， Takahashi K et al.， 1992) 。

例えば、 Mis4やRad21は、姉妹染色分体問の相同配列部分をリンクする因子と考えられるが、セ

ントロメア領域においては姉妹染色分体内の相同配列部分をリンクしているのではないかとも考

えられる。セントロメア領域は、 Mis4やRad21に依存してimr領域がステムループ状に束ねられた

ような構造をとったり、反復配列が折り畳まれた様な構造をとったりしているのかもしれないo

mis4変異株やrad21変異株で、はこれらの構造が構築されないため、機能的な動原体が作られないの

ではないだろうか。mis4変異株やrad21変異株における動原体領域のクロマチンの様子をマイクロ

コッカルヌクレアーゼ処理などで調べてみるのは今後の課題である (Saitohet al.， 1997， Goshima 

et al.， 1999)。
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材料と方法

1.菌株

本研究で用いた主な菌株は次の通り 。

<野生株>

972:h-

975:h十

HM123:h-leul 

lY6:h十leu1 his2 

:h-ura4 

5A: h-leu 1 ura4 ade6-M2 J 6 

ID:h+leul his2 ura4 ade6-M210 

<mis4-242> 

KT8:h-leu J ade6-704 mis4-242 CM3112(sup3-5) 

KT45:h-leu 1 mis4-242 

KT47:h-leu J his2 mis4-242 

11-2-D:h-mis4-242 

rad21-K 1;池田日出男先生より供与していただいt.:.o

<遺伝子破壊株〉

6. 10:h-/h千十/mis4二ura4+leu ]/leu 1 his2/十 ade6-M21 6!M2 1 0 ura4/ura4 

なお、取り扱いはGutzet.al. (1974)によった。

また大腸菌はMM294を用いた。

2.培地

酵母の完全培地には YPD(1 %yeast extract，2%polypepton，2%glucose)を、最小培地には

EMM2(Mitchison，1970)を用い、必要に応じてサプルメントを加えた。胞子形成には

SP A(O.l %KH2P04，EMM2培地と同 量の vitaminemixture)を用いた 。大腸菌には LB(O.5%yeast

extract，l %polypepton，0.5%NaCI)を用いた。寒天培地は1.7%寒天末を加えたものを用いた。

ヒドロキシウレアはnacalai社製のものを用いた。

3.フ。ラスミド

プラスミドの大量調裂は、アルカリ法を用い、精製には塩化セシウム密度勾配遠心を用いた

(Nishizawa Protocol)。少量調製はboil法(NishizawaProtocol)を用いた。

pKTプラスミドのクローニングベクターに用いたのはKS(+)(stratageneLajolla CA)である(高橋

学位論文) 0 pKFフ。ラスミドのクローニングベクターに用いたのはSK(-)である。

インテグレーション用のプラスミドにはleuマーカーのにはpYCllを、 uraマーカーにはpYC6を

用いた。これらのプラスミドはともに自立複製配列を持たない。

大量発現に用いたベクターにはnmr/プロモーターを含むpREPIを月]し、た

大腸菌発現ベクターにはpGEX-1(Pharmacia)を用いた。

4.形質転換

分裂酵母の形質転換にはリチウムj去を用いた (Ilocr a/.， 1983)。

大腸菌の形質転換にはカルシウムj去を刑いた (ManiatisCl a/.， 1982)。
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5.塩基配列の決定

塩基配列決定はABI社の373Aを用い、 dye-tenninater法により行ったo template に用いた欠失プラ

スミドはTAKARA千土のKiloSequence Deletion Kitを用い、 stepwise deletionr去により行った。

6.オリゴDNAの作製及びPCR法

自動DNA合成装ABI社 392を用いた。 イント ロン決定のためのPCRに用いたプライマーは次の

通り 。

10:GGTAAGCAAGACGTICAG<4339-4356> 

11 :CGTICCAAAGTGCCTATAC<4845-4827> 

また、 C末へのNotIサイト導入には

14:AGCACTCGAA TCCAA TGC<4651-4668> 

18:AAAGCGGCCGCAGACAACTGTAAGCTGTICCCCTTC<[AAANotI]5404-5382> 

を、変異部位決定は

19:AAGTI AACTGTCGACGTCCTGAGTGTGATGATGC<[AAHpaI，SalI]4058-4076> 

および18

を用いてPCRをおこな った。

N末へのNdeIsite導入は

pOP-mis4-401に関しては

20:1寸GTCGACATATGGAGATGACACCTGAAAC<[TIHincII，NdeI]368・383>

21 :TIGCGGCCGCCCGCGGGTTTCTCCTTGGGTTCAC<[TTNotI，SacII] 868-85 1 > 

pOP-mis4-402に関しては

23:CTTGGGITCACACATCAACATATG<[TCGACNdeI]844-857> 

24:TCGACATATGITGATGTGTGAACC<86ト841[ATG]> 

またPCRは本体装置にPERKINELMER GeneAmp9600を用い、 bufferおよび酵素は PERKIN

ELMERAmpli T叫を用いた。反応条件は基本的に47
0C1分、 70

0C1分 15秒 (Iサイクル毎に2秒追加)

