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2AO9−5　 　 1ME1 遺 伝 子 の 発 現制 御 に 関 す る 正 因 子の 同定
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2AIO−1　　 醸造酵母 の 胞子非形 成性 メ カ ニ ズム の 解 析
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【目的】出芽酵母 SacahaTom）ces 　cerewisine に お い て 、　IMEI 遺伝子 は 胞子形成

開始に必 須で あ りImel タ ン パ ク質は そ の 下 流の IME2 遺伝子を含む胞子形

成特異 的遺伝 子群 の転写 を誘 導す る．IME1 遺伝子 の プ ロ モ
ー

タ
ー

部 は全

長 が約 3kbp と長 く、その 転写制御の 全容は 明らかで はない こ とか ら、今

回、11ifEl遺伝子の一1906〜−1542の 領域 （livrEIA＞に っ い て解析を行った。
【方法お よび 結果】 JMEIn にlacZ遺伝子 の構造部を 連結 した  1／1−C｝℃1−
lacZレ ポ ーター遺伝子 を持 た せ た 株に 、多コ ピ ー型 染色体 DNA ライ ブラ

リ
ー

を導入 し、レ ポータ ー遺伝子 が 発現 して ）C−gai培地 上で コ ロ ニ
ー

が青色

を呈す る株を 取得 した。こ の株か ら回収 した ラ イ ブラ リ
ー

の DNA 断片 に は

1｛Pll遺伝 子が含まれ て い た。　RPII 遺伝子 は Ras！cAMP 経路 の 抑制因 子 とし

て 、ま た は 転写活性化 因子 と して報告され てい る が 、胞子 形成 にお ける機

能は明 らか に され て い ない 。そ こ で 1ME1 遺伝子の 転写 に対す るRp 且 タン

パ ク 質の 影響をノ ーザン解析 で調 べ た とこ ろ、JMEI 遺伝子 の 発現 に Rpil

タン パ ク質が 正 に 関 与するこ とが 分か っ た。ま た 、RpiLGFP 融合タ ン パ ク

質を用い て 胞子形成条件 下に おけるRpilタ ンパ ク 質の局在を観察 し、　Rpil
タン パ ク質が核に局在するこ とが 分か っ た。

【目的】醸造酵母 Saccha・rem ）
’ces　cerevis ・iaeは 、ほ とん ど胞子 形成能 を示 さな

い 。もし醸造酵母 に胞 子形 成能 を 付 与す る こ とが で き れ ば、接合能 を有す

る 胞子 ク ロ
ー

ン を 得る こ とが で き 、性 的 交雑 に よ っ て 雑種 二倍 体を造成す

る こ とが 可能 とな る。そ こで 胞子 形成 能を 回復 させ る た め に ．清酒酵母 協

会7号酵母の 胞子非形成 性メ カ ニ ズ ム の 解析 を 試 み た。【方法 及 び結 果 】協

会7号酵母 で 、Sch・izosaccharo・m ）
’ces　Pombeの adh プ ロ モ ーターを利 用 し、胞 子

形成開始 に 関 与す るJMEI 遺伝子 を高発 現させ た が ．そ の 胞 子 形成 率は 1％

程度 しか 回復 しなか っ た 。ま た 、協会 7号 酵 母 か ら ク ロ ーン化 した JMEI 遺

伝 子 を、imeidelta／inteJdelta 株 に導 入 す る こ と で 胞 子 形 成 が 見 ら れ た 。
Cln3p1Cdc28p キナ ーゼ が lmelp の 核移行 を負 に 制 御 す る こ とか ら、　 CLA｝3

遺伝子 を破壊 した 協会 7 号酵母 を 造 成 し、そ の 株 の 胞 子 形 成率を調 べ た と

こ ろ、1S．3％で あ っ た。　 IMEJ 遺伝子 の プ ロ モ
ーター一部 （−2315〜−6）とtacZ

遺伝子 の 構造部 を連結 した レ ポーター遺伝子 と ノーザ ン解析 か ら、協会 7

号酵母 と比 べ 、ctn3delta 株 の JMEI 遺伝 子の 転写 量 は増加 してい た。次 に 、
協会 7号酵 母よ りの CLN3 遺伝子 をctn．3delta！cln3delta 株 に導入 した と こ ろ 、
正 常 な胞子 形成が観察 された ．以上 の 結果 よ り、協会 7 号酵母 で は 胞 子 条

