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酵母 　こ の 上な く優れたモ デ ル 生物

大嶋　泰治

　 人 々 が酵母 の 存在に 初 め て気付 い た の は，19世 紀中

葉の 酒類 の 醸造にお い て であ っ た．そ の 興味は しば らく

は分類学に限 られて い たが，そ の 他 の微生物におけると

同様に，その 分類学 は碩学達 の 薀蓄 を傾けた論考で あ っ

た．1937年に は，酵母などの 菌類が，動 ・植物 と本質

的に同じ細胞構造 もつ 真核生物とされ，原核生物の細菌

との 違い が初めて示唆されたが，一般に承認され る に は さ

らに十余年を要 した．続い て米国 University　 of　nlinoisの

Carl　R ．　Woese が，16S　rRNA の 塩基配列を分子時計と

した，系統分類法を細菌に取 り入れ始め たの は 1980年

前後で あ り，そ の 最初 の 大 きな成 果 と して ア
ー

キ ア

（Archaea）の 発見があ っ た．こ れ に触発 され て酵母を

含む菌類 にお い て も，こ れまで の 形態と生活環，エ ネル

ギーと栄養摂取 の様式な どの 分類指標に，核酸とタ ン パ

ク質を分子時計とした系統進化の 考えを加えて，分類学

の 見直しが始め られ，現在 もそ の 作業が進行中である
1）．

　 それ らの 研究を通 して，菌類 ・原生動物 ・微細藻類な

ど，多くの真核微生物における有性生活環 の 解明が進み，

1930年頃に は遺伝学者の 目が ア カパ ン カ ビ （Neurospora

crassa ＞に注が れて遺伝学の 近代化が始まっ た．一方，

細菌で は形質転換 （1928）が肺炎球菌 （Streρtococcors

pneumoniae ）で，続 い て 接合現 象 （1946）が大腸 菌

（Escherichia　coti ）で 報告され た．さらに バ ク テ リ オ フ ァ
ー

ジの 介在する
一

般形質導入 （195D が ネ ズ ミチ フ ス 菌

（Salmone〃a　typhimurium）で ，λフ ァ
ージによる特殊形

質導入 （1956）が大腸菌で 報告 され，細菌遺伝学 の 黄

金時代を迎えた．同 じ頃，糸状菌で の 知見 も集積 し，ヘ

テ ロ カ リオ ン と疑似有性生活環によるゲ ノ ム 再編成 の 過

程が明 らかにな っ た、こ れ ら微生物遺伝学 の 研究 は，一

般に栄養i要求性と糖 の 資化性などの 形質を対象とし，生

化学と直結 して 進ん だ こ とか ら遺伝生化学を生 み ，分子

遺伝学か ら分子生物学に展開し，今 日の 細胞生物学に発

展した．さらに こ れ ら微生物で の 知見が，真核 と原核 の

相違を認 め なが らも，広 く動 ・植物に も及 ぶ もの で ある

と分か っ て きた 1）．

　 こ れ ら微生 物遺伝学 の 発 展 を経て，今 日では酵 母

（Sacchar・m アces ・cerev ’siae ，　
一

部 Schiz・sacchar ・m アCθ∫

pombe ）は，トウ モ ロ コ シ （Zea　m のys）t シ ョ ウ ジ ョ ウバ

エ （Drosophila　meianogaster ），ア カ パ ン カ ビ と大腸菌

に続 い て，遺伝学研 究における重要な モ デ ル 生物 の
一

つ

とされ，1960年頃よ り国際的 な研究交流が始まっ た 2）．

そ の背景 に は，S．　cerevisiae に は他の 追従を許 さない 遺伝

学的な解析技法があ り，それを基に ゲ ノ ム と細胞の操作

に もさまざ まな技術が発展 して い る 3・4）．こ れ ら諸技法

の 中で．こ こ で は遺伝学的な解析法とその 意義に つ い て，

歴史的な話題 を交えて紹介 しよ う．

酵母遣伝学の 始まリ

　酵 母 遺伝学 の 始 ま りは，1930年代 中頃か ら60 年代

にかけ て の ，デ ン マ
ー

クの Carlsberg　Laboratory｝こおけ

るQjvind　Wingeと，米国 ・セ ン トル イス の Washington

University（そ の 後，　 Southem　Illinois　University）での

Carl　C．　Lindegrenの 活躍で ある．い ずれ も酵母 遺伝学の

