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要旨 

【背景と目的】 

真核生物の細胞膜は、細胞質側と細胞外側とで異なるリン脂質の組成を持つ、脂

質の二重層で構成されている。この脂質二重層の非対称性は広く酵母から高等生物ま

で保存され、その変化や制御は血液凝固や細胞のアポトーシス、小胞輸送など様々な

生命活動に重要であることが知られている。脂質二重層の非対称性を維持するため

に、Flippaseと呼ばれる膜タンパク質（4型 P-type ATPase）が働いており、真核生物

のモデル生物である出芽酵母にはDrs2、Dnf1、Dnf2、Dnf3そしてNeo1が存在す

る。Neo1は単独の欠損変異で致死となり、他の Flippaseと重複しない機能を有する

と考えられているが、その機能に関しては未だ不明な点も多い。 

Neo1は主にエンドソーム及びGolgi体膜での膜輸送に関与しているとされる。北

海道大学遺伝子病制御研究所分子間情報分野の先行研究において、NEO1欠損による

致死性を抑圧する変異としてCFS1遺伝子が見出された。CFS1欠損は他のFlippase

欠損も抑圧することから、脂質非対称性の制御に関わることが想定される。しかし、

Cfs1に関してもNeo1と共局在することは知られているが、その機能の詳細は明らか

ではない。neo1Δ cfs1Δ変異株は一見野生型と変わらない表現型を示す。そこで、

neo1Δ cfs1Δ変異株における異常を明らかにするために、NEO1/ CFS1と遺伝学的相互

作用を示す遺伝子として、ERD1遺伝子が北海道大学遺伝子病制御研究所分子間情報

分野で見出された。Erd1は最近、Golgi体内腔から細胞質へのリン酸の輸送に関わる

因子であることが報告されている。neo1Δ cfs1Δ erd1Δ株は致死性を示す事から、私は

neo1Δ cfs1Δ erd1Δ株の解析を通して、Golgi体膜の脂質二重層とリン酸イオンとの機

能的関係について研究を行った。 

 

【材料と方法】 

neo1Δ cfs1Δ erd1Δ株は致死となるため、表現型解析を行うためにNeo1の発現を調

節できる株を作成し、主としてNeo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株において解析を行っ

た。細胞膜タンパク質（Snc1-pm, Pdr5, Sso1）にGFPやmRFP1を融合し、その輸送

や細胞内局在を検討した。これらのタンパク質が変異株でどのOrganelleに局在して

いるのかを検討するために、cis-Golgi体および trans-Golgi network（TGN）のマーカ

ータンパク質としてそれぞれMnn9と Sec7を用いた。また、Golgi体におけるリン脂

質の分布を調べるために、Phosphatidyl serine（PS）の結合タンパク質としてLact-C2

及び evt-2 PHを用いた。Phosphatidylinositol-4-phosphte（PI4P）についてはPI4Pの結

合タンパク質としてOsh2を用いた。PI4Pを形成するキナーゼであるPik1の局在も

観察を行った。 
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neo1Δ cfs1Δ erd1Δ株に生じている異常について手がかりを得るために、その増殖欠

損を高発現で抑圧するマルチコピーサプレッサー（MCS）遺伝子をスクリーニング

した。同定されたMCS遺伝子の中に細胞膜におけるリン酸輸送に関わるPHO87, 

PHO90を認めたため、生育培地のリン酸濃度やリン酸輸送に関わる遺伝子の変異が

NEO1, CFS1の遺伝子欠損株の増殖に及ぼす影響について比較検討した。また、小胞

体からGolgi体への輸送に関わる遺伝子も同スクリーニングで同定されたため、

Hmg1やRtn1タンパク質を可視化して小胞体構造を観察した。また、小胞体ストレ

ス応答についてUnfolded protein response (UPR)をモニターするためにUPR elements

（UPRE）を用いて観察した。 

 

【結果】 

Neo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株では、いずれの細胞膜タンパク質（Snc1-pm, Pdr5, 

Sso1）も細胞内に蓄積し、細胞膜への小胞輸送経路に障害が生じている事が考えられ

た。Snc1-pmとMnn9、Sec7を同時に観察し、Snc1-pmはSec7との共局在を示し

た。この事から、小胞輸送障害は、主としてTGNにて生じている事が考えられた。

Lact-C2および evt-2 PHの観察により、同株ではTGNにおける細胞質側層に通常は

存在しない膜リン脂質PSが露出している可能性が考えられた。また、Osh2がTGN

に局在しなかった事から、同株ではTGNにおいてPI4Pが欠如し、輸送障害の原因

となっていることが示唆された。 

MCSスクリーニングにより細胞膜のリン酸輸送体であるPHO87, PHO90遺伝子が

単離された。このことは、細胞質のリン酸濃度の低下が三重変異株の致死性に関与す

る可能性を示唆する。しかし、培地のリン酸濃度や他の細胞膜リン酸輸送体の変異は

Neo1-depleted cfs1Δ変異株の増殖に影響を与えなかった。従って、erd1Δ変異によっ

て生じるGolgi体内腔のリン酸濃度の上昇が、Neo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株の致死

