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はしがき

中枢神経障害を主症状とする水俣病は,メチル水銀による環境汚染が原因となって引き

起こされた公害病として良く知られている｡現在､メチル水銀による環境汚染が特に発展
′

途上国などで極度に進行しており,世界的な環境問題としてWHOや米国EPAがメチル水

銀の摂取基準値の制定に取り組んでいる｡しかしながら､メチル水銀毒性の発現機構は水

俣病の発症から4 0年以上も経過した現在も不明のままであり,解明のための糸口さえほ

とんど得られていない｡我々は､メチル水銀の毒性発現機構を解明するために､出芽酵母

を用いてメチル水銀耐性に関わる遺伝子の検索を行い､ Cdc34 (ユビキチン転移酵素)が

メチル水銀毒性に対する防御因子として機能することを初めて見出した(MoL

pharmaco1.,2002)0 Cdc34はヒトにも相同蛋白質が存在し､ヒトCdc34をヒト由来培養

細胞中に高発現させても顕著なメチル水銀耐性が認められることから､ Cdc34は酵母から

ヒトに至る真核生物全般でメチル水銀毒性に対する防御因子として機能していると考えら

れる｡我々はこのCdc34によるメチル水銀毒性防御機構について分子レベルで詳細に検討

し､ Cdc34がある種の特定な蛋白質(ここでは仮にX-蛋白質と呼ぶことにする)のユビキ

チン化を促進することによってプロテアソームでのⅩ-蛋白質の分解を促し､その結果とし

てメチル水銀毒性が軽減されることを既に明らかにしている｡これらの知見は､水俣病発

症から約半世紀が経過して初めて得られた｢メチル水銀毒性の発現機構解明の突破口｣と

なり得る新事実であり､今後の検討によっては半世紀間の謎を一気に解き明かすことがで

きる画期的な発見として高い評価を受けている｡

上述の知見およびその他の詳細な検討結果から､メチル水銀はⅩ一蛋白質に何らかの修飾

(例えばリン酸化)を与え､この修飾を受けたX一蛋白質(修飾X一蛋白質と呼ぶ)が細胞内

に蓄積することによって細胞障害が生じることが強く示唆されている｡一方ユビキチンシ

ステムは､この修飾X蛋白質をユビキチン化することによって修飾X一蛋白質の分解を促し､

その結果としてメチル水銀毒性に対して防御的に機能している(FASEB ∫., 2002)｡した

がって､このX一蛋白質の同定がメチル水銀毒性の発現機構解明のための扉を開ける｢鍵｣

となることは間違いない｡

そこで本研究では､メチル水銀毒性の標的分子と考えられるⅩ-蛋白質を同定すると共に､
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修飾X一蛋白質による細胞障害発現機構を明らかにして､メチル水銀毒性の発現機構とそれ

に対する防御機構を解明することを目的とする｡
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研究成果



ユビキチン･プロテアソームシステムによる分解を受けるメチル水銀毒性増

強蛋白質の検索

我々はメチル水銀毒性に対する防御機構を明らかにするために出芽酵母

(saccharomyces cerevjsL'ae)を用いてメチル水銀耐性に関わる遺伝子の検索を行い､メチ

ル水銀耐性遺伝子として､ CDC34やGFAlなどを同定することに成功している(Furuchi

et al., 2002; Miura eta1.,1999)0 CDC34はユビキチン転移酵素Cdc34をコードする遺伝

子でありユビキチン･プロテアソームシステムに関わっている(Goebleta1., 1988)｡ユビ

キチン･プロテアソームシステムとは真核生物に広く保存されている蛋白質分解経路で､

ユビキチン活性化酵素であるEl､ユビキチン転移酵素のE2､エビキチンリガーゼのE3

という三つの酵素の連続した働きによって細胞内で蛋白質にユビキチンを連結する｡ここ

でユビキチン化された蛋白質は､プロテアソームによって認識され､分解される

(Glickman et a1., 2002; Hershko et a1., 1998; Pickart et a1., 2001) (Fig. 1)｡我々はCdc34

高発現酵母によるメチル水銀耐性獲得機構の解析を行い､ユビキチン･プロテアソームシ

ステムがメチル水銀毒性に対する防御機構として重要な役割を果たしていることをはじめ

て明らかにし(Hwallgeta1., 2002)､このユビキチン･プロテアソームシステムによって

分解される蛋白質がメチル水銀の毒性発現に関与している可能性を強く示唆した｡ユビキ

チンシステムの構成因子中には､分解される基質蛋白質を認識して､直接結合するF-box

蛋白質が存在し､酵母では17種類が知られている(Ba主 eta1., 1996; Feldmaneta1., 1997;

skowyraeta1., 1997; Pattoneta1., 1998) (Fig. 2)｡そこで､このF-box蛋白質と結合し､

メチル水銀毒性の発現に関与する蛋白質の同定を試みた｡
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( 1 )酵母のメチル水銀毒性防御に関わるF-box蛋白質の同定

[目　的]

ユビキチンシステムを構成する因子の中には､分解される基質蛋白質と直接結合する
Eil

F-box蛋白質が存在する｡F-box蛋白質はその分子中にF-boxdomainを有しており､Skpl､

cdc53およびHrtlとSCF(Skpl/Cullin 1/F-boxprotein)複合体を形成し､ユビキチンリ

ガーゼE3として働くことが知られている(Kiproeseta1.,2000)｡そこでメチル水銀の毒性

発現に関与する蛋白質を同定する前段階として､酵母におけるメチル水銀毒性防御機構に

関与するF-box蛋白質の同定を試みた｡

[実験材料及び実験方法]

1.実験材料

･生物材料

酵母:出芽酵母(Saccharomyces cerevJ'sl-ae) W303B棟( MATαhL'S3 can1-100 ade2

Jeu2 tIPl uTa3 )

大腸菌: XLトblue株

酵母発現Vector

pKT10 ( 2〃m系high-Copyvector )は下記の2種類を用いた｡

PKTIO (UIL43) : Uracilを栄養選択マーカーとして用いる｡

PKTIO (TRPl) : Triptophanを栄養選択マーカーとして用いる｡

*特に記載の無い場合はpKT10 (URA功を用いているものとする.

制限酵素: New eI一gland biolabsのものを用いた
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Blunting : Klenow large fragment (New england biolabs)

脱リン酸化: Alkaline phosphatase (Roche)

DNA polymerase : Takara Ex Taq､ Takara LA Taq､ PyT10bestDNA polymerase

逆転写酵素: M-MLV reverse transcriptase (Invitrogen)

Western bloting関連抗体

Anti-HA High Affinity clone 3F10 : Roche

Allti-FLAG antibody : Sigma

Horseradish peroxidase conjugated anti-mouse IgG : Dako cytomation

Horseradish peroxidase conjugated anti-rat IgG : Dako cytomation

Monoclonal anti-HA agarose conjugate : Sigma

･器具関連

Film : Lumi-film chemiluminescent detection film (Roche diagnostics)

96 well micro-titer plate : GraiIler

2 mL､ 1.5 mLtube : Tokyo watson

ゴムパッキン付2 mLtube : Assist

14 mL tube (clear) : Falcon

50 mL遠沈管: Falcon

lmmobilon-P membrane : Millipore

Filter paper : Bio-rad
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･機器関連

イオン交換水､ Milli-Q水: Millipore

吸光光度計: DNA濃度測定用DU 640 spectrophotometer (Beckman)

酵母濁度測定用Benchmark plus (Bio-rad)

96 Well shaker : Iwaki

振盗培養用shaker : Taitec

気相incubater : Sanyo

遠心分離機: MX-200 (Tomy精工)

ビーズ式細胞破砕装置: MS-100R (Tomy精工)

Mini disk rotor : Bio craft

電気泳動装置: Bio craft

Transfer装置: wet (Bio-rad)､ semi-dry (Nippon-eido )

PCR装置: Mastercycler gradient (Eppendorf)

定量PCR装置: i-cycler (Bio-rad)

UV transilluminator : 3 UV transilluminator NLMSl20E型(UVP)

Auto-sequencer : CEQT" 2000XL (Beckman)

･キット類

DNA ligation kit ver.2 : Takara

ECL reagent : Amersham pharmacia biotech

Geneclean II kit : Takara

Plasmid purification : GenElute′1､M plasmid Miniprep Kit (Sigma)

Protein assay kit : Bio-rad

Sequence kit : CEQ2000 Dye Terminator Cycle Sequencing with Quick Start Kit
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(Beckmam)

定量PCR kit : iQ′1､M SYBR Green supermix (Bio-rad)

･試薬関連

Acrylamide-HG : Wako

Agarose : Nacalai

Ampicillin sodium salt : Nacalai

Ammonium persulfate : Life technologleS

Bromophenol blue : Wako

D-(+)-glucose : Nacalai

Dithiothreitol (DTT) : Invitrogen

10 mM dNTP Mix, PCR grade : IrlVitrogen

Ethanol : Nacalai

Ethidium bromide (EtBr) : Gibco

EthylenediamifletetraaCetic acid (EDTA) : Wako

Ethylendiamine-N,N,N',N'-tetraacetic acid (TEMED) : Wako

Glass beads : Sigma

Glyclne : Wako

Glycerol : Wako

Lithium acetate : Nacalai

Magnesium chloride hexahydrate (MgCl2-6H20) : Nacalai

2-Mercaptoethanol : Nacalai

NIN'-Methylenebis-acrylamide : Wako
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Methylmercury chloride : Wako

Oligo(dT)12_18 Primer : Invitrogen

Phenol : Nacalai

Polyethylene glycol : Nacalai

PolyoxyethyleIle SOrbitan monolaurate (Tween20) : Nacalai

Potassium chloride : Nacalai

RNase H : Invitrogen

Skim milk :雪印乳業

Sodium chloride : Nacalai

Sodium lauryl sulfate (SDS) : Nacalai

Tris (hydroxymethyl) aminomethane : Nacalai

lOxTris-buffered saline : Bio-Fad

･ Buffer関連

Yeast extract-peptone-dextrose (YPD)培地: 1% Bacto-yeast extract, 2% Bacto-peptone,

2% glucose, 40 mg/mL adeniIle

Synthetic dextrose (SD)培地: 0.670/o yeast nitrogen base, 2% glucose, 40 mg/mL

adenine, 20 mg/mL histidine, 60 mg/mL leucine, 40 mg/mL tryptophan, 20 mg/mL

uracil, 1.3 g/L dropout powder

Luria-Bertani (LB)培地: 1% Bacto-tryptone, 0.5% Bacto-yeast extract, 1% NaCl, pH7･5
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蛋白質抽出用Buffer C:20mMTris-HCl (pH7.5), I mM EDTA, 5 mM MgC12, 50mM KCl,

5% glycerol

SDS-PAGE濃縮ゲル調整用Buffer : 0.5 M Tris-HCl (pH6.8), 0.4% SDS

分離ゲル調整用Buffer : I.5 M Tris-HCl (pH8.8), 0.4% SDS

2×Sample buffer : 12.5%濃縮ゲル調整用Buffer, 10%glycerol, 2%SDS, bromophenol

blue

TES solution : 10 mM Tris-HCl (pH7.5), 10 mM EDTA, 0.5%SDS

Transfer Buffer

Wet用: 200 mM Glycine, 25 mM Tris-HCI

Semi-dry用: 25 mM Tris-HCl, 250 mM Glycine, 0･02% SDS

TBS : 20 mM Tris-HCl (pH7.5)､ 150 mM NaCI

TTBS : 0.05% Tween20/TBS

Blocking solution TBS系: Nacalai (1次抗体希釈用)

Blocking solution : 5% skim milk/TBS

l次抗体用solution : blocking solution TBS系(Nacalai)+0.05% NaN｡

2次抗体用solution : 0.5% skim milk/TBS
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2.実験方法

2-1酵母発現plasmidの作成

Cdc4､ Cos3､ Grrl､ Met30､ Ylr224W､ FLAG-tag融合Ylr224WおよびHA-tag融合

Skplを酵母で発現させるための発現plasmidは､酵母2〃系vectorpKT10 (HA-tag融合

SkplのみpKT10(TRPl))の制限酵素PvuII認識部位に､ PCRによって増幅したそれぞれ

のORFを挿入する方法で作製した｡ PCRは酵母chromosomal DNAをtemplateとし､

以下に示すprimerと反応条件を用いて行った｡反応後､それぞれのPCR産物をアガロー

ス電気泳動後､目的サイズのDNA断片をゲルより切り出し､ Geneclean II kitを用いて

精製した｡得られたDNA断片と､予めPvuIIで切断後精製しておいたpKTIOをDNA

ligation kit ver.2　を用いて以下の用量で連結し､大腸菌(XLトblue)に導入した

(Hanahan etal., 1983)0 Competent cell溶液50lLLにプラスミド溶液を加え､氷上に

30分静置した後､ 42℃で45秒間の熟ショックをかけ､さらに氷上に2分間静置した後､

ampicillin sodium salt lOO〃g/mLを含むLB寒天培地に塗布し､ 37℃で一晩培養した｡

形成されたコロニーをampicillin sodium salt lOOFLg/mLを含むLB培地2 mLで一晩振

迄培養した後､ GenElute′1､M plasmid Miniprep Kit (Sigma)を用いて大腸菌よりplasmid

を回収した｡塩基配列はsequenceにより確認した.発現は酵母株に導入後､以下に示す

primerを用いた定量的RT-PCR法によって確認し､FLAGもしくはHA-tag融合蛋白質に

ついては各々の抗体を用いたWestern blottingで確認した｡

Ctf13､ Elal､ Ufol､ Ydr219CおよびⅥ1149Wを酵母で発現させるための発現plasmid

は､ PCRによって増幅したそれぞれのORFをpGEM-TEasyvectorを用いてTAcloning

を行った後､制限酵素EcoRIで切断後､予めEcoRIで切断後精製しておいたpKT10と

連結する方法で作製した｡ PCRは以下に示すprimerを用いて行った｡発現は酵母株に導

入後､以下に示すprimerを用いた定量的RT-PCR法によって確認した｡
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Dia2を酵母で発現させるための発現plasmidは､PCRによって増幅したそれぞれのORF

をpTargeT vectorを用いてTA cloningを行った後､制限酵素SalI/ XhoIで切断後､

予めSalIで切断し､脱リン酸化処理後精製しておいたpKTIOと連結する方法で作製した｡
′

PCRは以下に示すprimerを用いて行った｡発現は酵母株に導入後､以下に示すprimer

を用いた定量的RT-PCR法によって確認した｡

Flm13およびRcylを酵母で発現させるための発現plasmidは､PCRによって増幅した

それぞれのORFをbTargeT vectorを用いてTA cloningを行った後､制限酵素BamHI

で切断後bluntingを行い､さらにKpn Iで切断後､予めEcoRIで切断後bluntingを行い､

さらにKpnIで切断後精製しておいたpKT10と連結する方法で作製した｡ PCRは以下に

示すprimerを用いて行った｡発現は酵母株に導入後､以下に示すprimerを用いた定量的

RT-PCR法によって確認した｡

Hrt3､ FLAG-tag融合Hrt3､ Ydr13lc､ Ydr306CはYn131lcを酵母で発現させるため

の発現plasmidは､ PCRによって増幅したそれぞれのORFをpTargeT vectorを用いて

TA cloningを行った後､制限酵素KpnI/必コOIで切断後､予めKpnI/ XhoIで切断後

精製しておいたpKTIOと連結する方法で作製した｡PCRは以下に示すprimerを用いて行

った｡発現は酵母株に導入後､以下に示すprimerを用いた定量的RT-PCR法によって確

認し､ FLAG tag融合蛋白質については抗FLAG抗体を用いたWestern blottingで確認し

た｡

PCR反応条件

94oC　5min

1

94oC　30sec

55oC 1 min
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72oC 1 min/kb of DNA length　　30 cycles

J

72oC　5min

反応溶液組成

Template DNA: 0.5〃g

Polymerase: 0.5〃L

Primer (100pM) :各0.1〃L

2.5 mM dNTP mix: 5〃L

計50〃LになるようにMilli-Q水を加えた

高発現ベクター作成用Primer

yCDC4

Sense: 5'-GGCAAAAATTACGCTGTACG-3'

Antisense: 5'-TGCTTATTCTCTCTGGGAAAGG-3'

yCOS3

Sense: 5'-CTCGAAGCAAGAGGGGAAAAG-3'

Antisense: 5'-TGCTGTTAAAAGAGAGCAGGC-3'

yCTF 13

Sense: 5'-TGACTGTGAGTCCCCAGAAGT-3'

Antisense: 5'-TAAAATACCGCCGGTTTTCC-3'

yDIA2

Sense: 5'-GACATGCAAAATGATTAGCC-3'
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Antisense: 5'-AGGATACTGCATTATCATCAG-3'

yELAI

Sense: 5'-AAATCGATTGATGTCGAGAT-3'
′

Antisense: 5'-GCCTTCGGAGTTGGGTTACT-3'

yFLM13

Sense: 5'-TTAGTTACTAAAAGGCTCACA-3 '

Antisense: 5'-TGCTACTTTTGGAAACCTCC-3'

yGRRI

Sense: 5'-GTTTTGCGGTTTCCTTTATAC-3'