創始者 とされ，両者の 論争を通 して，酵母の 有性生活環

と特異な四分子分析法が確立 されて きた 2）．まずはその

過程 か ら眺めてみ よう．

Winge とLindegrenの活躍　　Winge は，1930年代の

中頃，Carlsberg　LabOratOryに保存されて い た E．　C．　Hansen

以来の Saccharomyces　ts酵母株につ い て ，そ の新鮮培

養細胞を石膏塊 や 人参片に 塗布 して子嚢を形成 させ，（自

身の製作 になる） ミク ロ マ ニ ピュ レーターを駆使 して子

嚢胞子を単離培養し，その 発芽 と出芽増殖の様相を調べ

て い た．こ うして彼は．Saecharomyces属酵母の 栄養細

胞は二 倍体で あり（菌類で は稀で ある）t 各子嚢内の 4個

の子嚢胞子は，減数分裂 （meiosis ）産物の 四分子 （tetrad）

核 の それぞれ 1個 をもつ 単数体 （
一

倍体）細胞 と知 っ た．

しか し，各子嚢胞子 は，単離培養す れば発芽増殖を始め

て間 もなく，隣接す る同
一

胞子に由来する細胞間で接合

子 （zygote ）を形成 し，そ こ か ら大型 （二 倍体）の 細胞

を出芽する こ とを報告 した．すなわち，彼が観察したの

はホ モ タ リズ ム （homothallism）酵母 の 有性生活 環 で

あ っ た，当時は，こ の 簡単な報告に対 しても，子嚢形成

に先立 っ て，2細胞間の 接合による二 倍体化 （菌類で は

一
般的な現象）が起こ るとす る見解や，子嚢形成は単数

体細胞 の 単為生殖 （parthenogenesis）に よる もの だ と

す る疑義が呈された．
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一

方 の Lindegrenは，1945年頃に，イ リ ノ イ州 ペ オ

リア にある Northem 　Regional　Research　Laboratoryの

LJ ，　Wickerhamから糖発酵性 の 異な る数株の Saccharo−

myces 属株を，また University　ofCalifornia の E．　Mraky

よりも数株を得て，そ の 間の交雑と子嚢胞子分離に よりT

糖 の 発酵性お よび ア ミ ノ 酸と ビ タ ミ ン，また核酸塩基 な

どの合成 に関わる遺伝子の 同定を始め て い た，そ の当面

の 目標は，それ らを対象とした染色体地図 の 制作で あ っ

た．それ ら酵母株の
一

部 （Mraky の EM93 株）に ヘ テ

ロ タリズ ム （heterothallism）株があ り，それ に 由来す

る子嚢胞子よ り，対立する接合能を示 しながら栄養増殖

を続ける単数体株が得られた．そ こ で ，対立する接合型

（交配型，mating 　type ；い ずれ の接合型細胞も形態的に は

区別が つ かない ）に対 して ，a とα の 命名が なされた．

こ うして Lindegrenの研究室で は，ヘ テ ロ タ リ ズム株を

用い る こ とに よ り，本来の 二 倍体栄養細胞に加えて単数

体の栄養細胞をも実験 に 供す る こ とが 可能とな り，遺伝

子分析の 基本的操作で ある交配と四分子分析に新局面を

開い た．こ の ヘ テ ロ タ リズ ム 株は，直ちに多くの研究者

の注目を受けて 酵母遺伝学の研究に広 く採用され，以後

の 接合型決定で もLindegren株が基準とされ て い る．

　 こうして酵母で は，接合型 の異な る単数体細胞の 新鮮

培養を，1〜2　ml の栄養培地 に混合培養すれば，
一
夜に

して 多数の接合子を生 じさせ る こ とが で きる．その培養

液をその まま白金耳で胞子形成培地 （酢酸ソーダ寒天 ま

た は酢酸カ リ寒天 ）に移し て適温 （30°C ）に お けば，2・

3 日後に は解剖操作に十分な子嚢が得 ら れ る．一
方の ホ

モ タ リ ズ ム 株で は，交配株 を得る に は顕微鏡下で子嚢胞

子と子嚢胞子を接触 して 置き，その 間で の接合子形成を

確認して 雑種二倍体とする．しか もヘ テ ロ タ リズ ム 株で

は，交配に用い た個々 の 両親株を支障なく他の 実験に も