94 "(30秒でおこなったo cDNAをtemplateとしたときはこの反応を2回くり返した。2回目の反応は l

回目の生成物を 10分のl量くわえておこなった。またtemplateとなるcDNAは()から供与されたも

のを用いた。

7.サザンハイブリ ダイゼーション法

基本的にSambrookel a1. (1989)に従った。DNAを泳動したアガロ ースゲルを、0.5M NaOH、

1.5M NaClにi時間浸したのち、BiodyneA (孔径0.2mm、ナイロンメンブレン;Pall)へ転写した。

そのメンフ。レンは UVStratalinker 2400 [120，000 mJ; Strategene]でクロスリンクした。6XSSC、0.5

%SDS、5% dextran sulfate、5XDenhardt's solution中にて65
0C、30分フレハイブリダイゼーション

をおこない、プローブDNAをランダムプライム法により、 [a_.i2P]dCTPで1票識したのちハイブリダ

イゼーションをおこなった。ハイブリダイゼーションは、 100mg/ml salmon spcηηDNAを加えた

ハイブリダイゼーション溶液中において、 65
0Cで24時間おこなった。 また、パルスフィールド電

気泳動後のゲルはアルカリ処理!の前に0.2NHCIにて酸処迎を 10分おこなった。

8. FACScanに依るDNA含量の測定

基本的にcoslelloCl a/.，(1986)と木下典行博士論文 (1991)に従った。菌休を回収し蒸留水で洗浄

したのちに70%エタノールで固定した。測定時には5JL g/ml propidiuIl1 iodidcを加え 、測定には

Becton-Dickinson社製のものを用いた。
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9.窒素j原枯渇によるGI期増殖停止及びリリース