Antisense: 5'-GGACAGTAAGTATTCAATGA13'

yHRT3

Sense: 5'一ccAmAGCmAACTCAAGG-3'

Antisense: 5'-AACAACTGCAAAAAACATCG-3'

FLAG-yHRT3

Sense:

5 '-AACTCAAGGAG CAAATG G ACTACAAG GATGACG ATGACAAG ATAG TAGATT

ATGAAAA- 3 '

Antisense: 5'-AACAACTGCAAAAAACATCG-3'

yMET30

Sense: 5'-GGGTGTGTGTTTGGTGATTTA-3'

Antisense: 5'-CAAGAAAAGACCACACACAGG-3'

yRCYI

Sense: 5 '-AAACCAAAAGAAAACAAAAGC-3 '
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Antisense: 5㌧TCCGCACTTCATACCTATl3'

yUFOI

Sense: 5'一ccGACACTAGGGAATAAGACA-3'

Antisense: 5'-TGCTCTTCCAAATGTACATAC-3'

yYDR131C

Sense: 5'-TTTGAAAGGGCCCGAAAA-3'

Antisense: 5'-TAACCGCCATGTCTCACAGTA-3'

yYDR2 19C

Sense: 5'-ATAGTTCCTTCAACCACATAG-3'

AntiseIISe: 5'-AAAGTCGGTTTGAGGCGTTT-3'

yYDR306C

Sense: 5'-CATATCAACCACAGTACTCAG-3'

Antisense: 5'-CACTGACTCTTATAAAACAAA-3'

yYJL149W

Sense: 5'-CACAGTGTTTACAACTCAGC-3'

Antisense: 5'-TATTTGAAGGGGAGTTGA-3'

yYLR224W

Sense: 5'-ATTGGCGCAAAGAAGACAGA-3'

Antisense: 5'-GCATAGACGTATATACACAT-3'

FLAG-yYLR224W

Sense:

5'-AGAGATGGACTACAAGGATGACGATGACAAGAATCAGAGCGATAGCAGCT-3
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Antisense: 5'-GCATAGACGTATATACACAT-3'

yYNL31 1C

Sense: 5'-ACGTTCAAACCAACCGAATC-3'

Antisense: 5 '-AAAGTCCACTACAAAAAGTCA13'

ySKPトHA

Sense: 5'-CTAACAACGTAGCGCAGAT-3'

AntisenSe:

5'-TAGGCTAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTAACGGTCTTCAGCCCATTC

-3'

2-2　酵母-のplasmidの導入

酵母(W303B株)の形質転換は酢酸リチウム法(Gietz eta1., 1992)により行った｡ま

ず､酵母株を完全培地であるYPD培地2 mLに植菌し30℃で一晩振塗培養した後､この

培養液をYPD培地で2×10ti cells/mLとなるように希釈した｡この希釈培養液50mLを1

×107 cells/mLになるまで振返培養した後に集菌し､滅菌水で洗浄した｡これを100 mM

酢酸リチウム溶液で2×109cells/mLとなるように懸濁し､気相中､30oCで15分間incubate

した｡この懸濁液50〃Lに該当遺伝子を組み込んだ発現vector l〃g､加熱変性サケ精子

DNA 50〃gおよび40% polyethylene一glycol (4000) 300〃Lを加え､ 30℃で30分間

incubateした｡その後､ 42℃で15分間の熟ショックをかけた後に集菌し､ 100〃しの滅

菌水で懸濁してSD寒天培地に塗布し､ 30℃で2日間培養した｡

2-3　酵母からのchromosomal DNAの抽出

酵母からのchromosomal DNAの抽出はglass-beads法(Hoffman et a1., 1993)によ
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って行った｡まず､ singlecolonyをSD培地2mlに植菌し､ 30℃で一晩振畳培養した後､

集菌してbreakingbu恥r(92%TritonX-100､ 1%SDS､ 100mMNaCl､ 10mMTris-HCl

(pH8.0) ､ 1 mM EDTA (pH8.0)) 200　〃 1に　懸　濁　し　た｡　こ　れ　に

phenol/chloroform/isoamylalcohol (25:24:1) 200〃1およびglass-beads 0.5 gを加え3

分間激しく撹拝した後､ 12,000Ⅹgで5分間遠心して水層のplasmid溶液をethanol沈殿

し､滅菌蒸留水を加えて300〃1とした｡

2-4　定量的RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction)を用いた発現

の確認

RT-PCRを用いた発現確認は､ templateとして発現plasmidを導入した酵母から抽出し

たRNAを鋳型に合成したcDNAを用いて､以下に示す反応条件にて行った｡

酵母からのRNA抽出

RNA抽出はHot phenol法(Schmitt et a1., 1990)で行った｡酵母株をSD培地2 mL

に植菌し30℃で一晩振畳培養した後､この培養液をSD培地50mLに再び植菌して5×106

cells/mLとなるまで培養した｡ Wash後､ T丘S solutionと酸性phenolを400〃Lずつ加

え､ 10分毎に撹拝をしながら計60分間､ 65℃で加熟した｡冷却後､遠心分離にて水層と

油層に分離させ､水屑を別のチューブに移した後に更に400〃しの酸性phenolを加え撹拝

した｡遠心分離後､別チューブに移した水屑にethanolを加えRNAを沈殿させた｡上清

を捨て､沈殿物を70% ethanolでwash後､ ethanolを極力除いた後に適量の滅菌水を加

え､ RNA溶液とした｡

cDNAの作製
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上記で調整したRNA溶液を3〃g/11〃Lとなるように希釈し､これに1〃しの

oligo(dT)⊥2_1g primerを加え､70oCで10分間加熟した｡冷却後､ 1 LLLの10 mM dNTP mix､

2LLLのDTT､4LLLの5×First strand bufferを加え､42oCで5分間incubateした｡incubate

LながらM-MI〃 reverse transcriptaseを1〃L加え､ 1時間以上incubateを続け､逆転

写を行った｡逆転写終了後､ 70℃で15分間加熟し､冷却後､ 0.26〃しのRNaseHを加え

37℃で20分間incubateした｡この溶液をcDNA溶液とした｡

定量PCR

定量PCRはBio-radトcyclerを用いて以下の反応条件で行った｡

PCR反応条件

95oC　3min

1

95℃　30sec

55℃　30sec

72℃　30 sec　　　40 cycles

∫

60℃　30 sec -plus loC 30 sec →plus loC 30 sec-to show melt curve

反応溶液組成

Template CDNA: 5〃L (cDNA溶液を200倍希釈し､使用した｡ 100倍,1000倍,10000

倍希釈も作成し､検量線作成に用いた｡ )

iQT" SYBR Green supermix : 12.5FLL

PrjmEI, (1 pM) ‥冬n-7-5.,LT･
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計50〃LになるようにMilli-Q水を加えた

定量PCR用primer

yCDC4 (定量PCR)

Sense: 5'-TTTCCCTTAGCTGAGTTTCCA-3'

Antisense: 5'-AACTGGATGGAGGGTTTTGT-3'

ycOs3 (定量PCR)

Sense: 5'-GTCAAGTGCTTCAAGACTTCA-3'

Antisense: 5'-TGGAAGCCAAATCATCAGGA-3'

yCTF13 (定量PCR)

Sense: 5'-ATGCCTTCTTTCAATCCTGTT-3'

Antisense: 5'-GCAATCATAGCGCAACCAAA13'

yDIA2 (定量PCR)

Sense: 5'-AGAACAAAAAATACACCCCGA-3'

Antisense: 5㌧AGCACGCACAGATGTTATCCA-3'

yELAl (定量PCR)

Sense: 5'-CAAACACTATGTGAAATCTCA-3'

Antisense: 5'-TTTTTTCTCTTTCTTGCTGC-3'

yFLMl (定量PCR)

Sense: 5'-AAACCTCTTTATGGTTGGTTC-3'

Antisense: 5'-TCTCCCATTTTGCTCTTCTT-3'

yGRRl (定量PCR)

Sense: 5'-CAACAACCACAATGACAGCA-3'
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Antisense: 5'-GTTGGTTGGCAAAAGCGTTT-3'

yHRT3 (定量PCR)

Sense: 5'-AGATTATGAAAAGGACCCTAG-3'

Antisense: 5'-GCAGGGTTGAAGTTCAGCATT-3'

yMET30 (定量PCR)

Sense: 5'-GAGAGAGGCAAAGGATGATGA-3'

Antisense: 5'-ATGCCGATAGCAGAACTTGGT-3'

yRCYl (定量PCR)

Sense: 5'-GCTAAAAGTTCCCGAGATTGT-3'

Antisense: 5'一CAACGGTAAAATTTCACAAAG-3'

yUFOl (定量PCR)

Sense: 5'-CTTGGTATTGCAGGACCTT-3'

Antisense: 5'-CTACCAAACACTGCAGCATT-3'

yYDR131C (定量PCR)

Sense: 5'一ccGCAGGAAGATAAAATTTCG-3'

Antisense: 5'-GGGACATAATCTTTTCGGTGA-3'

yYDR219C (定量PCR)

Sense: 5'-TTGTAGTGTACAGATGCCGCT-3'

Antisense: 5'-ACCAGGGATATGTTGTGACT-3'

yYDR306C (定量PCR)

Sense: 5'-CAAACAAATCACGACCCAAG-3'

Antisense: 5'-ATGGCGTACCAGTTTCTGCAA-3'

yYJL149W (定量PCR)
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Sense: 5'-TGCCATTTCAAGATTATTTTC-3'

Antisense: 5'-TCACTACATTTGAGTCGTTCA-3'

yYLR224W (定量PCR)

Sense: 5'-CGATAGCAGCTTGATGGATT-3'

Antisense: 5'-TTCCTCCTGGACCAAAAGTT-3'

yYNL31 1C (定量PCR)

Sense: 5'-CGGTTGCAATTGTTTGGTAG-3'

Antisense: 5'-CGTTTTGGAAAAGGAACTCA-3'

2-5　F-box domainを欠失したtruncation mutantsの発現plasmidの作製

Hrt3またはYlr224WのF-box domainを欠失したtruncation mutantsはtemplateと

してFLAG-Hrt3/pKTIOもしくはFLAG-Ylr224W/pKT10を用い､以下に示す反応条件と

primerでPCRを行い作成した. PCRによって増幅した後､制限酵素KpnIで処理した

DNA断片を連結することでF-boxdomainに相当する領域(Hrt3は100-151 amino acids､

Ylr224Wは8-45 amino acids; Patton et a1., 1998)を欠失させた｡塩基配列はsequence

により確認した｡発現は酵母株に導入後､抗FLAG抗体を用いたWesternblottingで確認

した｡

PCR反応条件(変異導入)

95oC　30sec

1

95oC　30sec

55oC 1 min
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68℃　2 min/kb of plasmid length　　18 cycles

J

68℃　3min

反応溶液組成

Template DNA: 0.5〃g

Polymerase: 0.5〃 L

primer (100pM) :各0.1〃L

2.5 mM dNTP mix: 5〃L

計50〃LになるようにMillトQ水を加えた

Hrt3またはYlr224WのF-box domain欠失truncation mutant作成用primer

yHrt3 (F-box domain欠失)

Sense: 5 '-GTGCCATTTAAAGGTACCGCGAAGTACATATATTC-3'

Antisense: 5'-CGTCAGGCAAGATGGTACCAATCCAGCAGGGTTG-3'

yYLR224W (トbox domain欠失)

Sense: 5'一ccACAGCTATAAGGGTACCAGTTTGGCGTGG -3'

Antisense: 5'一ccAGTGGTAAATCGGTACCGCTGCTATCGCTC-3'

2-6　寒天培地での耐性試験

空ベクターpKTIOのみを導入した株､もしくは何らかの蛋白質をコードする遺伝子を組

み込んだpKTIOを導入した株､それぞれの株をSD培地2 mLに植菌し30℃で一晩振塗

培養した後､ 1×10ticellsをSD培地900FLLに植菌した後､滅菌水または10FLMのメチル
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水銀を100〃L加えた( final :0､ 1FLMとなる)0 30oCで3hr静置培養した後､集菌し､

100FLLの滅菌水で懸濁し､ 1×107､ 1×106､ 1×10-r'cells/mLとなるようにそれぞれ希釈し､

5〃Lスポッテイングした｡ (final: 5×104､ 5×10:1､ 5×102cells/spotとなる)｡気相インキ

ュベーターを用いて30℃で培養後､観察した｡

2-7　液体培地での耐性試験

0､ 200､ 400､ 600､ 800､ 1000､ 1200､ 1400 nMにそれぞれ希釈したメチル水銀を

96wellmicro-titerplateに20LLLずつ分注する(final : 0､ 20､ 40､ 60､ 80､ 100､ 120､

140nMとなる)｡空ベクターpKTIOのみを導入した株､もしくは何らかの蛋白質をコード

する遺伝子を組み込んだpKTIOを導入した株､それぞれの株をSD培地2 mLに植菌し

30oCで一晩振畳培養した後､ 5.56×104cells/mLとなるように希釈し､ 96well micro-titer

plateにそれぞれの希釈系列に対して3wellずつ､ 1 wellあたり180LLL添加する(final :

1×104cells/wellとなる)｡気相インキュベーターを用いて30℃､所定の時間(24､ 48 hr)

培養後､濁度を測定(A600)した｡

2-8　MG132存在下での液体培地での耐性試験

0､ 600､ 800､ 1000､ 1200､ 1400､ 1600､ 1800 nMにそれぞれ希釈したメチル水銀

を96wellmicro-titerplateに20FLLずつ分注する(final:0､ 60､ 80､ 100､ 120､ 140 ､

160､ 180nMとなる)｡空ベクターpKTIOのみを導入した株､もしくは何らかの蛋白質を

コードする遺伝子を組み込んだpKTIOを導入した株､それぞれの株をSD培地2mLに植

菌し30oCで一晩振造培養した後､ 5.56×104　cells/mLとなり､ MG132が2511Mとなる

ように希釈し､96well micro-titerplateにそれぞれの希釈系列に対して3wellずつ､ 1 well

あたり180FLL添加する(final: lx104 cells/we11となる)｡気相インキュベーターを用い
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て30℃､24hr培養後さらにMG132を50〃Mとなるように添加し､30℃､48hr培養後､

濁度を測定(A600)した｡

2-9　蛋白質抽出

空ベクターpKTIOのみを導入した株､もしくは何らかの蛋白質をコードする遺伝子を組

み込んだpKTIOを導入した株､それぞれの株をSD培地2 mLに植菌し30℃で一晩振畳

培養した後､ 200mLマイヤーに入れた50mLのSD培地に再び植菌し′､ 30℃でODが約

0.6-0.8になるまで(約半日)振温培養した｡集菌し､滅菌水にて2回wash後､ 500〃しの

Bu恥rCに懸濁し､ assisttubeに移し､薬さじ約2杯分のグラスビーズを加えた｡ Tomy

MS-100Rを用いて3 min, 4000 rpmで酵母を破砕後､ 12000×g, 30 minで遠心分離し､

上清を1.5 mL tubeに移して再び12000×g, 30 minで遠心分離を行った｡先の操作を2

度繰り返し､可溶性画分のみを採取した｡蛋白質量を定量後､ SDS-PAGEを行う全ての

wellの蛋白質量が一定となるようにBufferCと2×samplebufferで希釈した｡ 100oCで3

分間boil L､ SDS-PAGE用sampleとした｡

2-10　免疫沈降

空ベクターpKTIOのみを導入した株､もしくは何らかの蛋白質をコードする遺伝子を組

み込んだpKTIOを導入した株､それぞれをSD培地2 mLに植菌し30℃で一晩振塗培養

した後､ 200mLマイヤーに入れた50mLのSD培地に再び植菌し､ 30℃でODが約0･6

-0.8になるまで(約半日)振迄培養した｡集菌し､滅菌水にて2回wash後､500FLLのBuffer

cに懸濁し､assisttubeに移し､薬さじ約2杯分のグラスビーズを加えた｡TomyMS-100R

を用いて3min,4000rpmで酵母を破砕後､ 12000×g, 30minで遠心分離し､上清を1･5

mLtubeに移して再び12000×g, 30minで遠心分離を行った｡先の操作を2度繰り返し､
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可溶性画分のみを採取した｡蛋白質量を定量後､ 2 mg/500LLLとなるようにBuffer Cで

希釈し､約20〃L分の予めTBSで3回washしたaIlti-HAagarosebeadsを加え､ 4oCで

約半日間incubateした｡ incubate後､ 5回TBSでwash後､ beadsを含めて全量が70〃

LとなるようにTBS､ 2×samplebufferを加えた(beads:20〃し､ TBS: 25〃し､ 2×sample

buffer:25〃.L)0 100oCで3分間boil L､ SDS-PAGE用sampleとした｡このうち､ 1 well

に対して20〃Lを用いた｡

2-11　SDS-PAGE

7.5%または12.5%のポリアクリルアミドゲルを用いて30 mA/枚で電気泳動を行った｡

2-12　Transfer

SDS-PAGE後､ semi-dry型blotting装置を用いた｡

(条件: 50 mA/秩, 3hr)0

2-13 1mmunoblotting

Transfer後のmembraneをblocking solutionに浸して約6 hr､ blockingした後にl

次抗体液(任意の希釈)に浸し､約半日間振塗した｡ TTBSで2回､ TBSで1回､それぞ

れ15分間振塗してwashした後にHRP標識化2次抗体液(5000倍希釈)に浸し､ 1時間

振塗した｡TTBSで2回､TBSで1回､それぞれ15分間振塗してwashした後にECLreagent

を用いて化学発光させ､ filmに露光させて検出した｡
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[結　果]

1.メチル水銀毒性防御機構に関与するP-box蛋白質の同定

F-box蛋白質を酵母に高発現させると､標的蛋白質のユビキチン化が先進し､細胞内で
E)I

その蛋白質の分解が促進されると考えられる｡したがって､メチル水銀毒性防御機構に関

与するF-box蛋白質が高発現すれば､メチル水銀毒性発現に関与する蛋白質の分解が促進

されるので､その酵母はメチル水銀に対して耐性を示すと予想される｡そこで､メチル水

銀毒性防御機構に由与するF-box蛋白質を同定するために､ 17種のF⊥box蛋白質をそれ

ぞれ高発現する酵母を作製して､メチル水銀毒性に対する感受性を検討した｡その結果､

Coslll､ Ctf13､ Dia2､ Flml､ Met30､ Ydr219C､ Ydr306CまたはⅥ1149Wを高発現さ

せても酵母のメチル水銀感受性に影響は認められず､ Cdc4､ Elal､ RcylまたはYn13llc

を高発現する酵母はメチル水銀耐性を示したものの､その程度はあまり強くなかった(Fig.