供する こ とが で きるが，胞子 ・胞子接合法に よるホ モ タ

リズム株で は，交配 に使用 され た胞子 の ク ロ ー
ン は失わ

れて い る．少々 事情は異なるが，動 ・植物で の 交配 でも

こ の 不便さがある．こ れ もモ デ ル 生物と して の ヘ テ ロ タ

リ ズ ム 酵 母株 の 長所 の
一

つ で ある．1948年 に は，

Winge自身も米国 ・シ カ ゴ の Nonhwestem　Yeast　Co．よ

り得た株 （yeast　foa皿 ）でヘ テ ロ タリズ ム を観察し，ホ

モ タリズ ム とヘ テ ロ タリズ ム の 違 い が対立するD ／d遺伝

子 （現在で は HOtho ）に よ り支配され て い る こ とを知り，

こ の違 い につ い て の 両者の わだか ま りは消えた，

　その 後，Lindegrenが発見 した遺伝子変換 の 現象 をめ

ぐっ て始まっ た両者 の 論争は，多くの 研究者に も波及 し，

酵母遺伝学に おける永年の 関心 の 的とな っ た．すなわち

遺伝学で は常に対立する形質を研究対象とし，Lindegren

は そ の 研究初期 よ り，糖発酵性 （発酵性を ＋ ，非発酵性

を一
と記す）あるい は ア ミノ酸合成能 （非要求性が野生

型で ＋，要求性の 変異型 を一）などに おける対立する表

現型 の単数体を交配し，その 雑種二 倍体由来の 4胞子子

嚢を顕微鏡 ドで 解剖して 4個の胞子ク ロ ーンを揃えて 回

収 し，それらに つ い て 各種の 形質分離を調べ る こ とを始

めた，こ れ は ア カパ ン カ ビなど子嚢菌類に共通する解析

法で あ り，四分子分析 （tetrad　 analysis ）とい わ れ ，そ

れまで広 く行われて きた トウ モ ロ コ シ や シ ョ ウ ジ ョ ウバ

エ など，動 ・植物を対象 とする遺伝学で は実施不可能な

技法で ある，

　 こ の 四分子分析 を，図 1に示すように，表現型A と a

の単数体間の 雑種二 倍体で行い ，対象とする形質が常に

2A ：2a分離 （図では AAaa 分離）を示すならば，その

二倍体の 遺伝子型 はヘ テ ロ の A／a 型 と判定され，こ の 実験

を通 して遣伝子A が同定される．すなわち，一
対 の ＋ f一

型対立遺伝子 をもつ 二 倍体細胞に 由来する子嚢はすべ て

2 ＋ 12 一分離を示 し，メ ン デ ル分離 （Mendelian　segre −

gation）と呼ばれて い る．こ うして多 くの形質につ い て

対応する遺伝子の 同定が行わ れ ，そ れ ら遺伝子問で連鎖

を検出して その 遺伝子座を決め ，染色体地図に描 く努力

が酵母を含むすべ て の モ デ ル 生物で 常に行われて い る．

　 こ の 2 ＋ ：2一分離をAfaとBfb　 2対の対立遺伝子につ

い て 調べ る と，それ ら相互 の 分離 パ タ
ー

ン か ら図 2 に示

す6通 りの子嚢型 （ascus　type）が見られ それらの 出現

頻度か ら簡単 にA とB両 遺伝子問 の 連鎖が計算される3・4），

多 くの子嚢菌類の 遺伝学で も，こ の 四分子分析法が遺伝

子の 同定と連鎖の 検出など，遺伝学的分析法の 基本 と

なっ て い る，因み に，こ の連鎖分析で描い た S．eerevisiae

の 染色体地図は 16本の連鎖群にまとめ られ，1996年に

交　雑 Afa 二 倍体の 表現型

A × a

↓

Ata　（二 倍体）→

↓

子嚢解剖

墅

AAaaAAAA

A 優性 ： A 型 形 質

半優性 ： A と a の 中間形質

共優性 ： A で も a で もな い 形質

染色体 対立 遺伝子 に よる形質分離

細胞質遺 伝に よ る形質分 離

図 1．一
遺伝｝雑種二 倍体の 表現 型 と対 立遺伝 f’の優性 ・劣性

関係
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　 ↓

四分 r一分離

子嚢胞子 の

遺 伝 子 型

遺伝 子 問の 機能対応 と四 分子 ク ロ
ー

ン の 表現型
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図2，二 遺伝子雑種 よ りの 四 分 ∫
一
に お け る 遺伝子型 と形質の 分離