性の原因である事が考えられた。さらに、同スクリーニングで SAR1, YIP1という小

胞体からの小胞形成に関わる遺伝子も単離された。小胞体のマーカータンパク質

（Hmg1, Rtn1）の観察によって、Neo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株では小胞体の構造

異常も生じている事が示された。同株においてはUPRも観察され、cis-Golgi体から

小胞体に向けた逆行性の小胞輸送の障害も生じている可能性が示唆された。 

 

【考察】 

Neo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株では、Golgi体からの順行性および逆行性の小胞輸

送障害が生じている事が示唆された。今回得られた結果はGolgi体膜の脂質非対称性

制御とGolgi体内腔のリン酸濃度制御の間に機能的な関係が存在することを示唆す

る。neo1Δ cfs1Δ変異による何らかの脂質非対称性の異常が、erd1Δ変異によるリン酸



 

4 

 

蓄積が引き起こすイオンホメオスタシス異常と組み合わされることにより、PI4Pの

減少やGolgi体内腔のタンパク質－脂質相互作用に影響が生じて、小胞輸送障害の原

因となっている可能性が推察された。この事からErd1はGolgi体膜のリン脂質非対

称性に機能的に関連する、新たな因子である事が示唆された。さらに、Pik1はNeo1-

depleted cfs1Δ erd1Δ変異株において正常な局在を示した事から、Pik1の不活化やその

基質であるPIがGolgi体膜の細胞質側層に不足している可能性も考えられた。

Inositolの枯渇により、cfs1Δ変異同様にNEO1欠損株における生育障害が抑圧される

事が報告されており、PIの代謝やリン脂質二重層における分布が、Neo1、Cfs1など

の機能と関連している可能性も考えられる。 

 

【結論】 

neo1Δ cfs1Δ変異と合成致死となる erd1Δ変異により、Golgi体において小胞輸送

の障害が生じている事が明らかとなった。Erd1はGolgi体内腔のリン酸濃度を変化さ

せる事で、Golgi体膜のリン脂質非対称性に機能的に関連している可能性が示唆され

た。 
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略語表 

本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである。 

 

DIC  differential interference contrast 

DTT  dithiothreitol 

5-FOA  5-fluoroorotic acid 

GFP  green fluorescent protein 

IPC  inositol phosphoceramide 

MIP2C  mannosyl-di-inositol phosphoceramide 

PC  phosphatidylchorine 

PE  phosphatidylethanolamine 

PH  pleckstrin homology 

PI  phosphatidylinositol 

PI4P  phosphatidylinositol-4-phosphate 

PS  phosphatidylserine 

SD  synthetic dextrose 

SM  sphingomyelin 

SNARE soluble NSF attachment protein receptors 

TGN  trans-Golgi network 

UPR  unfolded protein response 
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緒言 

様々な疾患の機序の解明に、細胞内輸送経路を明らかにすることは重要である。

悪性腫瘍に関わるRasや PD-L1といった膜タンパク質などの発現にも、Golgi体など

のOrganelleを介した細胞内輸送が係わる事が知られている（Burr et al., 2017; Misaki et 

al., 2010）。細胞を構成する基本単位として生体膜があり、細胞の小胞輸送、形態や極

性、Organelleの機能を支える役割を担っている。真核生物において、生体膜は様々

な種類の脂質による二重層で構成されている。このような二重層において脂質は非対

称性に分布し、細胞膜の外側層にはSMや PCが、細胞質側には PSおよびPEが多

く存在する事が知られている（図 1）（Op den Kamp., 1979）。この脂質二重層の非対

称性分布は酵母からヒトなどの高等生物まで保存されており、細胞の働きに重要であ

ると考えられている。例えば細胞質側の PSが細胞外側層に露出する事は、細胞のア

ポトーシス、血液凝固や細胞の貪食のトリガーとして必要である事が知られており、

さらには癌細胞表面のマーカーになる事も示唆されている（Zwaal et al., 1997; 

Balasubramanian et al., 2003; Sharma et al., 2018）。そして、脂質非対称性は細胞内の小

胞輸送・細胞極性にも関わる事が報告されている（Saito., 2007; Das et al., 2012; Kato et 

al., 2013）。 

細胞における膜脂質二重層の非対称性を形成・維持するためには、二重層間を横

切るリン脂質の移動が必要であり、Flippaseと呼ばれる 4型P-type ATPaseが細胞外側

層から細胞質側層へリン脂質を輸送すること（flip）が重要な働きを担っていると考

えられている（図 1）（Seigneuret et al., 1984）。また、細胞膜のみならず、いくつかの

flippaseはエンドソームやGolgi体膜上で働き、細胞内の小胞輸送を制御している

（Sebastian et al., 2012; Panatala et al., 2015）。 

 