3)｡それに対してGrrl､ Hrt3､ Ufol､ Ydr13lcまたはYlr224Wの高発現酵母では顕著な

耐性が認められた(Fig. 3)｡これら17種のF-box蛋白質を高発現する酵母のメチル水銀毒

性に対する感受性を液体培地培養によっても検討したところ､ Grrl､ Hrt3､ Ufolまたは

Ylr224Wの高発現酵母のみがメチル水銀耐性を示し､特にHrt3またはYlr224Wの高発現

酵母は強いメチル水銀耐性を示した(Fig. 4)｡これらの結果から､ Cdc4､ Elal､ Grrl､

Hrt3､ Rcyl､ Ufol､ Ydr13lc､ Ylr224WおよびYn131lcがメチル水銀毒性防御機構に関

与するF-box蛋白質である可能性が考えられ､特にHrt3およびYlr224Wがメチル水銀毒

性防御により大きく関与していると考えられる｡

2. Hrt3またはYlr224W高発現を高発現させた酵母が示すメチル水銀耐性に及ぼ

すプロテアソーム阻害剤の影響

ユビキチンシステムによりユビキチン化された蛋白質は最終的にプロテアソームに認識
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されて分解される｡ F-box蛋白質であるHrt3またはYlr224Wの高発現によるメチル水銀

耐性機構における､ユビキチン･プロテアソームシステムの関与の有無を明らかにするた

めに､両トbox蛋白質を高発現させた酵母が示すメチル水銀耐性に及ぼすプロテアソーム

阻害剤の影響を検討した｡その結果､プロテアソーム阻害剤であるMG132存在下では､

Hrt3またはYlr224Wの高発現によるメチル水銀耐性が認められなくなった(Fig. 5)｡この

ことから､両F-box蛋白質高発現によるメチル水銀耐性獲得にはプロテアソームによるユ

ビキチシ化蛋白質の分解が必要であると考えられる｡

3. F-box domainの欠矢がHrt3およびYlr224Wを高発現させた酵母の示すメチ

ル水銀耐性に与える影響

F-box蛋白質はその構造中のF-boxdomainを介してE3複合体構成因子のひとつである

Skplと結合し､ SCF複合体を形成すると考えられている(Fig. 1, Baieta1., 1996)｡本研

究で同定されたHrt3およびYlr224Wは共にF-box domainを有するものの､ F-box蛋白

質として機能するか否かは検討されていない｡そこで次に､ Hrt3またはYlr224Wの高発

現によるメチル水銀耐性獲得におけるSCF複合体形成の必要性を検討した｡まず､両F-box

蛋白質のF-box domainを欠失させた変異体とSkplとの結合を検討したところ､野生型

のHrt3およびYlr224Wは共に細胞内でSkplと結合したのに対し､ F-box domainを欠

失した変異体は共にSkplと結合しなかった(Fig.6)｡このことよりHrt3およびYlr224W

はF-box domainを介してSkplと結合し､ SCF複合体を形成すると考えられる｡次に､

これら変異体を高発現させた酵母のメチル水銀毒性に対する感受性を検討したところ､

F-boxdomainを欠失することにより､Hrt3またはYlr224Wの高発現によるメチル水銀耐

性が認められなくなった(Fig.7)｡したがって､ Hrt3およびYlr224W高発現による酵母の

メチル水銀耐性獲得には､ F-box domainを介したSCF複合体の形成が必要であると考え
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られる｡

[考　察]

メチル水銀毒性防御機構に関与するトbox蛋白質の同定を目的として､全F-box蛋白質

の中から酵母にメチル水銀耐性を与えるものを検索した｡その結果､メチル水銀毒性防御

機構に商与するF-bJox蛋白質として､ Cdc4､ Elal､ Grrl､ Hrt3､ Rcyl､ Ufol､ Ydr13lc､

Ylr224WおよびYn131lcが同定され､特にその中でも､ Hrt3およびYlr224Wがメチル

水銀毒性軽減に強く関与していることが示唆された｡ Hrt3またはYlr224W高発現による

メチル水銀耐性獲得にはE3複合体であるSCF複合体の形成が必要であり､さらに､プロ

テアソームの活性を阻害すると耐性が認められなくなることから､ Hrt3　またはYlr224W

が高発現すると､これらF-box蛋白質が認識する蛋白質のユビキチン化の克進によってそ

れら蛋白質のプロテアソームでの分解が促進され､その結果としてメチル水銀毒性が軽減

されると考えられる｡しかし､両F-box蛋白質の基質となる蛋白質は同定されてはいない｡

これらF-box蛋白質の基質蛋白質の中にメチル水銀毒性の増強に関わる蛋白質が含まれる

ものと期待される｡
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(2) Hrt3またはYlr224Wが認識するメチル水銀毒性発現に関与する蛋白質の同定

[目　的]

Hrt3またはYlr224Wが認識する蛋白質のプロテアソームによる分解が促進されること
′

によってメチル水銀の毒性が軽減される可能性が示唆された｡このHrt3またはYlr224W

が認識する基質の中には､メチル水銀毒性発現に関与し､ユビキチン･プロテアソームで

分解される蛋白質が含まれている可能性が高い｡そこで､ Hrt?またはYlr224Wが認識す

る基質蛋白質の同定を試みた｡

[実験材料及び実験方法]

1.実験材料

･生物材料

酵母:出芽酵母(Saccharomyces cerevl'sl'ae) AH IO2株

酵母発現Vector

pRS314 ( low-Copy vector )

Yeast two-hybrid法用Vector

pASトCYH2 ( bait ) : Baylor college of medicine

pACT2 ( pray ) : Baylor college of medicine

Western blotting関連抗体

Anti-HA Affinity Matrix : Roche (ユビキチン化検出時に用いた)
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MG132 :ペプチド研究所

1, 10-phenanthroline monohydrate : Nacalai

Ubiquitin aldehyde : MBL

2.実験方法

2-1酵母発現plasmidの作成

Dld3二Eno2､ Gr占lおよびそれぞれのHA-tag融合蛋白質を酵母で発現させるための発

現plasmidは､ pKT10 (TRPl)の制限酵素PvuII認識部位に､ PCRによって増幅したそれ

ぞれのORFを挿入する方法で作成した｡ PCRは以下に示すprimerを用いて行った｡塩基

配列はsequenceにより確認した｡発現は酵母株に導入後､以下に示すprimerを用いた定

量的RT-PCR法によって確認し､ HA-tag融合蛋白質については抗HA抗体を用いた

Western blottingで確認した｡

発現量を抑えたHA-tag融合Dld3､Eno2､Grslを酵母で発現させるための発現plasmid

ばlow copy vectorであるpRS314にcloningした｡ pRS314の制限酵素PvuII認識部位

にpKT10のGAP-DHのプロモーターとターミネーターを制限酵素BamHI/HL'ndIIIによ

り切り出し､ bluntingしたフラグメントを挿入した｡このplasmidのGAP-DHのプロモ

ーターとターミネーターの間に存在する制限酵素PvuH認識部位にPCRによって増幅した

それぞれのORFを挿入する方法で作製した｡ PCRは以下に示すprimerを用いて行った｡

塩基配列はsequenceにより確認した｡発現は酵母株に導入後､抗HA抗体を用いた

Western blottingで確認した｡

Yeast two-hybrid systemで用いたplasmidはpASl-CYH2の制限酵素Nco I /SaII認

識部位にPCRによって増幅したそれぞれのORFをGAL4DNAbindingdomainとframe

が合うように挿入する方法で作成した｡ PCRによって増幅した後､制限酵素NcoI/SalI
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で処理したDNA断片と､予めNcoI/SalIで切断後精製しておいたpASl-CYH2と連結

し､第二章と同様の方法でF-boxdomainを欠失する方法で作製した｡ PCRは以下に示す

primerを用いて行ったo塩基配列はsequ,enceにより確認したo発現は酵母株に導入後､

抗HA抗体を用いたWesterfl blottingで確認した｡

高発現ベクター作成用Primer

yDLD3

Sense: 5'-GATTCAAGGCTTAAAGACAGCA-3'

Antisense: 5'-GGGTTTGCTCTTTGAAAGTTAA-3 '

yDLD3-HA

Sense: 5'-GATTCAAGGCTTAAAGACAGCA-3'

Antisense:

5 '-AAGTTCAAG C GTAATCTG GAACATCGTAT GGGTAAATG TACTTGTATG GGT

TTAAG-3'

yENO2

Sense: 5 '一CACCAAGCAACTAATACTATAACATAC-3'

Antisense: 5 '-GCAGAAAAGACTAATAATTCTTAG-3'

yENO2-HA

Sense: 5'-CACCAAGCAACTAATACTATAACATAC-3 '

Antisense:

5 '-CACTTTAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTACAACTTGTCACCGTGGT

G-3'

yGRSl
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Sense: 5'-CTCTCAGATTGTTAAAAAATCGGTT-3'

Antisense : 5'-TGGCGATATATAGTTAAAATTAAGTCA-3 '

yGRSl-HA
′

Sense: 5'-CTCTCAGATTGTTAAAAAATCGGTT-3'

Antisense:

5 '-TTATTTAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTAGTCAGTTTCAGCTTCAGC

T-31,

Yeast two-hybrid法用plasmid

yHRT3

Sense: 5'-GTCACCATGGAAATGATAGTAGATTATGAAAAG-3'

Antisense: 5'-GTCAGTCGACTCATCCAGGATCCTTGAAA-3'

yYLR2 24W

Sense: 5'-GTCACCATGGAGATGAATCAGAGCGATAG-3'

Antisense: 5'-GTCAGTCGACTCATCTTCGAAGATAAGGG-3'

定量RCR用primer

yDLD3 (定量PCR)

Sense: 5'-AGCAATATCAATGCCCTAAGG-3'

Antisense: 5'-GGGAAAGGCAAGTCCTTCAA-3'

yENO2 (定量PCR)

Sense: 5'-ATGATTGCTCCAACTGGTGCT-3'

Antisense: 5'-TCTGGGTTCTTGAAGTCCAA-3'
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yGRSl (定量PCR)

Sense: 5'-TTCCTTTTTGCCTCGTGATG-3'

Antisense: 5'-CAGATCTATCAGCACATCCGA-3'

2-2 Yeast two-hybrid法

Yeast two-hybrid法用vectorであるpASトCYH2にImT3またはYLR224Wをcloning

したvectorと､酵母cDNAlibraryがcloningされているpACT2vectorを､酢酸リチウ

ム法により酵母AH109株に導入し､ histidineを含まないSD寒天培地で培養した｡ここ

で用いたAH109株はGAL4上流の活性化配列に制御されているレポーター遺伝子HIS3

を持っているため､陽性cloneはhistidineを含まないSD寒天培地で生育可能である｡こ

こで得られたcolonyを2 mlのSD培地に植菌し一晩振立培養した後､この培養液を再度､

histidineを含まないSD寒天培地に塗布し､培養した｡ここで生育した酵母について､

plasmidを単離し､再度酵母に導入して､得られたcolonyを2 mlのSD培地に植菌し一

晩振畳培養した後､この培養液を再度､ histidineを含まないSD寒天培地に塗布し､培養

した｡ここで生育したcloneについて､そのpACT2のinsertをsequenceにより確認し､

その遺伝子を決定した｡

2-3細胞内でのユビキチン化検出

(I)の実験方法で示した免疫沈降と同様にして行った｡ただし､ Buffer Cには1,

10-phenanthrolinemonohydrateをI mMとなるように加えた｡また､免疫沈降の時に､

ubiquitin aldehydeを2 mMとなるように加えた｡

2-4 Transfer
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ユビキチン化蛋白質量測定の場合､ SDS-PAGE後､ wet型blotting装置を用いて

immobilon-P membraneにblottingした(条件: 450 mA, 12 hr)0

[結　果]

1. Hrt3またはYlr224Wと結合する蛋白質のyeast twoIPybrid法による検索

Hrt3またはYlr224Wが認識する基質蛋白質を明らかにするために､まず両蛋白質とそ

れぞれ結合する蛋白質をyeast two-hybrid法を用いて検索した｡Hrt3は約53万､Ylr224W

は約34万の形質転換体を用いて検索した｡このうち､ Hrt3については2個､ Ylr224Wに

っいては1個の陽性cloneが得られた｡これらclone中に導入されたplasmidを単離し､

そのsequenceからinsertを確認したところ､Hrt3をbaitとしたcloneに関してはDLD3

およびGRSlが､ Ylr224Wをbaitとしたcloneに関してはEN02のcDNAがそれぞれ挿

入されていた｡細胞内でのこれらの蛋白質間の結合を検討するために､ Dld3､ Grslおよ

びEn02にHA-tagを融合させた蛋白質とHrt3およびYlr224WにFLAG-tagを融合させ

た蛋白質を高発現させたところ､ Hrt3とDld3またはGrsl､およびYlr224WとEn02と

の結合がそれぞれ確認された(Fig. 8)0

2. Hrt3またはYlr224W高発現がDld3､ GrslおよびEn02の細胞内濃度に与え

る影響

Hrt3とDld3またはGrsl､およびYlr224WとEn02との結合は確認できたが､ Dld3､

GrslおよびEn02がHrt3またはYlr224Wによって認識され､分解される基質であるとは

限らない｡もし､ Dld3およびGrslがHrt3の､またはEn02がYlr224Wの認識する基質

であるのならば､ Hrt3またはYlr224Wを高発現することによって､ Dld3､ Grslおよび
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En02のユビキチン化が克進し､プロテアソームでの分解促進によって細胞内レベルが減

少するはずである｡そこで､ Dld3､ GrslおよびEn02にHA-tagを融合させた蛋白質と

Hrt3およびYlr224Wを高発現させた酵母の抽出液について抗HA抗体を用いたWestern
′

blottingでDld3､ GrslまたはEn02の細胞内レベルを検討した｡なお､細胞内レベルの

変動をより確実に観察するために､発現量が少ないlow-copy plasmidであるpRS314を

Dld3､ GrslおよびEn02の発現用plasmidとして用いた｡その結果､ Dld3､ Grslおよび

Eno2めそれぞれ単独発現時に見られた細胞内レベルは､ Hrt3またはYlr224Wを同時に高

発現させることによって減少した(Fig. 9)｡この結果から､ Dld3およびGrslはHrt3の､

またはEn02はYlr224Wの認識する基質であると考えられる0

3. Hrt3またはYlr224Wの基質寵識特異性

ユビキチンリガーゼE3は基質認識特異性が高いことが知られている(Glickman et a1.,

2001)｡したがって､ Hrt3が認識する基質とYlr224Wが認識する基質は異なると予想され

る｡そこで逆の組み合わせであるHrt3とEno2､またはYlr224WとDld3およびGrslと

の結合を免疫沈降-Western blotting法で検討した｡その結果､いずれの場合も細胞内での

結合は確認できなかった(Fig. 10)｡また､ Hrt3高発現がEn02の､またはYlr224W高発

現がDld3およびGrslの細胞内レベルに与える影響も検討したが､Dld3､GrslおよびEn02

のそれぞれ単独発現時に見られた細胞内レベルはYlr224WまたはHrt3との同時高発現に

よってほとんど変動しなかった(Fig. ll)｡したがって､ Dld3およびGrslはHrt3によっ

て､また､ En02はYlr224Wによって特異的に認識される基質であると考えられる｡

4. Dld3､ GrslおよびEno2高発現酵母のメチル水銀に対する感受性

メチル水銀毒性防御機構に関与するF-box蛋白質であるHrt3またはYlr224Wの基質で
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あることが判明したDld3､ GrslおよびEn02とメチル水銀毒性との関係を検討するため