決定されたゲ ノ ム DNA の 全配列 s・｝か ら帰納 されるDNA

分子数 またそ の 上 に分布するタ ン パ ク質コ ー
ド域 （open

reading 　f壌me ；ORF ）の 配列順序とも調和する．

　こ うして Ljndegrenは，多 くの 対立遺伝子 につ い て 四

分子分 離 を調 べ て い たが，2＋ ： 2一分 離 の 他 に，か な

りの 頻度 （2〜5％）で 3＋ ： 1一または 1＋ ： 3一分離 を

観察して 遺伝子変換 （gene　conversion ）と呼び その 原

因 に つ い て 種 々 考察 して い た．こ れ に 対 しWinge は，

マ ル トース や ス ク ロ
ー

ス の 発酵性で，2 ＋ ：2 一
分離 に

加えて多 くの 子嚢で 3＋ ：1一と4＋ ：O一分離 （図 2で 示

す重複遺伝子支配）を観察 し．酵母 の 染色体上 に は 同 じ

機能の MAL 遺伝子 SP 　SUC 遺伝子が多数散在 してい る こ

とを知 っ て い た．そ の た め 彼は Lindegrenの 観察もこ の

重複遺伝子の 考えで 説明で きると反論した．しか し，こ

の MAL とSUC 両遺伝子が酵母 の ゲ ノ ム 上 に重複 して い

る とする Wingeの 説は正 しい がt 遺伝子変換現象に対

す る説明として は正 しくない ．Lindegrenの 発見 した現

象が互 い に独立する重複遣伝子 とか相補遺伝子 （後述）

に由来する とすれば，3＋ ： 1− （遺伝子が重複して い る

場合）または 1 ＋ ：3 − （相補性遺伝子で構成され て い

れば）の分離を示す四分子の 出現頻度は，Lindegrenの

観察値より格段に高 く，加えて 4 ＋ ：0 −　（遺伝子重複支

配 の場合）と0 ＋ ：4 − （相補性遺伝子支配 で は）分離 も

高い 頻度で 見 られ る はず で ある．

　遺伝子変換現象は，四分子分析で 初め て 検出され た現

象で，多くの研究者の注目する と こ ろ とな り，そ の他の

子嚢菌類 ［ア カ パ ン カ ビ，ス イ ラ イ カ ビ （Ascobolus

immersus），　 Sordaria．fimicolaな ど］で も観察され，盛

ん な論議を醸 した 2），それ らの 論議 を含め て，1964年に

Robin　Hollidayに よ り，減数分裂に おける染色体交差に

つ い て の機構モ デ ル （Holliday　model ）が 示され，1983

年に は，後述する酵母の接合型変換機構など，その 後の

知見を交えて ，Jack　W ．　 Szostakら 6）により改訂されて，

DNA 二 本鎖切断修復モ デル （double−strand −break　repair

mQdel ）が唱 え られ，ようや く遺伝子変換 の 機構も解明

された．

　Ephrussi　
・
　Slonimskiとミ トコ ン ドリア遺伝学　　こ

の Winge とLindegrenの 活躍 に続 い て 1950年頃，フ ラ

ン ス の Boris　Ephrussi（University　ofParis ，後にCNRS 　at

Gif−sur −Yvette）に よ り，酵母遺伝学に お ける もう
一

つ

の 特徴が示 された 2）．Ephrussiは，栄養寒天平板 kに形

成した S．cerevisiae の コ ロ ニ
ー観察で，正常なサイ ズ の

コ ロ ニ ー
に混じ っ て，微小 コ ロ ニ ー

が低頻度 （1〜2％）

で 常に 混在する こ と を見出し，酵母が ミ トコ ン ドリア 機

能を失 っ て も生存で きる特異な生物であ り，ミ トコ ン ド

リ ア と呼吸系 の 研究に大変すぐれ た対象で ある こ と に気

付い た．その研究は後に Piotr　 Slonimskiに引き継が れ，

呼吸能を失っ た微小 コ ロ ニ ー変異体 （petite　mutant ）の

細胞に は，細胞透過光の 分光分析で シ トク ロ
ー

ム a とb

の バ ン ドが見 られな い こ と，その 原因は ミトコ ン ドリア

の 環状 DNA 上 の 遺伝子 にあ り，野生型 （＋ ）との 交配

株の 四分子分析では、一
般 に細胞質遺伝と呼ばれる特異

な4 ＋ ：O一分離 （図 1）を示すこ となどを報告 した．こ れ

が端緒となっ て，呼吸能に加えて 薬剤耐性など，ミ トコ

ン ドリ ア DNA に基づ く細胞質遺伝学が発展 した．さら

に University　of　Rochesterの Fred　Shemlan は，ミ トコ

ン ドリア遺伝子の機能に関連する核染色体 hの CYC 遺

伝子 な どを見出し，核と細胞質相互 の 干渉に つ い て の 研

究を展開した ．

酵母における細胞機能の遺伝学的解析法

　上記は酵母遺伝学で 基本 となる事項と そ の発見の 歴 史

の
一

端である．こ れ ら の基本的な知見を受けて ，S．　 cer −

evisiae で は多岐に わた る研究が始 まり現在に 及ん で い

る．そこ で は生化学で は及びもつ か ない 広域な生命機構

の解明をもた らして い る．そ の 全体像 を今 こ こ で 述べ る
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こ とは不可能であ り，数冊 の 総説z7−12）を挙げるに留め，