件下 でliVIE．1遺伝子 の 転写誘導 と、lmelp の 局在が ．di常 に制御 され て い な い

と推 察され る。
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【目 的】出 芽酵 母 で は 、亜硫 酸 排 出の トラ ン ス ポ ータ ー
遺伝 子 と して

SSUI，SSUI −R が知 られ て い る。∫SU ノ に つ い て は 転写活性化 因子 と して

FZFI な どが明 らか で あるが、よ り強い 亜硫酸耐性因 子で ある∫Sσ 1−R の 発

現 制 御機 構は 明 らか で は ない 。SSUI −R プ ロ モ
ー

タ
ー

には特徴的 な76　bpの

四 重繰 り返 し配列 （−454〜−212） が存在 する。す で にこ の 繰 り返 し配列が

プ ロ モ
ー

タ
ー

活性 に 重要で ある こ とをプ 卩 モ
ー

タ
ー
領域 の デ ィ リ

ー
シ ョ ン

解析 か ら明 か に して お り、今回 は さらに 詳細な検討 を行 っ た。【方法及び結

果 】SSVI−R の 開始 コ ドン よ り929　bp 上流まで をプ ロ モ
ーター領域 と して

と り、レ ポ
ー

タ
ー

遺伝子 と して LacZ を連結 した プ ラス ミ ドpLGR929 を作

製 し、発 現 を定 量 化 で き る よ うに したc この レ ポ
ー

タ
ープ ラ ス ミ ドを用 い

て 、プ ロ モ
ー

タ
ー

の活 性 化 条件 を検討 した と こ ろ、微好気条件 （8−99・　02 ＞

にお い て 活 性 化 す る こ とが わ か った。こ の た め 酸素濃 度に 関わる制御 配列

を検 索 した と こ ろ 四 重 繰 り返 し配 列 に LORE 〔LDw 　Oxygen 　Response

Element） とみ られ る配 列が存在 した。現在、　CVCI 遺伝 子の
’
1
’
ATA 配 列 と

LacZ 遺伝 子 か ら成 る レポ
ー

タ
ー

プ ラス ミ ド （pLG670 −Z） の 上流 に 四 重繰

り返 し配 列 を挿入 し、よ り詳細 な研究を行 っ て い る。

【目的】出芽酵母 Sae’eharomyces 　cerevdsine は高糖濃度環境 下におい て 、浸透圧

等 の ス トレス を受 け生 育 が抑 制 され る。酵母 は浸透圧 ス トレス に 対 し、
HOG 経路を活性化 し、グ リセ ロ

ー
ル 生合成遺伝 子をはじ め、多数 の遺 伝子

の 発現を変化させ る こ とに よ り適応す るこ とが知 られてい る。しか し、高

糖濃度耐性機構 に つ い て は 不 明な点が多い 。我々 は、前大会におい て 細胞

壁 マ ン ナ ン タ ンパ ク質 Sedlp の高発現株が高糖濃度耐性 とな るこ とを報告

した。そ こで 、本研 究で は 高糖濃度耐性機構 にお けるSEDI 遺伝 子の 役 割を

解明 す る こ とをH 的 とした．【方法及 び結果 1SEDI遺伝子の 高糖濃度耐性

にお け る役割を調
べ るた め に sedl 株 を構築 し、対数増殖期及び定常期の 細

胞 を 用 い て 50 ％ （w 〆v ）の グル コ
ー

ス を含む高糖濃度培地 におい て ス ポ ッ ト

試 験 を行 っ た。そ の 結果、定 常期細胞 におい て の み顕著 に生育の 低下が 見

られ た．従 っ て ．SEDI は定常期 にお ける高糖濃度耐性に必要で あ るこ とが

明ら か に な っ た。sedl 株 は 定常期 に おい て細胞壁溶解酵素Zymolyase に 感受

性と な る こ とが知られ て い る．そ こで 、SEDI の 高発現 による高糖濃度耐性

と細 胞壁構造 との 関わ りを調 べ るために ∫E
’
Dl 高発現株 の 細胞表層を 走査

型電 子 顕微鏡 に よ り観察 した結果、対照株 に比べ て 顕著 な違い が 観察され

た．これ らの結 果か ら、Sedlp による細胞壁 の 構造変化 が高糖濃度耐性の

要因で ある こ とが示唆 され た。
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