に､これら蛋白質を高発現させた酵母を作製して､メチル水銀毒性に対する感受性を調べ

た｡その結果､ Dld3､ GrslおよびEn02を高発現させた酵母はいずれもcontrol酵母に比
′

べてメチル水銀毒性に対して高い感受性を示した(Fig. 12)｡このことから､これら蛋白質

はメチル水銀の毒性発現に関与し､ユビキチン･プロテアソームシステムでのこれら蛋白

質の分解促進がメチル水銀毒性の軽減をもたらすものと考えられる｡

5. Dld3､ GrslおよびEn02のユビキチン化

Dld3､ GrslおよびEn02がユビキチン･プロテアソームシステムで分解される可能性が

示唆された｡そこで､これら蛋白質の細胞内でのユビキチン化を検討した｡ Dld3､ Grsl

およびEn02にHA-tagを融合させた蛋白質を高発現する酵母の抽出液について抗HA抗

体で免疫沈降を行った後に抗ユビキチン抗体､または抗HA抗体を用いたWestern blotting

によりそれぞれの蛋白質のユビキチン化を検出した｡その結果､抗ユビキチン抗体､また

は抗HA抗体によっていずれの蛋白質も高分子量側にスメア状のバンド(様々な数のユビ

キチンが連結された蛋白質の存在による)が検出された(Fig. 13)｡ Dld3およびGrslは

Hrt3が､ En02はYlr224Wが特異的に認識する基質蛋白質であることから､プロテアソー

ム阻害剤であるMG132存在下において､ Hrt3またはYlr224Wを高発現させた時､抗ユ

ビキチン抗体を用いたWesternblottingで検出されるDld3､ GrslまたはEn02の量(ユ

ビキチン化蛋白質量)は増大するはずである｡そこで､ MG132存在下における､ Hrt3ま

たはYlr224W高発現がDld3､ GrslまたはEn02のユビキチン化量に与える影響を検討し

たところ､ Dld3およびGrslのそれぞれ単独発現時に見られたユビキチン化量はHrt3と

の同時高発現によって増大することが確認された(Fig. 14)0
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[考　察]

Hrt3またはYlr224Wが認識する基質蛋白質を明らかにするために､ yeast two-hybrid
′

法による検索を行い､ Hrt3と結合する蛋白質としてDld3およびGrslが､また､ Ylr224W

と結合する蛋白質としてEn02はがそれぞれ同定された｡これら蛋白質がいずれも細胞内

でユビキチン化されることも確認され､ Hrt3またはYlr224Wの基質蛋白質であることが

明らかになった｡ Hrt3およびYlr224Wは共にこれまでF-box蛋白質としての機能は検討

されておらず､本知見は両F-box蛋白質の基質を明らかにした最初ものである｡Dld3､Grsl

およびEn02は共にメチル水銀毒性の増強に関与し､ユビキチン-プロテアソームシステム

による分解を受けることから､ユビキチンシステムの活性克進は､これら蛋白質の分解を

促進させ､その結果としてメチル水銀毒性を軽減するものと考えられる｡

Dld3はD-1actate dehydrogenaseであり､ D-1actoseからpyruvateへの変換反応に関

与している(Chelstowska et a1., 1999)0 Grslはglycyl-tRNAsynthetaseでありtRNAに

glycineを結合させる機能を担っている(Turnereta1., 2000)｡また､ En02は解糖系に関

与する酵素である(McAlisteretal･, 1982)｡解糖系はglucoseの代謝経路であり､ glucose

は何段階かの反応を経てglycerate-2-phosphateとなり､さらに､ phospho-enoトpyruvat

となった後にpyruvateへと代謝される(Fraenkel, 2003)｡En02はglycerate-2-phosphate

からphospho-enol-pyruvate -の変換に関わる酵素である｡

En02はglucoseがpymvateに代謝される途中段階に関わり､ Dld3はD-lactoseの

pyruvateへの変換に関与する酵素であることから､どちらも高発現すると細胞内の

pymvate生成が増加すると考えられる｡したがって､細胞内でのpyruvate生成の増加が

メチル水銀毒性を増強する可能性が考えられる｡
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(2) Dld3およびEno2高発現によるメチル水銀毒性増強機構の解析

[目　的]

Dld3およびEn02は細胞内でのpyruvateの生成経路に関わる酵素の一つであり､ Dld3

およびEI102を高発現することによって､細胞内でのpyruvateの生成が増加すると考えら

れる｡このpyruvateの増加がメチル水銀毒性発現に重要な役割を果たしている可能性が考

えられることから､細胞内でのpyruvate生成とメチル水銀毒性との関係を検討した｡

[実験材料及び実験方法]

1.実験材料

･生物材料

酵母:出芽酵母(SacchaITOmyCeS CereVl'sL'ae) BY4742株(MATahl'S3A 1 leu2AO lys2

A Oura3△ 0)

欠損酵母ライブラリー: Complete set of Saccharomyces cerevJ'sl'ae deletion strains:

COMP-SETl･ α (haploid MATα) (BY4742株)

･試薬関連

G418 disulfate : Nacalai

2.実験方法

2-1 Cdc19-HA発現plasmidの作製

Cdc19-HAを酵母で発現させるための発現plasmidは､酵母2FL系vectorpKTIO (TRPl)

の制限酵素PvuII認識部位に､ PCRによって増幅したそれぞれのORFを挿入する方法で
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作成した｡ PCRは以下に示すprimerを用いて行ったo塩基配列はsequenceにより確認

した｡発現は酵母株に導入後､抗HA抗体を用いたWestern blottingで確認したo

cdc19-HA発現vector作成用Primer

yCDC1 9-HA

sense: 5'-GACACCAATCAAAACAAATAAAACATC-3'.

Antisense: 5 , -TTTTTAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTAAACGGTAG

AGACTTGCAAAG-3'

2-2 po細胞の作製

酵母BY4742株を10〃g/〃LEtBrを含む2mL SD培地で1晩､アルミ箔で遮光しなが

ら30oCで振とう培養し､その培養液10〃Lを新たな10〃g/〃LEtBrを含む2mLSD培地

に植菌し､再度1晩培養した｡この培養液10〃Lを､YPAD寒天培地に塗布し､ 2晩､ 30oC

で静置培養し､形成されたコロニーを､それぞれグルコースを含むYPAD寒天培地とグル

コースでなくグリセロールを含む寒天培地(YPAG)に塗布し､グルコースを含むYPAD

寒天培地では生育できるが､グリセロールを含むYPAG寒天培地では生育できないものを

pt)細胞とする｡

2-3 Colony形成を指標とした耐性試験

空ベクターpKTIOのみを導入した株､もしくは何らかの蛋白質をコードする遺伝子を組

み込んだpKTIOを導入した株､それぞれの株をSD培地2 mLに植菌し30℃で一晩振畳

培養した後､ 1×106cellsをSD培地9201lLに植菌した後､滅菌水または10flMのメチル

水銀を80lIL加えた(nnal : 0､ 800nMとなる)0 30oCで3hr静置培養した後､超音波処
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理し､ 200〃LをYPAD寒天培地に塗布し､ 30℃で培養した後､顕微鏡でcolony形成の

有無を観察した｡

[結　果]

I. Pyruvate代謝に関わる酵素とメチル水銀毒性との関係.

解糖系は　glucose　の代謝経路であり､ glucose　は何段階かの反応を経て

glycerate-2-phosphateとなり､EnolおよびEn02によりphospho-enoトpymvateとなる｡

このphospho-enol-pyruvateはさらに､Cdc19によってpymvateに変換される(Fraenkel,

2003)｡そこで､このEn02の下流の酵素であるCdc19の高発現が酵母のメチル水銀感受

性に与える影響を検討した｡その結果､ Cdc19高発現酵母もメチル水銀に対して高い感受

性を示すことが判明した(Fig. 15)0

解糖系によってglucoseより生成されたpymvateは､ミトコンドリアの膜に存在するト

ランスポーターを介してミトコンドリア-運ばれ､クエン酸回路で代謝されるが､そのト

ランスポーターとしてYilOO6Wが同定されている(Hildyard et a1., 2003)｡そこで､

pymvateのミトコンドリアへの運搬とメチル水銀毒性との関係を検討するために､

yilOO6W欠損酵母のメチル水銀毒性に対する感受性を検討したところ､この欠損酵母はメ

チル水銀に対して耐性を示した(Fig. 16)｡これらの結果より､ミトコンドリアの中により

多くのpyruvateが流入することによってメチル水銀毒性発現が増強される可能性が考え

られる｡

2. po細胞のメチル水銀に対する感受性

ミトコンドリアの中により多くのpymvateが流入することがメチル水銀毒性が増強さ
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れる可能性が考えられたので､ミトコンドリアの機能が欠失した酵母はメチル水銀毒性に

対して耐性を示すと考えられるo po細胞はミトコンドリア機能を欠失した酵母であり､呼

吸鎖が存在しないために､エネルギー供給を完全に解糖系に依存する酵母である

(Goldring et a1., 1970)｡そこで､ pu細胞のメチル水銀毒性に対する感受性を検討したと

ころ､ pu細胞はメチル水銀に対して耐性を示した(Fig. 17)｡この結果は､ミトコンドリ

ア中でのpyruvate利用がメチル水銀毒性の発現に重要な役割を果たしていることを示唆

している｡

[考　察]

Pyruvate合成に関わるCdc19を高発現させた酵母はEno2およびDld3同様､メチル水

銀に対して高感受性を示し､ pyruvateのミトコンドリアへの流入に重要なトランスポータ

ーであるYilOO6Wの欠損酵母およびミトコンドリア機能が欠失したPo細胞は共にメチル

水銀に対して耐性を示した｡細胞内で生成されたpyruvateはミトコンドリアへ運搬される

以外にアルコール発酵にも使われ､ ethanol　となる｡しかし､アルコール発酵の最初のス

テップに関与するPdclまたはPdc5をコードする遺伝子の欠損酵母は共にメチル水銀に

対して高感受性を示した(datanotshown)｡これらの結果は全て､ミトコンドリア中への

pymvate流入の促進がメチル水銀毒性の増強を引き起こすことを示唆している｡晴乳動物

細胞をメチル水銀で処理すると､細胞内の活性酸素濃度が増加するとの報告がある(Usuki

eta1., 1998)｡ミトコンドリアに運搬されたpyruvateは呼吸代謝によるエネルギー産生に

使われるが､それに伴って活性酸素種も生成されることから､ Eno2､ Cdc19およびDld3

高発現によるメチル水銀毒性増強機構にはミトコンドリア呼吸代謝を介した活性酸素種の

生成増加が関与している可能性も考えられる｡

-60-



I-　6)　-

(009V)L
JlA0]6I

l¢3

0
　

2
0
　

4
0
　

6
0
　

8
0
 
1
0
0
1
2
0
1
4
0

M
e
H
g
C
l
 
(
n
M
)
～

F
i
g
u
r
e
 
1
5
.
 
C
d
c
1
9
高

発
現

が
メ

チ
ル

水
銀

毒
性

に
与

え
る

影
響

C
d
c
1
9
を

高
発

現
さ

せ
た

酵
母
に
つ
い
て
､
 
F
i
g
u
r
e
 
4
と
同
様
の
方
法
で
メ
チ
ル
水
銀
感
受
性
を
検
討
し
た
｡



C
e
l
l
 
n
u
m
b
e
r

W
H
d
 
t
y
p
e

y
i
I
0
0
6
 
w
A

M
e
H
g
C
l

㌔
㌔
♂
　
㌔
㌔
♂

F
i
g
u
r
e
 
1
6
.
 
y
i
l
0
0
6
W
遺
伝
子
欠
損
が
メ
チ
ル
水
銀
毒
性
に
与
え
る
影
響

y
i
l
0
0
6
W
遺

伝
子

欠
損

酵
母

に
つ

い
て

､
 
F
i
g
u
r
e
 
3
と

同
様

の
方

法
で

メ
チ

ル
水

銀
感

受
性

を
検

討
し

た
｡



133個1

oo908070
60504030

20
ii

(%)re^
!NnSニ

a3

M
e
H
g
C
l
　

　
-
　

　
+
　

　
　

-
　

　
+

W
i
l
d
 
t
y
p
e
 
p
O
細

胞

F
i
g
u
r
e
 
1
7
.
ミ

ト
コ

ン
ド

リ
ア

欠
損

が
メ

チ
ル

水
銀

毒
性

に
与

え
る

影
響

1
×
1
0
6
c
e
l
l
s
/
m
L
の
p
O
細
胞
に
滅
菌
水
ま
た
は
f
i
n
a
1
 
8
0
0
n
M
と
な
る
よ
う
な
メ
チ
ル
水
銀
を
加
え
､
 
3
0
℃
で
3
h
r
静
置
培
養
し
た
後
､

Y
P
A
D
 
p
l
a
t
e
に
蒔
き
､
 
3
0
℃
で
培
養
後
､
顕
微
鏡
に
て
c
o
l
o
n
y
形
成
を
観
察
し
た
｡



(4)まとめ

メチル水銀はヒトに重篤な中枢神経障害を引き起こすことが知られているが､毒性発現

機構およびそれに対する生体の防御機構は末だ解明されていない｡本研究では､まず､酵
E)

母にメチル水銀耐性を与えるF-box蛋白質を検索し､高発現によって強いメチル水銀耐性

を与える主なF-box蛋白質としてHrt3およびYlr224Wを同定した｡Hrt3またはYlr224W

の高発現によるメチル水銀耐性獲得にはE3複合体の形成が必要であることから､ Hrt3ま

たはYli224Wを高発現させると､これらF-box蛋白質の認識する蛋白質のユビキチン化が

克進し､それら蛋白質のプロテアソームにおける分解が促進されることによってメチル水

銀毒性が軽減されるものと考えられる｡

このHrt3またはYlr224Wによって認識される基質の中に､メチル水銀毒性発現に関与

する蛋白質が含まれている可能性が高い｡そこで､ Hrt3またはYlr224Wが認識する基質

蛋白質を明らかにするために､ yeasttwo-hybrid法での検索を行い､ Hrt3により認識され

る蛋白質としてDld3およびGrslが､また､ Ylr224Wが認識する蛋白質としてEn02が同

定された｡ Dld3はD-1actate dehydrogenaseであり､ D-lactoseからpyruvateへの変換

反応に関与している｡ Grslはglycyl-tRNAsynthetaseでありtRNAにglycineを結合さ

せる機能を担っている｡ En02はenolaseであり解糖系に関与する酵素である｡これら三

種の蛋白質を高発現させた酵母はどれもメチル水銀に対して高い感受性を示し､また､い

ずれの蛋白質も細胞内でユビキチン化された後にプロテアソームで分解される可能性が示

唆された｡ Dld3およびEn02が高発現すると､細胞内でのpyruvateの生成が増加すると

考えられるので､この増加がメチル水銀毒性発現に重要である可能性が考えられる｡解糖

系におけるEn02の下流の酵素であるCdc19を高発現させた酵母もメチル水銀に対して高

感受性を示し､さらに､ミトコンドリア膜に存在するpyruvateトランスポーターYilOO6W

の欠損酵母とミトコンドリア機能を欠失したpu細胞はいずれの酵母もメチル水銀に対し
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て耐性を示した｡この結果は､ミトコンドリアへのpymvateの流入促進がメチル水銀毒性

の増強を引き起こすことを示唆している｡ミトコンドリアでのpyruvateの代謝によって､

エネルギーが産生されるが､同時に活性酸素種も生成される｡ミトコンドリアでより多く
/

のpyruvateが代謝されれば､細胞内の活性酸素種の生成量も多くなると考えられ､過剰な

活性酸素種の生成はアポトーシスに繋がるとも考えられる｡

本研究によって酵母のメチル水銀毒性防御機構に関与するF-bpx蛋白質として､ Hrt3お

よびYlr224Wが初めて同定された｡F-box蛋白質は晴乳動物細胞では100種以上存在する

とも言われており､晴乳動物細胞においてHrt3およびYlr224Wのhomologueを同定す

るのは難しいかもしれない｡しかし本研究によって同定されたこれらF-box蛋白質が認識

する基質のうち､ Eno2およびGrslは晴乳動物細胞においてもhomologueが存在する｡

神経細胞特異的に発現するenolaseが存在することや､ GrslのhomologueであるGars

は神経細胞でも発現しているので､脳に蓄積したメチル水銀は､今回酵母で示された同様

の機構で神経細胞を傷害し､中枢神経障害を発症させる可能性も考えられる｡
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メチル水銀毒性に影響を与えるユビキチン･プロテアソームシステム関連蛋