以下にその研究を支えた特異な遺伝学的解析法 3・4｝に つ

い て要約する．

　ヘ テ ロ ニ倍体の表現型と優劣検定　　遺伝学で は．研

究対象を常 に ＋ ノーの 対 立 する 形質に お い て い る．た と

えば前述 の糖発酵ノ非発酵，栄養要求性 1非要求性など

で あ り， そ の 多 くは
， 対立する突然変異型 とそ の 野生型

の 形質である．こ の
一対の 対立遺伝子をAfa とした とき．

二 倍体が A 型形質を示すとA遺伝子は対立するa に対 し

て 優性 で ，a は劣性で ある （図1）．　 A／a 二 倍体が，色調

や酵素力価など．量的に A とa の 中間形質を示せ ばA は

半優性で ある．これに対 し，例えば単数体 の a と α の接

合型形質で は，両 者の 接合に よる a1α 二倍体細胞は a と

a い ずれの 接合能も示すこ とな く，替わ りに胞子形成能

を得て い るこ とか ら，こ れ らa！α 対立遺伝子は共優性 の

関係 に ある．こ の ように，優劣検定 （dominance！reces −

siveness 　test）では，交雑 二 倍体の表現型か ら，その 遺伝

子 とコ
ー

ドす るタ ン パ ク質の 機能につ い て の 重要 な示唆

が得られる．細菌は もとよ り，二 倍体の 栄養世代が存在

しな い ア カパ ン カ ビ などでは，こ の 実験 は簡単 ではない 、

こ れ に対し，ヘ テ ロ タリズ ム酵母 で は，単数体 と二 倍体

い ずれ の 栄養細胞も存在する こ とか ら，こ の 優劣検定の

操作はま こ とに容易であ る．

　相補性検定　　野生型株か ら突然変異体の 分離 を行え

ば，
一

般に多数の 同
一

表現型 の 劣性変異体が得 られる．

相補性検定 （complementation 　test＞はそれ ら変異体の 分

別法で ある．たとえば，酵母の野生型株は20種の ア ミ ノ

酸の す べ て を合成す る こ とが で きる，そ こ で ，野生型 の

単数体よ り，ヒ ス チ ジ ン合成能を失 っ た多数の ヒ ス チ ジ

ン 要求性変異株を分離したとすれば，それ らは以下 の 操

作で 容易に数種の異なる変異遺伝子型に分別される．

　上記変異体の ヒ ス チ ジ ン 要求性は，
一
般に劣性形質で

あり，対立する接合型の野生型株 と交配すれ ば，その雑

種二 倍体は一般に野生型の表現型を示す．その 二 倍体の

子嚢を約 20個解剖しt （稀に起こ る遺伝子変換型の 四分子

を除い て）その ほ とん どが ヒ ス チ ジ ン の非要求性 （＋ ）

と要求性 （一）につ い て 2 ＋ ：2一分離を示すこ とを観察

して，元の変異株が ヒス チ ジ ン合成系に おける劣性の一

遺伝子変異体で ある と判断さ れ る，こ の 操作を分離した

ヒ ス チジ ン要求性変異体すべ て に つ い て行い ，得られた

多数の 四分子分離体の 中か ら，元変異体それぞれ に つ い

て a お よびα 接合型の ヒス チ ジ ン 要求性の 単数体を選び，

それ らを用 い てすべ ての 元変異体問の組み合わせ で 雑種

二 倍体を作 り，その ヒ ス チ ジ ン 要求性につ い て の 表現型

を調べ る．こ うして 雑種二 倍体が非要求性 （野生型）の

表現型 を示す （相補的関係にあ る）な ら，交配 された 2

株の 変異体は互 い に異なる変異遺伝子をもち，それら2

遺伝子は互い に補足遺伝子 （complementary 　gene）で あ

る．もし雑種二 倍体が ヒ ス チ ジ ン要求性なら，両者の 変

異 は 同
一

遺伝子 に 生 じた変異 と判断 され る，

　上記の 例か ら理解 されるように，相補性検定は同じ表

現型 を示す多 くの 劣性変異を類別する方法で あ る．こ う

して 分別された遺伝子群は，上記の 例で は，ヒ ス チジ ン

合成系の さまざまなス テ ッ プを司る酵素をコ ー
ドする遺

伝子と考えられ，そ の 具体的な支配段階につ い て は，生

化学的な検討が必要である．こ うして，さまざまな生体

系における
一連の 反応段階に対応する多 くの 遺伝子 （と

タ ン パ ク質）が検出され，それ らは上記 の 如 く，
一

連 の

反応系上に配列される場合 と，ある特定の 反応段階に働

く複数の構成要素の場合があ る．

　重複遺伝子とア レ リズ厶検定　　ある生化学反応 にお

い て，複数 の 遺伝子 に由来す る酵素が，それぞれ独立に

対応する こ とがある，こ の ような遺伝子は互 い に 重複関係

にあり，重複遺伝子 （duplicated　genes，　polymeric　genes）

と呼ばれて い る．酵母 におけ るそ の 最 も
一

般 的な例が，

前述の マ ル ト
ー

ス あるい は ス ク ロ
ー

ス の 発酵性に関わる

多くの ？LL4L遺伝子 とsuc 遺伝子 である．　 s．　 cetevisiae の

野生型株 の 多くに，こ れらの 遺伝子 3〜5個が，染色体

上に分散ある い は互 い に接近 して，しか もそ の多くが染

色体の テ ロ メ ア近傍に遺伝子座 を占め て お り，酵母の進

化とこ れ ら遺伝子 の 由来につ い て何かを示唆して興味深

い ．その雑種二 倍体の 四分子分析で は，図2に 重複関係

に あ る A とB の 2遺伝子 に つ い て 模式 的 に 示 す ように，

2＋ ：2一分離 に加えて，多くの 子嚢で 3＋ ：1一と4＋ ：0一

型 の 四分子分離が見られる．こ こ で 4 ＋ ；O一型子嚢を選

ん で，そ の ＋ 表現型 の 4胞子ク ロ ーン すべ て に 一型 の 単

数体を交配 し，それら雑種二 倍体に つ い て 四分子分析を

行い ，また必要あれば繰 り返 し一型株に戻 し交配を行 っ

て 四分子分析 を続ける こ とに より，遂に 2 ＋ ；2一型分離

の み を示す雑種二倍体に 至 れば，その 二倍体は多 くの 重

複遺伝子の うち，ある遺伝子座の み が ＋ 1一の 遺伝子型

で ある （他の 重複遺伝子座は 一1− ）．こ うして，多 くの

MAL 遺伝子が重複 した酵母株 か ら，特定の ルfAL遺伝子

の み が 活性な株 を育種する こ とが で きる，

　 こ の優性な対立遺伝子問の 同 ・異判定に用 い られ る の

が ア レ リ ズ ム 検定 （allelism 　test）である注 1．すなわち表

現型で ＋ × ＋ の 交配に よる雑種二 倍体よ りの 四分子が．

注 1
ア レ リズ ム の 検討に は前記の 相補性検定も含まれるが，筆

者 は検討対象とす る 対立遺伝子 の 優性 と劣性 の 違 い に よ り，
「ア レ リズ ム 検定」 と 「相補性検定」の 用 語を当て てい る．
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すべ て 4 ＋ ；0 一
分離 を示す な ら，そ の 交 配 に 供 した単

