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3Fa12 　相互 作用 ドメ イ ン 過剰発現 に よ る 出芽酵母オ
ー

ト

　フ ァ ジー関連蛋 白質問相互作用阻害の生化学的解析
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【目的】ポス トイン タラク トーム の課題の
一

つ に、個 々 の柑互作用が 担 う生
物学的機能を 解析する 手法 の 開発が あ る e 我々 は相 互 作用 ドメ イン 過剰 発

現に 幕つ く相互 作用 の 選択的破 壊に よ り、標的相互 作用の 機能解析が 実行

可能で あ る こ とを 示 すた め 、出 芽酵母 オ ートフ ァ ジ ー
関連蛋 白質群 （A しg】2

系）の 相互作用ネ ッ トワ ーク を対象 として 研究 を行な っ て き た．これ ま で

の 検討に より、Atg且2 系 を標的 とした相互 作用 ドメ イ ン の 過剰発現は生 育
に 影響 を与えず、オ

ー
トフ ァ ジ ッ ク ボデ ィ 形成 の み が 特異的に 阻害され る

ことが示 された。今「・1、過剰 発現 した ドメ イン に よる 阻害機構を 明 らか に

す るため、生化学的手法を用い た解析 を行 な っ た。
【結果】Atgl2系蛋 自質群の相 互作用 ドメ イン と標 的の相 互 作用 パ ートナ ー
を共発現 した ところ 、どの ドメ イン もパ ー

トナーと共精製 さ れた 。また 、
例えばArg16の 多量体化 ドメイ ンはAt95 と共精製 さ れ ない など、標的 の相
互作用能の み を保持 して い た。Atgl2系蛋 自質複合体を菌体よ り精製し、複
含体中の サブ ユ ニ ッ ト構成 を 調べ た ところ 過剰発現 した ドメ イ ン が 含ま れ

て い た。これ らの 結果か ら、相 互 作用 ドメ イ ン 過剰発現に よ る オ ートフ ァ

ジ
ー

の 阻害機構は 、サブ ユ ニ ッ ト間相互 作用に対 す る 物理的な 干渉 を介 し

た ド ミナ ン トネ ガテ ィ ブな もの で ある こ とを 明 らか に した 。
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鉄酸化細菌Acidilthiobacittzas
’
．fa・n
’
ooxidarts

’
は，二 価鉄 お よび還兀型硫黄化合物

を唯
．．

の エ ネル ギ ー
源 とす る好酸性の 化学合成独立 栄養細菌で ある 。本菌

の 鉄代謝 経路 は これ までの 研究 で ほぼ解明 されて い るが，硫黄代謝経路に

つ い て は ま だ 未解 明の 部分が 多 く残 されて い る。鉄や 硫黄化合物の 酸化に

は，外膜 や ベ リプ ラ ズム に 存在 する酵素や タ ン パ ク質が 重 要な 役割 を演 じ

て い る こ とが 明らか に され つ つ ある c そ こで ，鉄 あ る い は 硫黄化合物で培

養した 鉄酸化 細菌のベ リブ ラ ズム 画分 お よび外膜画分 のプ ロ テオ ーム 解析
を 行い ，硫黄代謝 に関与す る 新た な タ ン パ ク質の 同定 を試み た 。
硫 黄お よ びテ トラ チオ ン 酸で 発現 が増加 した タ ン パ ク質と して ，ABC トラ

ン ス ポータ ・一の ベ リプラ ズム 因子、チオ硫酸の 代謝に 関与す る ロ ダネ ース

様タ ン パ ク質な ど が検出さ れ た。外膜 タ ン パ ク質の解析で は，元 素硫黄お

よ びテ トラチ オ ン 酸で 発現 が 増加 する 4S 　kDa の タ ン パ ク質が ，　FadL フ ァ ミ

リータ ン パ ク 質と 同定 され た ．大腸 菌で は この タ ン パ ク質は長鎖脂肪酸 の

取 り込 みに 関与する とされ て い る が，本菌 は化学 合成独立 栄養細 菌で ある

た め，この タ ン パ ク質 は硫黄化合物の 取 り込み に 関 ラ
．し て い る こ とが 示唆

された 。また ，機 能未知 の タン パ ク
’A に つ い て は当該遺伝 子の 前後 の ORF

を解析 す る こ とに よ っ て，そ の 機 能の 推定 を行 っ た。そ の 結果，1 つ は物

質輸送 に 関連 した タ ン バ ク 質をコ
ー

ドする遺伝 子を近傍 に持 っ てい た 。も

う1つ は ，酸化還元 に関与す る タ ン パ ク質が その 近磨に コ
ー

ドさ れて お り，
硫 黄化 合物の 酸化 へ の 関与 が示唆さ れた。
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【背景 と目的】酵母 2 ハ イ ブ リ ッ ド系 （Y2H ｝は 強 力 な相 互作用 蛋 自 質 の

ス ク リ
ー

ニ ン グツ
ー

ル で あ るが 、定 量 的 な ス ク リ
ー

ニ ン グ には 手 間 が か か

る こ とが 技術 的 課題 で あ っ た 。我 tt は 、酵母 選 択 培 地 Eで 安 価 ・簡 便 に半

定量 的 ス ク リ
ー

ニ ン グを行 え る Y2H 系 を開発 す る こ と を 目的 と して 相 互

作用 レ ポ
ー

タ
ー

の 改 良を行 っ た 。
【方法 と結果】糸状ts

’
AspeTgilhus　oryzae よ り分泌 性 β・ガラ ク トシ ダーゼ遺

伝子 （lucA） を単 離し 、シ グナ ル 配 列 の 最適化 を 行 う こ とで 、組 換 え 酵 母

で の分 泌 発現特件 に優れ た L麗 A3変異体 を取得 した 。この 変異 体酵素遺伝

f をY2H 系の プロ モ
ー

タ
ー

（GAI 」 UAS ）の 下流 に連結 し、種 tt の 検討 を

行 っ た。こ の 組換 え酵素 は Gal4 の 活性化 に 依存 して 酵母 菌体外 に分 泌 さ

れ 、そ の 分泌 は増殖連動的で あり 、定量的で あ っ た。分泌 され た酵素 は広

い pH 域 で安 定で あ り、酵母培地 と ぼぼ同 じpll5付近 に 全適pH を持つ な ど、
Y2H の レ ポ ーターと して優 れた 性質 を持 っ て い た e こ の 変異 体酵 素 をレ

ポ ー一タ ーとす る Y2H 系を構築 した と こ ろ、酵母選択培地上で 得 られる 柑互

作用 シ グナル 強度と実際の蛋 白質間相互 作用 は良 く相関 した。既知蛋 白質

をベ イ トと し て 匸DNA ラ イブ ラ リの 半定量的 ス ク リ
ー

ニ ン グを行 っ た と こ

ろ、既知相互 作用 蛋 白質を効率よ く選択で きた 。
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