白質の検索とその作用機構解析

我々は酵母を用いた検討によって､メチル水銀による細胞毒性(1-3)がユビキチン･プ

ロテアソームシステムによって軽減され､本システム活性の克進した酵母がメチル水銀耐

性を示すことを明らかにしている(4,5)｡ユビキチン･プロテアソ丁ムシステムは､ある種

の蛋白質ゐ分解に関与する細胞内機能の一つである(6,7)｡このシステムでは､ユビキチン

活性化酵素(El)､ユビキチン転移酵素(E2)､ユビキチンリガーゼ(E3)の連続した働きによっ

て細胞内で分解される蛋白質に､まずユビキチンを連結させる｡このユビキチン鎖が分解

シグナルとして働き､26Sプロテアソームに認識されることによって蛋白質分解が生じる｡

このユビキチン･プロテアソームシステムにおいてはユビキチン鎖の形成が重要で､ユビ

キチン鎖形成が促進されれば分解もそれに伴い増加し､ユビキチン鎖の形成が阻害されれ

ば分解も起こらないことが知られている｡ユビキチン･プロテアソームシステムは提唱さ

れてから十数年と新しく､未知の部分が未だ多い機構であるが､関連因子の同定を始めと

して､酵母からヒトに至るまで､多種多様な研究が成されている｡酵母では､ユビキチン

活性化酵素は1種類しか存在しないが､ユビキチン転移酵素は13種､ユビキチンリガー

ゼに至っては数十種が同定され､さらにこれら酵素にはそれぞれ基質特異性が存在するこ

とが示されつつある｡つまり､それぞれの蛋白質の分解を担当する酵素が存在し､細胞内

の状態に応じて分解の必要な蛋白質のみを分解することが可能な､複雑ではあるが合理的

な機構が細胞内に存在する(8)｡本研究では出芽酵母(SacchaI10myCeS CereVl'sl'ae)を用いて､

この複雑なユビキチン･プロテアソームシステムに関与することが知られている因子群の

中からメチル水銀感受性に影響を与える因子を検索し､その作用機構を明らかにすること

によって､メチル水銀毒性軽減機構としての､ユビキチン･プロテアソームシステムの役
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割の解明を目指した｡

(1)実験材料および実験方法
E)

1.実験材料

･生物材料

酵母:出芽酵母(Saccharomyces celleVl'sjae) W303B棟( MATαhL'S3 can1-100 ade2

1eu2 tIPI was )

大腸菌: XLl-blue株

vector : PKTIO ( 2LLm系high-Copyvector ) f記の2種類を用いた｡

pKTIO(URA3) : Uracilを栄養選択マーカーとして用いる｡

pKTIO(TRPl) : Triptophanを栄養選択マーカーとして用いる｡

*特に記載の無い場合はpKTIO(URA3)を用いているものとする｡

Western bloting関連抗体

Anti-HA Iligh Affinity : Roche

Anti-FLAG arltibody : Sigma

Anti-ubiquitin (Polyclonal) : Sigma

Anti-ubiquitin (monoclonal) : Medical and biological laboratories

Horseradishperoxidase conjugated anti-mouse IgG : Daco cytomation

Horseradish peroxidase conjugated anti-rabbit IgG : Daco cytomation

Horseradishperoxidase conjugated anti-rat IgG : Dako cytomation
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Monoclonal anti-HA agarose conjugate : Sigma

制限酵素: New England Biolabsのものを用斗ゝた

DNA polymerase : Takara Ex Taq､ PyT10best DNA polymerase

逆転写酵素: MIMLV reverse transcriptase (Invierogen)

･キット類

DNA ligation kit ver.2 : Takara

ECL reagent : Amersham Pharmacia Biotech

Geneclean II kit : Takara

Mutation kit : QuikChange'r" site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene)

Plasmid purification : GenElute'r" plasmid Miniprep Kit (Sigma)

Protein assay kit : Bio-Rad

Sequence kit : CEQ2000 Dye Terminator Cycle Sequencirlg With Quick Start Kit

(Beckmam)

定量PCR kit : iQ'r" SYBR Green supermix (Bio-Rad)

･試薬関連

Acrylamide-HG : Wako

Agarose : Nacalai

Ampicilin sodium salt : Nacalai

Ammonium persulfate : Life TechnologleS
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Bromophenol blue : Wako

Cycloheximide : Wako

D-(+)-glucose : Nacalai
′

Dithiothreitol(DTT) : Invitrogen

lOmM dNTP Mix, PCR grade : Invitrogen

Ethanol : Nacalai

Ethyleridiamine-N,N,N',N'-tetraacetic acid(EDTA) : Wako

Glass beads : Sigma

Glyclne : Wako

Glycerol : Wako

Lithium acetate : Nacalai

Magnesium chloride hexahydrate(MgC12-6H20) : Nacalai

2-Mercaptoethanol : Nacalai

N-N'一Methylenebis-acrylamide : Wako

Methylmercury chloride : Wako

Oligo(dT)12_lh Primer : Invitrogen

Phenol : Nacalai

Polyethylene glycol : Nacalai

Polyoxyethylene sorbitan monolaurate (Tween20) : Nacalai

Potassium chloride : Nacalai

Rnase H : Invitrogen

Skim milk :雪印乳業

Sodium chloride : Nacalai
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Sodium lauryl sulfate (SDS) : Nacalai

Ethylendiamine-N,N,N',N'-tetraacetic acid (TEMED) : Wako

Tris(hydroxymethyl)aminomethane : Nacalai
/

10×Tris-bu恥red saline : Bio-Rad

･ Bu恥r関連

Yeast extiact-peptone-dextrose (YPD)堵地‥ 1% Bacto-yeast extract, 20/. Bacto-peptone,

2% glucose, 40 mg/mL adenifle

Synthetic dextrose (SD)培地: 0･670/o yeast nitrogen base, 2% glucose, 40 mg/mL

adenine, 20 mg/mL histidine, 60 mg/mL leucine, 40 mg/mL tryptophan, 20 mg/mL

uracil, 1.3 g/L dropout powder

Luria-Bertani (LB)培地: 1% Bacto-tryptone, 0.5% Bacto-yeast extract, 1% NaCl, pH7.5

蛋白質抽出用Buffer C:20 mM Tris-HCl(pH7.5), 1 mM EDTA, 5 mM MgC12, 50 mM KCl,

5% glycerol

SDS-PAGE濃縮ゲル調整用Bu恥r : 0.5 M Tris-HCl(pH6.8), 0.4% SDS

分離ゲル調整用Bu恥r : 1.5 M Tris-HCl(pH8.8), 0.4% SDS

2×Sample buffer : 12.5%濃縮ゲル調整用Buffer, 10%glycerol, 2%SDS, bromophenol

blue
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YES solution : 10 mM Tris-HCl(pH7.5), 10 mM EDTA, 0.5%SDS

Transfer Buffer
′

wet用: 200 mM Glycine, 25 mM Tris-HCI

semi-dry用: 25 mM Tris-HCl, 250 mM Glycirle, 0.02% SDS

TBS : 21o mM Tris-ficL(pH7.5)､ 150 mM NaCI

TTBS : 0.05% Tweer120/TBS

blocking solutioII TBS系: Nacalai(1次抗体希釈用)

blocking solution : 5% skim milk/TBS

l次抗体用solution : blocking solution TBS系(Nacalai)+0.05% NaN.･う

2次抗体用solution : 0.5% skim milk/TBS

･器具関連

Film : Lumi-film chemiluminescent detection film (Roche diagnostics)

96 well micro-titer plate : Grainer

2 mL､ 1.5 mLtube : Tokyo Watson

ゴムパッキン付2mLtube : Assist

14 mL tube(clear) : Falcon

50 mL遠沈管: Falcon

Immobilon-P membrane : Millipore

Filter paper : Bio-Rad

･機器関連
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イオン交換水(ELIX)､ Milli-Q水: Millipore

耐性試験用Robot : Biomek 2000 (Beckmam)

吸光光度計: DNA濃度測定用DU 640 spectrophotometer (Beckman)
/

酵母濁度測定用Benchmark plus (Bio-Rad)

96 Well shaker : Iwaki

振塗培養用shaker : Taitec

気相incubater : sanyo

遠心分離機: MX-200 (Tomy精工)

ビーズ式細胞破砕装置: MS-100R (Tomy精工)

MiIli disk rotor : Bio craft

電気泳動装置: Bio craft

Transfer装置: wet(Bio-Rad)､ semi-dry(Nippon-Eido )

PCR装置: Mastercycler gradieflt (Eppendorf)

定量PCR装置: i-cycler (Bio-Rad)

UV transilluminator : 3 UV traIISilluminator NLMS-20E型(UVP)

AutoISequenCer : CEQ'r" 2000XL (Beckman)

2.実験方法

酵母発現plasmidの作成

Rad23､ Pngl､及びRad23結合蛋白質を酵母で発現させるための発現plasmidは､酵

母2〃系vector pKT10の制限酵素PvuII認識部位に､ PCRによって増幅したそれぞれの

ORFを挿入する方法で作成した｡ PCRは酵母chromosomal DNAをtemplateとし､以
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下に示すprimerと反応条件を用いて行った｡反応後､それぞれのPCR産物をアガロース

電気泳動後､目的サイズのDNA断片をゲルより切り出し､ Geneclean II kitを用いて精

製した｡得られたDNA断片と､予めPvuIIで切断後精製しておいたpKT10をDNAligation
′

kit ver.2を用いて以下の用量で連結し､大腸菌(XLトblue)にHanahanらの方法(37)に従っ

て導入した｡ Competentcell溶液50〃Lにプラスミド溶液を加え､氷上に30分静置した

後､ 42℃で45秒間の熟ショックをかけ､さらに氷上に2分間静置した後､ ampicillin

sodiu血salt lOOIJg'/mLを含むLB寒天培地に塗布し､ 37oCで一晩培養した｡形成ざれた

コロニーをampicillifl SOdium salt lOO〃g/mLを含むLB培地2 mLで一晩振塗培養した

後､ GenEluteT" plasmid Miniprep Kit (Sigma)を用いて大腸菌よりplasmidを回収した｡

塩基配列はsequenceにより確認した｡発現は酵母株に導入後､以下に示すprimerを用い

た定量的RT-PCR法によって確認し､ FLAGもしくはHA tag融合蛋白質については各々

の抗体を用いたWestern blottingで確認した｡

PCR反応条件

94℃　3min

J

94oC　30sec

55oC 1 min

72oC 1 min/kb of DNA length　　40 cycles

J

72oC　3min

反応溶液組成

Template DNA: 1 〃g
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Polymerase: 1 〃L

Primer(100pM) :各1〃L

2.5 mM dNTP mix: 5〃L

計50〃LになるようにMillトQ水を加えた

高発現ベクター作成用Primer

yRAD23

Sense: 5'-CACAGAGCACACAAAGACAAC-3'

Antisense: 5'-GTGAAGATACTTCAAGCCA-3'

yFLAG-RAD23

Sense : 5 '- CATACAATAGAAAAATGGACTACAAGGATGACGATG ACAAG GTTAG

CTTAAC CTTTAA- 3 '

Antisense: 5'一GTGAAGATACTTCAAGCCA-3'

yDDII

Sence: 5'-AAGTACATACCAAACAmACAGC-3 '

Antisense: 5'-TACATACGTAGAGGCCGATCA-3'

yFLAG-DDI 1

Sense: 5'-AATATACGTAAAGATGGACTACAAGGATGACGATGACAAGGATTTA

ACAATTTCAAAC - 3 '

Antisense: 5'-TACATACGTAGAGGCCGATCA-3'

yDSK2

Sense: 5'-ACGGATCAAAGACACCGAAT-3'
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Antisense: 5'-TTGCGGCATCTAGACGTTTA-3'

yRAD7

Sense: 5'-CGAAGTGTCTTTGTATAAGCT-3'
′

Antisense: 5'一ccGTTTTCTATCTAATACACG-3'

yRAD 1 4

Sense: 5'-TTGGATCTTCGTAGTGAAGG-3'

Antisense: 5'-ACACAATCAAAACACCTTATT-3'

yRPL40A

Sense: 5'-TCCCATAGTTGAGACGACCAA-3'

Antisense: 5'-GATTGATTGGGCGAAACAGA-3'

yRPL40B

Sense: 5'-TTCAGCAAGAGGTAAAGCCA-3'

Antisense: 5'一CTTTGGATTTGTGGAGATCG-3'

yRPSIA

Sense: 5'-AAACAAGCACACGAATAACCA-3'

Antisense: 5'一ccTTTTTCCTGTTCCTTTCC-3'

yUFD2

Sense: CCACAAGTTGTTTAAGGGGAA

Antisense: TTGATTAGGGTCAATTTTGCA

yPNGI

Sense: 5'-TGAAGAAGGTAACAGGTGGA-3'

Antisense: 5'-TTCCTTACACATAATAATCAG-3'

yPNGトHA
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Sense: 5'-TGAAGAAGGTAACAGGTGGA-3'

Anrisense:

5 '-TTTTATTTCTCTAAG C GTAATCTG GAACATCG TAT GG G TATTTAC C
ノ■

ATCCTCC-3'

酵母-のplasmidの導入

酵母(W303B棟)の形質転換は酢酸リチウム法(38)により行った｡まず､酵母株を完全培

地であるYPD培地2mLに植菌し30oCで一晩振迄培養した後､この培養液をYPD培地で

2×10G cells/mLとなるように希釈したo　この希釈培養液50 mLを1×107 cells/mLにな

るまで振立培養した後に集菌し､滅菌水で洗浄した｡これを100mM酢酸リチウム溶液で

2×1αcells/mLとなるように懸濁し､気相中､ 30℃で15分間incubateした｡この懸濁液

50〃Lに該当遺伝子を組み込んだ発現vector l〃g､加熱変性サケ精子DNA50〃gおよび

40% polyethylene-glycol (4000) 300〃 Lを加え､ 30℃で30分間incubateした｡その後､

42℃で15分間の熟ショックをかけた後に集菌し､100〃しの滅菌水で懸濁してSD (-uracil,

-tryptophan, or -uracil/tryptophan )寒天培地に塗布し､ 30oCで2日間培養した｡

定量的RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction)を用いた蛋白質高発

現の確認

RT-PCRを用いた発現確認は､ templateとして発現plasmidを導入した酵母から抽出し

たRNAを鋳型に合成したcDNAを用いて､以下に示す反応条件にて行った｡

酵母からのRNA抽出

RNA抽出はHot phenol法(39)で行った｡酵母株をSD( -uracil, -tryptophan, or
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-uracil/tryptophan )培地2 mLに植菌し30℃で一晩振畳培養した後､この培養液を

SD( -uracil, -tryptophan, or -uracil/tryptophan )培地50 mLに再び植菌して5× 106

cells/mLとなるまで培養した｡ Wash後､ TES solutionと酸性Phenolを400〃Lずつ加
′

え､ 10分毎に撹拝をしながら計60分間､ 65℃で加熱した｡冷却後､遠心分離にて水屑と

油層に分離させ､水層を別のチューブに移した後に更に400〃しの酸性Phenolを加え撹拝

した｡遠心分離後､別チューブに移した水層にEthanolを加えRNAを沈殿させた｡上澄

を捨て∴沈殿物を7d% Ethanolでwash後､ Ethanolを極力除いた後に適量の滅菌水を加

え､ RNA溶液とした｡

RT-PCR(逆転写)

上記で調整したRNA溶液を3LJg/ll〃L　となるように希釈し､これにIfLLの

oligo(dT)12_18 Primerを加え､70oCで10分間加熟した｡冷却後､ 1 LLLの10 mM dNTP mix､

2FLLのDTT､4fLLの5×First strand bufferを加え､42oCで5分間incubateした｡incubate

LながらM-MI〃Reverse transcriptaseを1 〃L加え､ 1時間以上incubateを続け､逆転

写を行った｡逆転写終了後､ 70℃で15分間加熟し､冷却後､ 0.26〃しのRnaseHを加え

37℃で20分間incubateした｡この溶液をcDNA溶液とした｡

定量PCR

定量PCRはBio-Radトcyclerを用いて以下の反応条件で行った｡

PCR反応条件

95oC　3min

1

95oC　30sec
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55oC　30sec

72℃　30 sec　　　40 cycles

J
51

60℃　30 sec →plus loC 30 sec →plus loC 30 sec-to showmeltcurve

反応溶液組成

Template CDNA: 5〃L (cDNA溶液を200倍希釈し､使用した｡ loo情,1000倍,10000

倍希釈も作成し､検量線作成に用いた｡ )

iQ川sYBR Green supermix : 12.5〃L

PTl'mpr日　nMl ･各∩7FミIIT

計50〃LになるようにMillトQ水を加えた

定量RCR用primer

yRAD23

Sense: 5'-AATCTGCCTCTACACCGGGAT-3'

Antisense: 5'-CTTCTGGGTTTGCCATGATA-3'

yRAD 7

Sense: 5'-ACAAATGTGTGGGCAGTTGAAC-3'

Antisense: 5'-AACATCCTCTTCATTGAATGGA-3'

yRAD14

Sense: 5'-CAGACCTAGCATAAGGAAACAAG-3'

Antisense: 5'- TGGATGCTCCTTAGAACACTGT-3'

yRPL40A
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Sense: 5'-GGGTGATGCGACTTAACAGTC-3'

Antisense: 5'-CGTCTTCCAATTGCTTACCA-3'

yRPL40B
′

Sense: 5'-AATGTCGCATATGTGCTGAAGG-3'