数体は，共に 同
一

の 優性対立遣伝子 を持つ こ と になる．

4 ＋ ：0一分離に加え て 3 ＋ ： 1一と2 ＋ ：2一の 四 分子分

離が観察され るなら，交配単数体は 互 い に異なる遺伝子

型と判定される．こ うして酵素を調製 して検討する まで

もな く，それ ら酵素の 由来に つ い て の 同 ・異を容易に判

定す る こ と がで き る．

　さ らに，＋ と一
の 表現型株の 間 で造成され た雑種二倍

体の 四分子分析で，すべ て の 子嚢で 4 ＋ ：0一分離が見

られ る なら，その ＋ 形質は優性の 細胞質因子に支配され

て い る とほ ぼ断定で きる．多 くの 呼吸欠損株の 交配実験

で こ の 型の 分離が見 られ る が，逆に 一形質が優性の場合

もあり，一部の petite変異で報告されて い る．

　上位 ・下位検定　　ある形質に つ い て 突然変異体を分

離すれ ば，分離された突然変異体に より表現型が異なる

こ とがある．例えば野生型株か ら，ある ア ミ ノ 酸を要求

する変異体を多数分離 した とき，変異体によ り，そ の排

出する中間代謝物に，またその ア ミ ノ酸要求性を代替す

る物質 に 違 い が見 られる こ とがある．多くの 物質代謝系

の 研究 にお い て ，こ の 現 象に注 目して，それ ら遺伝子 （と

酵素）の 代謝経路上 における配列順序と役割が生化学的

に決め られてきた．しか し，こ の 方法は物質 として の中

問代謝物が存在しな い 情報伝達系な どの 解析で は困難で

ある．そ の ような場合で も，変異体の表現型が異なるな

ら，以下に述 べ る上位 ・
下位検定 （epistasisfhypostasis

test）がそ の 解析に威力を発揮する．その 簡単な例 とし

て，著者 らの 行 っ た ボス フ ァ タ
ー

ゼ系遺伝子 の 発現制御

に 関わ る信号伝達系 8，13 ）tl・2 を例 に 説明 しよう．

　酵母は必須要素の 無機リン 酸 （Pi）を細胞内外の物質

か ら調達する ため に，そ の 細胞表層に は抑制性酸性ホ

ス フ ァ ターゼ （脱リ ン 酸化酵素，repressible 　acid 　phos−

phatase；rAPase と略す）を備え，基質か ら切 り取っ たPi

の細胞内へ の取 り込みに，輸送体の Pho84p 膜タ ン パ ク

注2
微 生 物 にお け る酵素の 生 産 制御系 を 自由 に操作す る こ と

が で きれ ば．酵素の 生 産 か ら ア ミ ノ 酸 な どの 代 謝制御発酵 だ

けで なく，混合糖質原料か らの ア ル コ
ー

ル 発酵 の 効率化 に も

有用 と考 え，筆者 は大阪大学大学院在学中よ り，また 2年間の

Lindegren研究室へ の 留学期間を含め て，11年間に亘 るサ ン ト

リ
ー

社 の 研 究所在職時代 （1959〜1970年） に，ルtAL遺伝子

の マ ル トース 適応現象を対象 に苦闘して い た．その 過程で，酵

素力価 の 測 定 に細 胞破 砕 が必 要 な MAL 遺伝子 系 は，多数 の 分

離株 を対象 とす る遺伝学的研究 に は不利 と考え，応用的見地

か ら一
時離れ て も，よ り簡便で 明確な知見の 得 られ る 研究対

象をと模索し続けた，1970年6月に 母校の 大阪大学へ の 復帰

に際して．助手 として 研 究室に加わ っ た 当時の 東江昭夫君 （現，
東京大学名誉教授）から，酵母の コ ロ ニ

ー
に 対す るホ ス フ ァ

タ
ー

ゼ 活性 の 検定法 を紹介 され，ホ ス フ ァ タ
ー

ゼ 系 こ そ が 求

め て い た研 究系と知 っ た．

質が細胞膜 に存在し，また液胞に存在する ア ル カ リ性ホ

ス フ ァ ターゼ　（repressible 　 alkaline　 phosphatase； rAL −

Pase）が，細胞内Piの リサイ ク ル に 働 い てい る．こ れ ら

3種の酵素そ れぞれ の 構造遺伝子PHO5 ，　 PHO84 お よ

び PHO8 は，環境の P濃 度に対応して応分 の 転写調節を

受け て い る，なか で もPHO5 の コ ードする rAPase の 生

産 は，Piを十 分に加 えた高 Pi培地 （標準 の 合成培地 ；

KH2PO4 を 1，500　mg ！1含有）に生 育した細胞で はほぼ完

全に抑制され，低 Pi培地 （KH2PO430 　mg ＋ KCI　l，500

mg 〃）で は高 い 力価を示す．しか も，　 rAPase は細胞表

層に在る こ とから，寒天平板 ヒに生 育したコ ロ ニ ー
に，

試薬を溶か した軟寒天 匚0．05M 酢酸緩衝液 （pH　4．0）に

α
一naphthylphosphate 　O．5　mgtml とFast　blue　salt　B　5　mgtml

を含む 1％寒天］を重層する こ とで ，その活性を容易に

検出で きる 3，14）．

　 こ の ホ ス フ ァ ターゼ 系に は，環境 Piの濃度情報を核遺

伝子まで伝達する機構が働い て い るはずである．その情

報伝達系の解明を目標に，rAPase 活性 を指標 として 多

くの 突然変異 体が分離 された．そ の 結果，rAPase 活性

を失 うpho2 ，　pho4，　pho5 とpho8 ／変異が，また環境 の