基本的には， Saka and Yanagida(1993)に従った。EMM2で対数増殖期にある細胞を集菌し，窒素

j原を抜いた最小培地EMM2-Nで、 3回洗浄したのち， 2x 10
7 
Cells/mlの濃度になるようにEMM2-Nに

懸濁した 。その後， 24時間以上許容温度で培養した後， I x 1 06cells/mlになるよう完全培地に再懸

濁し制限温度に移してサンプリングをおこなった。

10.エルトリエーションによる向調培養

Moreno et al.，( 1989)および、Kinoshitaet al.，( 1990)にしたがっ t:..o 許容温度で培養していた株のうち

Beckman社製のerutriatorrotorにてG2初期の細胞のみを集め、完全培地に懸濁し制限温度で培養し

た。

11. DAPI染色、免疫蛍光染色法、 FISH法

分裂酵母のDAPI染色はAdachiand Yanagida( 1989)によった。免疫蛍光染色及びFISH法は船引博士

論文に従った。チュープリン染色はアルデヒド固定でおこなった。GFPによる局在観察にはメタ

ノール固定を用いた。蛍光観察はZeissAxiophotoを用いた。

12.遺伝子破壊及び胞子発芽法

基本的にはRothstein(1983)に従った 。図()のpKT221のBgIII-PstI断片をSK・にサブクローンし

pKF222としたo mis4遺伝子ORF中の Hinc.ill部位で、切り抜き、分裂酵母ura4遺伝子で、置換したのち

blueskriptにサブクローンしpKF230としたo pKF230のSnaBI-SpeI消化産物をリチウム酢酸法 (Itoel 

al.， 1983)により Ura'二倍体 (5A/l0) に形質転換した O 安定な Ura+を示す株についてサザンハイ

ブリダイゼーションを行い、予想通り misイ遺伝子が破壊されたヘテロ二倍体株をム 10とした。

13.パルスフィールド電気泳動

泳動装置はCHEFFDR-IIを用いた。泳動緩衝液には0.5xTBEを使用した。泳動アガロースゲルは

FMC SEA KEM LE Agaroseを用い、ゲル濃度は0.6%、パルス時間3600秒、 50V、泳動緩衝液温度

14"(、泳動時間 160時間で泳動した O

泳動サンプルは 1%低融点アガロース(FMCInCert Agarose)に包埋した。サンプルは細胞を制限

温度で完全培地にて指定時間 1x107cells/mlになるように培養し、 200ml回収した。インサートの作

製手)11買は高橋博士論文に従った。

14.紫外線照射

基本的には坂博士論文に従った。YPD角シャーレ(14cm x 10cm) に 2~3x10九ellの集菌した対

数増殖期にある細胞をまき、 26
0Cまたは36

0

Cで15分培養した。その後、 OJ/mxmまたは 100J/mxm

のuvを照射し、あらかじめ26"(または36
0

CにあたためておいたYPD液体培地30mlに再懸濁した 0

36
0Cにおけるこれらの操作は 36"(恒温室でおこない、 uv照射には 36"(恒温室に設置した

StratageneのStratalinkerを用いた。再懸濁した細胞をすぐにお℃または 36
0

Cにて培養し、 uv照射時

を0時間とし、 30分あるいは 1時間おきに細胞数を測定、同時に一部をグルタルアルデヒド固定

した。固定した細胞は、カリコフラワ ー染色しSI%および細胞長を測定した。

15.生細胞におけるMis4-GFPの観察

共焦点顕微鏡(MRC-1024)での観察は基本的に新藤修士論文に従った。励起条件は励起波長 :

488nm、パリヤフ ィルタ ー :522DF32、レーザー I~. IJ 力: 10%、iris: 4.5、Gain: 12000 

DNAとの二重染色は基本的には Chikasigcc[ al.，( 1994)に従 った。最小培 地中 (EMM2+1 mg/ml 

ω可1以Pi:1 7良7 1 f寺、y下11



leucine)で、5xl05にある細胞を 2μg/mlのHoechst33342をとかした滅菌水中で 15分室温にて低張処理

した。その後再び、最小培地中で 1時間培養したのちサンプリングをおこなった。観察用プレパラー

トの作製は薪藤修士論文に従った。観察は冷却ccd(Hamamatsu社c5985) で行い、取り込んだ画像

はMacintoshコンピューター(Apple社)を使って、コントラストの最適化および、疑似着色をお

こなった。

16.lysl+-GFPの観察

mIs4変異株においてはMKY7A4 (Nabeshima et al.， 1998) を、 rad2J変異株にはMKY7B8

(Goshima et al.， 1999)をもちいた。MKY7A4はGFPのシグナルが温度感受性のため、 36"(ではシ

グナルが弱くなり観察できず、 33
0

Cで行った。 また、非固定で観察したため培地はEMM2を用い

た。mIs4変異株は 33
0

CEMM2培地においても 36
0

Cと同じ表現型を示した O ただし、 EMM2培地で

は生育が遅くなるためS期及び分裂期のタイミングが遅くなる (s期終了がリリース後6時間、 M

期細胞は 8時間頃から出現した) 0 MKY7B8は高温に耐性となるよう 、改変されたもの

(Goshima et al.， 1999)。

17.細胞破砕法

船引博士論文を参考にした。破砕バッファーは主に問パ yファーを用いた。 Cut2タンパクの検

出のみTEEGバッファーを用いた。 HB; 25mM Tris-Cl(7.5) 15mM EGTA 15mM MgCI2 0.1 % NP40 

0.1 mM  NaF 60mMβglycerophosphate p-nitrophenyl phosphate 1 mM  D廿、百EG ， 50mM 

Tris-CI[pH7.5]、 10mMEDTA 

18.免疫沈降法

Harlow and Lane 1998を参考にした。

洗浄バッファー (25mMTris-CI(7.5) 15mM EGTA 15mM MgCI2 0.1 % NP40)で膨潤させたPAS

(Protein A sepharose， pharmacia) 100μlを抗体 (HA;12CA5，マウス腹水液BABCO，MYC ; 9ElO) 

と一時間インキュベートする事で吸着させた。これをーサンプルあたり 2mgの細胞粗抽出液と反

応させたO

19. Hlキナーゼ活性の測定

Moreno et al.， 1989、を 参考にした o HBバ ッ フ ァ ー (細胞破砕法の項参照)中で行った。

O.I)..lg/μlの細胞粗抽出液を 10μlにKINバ yファー (HistonH 1 1 μ1(5mg/ml ， Boehringer Man巾 eim)，