Antisense: 5'-GATAGAGTTCTACCGTCTTCCAA-3'

yRPSIA

Serise: 5'-TTTGCTTGGCTGACTTACAGG-3 '

Antisense: 5'-ATTGGGCCAAGGTAGATCCTT-3'

yUFD2

Sense: 5'-TTGAAGAGAAGATGGGATCTGAA-3'

Antisense: 5'-AAATCAGCGTTGTCCACGTT-3'

yPNGI

Sense: 5'-GAAAATATGACACCTCTGGGCA-3'

Antisense: 5'-AGATATATGGTTGGTCGAATGA-3'

yDDH

Sense: 5'-GGCATCCCCCAAGATGAATAT-3'

Antisense: 5'-GACGGTAAAACTGCATGGAA-3'

yDsk2

Sense: 5㌧GACGGTGGTGCATTAAACAAl3'

Antisense: 5'-TGCATTAGTCCCTGCGTTGT-3'

QuikChange川site-Directed Mutagenesis Kitを用いた変異導入

Rad23　tmncatiofl mutantS　は　QuikChange'l､M site-Directed Mutagenesis Kit
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(Strategene)の　protocol　に従って､ template　として　RAD23/pKTIO　もしくは

FLAG-RAD23/pKTIOを用い､以下に示す反応条件とprimerでPCRを行い作成した｡PCR

後､DpnI処理にて鋳型plasmidを消化した後にcloningを行い､変異の導入されたplasmid
ノ■

を得た｡変異によって導入されたSacEg] siteを利用して目的の領域を切り出し､その後連

結することで各々の領域､ UbL(2-76 amino acids; ref. 10)､ UBAl (147-186amino acids;

ref. 40)､ UBA2 (356-395 amino acids; ref. 9)を欠失させた｡

pngl tlruncation niutantも同様の反応条件と以下に示すprimerを用いて､ template

としてPNGl/pKTIOもしくはPNGl-HA/pKTIONhe l siteを変異導入し作成した｡Pngl

single amino acid mutantはそれぞれのアミノ酸をalanineで置換させるようなprimer

を用いた｡

変異導入後の塩基配列はsequenceにより確認した｡発現は定量的RT-PCRにて､

FLAG-tag融合蛋白質の発現は抗FLAG抗体を用いたwestern blotにて調べた｡

Dsk2のUBAドメイン(328-371 aminoacids; ref. 40)のみをRad23のUBA2ドメインに

置き換えたキメラRad23を発現させるplasmidも同様にSac図siteを導入し､組み換え

ることで作成した｡

･ Site-Directed Mutagenesis

95oC　30sec

J

95oC　30sec

55oC I min

68℃　2 mi一l/kb of plasmid lerlgth　　18 cycles

J
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68oC　3min

Rad23 truncation mutant作成用primer

′

yRAD23 UbL domain 5'側

Sense:

5 '- CAAC ATACAATAGAAAAATG GAGCTCTTAACCTTTAAAAATTTCAAG- 3 '

AIitisense:

5 '一CTTGAAATTTTTAAAGGTTAAGAGCTCCATTTTTCTATTGTATGTTG-3'

yFLAG-RAD23 UbL domain 5'側

Sense: 5 '-CAAGGATGACGATGACAAGGAGCTCTTAACCTTTAAAAATTTC-3'

Antisense:

5 '-: GAAATTTTTAAAGGTTAAGAGCTCCTTGTCATCGTCATCCTTG-3 '

yRAD23 UbL domain 3'側

Sense: 5 '-CATGGTTTCTCAAAAAGAGCTCACGAAGACCAAAGTAAC-3'

Antisense: 5'-GTTACTTTGGTCTTCGTGAGCTCTTTTTGAGAAACCATG-3 '

yRAD23 UBAl domain 5'側

Sense: 5'-CGGGATTCGTGGTGGGAGAGCTCAGGAACGAGACCATCGAG-3'

Antisense: 5 '-CTCGATGGTCTCGTTCCTGAGCTCTCCCACCACGAATCCCG-3'

yRAD23 UBAl domain 3'側

Sense: 5 '-GAATATCTACTGATGGAGCTCCCAGAAAATCTGCGTC-3 '

Antisense: 5'-GACGCAGATTTTCTGGGAGCTCCATCAGTAGATATTC-3'

yRAD23 UBA2 domain 5'側

Sense: 5 '-CTTTCCAAGTTGACTATACCGAGCTCGACGATCAAGCTATTTCGC-3'
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Antisense:

5･-GCGAAATAGCTTGATCGTCGAGCTCGGTATAGTCAACTTGGAAAG-3'

RAD23 UBA2 domain 3'側
ノ■

sense: 5'-CAAATATTCTATTCAGCGAGCTCGCCGACTGAGATTGTAG-3'

Antisense:

5'- CTACAATCTCAGTCGGCGAGCTCGCTGAATAGAATATTTG-3'

UBAl △UBA2△作成用primer

sense: 5'-CACAGAGCACACAAAGACAAC-3'

Antisense: 5'-TCAGTCGGCATGGGGGGTATAGTCAACTTGGAAAG-3'

yDSK2-UBA domaim prlmer

sense: 5'-GTACGAGCTCCCGGAAGAACGCTATGAACATC-3'

Antisense: 5'-GTACGAGCTCGCCGTTCAGTAGTGAATCAAGAG-3'

耐性試験

0､ 1､ 2､ 3､ 4､ 5､ 6､ 7〃Mにそれぞれ希釈したメチル水銀を96wellmicro-titerplate

に20fJLずつ分注する(final :0､ 100､ 200､ 300､ 400､ 500､ 600､ 700 nMとなる)o

空ベクターpKTIOのみを導入した株､もしくは何らかの蛋白質をコードする遺伝子を組み

込んだpKTIOを導入した株､それぞれの株をSD培地2 mLに植菌し30℃で一晩振畳培

養した後､ 5.56×105cells/mLとなるように希釈し､ 96well micro-titerplateにそれぞれ

の希釈系列に対して3 wellずつ､ 1 wellあたり180LLL添加する(final : 1×105cells/well

となる)0 plateの周囲にビニールテープを巻いて密封後撹拝し､気相インキュベーターを

用いて30℃､所定の時間(24､ 48､ 72 hr)培養後､濁度を測定(A600)した｡植菌後の操作
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は全てロボットBiomek2000を用いた｡

蛋白質抽出

空ベクターpKTIOのみを導入した株､もしくは何らかの蛋白質をコードする遺伝子を組

み込んだpKTIOを導入した株､それぞれの株をSD培地2 mLに植菌し30℃で一晩振塗

培養した後､ 200mLマイヤーに入れた50mLのSD培地に再び植菌し､ 30℃でODが約

0.6-0.8になるまで(約半日)振温培養した｡集菌し､滅菌水にて2回wash後､ 500〃しの

BufferCに懸濁し､ assisttubeに移し､薬さじ約2杯分のグラスビーズを加えた｡ Tomy

MS-100Rを用いて3 min, 4000 rpmで酵母を破砕後､ 15000rpm, 10mi1-で遠心分離し､

上澄を1.5 mL tubeに移して再び15000 rpm, 10 minで遠心分離を行った｡先の操作を

2度繰り返し､可溶性画分のみを採取した｡蛋白質量を定量後､ SDS-PAGEを行う全ての

wellの蛋白質量が一定となるようにBufferCと2×samplebufferで希釈した｡ 100oCで3

分間boil L､ SDS-PAGE用sampleとした｡

蛋白質分解速度実験用の蛋白質抽出

PNGl-HA/pKT10(TRPl)を､ pKTIOと共に導入した株､もしくはFLAG-RAD23/pKT10

と共に導入した株､それぞれをSD培地2mLに植菌し30℃で一晩振塗培養した後､200mL

マイヤーに入れた50mLのSD培地に再び植菌し､30℃でODが約0.6-0.8になるまで(約

半日)振返培養した｡集菌後､ 12mLのSD培地に懸濁し､ 14mLtubeに2 mLずつ分注

した後､氷上に10分放置した｡ 10mg/mLとなるように滅菌水に溶解したCycloheximide

を20〃L添加(final;100〃g/mL)後､ 30oCで所定の時間振壷培養し､蛋白質抽出とsample

調整は上記の要領で行った(volumeは上記方法の1/10で行った)0

*cycloheximide処理にかかる所定の時間を逆算して､蛋白質抽出が全て同時に行えるよ

-88-



うにした｡処理待ちのSampleは氷上に静置しておいた｡

16lhr　　　　8Tr　4Tr 2Trti+蛋白午抽出

′　　　　　　1hr

16

hr

On lCe :Cycloheximide treat

免疫沈降

pNGl-HA/PKTIO(TRPl)をpKTIOと共に導入した株､もしくはFLAG-RAD23/PKTIO

と共に導入した株､それぞれをSD培地2 mLに植菌し30oCで一晩振塗培養した後､200mL

マイヤーに入れた50mLのSD培地に再び植菌し､30℃でODが約0.6-0.8になるまで(約

半日)振畳培養した｡集菌し､滅菌水にて2回wash後､500〃しのBufferCに懸濁し､assist

tubeに移し､薬さじ約2杯分のグラスビーズを加えた｡ TomyMS-100Rを用いて3min,

4000rpmで酵母を破砕後､ 15000 rpm, 10minで遠心分離し､上澄を1･5 mLtubeに移

して再び15000rpm, 10minで遠心分離を行った｡先の操作を2度繰り返し､可溶性画分

のみを採取した｡蛋白質量を定量後､ 2 mg/300〃LとなるようにBu恥r Cで希釈し､約

20〃L分の予めTBSで3回washしたanti-HA agarose beadsを加え､ 4oCで約半日間

incubateした｡ incubate後､ 5回TBSでwash後､ beadsを含めて全量が120〃Lとなる

ようにTBS､ 2×sample bufferを加えた(beads:20FLL､ TBS:50〃し､ 2×sample buffer:50

〃L)0 100℃で3分間boil L､ SDS-PAGE用sampleとした｡このうち､ 1 wellに対して

10〃Lを用いた｡
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SDS- PAGE

12.5%のポリアクリルアミドゲルを用いて30 mA/枚で電気泳動を行った｡

Transfer

･ユビキチン化蛋白質量測定の場合:

sDSIPAGE後､ wet型blotting装置を用いてimmobilon-P mepbraneにblottingした(秦

件:50V,8hr)0

･その他: SDS-PAGE後､ semi-dry型blotting装置を用いた

(条件: 50 mA/枚, 3hr)0

Immunobloting

Transfer後のmembraneをblocking solutionに浸して約6 hr､ blockingした後に1

次抗体液(任意の希釈)に浸し､約半日間振浸した｡ TTBSで2回､ TBSで1回､それぞれ

15分間振浸してwashした後にHRP標識化2次抗体液(5000倍希釈)に浸し､ 1時間振塗

した｡ TTBSで2回､ TBSで1回､それぞれ15分間振塗してwashした後にECLreagent

を用いて化学発光させ､ filmに露光させて検出した｡

-90-



( 1 ) Rad23高発現酵母が示すメチル水銀耐性獲得機構の解析

[目　的]

我々はユビキチン･プロテアソームシステムの構成因子の一つである､ Cdc34 (ユビキ
′

チン転移酵素; E2)の高発現が酵母にメチル水銀耐性を与えることを見出している(4,5)0

cdc34高発現によってユビキチン･プロテアソームシステムが克進することから､細胞内

にはメチル水銀の毒性を増強させる蛋白質が存在し､その蛋白質の分解が本システムによ

って促進されることたあにCdc34高発現酵母がメチル水銀耐性を示す､という可能性が考

えられる｡しかし､メチル水銀の毒性を増強させる蛋白質やCdc34以外の毒性軽減に関わ

る蛋白質は同定されておらず､その詳細な機構は明らかになっていない｡そこでユビキチ

ン･プロテアソームシステムによる耐性獲得機構の解明の足がかりとして､出芽酵母にお

けるCdc34以外のユビキチン･プロテアソームシステム関連因子の中からメチル水銀感受

性に影響を与える因子を検索し､その因子の耐性獲得機構について検討した｡

[結果および考察]

1.酵母にメチル水銀耐性を与えるユビキチン･プロテアソームシステム関連

因子の検索

ユビキチン･プロテアソームシステム関連因子の中からメチル水銀感受性に影響を与え

る因子を検索した結果､ Cdc34高発現によって与えられえる耐性割合には劣るものの､

Rad23の高発現が酵母にメチル水銀耐性を与えることを見出した(Figure 1)0 Rad23は､

pdslという細胞周期を後期で止める作用のある因子の活性を調節している可能性(9)やヌ

クレオチド除去修復(NER; nucleotide excision repair)作用を有すること(10,1 1)など､多

様な機能が報告されている蛋白質である｡ユビキチン･プロテアソームシステムにおける
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Rad23の機能としては､

(カユビキチン化蛋白質のユビキチン部分と結合して､ユビキチン鎖の伸長を阻害する機能

(12,13,14,15)

(参ユビキチン化された蛋白質のプロテアソーム-の運搬機能(分解促進作用) (16,17)

二通りの報告がある｡これらの報告は､ユビキチン鎖伸長を阻害して蛋白質の分解を抑制

する機能と､ユビキチン化蛋白質のプロテアソームへの運搬を担うことにより､その蛋白

質の分廃を促進する｣というこの相反する機能をRad23が持ち併せている可能性を示して

いる(Figure 2)｡何れにしろ､ Rad23の高発現がユビキチン･プロテアソームシステムに

何らかの影響を与えることによって酵母にメチル水銀耐性を与える可能性は否定できない｡

2. Rad23高発現によるメチル水銀耐性獲得とユビキチン･プロテアソームシステ

ムの関係

Rad23はN末端にUbL (土辿iquitin-とike)ドメインを持ち､中央付近およびC末端の2

箇所にUBA (iibiquitin-Associated)ドメインを持つことが知られており(14,18)､それぞ

れUBAl､ UBA2と称されている(Figure3)0 UBAドメインはRad23がユビキチンもしく

はユビキチン化蛋白質のユビキチン部分と結合するために必要な領域であり､ Rad23が

UBAドメインを介してユビキチン化蛋白質と結合すると､それ以上のエビキチン鎖の伸長

が阻害されるために､プロテアソームがこのユビキチン化蛋白質を基質として認識せず(プ

ロテアソームに認識されるには充分な長さにユビキチン鎖が伸長することが必要とされ

る)､その結果として､プロテアソームによる蛋白質の分解が抑制される(12,13,15)｡一方､

UbLドメインはユビキチンと相同性が高い領域であり､Rad23はこのドメインを介してプ

ロテアソームと結合(19,20,21)することによってユビキチン化蛋白質をプロテアソームに

運ぶシャトルの役割を果たしている､と考えられている(16,17)｡そこで､両ドメインをそ
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れぞれ欠失させることによって､ユビキチン･プロテアソームシステムに関連するRad23

の機能をそれぞれ喪失したtmncation mutants (Figure 3)の高発現が､メチル水銀感受性

に与える影響を検討した(Figure4)｡その結果､プロテアソームとの結合に重要なドメイン
′

であるUbLドメインを欠失させた蛋白質を高発現させた酵母は全長のRad23を高発現さ

せた酵母よりも強いメチル水銀耐性を示した｡また､ UBAlドメイン欠失Rad23を高発現

させた酵母は全長Rad23高発現酵母よりも耐性割合が弱く､ UBA2欠失Rad23高発現酵

母のメチル水銀感受性はコントロールと変わらないレベルであった｡両UBAドメインを

共に欠失した　Rad23　を高発現させた酵母のメチル水銀感受性もコントロールと同程度で

あった｡このことから､ Rad23のC末端に存在するUBA2ドメインがメチル水銀耐性に

重要であると考えられる｡

次に､ Rad23の高発現が細胞内ユビキチン化蛋白質量に与える影響を調べたところ､

Rad23高発現によって細胞内ユビキチン化蛋白質量の顕著な増加が認められた(Figure 5)0

そこで､各truncationmutaIlt高発現酵母の細胞内ユビキチン化蛋白質量を調べたところ､

全長のRad23を高発現させた酵母に比べて､ UbL欠失Rad23高発現によって酵母内ユビ

キチン化蛋白質量は増加し､UBAl欠失Rad23高発現によって減少した(Figure6)｡また､

UBA2欠失Rad23高発現酵母ではさらに顕著な減少が認められた(Figure 6)｡ユビキチン

化蛋白質の分解阻害に必要な領域とメチル水銀耐性に必要な領域が一致したことから､

Figure 2に示したRad23の報告されている機能のうちのユビキチン化蛋白質分解阻害作

用(Figure2.のⅠ)がメチル水銀耐性に関わっている可能性が考えられる｡また､ UbLドメイ

ンを介するユビキチン化蛋白質のプロテアソームへの運搬の機能によって生じると考えら

れる蛋白質分解促進作用(Figure 2.のH)は逆にメチル水銀の毒性を増強させることが明ら

かとなった｡

これらの結果より､ Rad23高発現は､何らかの蛋白質のプロテアソームにおける分解を
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抑制することによってその蛋白質の細胞内濃度を維持し､その結果として酵母にメチル水

銀耐性を与えるのかも知れない｡
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Figure 1 ･ Effect of overexpression of Rad23 0n sensitivity to

methyJmercury in yeast ( SaccharomyFeS CWeVisiae)

Yeast ceJIs carrying pJasmjds F7AD231PKTIO(Rad23;white clrCle) or

pKT1 0(Control;black square), as indicated,were grown in SD(-uracil) medium that

contained methyJmercuric chloride (MeHgCl)_ After a 48-hr incubation, absorbance at

600 nm was measured spectrophosphometricaJJy. Each point and bar represent the

mean value and S. D. results from four cultures. The absence of a bar indicates that the

S･ D. fa"s within the symbol.
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Ub: ubiquitin

El : ubiquitin activating enzyme I･ Prevent ubiquitin chain extension.