Pi濃度 の 高低 に関わ らず，構成的に rAPase を生 産する

pho80 ，　pho84 ，　pho85 の 3変異が得られた．そ の 中で ，

pho5 変異体 の
一

部に 温度感受性 の rAPase を生産す る な

ど，酵素 自体に異常をもた らす変異が起 きて い た，こ の

こ とか らPHO5 遺伝子 は rAPase の 構造遺伝子 と判断さ

れ，同様に pho84 変異体で は Piの 細胞内取込みが著 しく

低下する こ とか ら，PHO84 は Pi輸送体を コ
ー

ドする こ

とが分か っ た． こ れら以外の 変異 は，環境の P膿 度の 検

知 と，そ の情報をPHO5 遺伝子などへ の伝達に 関わる

タ ンパ ク質を コ ー ドする制御遺伝子に起 きた もの と考え

られた．それ で は．こ れ ら制御遺伝子 （とその タ ンパ ク

質）は機能的に どの ように配置 され る であろ うか．その

決定は上位 ・下位検定法で 行われた．

　前述 の よ うに，pho2 ，　 pho4 お よびpho81 の 3変異体

で は rAPase の 生 産が停 止 し，　pho80 とpho85 の 2変異

体で は構成的に生産する．こ れ ら活性欠失型 と構成性の，

互 い に異なる表現型 を示す変異遺伝子 を組み 合 わせ た二

重突然変異体 を作 り，それ らの rAPase 生産性 につ い て

調べ た注3．その 結果，図 3に示すよ うに，活性 を失っ た

pho4 変異 と構成性 の pho80 （お よびpho85 ）変異か ら

な る 二 重変異体は，pho4単独変異体と同 じ くrAPase 活

性を示 さず，pho4 変異は機能的にpho80 変異の 上位に

ある と判定され た．逆に活性欠失型 の pho81 変異 と構成

性pho80 変異 との 二 重変異体は構成性 の rAPase 活性を

示 し，pho81 変異はpho80 変異 の 下位にある と分か っ た．
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上位 ・
下位検定

pho 遺伝子突然変異体の 表現型

　　　　　pho4変異体 ⇒ 酵素非生産

　　　　 pho80 変異体 ⇒ 酵素の 構 成性生産

　　　　 pho81 変異体 → 酵素非生産

　　　　 pho85 変異体 → 酵素の 構 成性生産

pho4pho80 二 重変異体 ⇒ 酵素非生産

pho4pho85 二 重変異体 → 酵素非生産

pho80pho81 二 重変異体 → 酵素の構成性生産

pho81　pho85二 重変異体 → 酵素 の 構成性生産

対応するタ ン パ ク質の 機能配列

P
乳
HPho81p → IPho80p　I→　Pho4p → rAPase 構造遺伝子

　　　　　 lPho85pI

図3．上 位
・
下位検定 とその 結果か ら想定され る タ ンパ ク質の

機能配 列

すなわ ち，pho4 変異体で は，　 PHO80 （とPUO85 ）遺

伝子が野生型 で あ っ て も，また変異型 で あ っ て も関係な

く酵素の 生産を停止する．同様に，pho80 （とpho85 ）

変異体は PHO81 遺伝子 の 如何に関わ らず構成性の 形質

を示す．

　 こ れ らの 結果を総合 して図 3の 下部に示す機構が考え

られる．すなわち，信号伝達の 流れ を こ れ ら制御遺伝子

に 由来する タ ンパ ク質で 示せ ば，Pho81p タ ンパ ク質は

最 上流 に 位置 して 細 胞内 Piに よ る 活性 阻害 を受け，

Pho80p1Pho85p複合体は Pho81pによる活性阻害を受け

る．そ の Pho80p／Pho85p 複合体 は，　 PHO5 遺伝子そ の

他構造遺伝子の転写活性化因子で あるPho4p の活性を阻

害する と考察した．こ の結論は，高 P、環境
’
ドで rAPase

生産性を もたらすpho84 変異が，細胞外 よりの Pi取込み

能 の 低下によるとの 実験結果 とも調和す る．

　 こ の モ デ ル が報告される と，ホ ス フ ァ タ
ーゼ系は多 く

の 研究者の 関心 を呼び，広 くそ の 検証 に供 された，そ の

結果，こ れ らの 調節 因子 タ ン パ ク質自身は，Pho81p を

除 い て構成的に生産され，Pi信号は タ ンパ ク質とタ ンパ

ク質の 干渉を通 して Pho4p まで伝達される こ とが分か っ

Vi．3　 PHO2 ←　BAS2fGRFIO ）遺伝子は，　 PHO5 とPHO84 の

み で なく，一
群の ア ミ ノ 酸や 核酸塩基 の 合成系遺伝子の 転写

に 関わ る 因 f’を コ ードす る が，直接 Pi信 号
・
の 伝達 に は 関 係 し

ない こ とか ら，この 論議か ら除外 した．なお，PHO2 は PHO8
の 転写に は 関与しない ．

た．す なわち，Pho81pは細 胞内Piの 欠乏下で Pho80p！

Pho85p 複合体 の 阻害因子 として働き，　 Pho80p はサ イ ク

リ ン （cyclin ）の
一

種で あり，　 Pho85p はその サ イク リン

依存性タ ン パ ク質リ ン 酸化酵素 （cyclin −dependent　protein
kinase）で，　 Pho80p の 介添えの もと，　 Pho4p をリ ン酸