2μ1 ATP[lmM]， 6.9μI HBバ ッフアペ 0.1μI[y -32p]ATP[ 10Ci/凶])を加え、 22
0

C、15分反応させた。

キナーゼ、活性の測定はMolecularImager (Bio Rad)を用いた。

20.ウエスタンプロッテイング

Towbin et al.， (1979)に従った。SDS-PAGEをおこなったゲルは、転写バッファー (25mM  Tris、

192 mM  glycine、20% methanol [pH 8.4])中で、 50V4時間、あるいは20V終夜によりニトロセル

ロースメンブレン (ToyoRoshi Kaisha)へ転写した。一次抗体は、 12CA5 (1/1200希釈)、アフイ

ニティー精製Mis4梅(12wk)抗体 (1ハ0希釈)を用いた 。二次抗体は、HRP標識ヤギ抗ウサギIgG抗

体(1/500希釈;Bio-rad) 、HRP標識ヒツジ抗マウスig抗体(1/500希釈 Amcrsham)を用いt:.0 

21.融合タンパク質の大腸菌における発現および精製

1 )プラスミドのイ乍製

pGSTmis4-30 1 :pKT235のBamHI-EcoRIをpGEX-l(Phamlacia)にサブクローンした。

2) fusion proteinの発現と精製
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基本的に PharmaciaGST Gene Fusion Systemに従った。GSTmis4-301をDH5α に形質転換した。

その形質転換体を 26
0

Cで終夜培養したものを 100分の lに希釈した後ODが0.8になったところで

IPTGを終濃度がlmMになるように加えて融合タンパクの発現を誘導した 。さらに8時間培養した

後、集菌した。発現されたタンパク質は不溶性だった。集菌したのちPBSで洗浄してー20
0Cで凍結。

溶解後パ y ファー A(50mM Tris-CI pH8-8.3，2mM EDT A， 1 mM  PMSF，O.1 mM  

DTT，5%glycerol)+0.2mgjml lysozymeに懸;濁し30分氷上で反応させたあとブレンダーで細胞を破砕

した。この破砕液を 10，000x g、4
0

C、10分遠心した後上清を捨てる。ペレットをbufferAに溶かし

たのち 10秒間超音波でDNAを切断。その後0.5%のNa-deoxicholateをくわえ、氷上に 15分おいた後

10，000 x g、4
0C、 10分遠心ペレットを再び0.5% Na-deoxicholate、 1%丁目ton-Xl00に懸濁したのち

10，000 x g、4
0

C、10分遠心して、そのペレットを回収した。

抗原にはさらに、 SDSポリアクリルアミドゲルで泳動し、該当するバンドを切り出して S&S

BIOTRAP(Schleicher&Schuell)にて精製した。

22. Mad2-GFP組み込み体の作成

mad2十遺伝子のカルボキシル末端にNotIサイトを挿入し、 inframeとなるよう GFPを挿入した。

GFPの 3'末端にはnmtpolyAを付加させてある。 mad2+遺伝子のSpeiサイトより C末端と GFP、

polyA配列をインテグレーション用ベクターpYC11にサブクローニングした (pYCII-Mad2G) 0 

pYCI1-Mad2Gを野生株に形質転換し、プラスミドを安定に維持することができる株を組み込み体

としたo pYClトMad2Gがmad2+遺伝子座位に組み込まれていることは、 L1madZ，株とかけ合わせて

も組み換え体が取得できないこと、抗GFP抗体のウエスタンブロッティングにより予想通り(約

50kd[Mad222kd、GFP30kd]) のバンドが出ることで確認した。
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成させる上で大変お世話になりました。木下和久博士、石井浩二郎博士には研究室だけでなく居酒屋

でもお世話になりました。様々な場所で研究の素晴らしさを説いて下さったことはいい思い出です。

須谷尚史博士には厳しい目で研究の指導をして下さり非常に頼りになる先輩でした。湯浅達朗君、持

田悟君、豊田雄介君、小原隆之君には忙しい中、本論文の作成を手伝っていただき感謝します。同期

の建部恒君、そして他の構造研の皆様には公私ともどもつきあって下さり感謝の気持ちでいっぱいで

す。

挫けそうになったとき慰めてくれ、励ましてくれた、理学部の同期の皆様、京大硬式庭球同好会の

皆様に感謝します。また、わがままな私に叱責と経済援助をして下さった両親に感謝し、たします。

薪藤成昭博士には研究に詰まったときだけでなく、私事でにおいても親身になって相談に乗って下

さりましたO 愛情にあふれたご指導は構造研での生活で常に心の支えとなりました。最後にこの場を

借りて感謝いたします。

平成12年 1月 6日

古谷寛治
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