Figure 2･ Ro一es of Rad23 in ubiquitin-proteasome System
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Figure 3. Truncation mutants ot Rad23

UbL : Ubiqujtin-like domain

UBA : Ubiquitin-associated domain
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Figure 4. Effect of overexpression of Rad23-truncation mutants

on eensitivity to methyLmercury

Yeast ce"s carryJng PJasmids F7AD23lPKTI 0 (Rad23,lWhite square), F7ad23-UbLA-

pKTI 0 (UbLA;black circle), RAD23-UBAIA-PKTIO (UBAIA;b一ack triangJe),

F7AD23-UBA2A-PKTI 0 (UBA2Awhite triangle), RAD23-UBAI AUBA2A-PKTI 0

(uBAIAUBA2A;white circle) or PKTI 0(Control;black square), as indicated,were

grown in SD(-uracil) medium that contained MeHgCl. After a 48-hr incubation,

absorbance at 600 nm was measured spectrophosphometrica"y･ Each point and

bar represent the mean va一ue and S･ D･ results from four cu仙res･ The absence

of a bar indicates that the S. D. falls within the symbol.
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CBB IB:anti-Ub

Figure 5･ Effect of overexpression of Rad23 0n ubiquitination of

intraceHular proteins in SaccflarOmyCeS CerleVisiae

Yeast ce‖s carry-Lng Plasmids F7AD23/PKTI 0(Rad23) or PKTI 0(Control)･ as indicated･were

grown in SD(-uracil) medium･ Lysates of these cells were subjected to immunoblotting

ana一ysis with ubiquitin-specific antibody･ Staining with Coomassie blue (left pane一) in shown

as an indication of the amount of total protein loaded･
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Figure 6. Effect of overexpression of Rad23･truncation mutants on

ubiquitination of intracelJular proteins

Yeast cells carrying plasmids RAD23-PKTI 0(Rad23), F7ad23-UbLAIPKTI 0, RAD23-

UBAI A-PKTI 0, RAD23-UBA2A-PKTI 0, F7AD23lUBAIAUBA2A-PKTI 0 or

pKT1 0(Control), as indicated,were grown in SD(-uraciL) medium･ Lysates of these cells

were subjected to jmmunoblotting analysis with ubiquitin-specific antibody(right upper

panel) and anti-FLAG antibody (right lower panel)I Staining with Coomassie blue (left

panel) in shown as an indication of the amount of total protein loaded･
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(3) Rad23結合蛋白質が酵母のメチル水銀感受性に与える影響

[目的]

(2)の結果より､ Rad23が細胞内における何らかの蛋白質の分解を抑制し､その蛋白

質の細胞内濃度を維持することによって酵母がメチル水銀耐性を示す可能性が示唆された｡

もしそうであれば､分解抑制を受ける蛋白質自体を高発現させることによって酵母はメチ

ル水銀耐性を示すはずである｡そこで､ Rad23によって分解阻害を受ける蛋白質の候補と

して､ Rtad23と結合することが報告されている蛋白質(22)の中からプロテアソームサブユ

ニットを除いた9種(Ddil､ Dsk2､ Pngl､ Rad7､ Rad14､ Rp140A､ Rp140B､ RpsIA､

Ufd2)を選び､それら蛋白質をそれぞれ酵母に高発現させてメチル水銀感受性に与える影響

を検討した｡ Rad23結合蛋白質のうちDdilおよびDsk2はRad23様蛋白質とも呼ばれ､

Rad23と同様にUbLドメインとUBAドメインを持つことが知られている(17)｡ Pngl

は糖蛋白質の脱N-グリコシル化を触媒する酵素である(23)0 Rad7およびRad14は

RAD23と同じく､欠損によって酵母をUV感受性にする遺伝子として同定されたもので､

UV照射等で生じたDNA損傷の修復系に寄与する(22)0 Rp140A､ Rp140BおよびRpsIA

はリボソーム蛋白質とユビキチン一個の融合蛋白質で､翻訳後に脱エビキチン化酵素によ

ってユビキチンが切り離され､それぞれの蛋白質として機能することが知られている(22)｡

[結果および考察]

9種類のRad23結合蛋白質､ Ddil､ Dsk2､ Pngl､ Rad7､ Rad14､ Rp140A､ Rp140B､

RpsIAおよびUfd2をそれぞれ酵母に高発現させ､メチル水銀感受性に与える影響を検討

した結果､Ddil､PnglまたはUfd2を高発現させた酵母がメチル水銀耐性を示した(Figure

7-1)｡一方､ Dsk2を高発現させた酵母は逆にメチル水銀に対して高い感受性を示した
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(Figure 7-2)｡なお､ Rad7､ Rad14､ RpL40A､ Rp140BまたはRpsIAの高発現は酵母の

メチル水銀感受性に殆ど影響を与えなかった(Figure 7-3)｡

pnglは蛋白質の脱N-グリコシル化を触媒する酵素(以下PNGase; peptide:N一glycanase
′

enzyme)であり､細胞質において小胞体(ER ; Endoplasmic Reticulum)における蛋白

質分解に関与することが知られている(23)｡小胞体では､リボソームで合成された蛋白質

が､成熟するに当たり糖鎖の付加やジスフィルド結合などの修飾を受け､折り畳まれ立体

構造を形成する｡小胞体で正しく折り畳まれた蛋白質はゴルジ体へと運ばれるが､折り畳

みに失敗した蛋白質は正しい立体構造がとれるまで小胞体に停留される(24)｡このような

異常蛋白質の小胞体内蓄積に対する細胞の応答としておおまかに以下の3つが知られてい

る(25)｡

1)小胞体内に存在する小胞体シャペロン分子を転写レベルで誘導して､異常蛋白質の巻き

戻しを図る応答(ullfolded protein response; UPR)0

2) Unfolded proteirlが蓄積したことを感知すると､蛋白質の翻訳を停止させて､小胞体

の負荷を軽減する応答｡

3)異常蛋白質を細胞質に排出して､ユビキチン･プロテアソーム系(ER-associated

degradation system, ERAD)により分解する応答｡

pnglはこのうちの3)であるERADの過程において､糖蛋白質の糖鎖を外し､蛋白質分解

を円滑に進める役割を果たす蛋白質である(23)0

Ddilはユビキチン･プロテアソームシステムに関与する因子であり､ UbLドメインお

よびUBAドメインを持つRad23様蛋白質として知られており､Rad23とヘテロダイマ-

を形成する(26)｡また､ Rad23と同じく細胞周期調節因子であるPdslの分解にも関わっ

ている可能性のある因子である(9)0 Ufd2はユビキチン･プロテアソームシステムにおい

てユビキチンリガーゼ(E3)として機能する蛋白質である(27,28,29)0
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また､高発現によってメチル水銀に対して高い感受性を示したDsk2はDdilと同じく

Rad23様蛋白質として知られ､微小管の形成に関わる因子であり､プロテアソームとの結

合能も有する蛋白質である(30)｡ Dsk2は高発現によって酵母の生育を阻害するとの報告も

あり(31)､今回の結果はDsk2高発現が酵母の生育を阻害したことによって見かけ上メチル

水銀高感受性を示したのかも知れない｡

本検討でDdil､ PnglおよびUfd2がメチル水銀耐性因子として新たに同定された｡こ

れら蛋白質の細胞内でのユビキチン化および分解と　Rad23との関係を検討することによ

って､Rad23高発現によるメチル水銀耐性獲得機構の糸口が見出されるものと期待される｡
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Figure 7-1. Effect of overexpression of Rad23-binding proteins

on sensitivity to methylmercury

Yeast celfs carrying plasmids PNGl-pKT10 (Pngl), DD/1-pKT10 (ddil), UFL}pKTIO

(Ufd2)or pKT1 0(Control;black square), as indicated,were grown in SD(-uracil)

medium that contained MeHgCl. After a 48-hr incubation, absorbance at 600 nm was

measured spectrophosphometricaHy. Each point and bar represent the mean vaJue

and S. D. resultsfrom four cultures. The absence of a bar indicates thatthe S. D.

falls within the symbo一.
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Figure 7-2･ Effect of overexpression ot Rad23-binding proteins

on sensitivity to methyLmercury

Yeast ceHs carrying plasmids DSK21PKT1 0 (Dsk2) or pKT1 0(Control;black square),

as indicated,were grown in SD(-uracil) medium that contained MeHgCl･ After 24 and

48-hr incubation, absorbance at 600 nm was measured spectrophosphometricaHy･

Each pointand bar represent the mean value and S･ D･ resultsfrom four cultures･

The absence of a bar indicates that the S. D. fa"s within the symbol.
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Figure 7-3. Etfect ot overexpression of

Rad231bjnding proteins on sensitivity to

methylmercuⅣ

Yeast cells carrying pIasmids FZAD7-PKTI 0 (Rad7),

F7AD14lPKTI 0 (Rad1 4),F7PL40A-PKTI 0

(Rpl40A),i?PL40EipKT1 0 (Rpf40B),
FTPSIA-PKTI 0 (RpsI A) or PKTI 0(Control;black

square), as indicated, were grown in SD(-uracil)

med山m that contained MeHgCl. After 24 and 48-hr

incubation,absorbance at 600 nm was measured

spectrophosphometricatly. Each point and bar

represent the mean va一ue and S. D. results from

four cultures. The absence of a bar indicates that

the S. D. falls within the symbol.
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(4)酵母のメチル水銀耐性獲得機構におけるRad23とPnglの　関係

[目　的]

Rad23がある種の蛋白質のプロテアソームにおける分解を抑制し､その蛋白質の細胞内

濃度を維持することによってメチル水銀毒性に対して防御的に働く可能性が考えられ､そ

の蛋白質候補としてPngl､ DdilおよびUfd2が(3)で挙げられた｡そこでまず､ Pngl

とRad23の関係について検討した｡Pnglは細胞内でRad23と結合し得る蛋白質として報

告されている(32)が､ Pnglの細胞内濃度に対するRad23高発現の影響は検討されていな

い｡そこで､ Pnglの細胞内濃度とRad23の関係を検討した｡さらに､ Pnglの機能とし

て報告されているPNGase活性とメチル水銀耐性との関係を調べるために､ PNGase活性

を喪失させたmutantを作製し､このmutant高発現が酵母のメチル水銀感受性に与える影

響についても検討した｡

[結果および考察]

1. Rad23高発現が細胞内のPngl量に与える影響

pngl-HAを高発現させた酵母を用いて細胞内Pngl-HA量の変化を検討したところ､

FLAG-Rad23の高発現によるPngl-HA量の顕著な増加が観察された(Figure 8)｡この現象

が､ Rad23の機能の一つである蛋白質分解阻害による可能性が考えられる｡そこで次に､

Rad23の高発現がPnglの細胞内分解速度に与える影響を検討した｡ Pngl-HA単独発現酵

母およびPngトHA/FLAG-Rad23共発現酵母をそれぞれ蛋白質合成阻害剤である

cycloheximideで処理し､その後の細胞内Pngl-HA量の変動を経時的に測定したところ､

pngl-HA単独発現酵母の　PngトHA量は経時的に減少したのに対して､

pngl-HA/FLAG-Rad23共発現酵母ではPngl-HA量の減少が培養後16時間においても殆
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ど認められなかった(Figure9)｡この結果から､ PnglがRad23によって分解阻害を受けて

いる可能性が考えられる｡

2　Pnglのユビキチン化

Rad23はユビキチン化蛋白質の分解を阻害する機能を持つ蛋白質であることが報告され

ているが､これはユビキチン化蛋白質のユビキチン鎖部分に結合して､それ以上のユビキ

チン鎖の伸長を阻害することによるものと考えられる(12,15)｡そこで､ PngトHA単独発

現酵母およびPngトHA/FLAG-Rad23共発現酵母の抽出液について抗HA抗体で免疫沈降

を行った後に抗FLAG抗体を用いたWestern blottingによりFLAG-Rad23を検出したと

ころ､ PngトHA/ FLAG-Rad23共発現酵母でのみFLAG-Rad23のバンドが認められた

(Figure 10)｡同様に抗HA抗体または抗ユビキチン抗体を用いたWestern blottingにより

Png-HAを検出したところ､ PIlgトHA単独発現酵母において､抗HA抗体によって

PngトHAがスメア状に検出されると共に､抗ユビキチン抗体によってもユビキチン化蛋白

質検出の際に現れるものと同様なスメア状のバンドが検出された｡また､この抗ユビキチ

ン抗体または抗HA抗体で検出された高分子量側のバンドはFLAG-Rad23の共発現によっ

てさらに濃くなった｡これらの結果から､ Pnglは細胞内でユビキチン化された後にプロテ

アソームで分解されるが､酵母にRad23を高発現させることによってユビキチン･プロテ

アソームシステムによる分解を免れ､その細胞内濃度が維持されることによって酵母がメ

チル水銀耐性を示すという可能性が考えられる｡

3. Pnglのユビキチン結合部位point mutationが細胞内Pngl量に与える影

響

ごく最近､ Pnglがユビキチンと結合することが他のグループによって報告され､この結
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合がPnglの110番目のリシン残基を介したものである可能性がマススペクトル解析によ

り示された(33)｡そこでこのリシン残基をアラこンに置換したアミノ酸変異mutantを作成

し､ Pnglのユビキチン化に対する影響を検討した｡ Pnglがユビキチンによる修飾後､分

解される蛋白質であるならば､ユビキチン結合部位に変異を入れることによって分解シグ

ナルとなるユビキチンが結合出来なくなるのでPnglの分解速度が遅延し､細胞内のPngl

量が増加すると考えられる｡またRad23も､ Pnglの110番目のリシン残基に結合したユ

ビキチシに結合することで分解阻害機能を発揮すると考えられるので､Pnglのユビキチン

結合部位に変異を入れることによってPnglとRad23の結合にも影響が生じると考えられ

る｡そこでPngl-HA､もしくはPnglユビキチン化部位のmutant(以下PngトHA/KllOA)

をそれぞれ単独､またはRad23と共に高発現させた酵母の抽出液について抗HA抗体を用

いた　Western blotting　により　Pngl-HA　を検出したところ､ Pngl-HA　または

Pngl-HA/Kl lOAをFLAG-Rad23と共に発現させた酵母両方で同様なPngトHA量の顕著

な増加が認められた(Figure ll)｡また､同じ抽出液について抗HA抗体で免疫沈降を行っ

た後に抗FLAG抗体を用いたWestern blottingによりFLAG-Rad23を検出したところ､

PIlgトHAまたはPllgl-HA/Kl lOAをFLAG-Rad23と共に発現させた酵母両方で同様な

FLAG-Rad23のバンドが認められた(Figure 12)｡抗HA抗体または抗ユビキチン抗体を用

いたWestern blottingによりPngl-HAもしくはPngl-HA/KllOAを検出したところ､

PngトHAもしくはPngl-HA/KllOAを発現させた酵母において､検出されたユビキチン

化Pngl量にそれ程の違いが認められず､ Pngl-HA/KllOAも正常なPnglとほぼ同様な

細胞内動向を示すことが判明した｡

これらの結果より､ PIlglのユビキチン結合部位は報告のある-箇所ではく､よりユビキ

チン化されやすい他の部位の存在が示唆される｡
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4. PnglのPNGase活性が酵母のメチル水銀感受性に与える影響

Pnglは細胞内において糖蛋白質の脱N-グリコシル化を担うPNGase活性を持つことが
′

知られている(23)0 PNGase活性の上昇が酵母にメチル水銀耐性を与える可能性を考え､

pNGase活性を喪失させるアミノ酸変異(34)を導入したPngl(以下Pngl/H218A､

Pngl/K235A)の高発現が酵母のメチル水銀感受性に与える影響を検討したところ､上記二

種の変異f,nglの高発現酵母はメチル水銀耐性を示さなかった(Figure 13)｡この結果から､

pngl持つ活性であるPNGase活性が酵母のメチル水銀耐性獲得に必須である可能性が考

えられる｡ Rad23高発現によって細胞内濃度が維持されたPnglの量的なPNGase活性の

上昇が､メチル水銀によって何らかの修飾を受け､毒性を生じるようになった糖蛋白質の

分解を促進し､毒性軽減に関与する可能性が考えられる｡
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■ FLAG-Rad23

Figure 8･ Effect of overexpression of Rad23 0n Pngl concentration

Yeast cells carrying plasmids FLAG-RAD231PKT1 0 /pKT1 0(Trp), PKTI 0/PNG1-HA-

pKT1 0(Trp), FLAG-RAD23-pKT1 0 /PNGl-HAIPKTI 0(Trp) or pKT1 0/pKT1 0(Trp)