化して そ の核内進入を阻害する．こ うして最終走者とし

て Pi信号を受けた Pho4p は，酵素構造遺伝子 の 転写正

因子 と し て 機能 する こ とが確認 され た 13）．さら に，

Pho81p を コ
ー

ドするPHO81 遺伝子の 転写発現 もPho4p

の支配下にあり，こ の ホ ス フ ァ ターゼ制御系は閉環状回

路を構成す る．こ の構造は，酵母で研究の 進んだガ ラ ク

トース 代謝系遺伝子 15）や，また ア ミ ノ酸合成の 一般制

御系に も
’
共通 して 見られ る特徴で ある．

　 こ の 上位 ・
下位検定の 操作 もまこ とに簡単であるが，

問題は 二 重突然変異体の 構築にある．酵母で は，対象と

する単数体突然変異体の 間で交配を行 い ，それ．よ りの 四

分子ク ロ ーン すべ て の表現型分離 （図2）の観察により，

その 中に 求め る 二 重突然変異体を確定す る こ とが で き

る．こ の 方法は 四 分子分析が可能な菌類に限られ，大腸

菌は もち ろ ん，動 ・植物の モ デ ル 生物で も大変困難で あ

る．こ れ も酵母が す ぐれたモ デ ル 生物 とされ る理由の
一

つ で あ る．

　 こ の 上位 ・下位検定法を広く採用して成功した研究の

一つ に，1960年代 末か ら70年 代 に か けて の，L．　H ．

Hartwell （2001年度ノ ーベ ル 生理学 ・医学賞受賞） の

細胞周期に関わ る研究がある
2・7）．彼は その 頃，出芽増

殖中の S．　cereviSiae細胞を，標準とする培養温度か ら高い ，

ある い は低 い 温度に移すこ とに よ り，さまざまな段階で

出芽細胞 の 成長が停止する 温度感受性変異体を集め，そ

の生育状態を写真に撮影して解析 を行 っ て い た．筆者は，

1973年に米国 ・シ ア トル の University　of 　Washingtonに

彼を訪ね，多数の 35mm フ ィ ル ム を天井か ら吊る した薄

暗い 実験室で，出芽細胞の 成長 を指標とした二 重温 度感

受性変異体に対する温度シ フ ト実験 と，それか ら帰納さ

れた遺伝子 の 機能配列，また execution 　pointとterminal

phenotypeなどにつ い て説明を受けた こ とを記憶して い る．

　 さらにt 上位 ・
下位検定を含む多重遺伝子支配系 の 解

析例 と して ，筆者 らの 行 っ たホモ タ リズム に 関わ る接合

型遺伝子の 変換現象につ い て の 解析がある，それ につ い

て は 文献2）と 7）に筆者執筆の 総説が載せ られ て い る．

また，そ の 後の 進展につ い て は LHerskowitzらの 総説 10）

そ の 他がある，また，多 くの文献 1・3・4・12・16，17）にも教科書的

な記述 がある．そ こ か らも，他 の 追従を許さな い 酵母な

らで はの 遺伝学的解析技法を読み取っ て頂けるで あろう．
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おわ りに

　当初，遺伝学の研究材料 として取 り上げられ た酵母は，

今 目で は細胞生物学に おける優れたモ デ ル 生物 とされて

い る．そ の 酵母における遺伝学的な解析技法を要約 して

述べ た，筆者に とっ て ．その い ずれの 技法も他か ら教え

られた もの で は な い ，そ の技法の 名称は遺伝学辞典から

学ん だ が，実技の すべ て は，筆者の 大阪大学在学中よ り，

研究室所属の 教職員，大学院生 と研究生 などの 諸君 と考

え出した方法で あ る，そ の 大 きな特長 は ，研究対象に も

よるが，短い 時日で 経費も安 く，目標とする現象の機構

に つ い て，生化学 で は及び もつ かない 広 い 範囲 に わたる

機構モ デ ル が描ける こ とに ある．勿論そ の結論は最終的

な結論で は ない ．遺伝学で は生 きた生体を観察 し，生化

学で は細胞外に分離 した生体成分が対象で あり，研究の

完成に は両者の組合せが必須で ある．酵母に は 豊富な実

績をもつ 生化学に加え て，こ こ で 述 べ た遺伝学的解析法

と優れた遺伝子操作技術 3・4）が ある，こ れが 酵母を して

優れた モ デ ル 生物に仕立 て て い る．しか も複雑な生体機

構の解明に は，遺伝学に よ る モ デ ル の構築を先行 させ る

こ と が 有 利で あ る こ とを 多 くの 例 が 示 し て い る、

Hartwel1の細胞周期 とSzostakよ る染色体交差機構の 解

明がそ の 好例で あり，著者らの 接合型変換系とホ ス フ ァ

ターゼ制御系 もまたそれ に含まれ る．

　そ の傍 らで，巷の研究の多くに，S．　 cerevisiae を対象

とした研究で さえも，生化学的な解析に終始して い る の

をみ る．また DNA を対象 とした生化学を遺伝学と誤信

する 向きも多く．慨嘆する ば か りで ある，筆者は か っ て，

科学技術振興事業団か ら「さきがけ研究」の
一

領域 を委

嘱され，参加者個々 の研究課題は何であれ t 研究領域 の

命題を 「素過程 と連携」と した．こ れ もそ の 経験に よる

もの である，そこ で は装備に最新型の機器を求め る声が

多く，さらに近年は，その 原理を考える こ となく，キ ッ

トに頼る実験が盛ん と聞 く．そこ で思い 出すの は巌流島

の 武蔵で ある．彼は小次郎 の 物干し竿よ り三寸長い 櫂 の

木剣で 試合に臨ん だ，広 い 識見に加えて臨機応変の 対応

が肝要 と思 う．
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