(control), as indicated,were grown in SD(-uraciL･-triptophan) medium･ Lysates of

these ce‖s were subjected to immunoblotting analysis with anti-HA antibody(upper

panel) and antトFLAG antibody (middle panel)･ Staining with Coomassie b一ue (lower

panel) in shown as an indication of the amount oHotaL protelLn loaded･

png1 -日A Png1 -HA作LAG-Rad23

Time after addition of cycloheximide (hr)

0 1　2　4　8 16　0 1　2　4　8 16

LB: anti-HA

IB: anti-FLAG
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Png1-HA

FLAG-Rad2

Figure 9･ Effect of overexpression of Rad23 0n Pngl turnover

Yeast ce"s carrying plasmids PKTI 0/PNGl-HA-PKTI 0(Trp) Or FLAGIRAD23-PKTI 0

/pNGl-HA-PKTIO(Trp) as indicated.were grown in SD(-uraciI, -triptophan) medium

at the idicated time in the presence of lOOLAg/mL cycloheximide. Lysates of these

ce"s were subjected to immunoblotting analysis with anti-HA antibody(upper panel)

end anti-FLAG antibody (middle panel). Staining with Coomassie blue (lower panel)
tn shown as an indication of the amount of total protein Loaded･
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Ubiquiti.natedPng]　　UbiquitinatedPng]

Figu帽10･ Effect of overexpression oI Rad23 0n the levels of Pngl

ub]lquitJlnation

Yeast ceLIs carrying plasmids FLAG-RAD23/PKTI 0(Trp), PKTI 0/PNGl-HA-PKTI 0(Trp),

FLAG-F7AD23pKTI 0/PNGl-HA-PKTI 0(Trp) or PKTI 0/PKTI 0(Trp) (Control), as

indicated,were grown in SD(-uracil,-triptophan) medium. Lysates of these ceJIs were

immunoprecipitated with anti-HA agarose conjugate, and subjected to immunoblotting

analysis with anti-FLAG antibody (upper panel) ,ubiquitin-specific antibody(middle panel)

and anti-HA antibody (一ower panel).
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FLAG-Rad23

Figure lt Effect of overexpression of Rad23 0n Pngl mutant

concentration

Yeast ce一ls carrying plasmids FLAG-RAD23-PKTI 0/PKTI 0(Trp), PKTI 0/PNG 1-HA-

pKTI 0(Trp), FLAG-RAD23-PKTI 0/PNGl-HA, PKTI 0/PNGl(Kl 1 OA)-HA-PKTI 0(Trp)I
FLAG-RAD23/PNGl(Kl lOA)-HA-PKTI 0(Trp) or PKTI 0/PKTI 0(Trp) (Control), as

indicated,were grown in SD(-uraci),-triptophan) medium･ Lysates of these cells were

subjected to immunobLotting analysis with anti-HA antibody(upper panel) and anti-

FLAG antibody (midd一e panel). Staining with Coomassie blue (lower panel) in shown

as an indication of the amount of total protein loaded･
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Figure 12･ Effect of overexpression of Rad23 0n the 一eve一s of

ubiquitination of Pngl mutant

Yeast cells carrying plasmids FLAG-F7AD23-PKTI 0/PKTI 0(Trp), PKTI 0/PNG1-HA-

pKT10(Trp), FLAG-RAD231PKT1 0/PNGl-HA-pKT10(Trp) or pKT1 0/pKT1 0(Trp) (Control), as
indicated,were grown jn SD(-uraciJ.ltriptophan) medium. Lysates of these cells were

immunoprecipitated with anti-HA agarose conjugate, and subjected to immunobJotting

analysis with anti-FLAG antibody (upper paneJ) ,ubiquitjn-specific antibody(middle panel)

and anti-HA antibody (lower panel).
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Figure 131 Effect of overexpression of Pngl mutants on sensitivity to

methylmercury

Yeast cells carrying plasmids PNGl-pKT1 0 (Pngl ;white circIe), PNGl/H21 8A-pKT1 0

(pngl -H21 8A;white triangle), PNGl/D235A-pKT1 0 (Pngl -D235A;black triangle) or

pKT1 0(Control;black square), as indicated upper panel,were grown in SD(-uracil)

medium that contained MeHgCl. After a 481hr incubation, absorbance at 600 nm was

measured spectrophosphometrically, Each point and bar represent the mean value and

s. D. results from four cultures. The absence of a bar indicates thatthe S. D. fa"s within

the symbol･
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(5)酵母のメチル水銀感受性におけるUBAドメインの役割

[目　的]

ここまでの検討から､ Rad23を酵母において高発現させるとPnglの分解が阻害され細
E)I

胞内濃度が上昇すること､またその分解阻害作用にはRad23のC末端側に存在するUBA2

ドメインが重要である可能性が示された｡そこで､メチル水銀耐性獲得における　C末端

UBAドメインの役割の解析を目的として､ N末端にUbLドメインを持ち､ C末端にUBA

ドメインを持つRad23様蛋白質として知られるDdilおよびDsk2について､そのC末端

UBAドメインの機能をRad23と比較した｡

[結果および考察]

1. Rad23様蛋白質Ddilの高発現が細胞内Pngl量に与える影響

Ddilは(2)で示したように､高発現によってメチル水銀耐性を酵母に与える蛋白質で

あるが､ Figure 14に示したように､ Ddilの高発現によって細胞内Pngl量の若干の増加

が認められた｡また同様にユビキチン化蛋白質量､ユビキチン化Pngl量も増加が観察さ

れた(Figure 14,15)｡このことから､ Ddil高発現によるメチル水銀耐性にもPnglが関わ

っている可能性が考えられる｡ただし､ Rad23高発現酵母に見られるような顕著な増加が

見られなかったことから､細胞内ユビキチン化蛋白質の分解阻害作用の程度はUBAドメ

インを有する蛋白質間で異なり､ Rad23が特にその作用が顕著であると考えられる｡もし

くは､ Rad23に存在するUBAlドメインがC末端のUBA2ドメインの機能を補助するこ

とによって相乗的なユビキチン化蛋白質分解阻害作用を呈する可能性も否定できない｡

2. Rad23様蛋白質Dsk2のUBAドメインが酵母のメチル水銀感受性に与える影

響
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Rad23様蛋白質のうちDsk2を高発現させた酵母はメチル水銀に対して高感受性を示し

た｡しかしDsk2を高発現させると生育阻害がかかることが報告されており､本研究で作

成したDsk2高発現酵母においても明らかなgrowthの低下が観察された｡このことから､
′

Dsk2高発現が示すメチル水銀感受性は見かけ上のものである可能性も考えられる｡そこで､

Dsk2のUBAドメインのみの役割を解析する目的で､Dsk2のUBAドメインのみをRad23

のUBA2ドメインに置き換えたキメラRad23を酵母に高発現させてメチル水銀感受性に

与える顛響を検討したところ､顕著なメチル水銀耐性を示した(Figure 16)oこの結果より､

Rad23高発現によって酵母に与えられるメチル水銀耐性は作用の大小こそあれ､ UBAド

メインを持つ蛋白質が共通に持つ機能であるものと考えられる｡
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UbiquitinatedproteinS

Figure 14･ Effect of overexpression of Ddil on the ubiquitination of

intracellular proteins

Yeast cells carrying plasmids FLAG-F7AD231PKTI 0, FLAGIDD/1-PKTI 0 or pKT1 0(Control)

with PNGl-HA-pKT10, as indicated,were grown in SD(-uracil,-triptophan) medium. Lysates of

these ceHs were subjected to immunobLotting analysis with anti-HA antibody (upper panel)

and ubiquitin-specific antibody (middle panel)- Staining with Coomassie blue (Jower panel) in

shown as an indication of the amount of total protein loaded.
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Figure 15. Effect of overexpression of Ddil on Pngl ubjquitination

Yeast ceIIs carrylng plasmids FLAGIRAD23-PKTI 0, FLAG-DD/1-PKTIO or

pKT1 0(Control) with PNGl-HA-pKT10, as indicated,were grown jn SD(-uracil,-trjptophan)
medium. Lysates of these ce"s were immunoprecipitated with anti-HA agarose conjugate,

and subjected to immunoblotting analysis with anti-FLAG antibody (upper paneJ),

ubiquitin-specific antibody (middle paneJ), and anti-HA antibody (Lower panel)･
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Figure 16･ Effect ot overexpression ot Dsk2-UBA domain into

Rad23-UBA2A-truncation mutants on sensitivity to

methyLmercury

Yeast cel一s carrying plasmids Dsk21PKTI 0 (Dsk2), F7ad23lUBA2A-PKTI 0 (UBA2

A), DSj(21UBA into RAD23-UBA2A-pKT10 (UBA2A+UBA(Dsk2)) or

PKTI 0(Control), as indicated upper panel,were grown in SD(-uracil) medium
that contained MeHgCl･ After a 48-hr incubation, absorbance at 600 nm was

measured spectrophosphometrically･ Each point and bar represent the mean

value and S_ D. results from four cultures. The absence of a bar indicates that

the S. D. falls within the symbol.
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(6)まとめ

我々は細胞内における蛋白質分解機構の一つであるユビキチン･プロテアソームシステ

ムがメチル水銀の毒性を軽減する機構として働く可能性を示してきたが､その詳細は明ら
′

かになっていない｡そこで本研究では､出芽酵母を用いてユビキチン･プロテアソームシ

ステム関連因子群の中からメチル水銀感受性に影響を与える因子を検索し､その作用機構

を明らかにすることによって､メチル水銀毒性軽減機構として?ユビキチン･プロテアソ

ームシ云テムの役割の解明を目指した｡

その検索の結果､ Rad23の高発現が酵母にメチル水銀耐性を与えることを見出した

(Figure 1)｡ユビキチン･プロテアソームシステムにおけるRad23の機能として､その構

造中に存在するUBAlおよびUBA2ドメインを介したユビキチン化蛋白質のユビキチン鎖

伸長阻害による蛋白質の分解抑制作用と､N末端に存在するUbLドメインを介したユビキ

チン化蛋白質のプロテアソームへの運搬促進による蛋白質分解の促進作用､という相反す

る二つの作用が報告されている(Figure 2)0

そこでまず､これらドメインをそれぞれ欠失させることによって､ユビキチン･プロテ

アソームシステムに関連する　Rad23　の機能をそれぞれ喪失した　truncation mutants

(Figure3)の高発現が､メチル水銀感受性および酵母内ユビキチン化蛋白質量に与える影響

を検討した｡その結果､ UbLドメインを欠失させた蛋白質を高発現させた酵母は全長の

Rad23を高発現させた酵母よりも強いメチル水銀耐性を示し､UBAlドメイン欠失Rad23

を高発現させた酵母は全長Rad23高発現酵母よりも耐性割合が弱く､ UBA2欠失､もしく

は両UBA欠失Rad23高発現酵母はメチル水銀耐性を殆ど示さなかった(Figure 4)｡この

ことから､ UBA2ドメインがメチル水銀耐性に重要であり､ UbLドメインは逆にメチル水

銀毒性軽減作用には抑制的であることが示された｡一方､ Rad23高発現によって細胞内ユ

ビキチン化蛋白質量の顕著な増加が認められた(Figure 5)が､この現象にもUBA2ドメイ
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ンが重要であることが示された(Figure6)｡このことから､ある種の蛋白質のプロテアソー

ムにおける分解をRad23が抑制することによって､その蛋白質の細胞内濃度を維持し､酵

母にメチル水銀耐性を与える可能性が考えられる｡またこのとき､ UbLドメインを介する
′

ユビキチン化蛋白質のプロテアソームへの運搬の機能は逆にメチル水銀の毒性を増強させ

る作用を有することが明らかとなった｡

そこで､ Rad23によって分解阻害を受け､メチル水銀耐性に関わる蛋白質の検索を目的

として､ Rad23との結合が報告されている蛋白質の中から高発現によって酵母にメチル水

銀耐性を与える蛋白質を検索したところ､ Ddil､ Ufd2およびPflglが､それぞれ高発現に

よって酵母にメチル水銀耐性を与えることが判明した(Figure 7)｡そこでまず､ Pngl　と

Rad23の関係について検討したところ､ Rad23高発現による細胞内Pngl量の顕著な増加

が認められた(Figure8)｡また､ Pngl-HA量の経時的な変動の測定により､ Pngl-HA量は

FLAG-Rad23高発現によって分解が遅延することが判明した(Figure 9)｡これらの結果か

ら､ Pnglの分解がRad23高発現によって阻害される可能性が考えられる｡

Rad23はユビキチン化蛋白質の分解を阻害する機能を持つことから､ Pnglがユビキチ

ン･プロテアソームシステムによって分解される蛋白質である可能性が考えられる｡そこ

で､Pnglが細胞内においてユビキチン化される蛋白質であるのかを検討したところ､Pngl

はユビキチンによる修飾を受けることが判明した(Figure 10)｡また､このユビキチン化

Pngl量はRad23高発現によって増加した｡これらの結果から､ Pnglはユビキチン･プ

ロテアソームシステムによって分解されるが､ Rad23を高発現させることによって分解を

免れ､その細胞内濃度が維持されることによって酵母がメチル水銀耐性を示すものと考え

られる｡

また､ごく最近Pr一glの110番目のリシン残基がユビキチン結合部位となり得ることが

示された｡そこで､この部位のアミノ酸変異mutantを作成し､ Pnglのユビキチン化に対
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する影響を検討したところ､細胞内動向は正常なPnglのユビキチン化量と同じ程度であ

った(Figure ll,12)｡この結果よりPnglのユビキチン結合部位は報告のある-箇所ではな

く､よりユビキチン化されやすい他の部位が存在する可能性が考えられる｡

pnglは糖蛋白質の脱N-グリコシル化を触媒する酵素で､細胞質においてER

degradationに関わることが知られている｡そこで､ PNGase活性の上昇が酵母にメチル

水銀耐性を与える可能性を考え､ PNGase活性を喪失させるア手ノ酸変異を導入した変異

pnglの高発現が酵母のメチル水銀感受性に与える影響を検討したところ､変異Pnglの高

発現は酵母にメチル水銀耐性を与えなかった(Figure 13)｡この結果より､ Pngl高発現に

ょるメチル水銀耐性獲得にPNGase活性が必須である可能性が考えられる｡

メチル水銀耐性獲得にはRad23のC末端側のUBA2ドメインが重要な役割を果たして

いる可能性が考えられる｡そこで､Rad23と同様にUBAドメインを持つ蛋白質であるDdil

およびRad23のUBA2ドメインをDsk2のUBAドメインに置き換えたキメラ

Rad23(Rad23-UBA2D十UBA(Dsk2))の高発現がメチル水銀感受性に与える影響について

検討したところ､それぞれを高発現させた酵母もメチル水銀に対して耐性を示した(Fi糾re

7, 16)｡また､ Ddilを高発現させることによって､細胞内Pngl量の若干の増加および

Rad23には劣るもののユビキチン化Pngl量の増加が認められた(Figure 15)｡これらの結

果より､ UBAドメインを有する蛋白質はその高発現によって酵母にメチル水銀耐性を与え

ることが明らかとなった｡

以上の結果より､ Figure 17に示すようなモデルが考えられる｡ Pnglは通常状態では細

胞内でユビキチン化された後に速やかにプロテアソームで分解されるが､酵母にRad23を

はじめとするUBAドメインを含む蛋白質を高発現させることによってユビキチン･プロ

テアソームシステムによる分解を免れ､その細胞内濃度が維持されることによって酵母が

メチル水銀耐性を示すものと考えられる｡ Pnglは細胞内においてunfoldingまたは
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Figure 1 7. Model for Rad23-mediated resistance to methylmercury
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misfoldingされたN-グリコシル化蛋白質の脱N-グリコシル化を行い､この反応によって

脱N-グリコシル化された蛋白質がユビキチン･プロテアソームシステムによって分解され

ることが報告されている(35)｡また､当研究室ではユビキチン･プロテアソームシステム
′

の克進が酵母にメチル水銀耐性を与えることを明らかにしており(4,5)､松本の結果からも

pnglの高発現はunfoldingまたはmisfoldingされた蛋白質のユビキチン･プロテアソー

ムシステムによる分解を促進させることによって酵母にメチル水銀耐性を与える可能性を

示している(36)｡以上のことより､ Prlglの細胞内濃度が維持されることによって､メチル

水銀によって障害を受けたN-グリコシル化蛋白質のユビキチン･プロテアソームシステム

による分解を促進するために酵母がメチル水銀耐性を示すという仮説を考えることもでき

る｡

また､ PIlglを欠損させた酵母にRad23を高発現させてもメチル水銀耐性を示す結果も

得られている(data notshown)ことから､ Rad23によって分解阻害を受け､メチル水銀耐

性に関わる蛋白質はPf､gl以外にも存在する可能性が考えられる0 Rad23結合蛋白質の中

で高発現によってメチル水銀耐性を示すことが今回見出されたDdilおよびUfd2の解析や､

他の新たな蛋白質の検索など､更なる検討が必要である｡
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