図 1. 細胞膜の脂質非対称性 
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真核生物の細胞膜では、細胞外側(非細胞質側)層にはSphingomyelin (SM) や

Phosphatidylcholine (PC) が、細胞質側層にはPhosphatidylserine (PS) および

Phosphatidylethanolamine (PE) が多く存在し、脂質が非対称に分布する。この脂質非対称性の

形成・維持にはFlippaseが必要であると考えられている。Golgi体やエンドソーム等の内膜で

も、脂質は非対称に分布すると考えられているが、詳細は不明である。 

 

これらFlippaseはヒトには 14種類、研究実施先である北海道大学遺伝子病制御研

究所分子間情報分野で使用している真核生物のモデル生物である出芽酵母

（Saccharomyces cerevisiae）には 5種類（Drs2, Dnf1, Dnf2, Dnf3, Neo1）が存在する事

が知られている（Coleman et al., 2013; Tanaka et al., 2011）。Neo1以外の Flippaseは、サ

ブユニットであるCdc50ファミリータンパク質と複合体を形成している（Cdc50-

Drs2, Lem3-Dnf1/ Dnf2, Crf1-Dnf3）（Saito et al., 2004）。さらにこれら 4つの Flippaseは 

単独の欠損変異では致死とはならず機能の一部が重複していると考えられているが、

Neo1は単独の欠損変異で致死となる事から、独立した機能を有する可能性が考えら

れる（Hua et al., 2002）。Cdc50-Drs2複合体はエンドソームやTGNに局在し、膜輸送

において重要である事が知られている。Cdc50-Drs2複合体によるリン脂質の flipはク

ラスリン被覆小胞を含む小胞形成を促進するとされているが、その詳細な機序は未だ

不明である（Sebastian et al., 2012; Panatala et al., 2015; Muthusamy et al., 2009）。Neo1は

同様にエンドソームやGolgi体に存在し、Golgi体からの小胞輸送（cis-Golgi体から

小胞体への逆行性輸送やエンドサイトーシス、液胞への輸送）に関わるとされている 

（Hua et al., 2003; Wicky et al., 2004）。Neo1はFlippaseとしての活性は実証されてはい

ないが、neo1変異株では細胞膜における PEの非対称性が失われている事が報告され

ている（Takar et al., 2016）。これらに加え、他のFlippaseと高いアミノ酸配列の相同

性をもつ事、NEO1は cdc50Δ変異体のマルチコピーサプレッサーとして働く事、エ

ンドサイトーシス－リサイクリング経路においてCdc50-Drs2複合体と同様の機能を

持つ事なども報告されており、Neo1もまたFlippaseの一種である可能性は高いと考

えられる（Saito et al., 2004; Takeda et al., 2014）。Neo1は未だその機能の詳細など不明

な点が多いが、Neo1のヒトにおけるオルソログの 1つであるATP9Aが肝臓癌細胞に

おけるエキソソームの調節因子であることも指摘されており、Golgi体に存在して働

くNeo1のさらなる解析が細胞内小胞輸送および細胞機能の解明に重要であると考え

られる（Naik et al., 2019）。 

研究室の先行研究により、neo1欠損によって生じる細胞の致死性がCFS1遺伝子の

欠損変異により抑圧される事が明らかにされた（Yamamoto et al., 2017）。Cfs1はその

アミノ酸配列から PQ-loop familyに属する 7回貫通型の膜貫通タンパク質と予想さ

れ、Neo1と共局在してエンドソームおよびGolgi体に局在し、Flippaseであることが
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示唆される neo1欠損を抑圧する事からGolgi体の生体膜脂質非対称性に関与すると

考えられる。cfs1Δ変異は neo1Δ変異の致死性のみならず、小胞輸送障害も抑圧する

事が明らかになっているが、その詳細な機能や Flippase変異の抑圧機構は明らかでは

ない。一見、野生株と変わらないように見える neo1Δ cfs1Δの二重変異株でも、Golgi

体膜機能などに関しては野生株と同等ではない可能性が考えられる。必須遺伝子であ

るNEO1を含むこれら 2種類の遺伝子が全く不要であるとは考えづらい事から、

neo1Δ cfs1Δ変異体のエンドソーム／Golgi体膜機能の異常を補うように働く遺伝子の

存在が想定される。この考えに基づき、当研究室の先行研究において、合成致死スク

リーニングという手法を用いて、neo1Δ cfs1Δの二重変異と組み合わさると致死とな

る変異としてERD1遺伝子変異が単離された。合成致死とは、単独の遺伝子欠損では

細胞が致死性を示さないのに対し、複数の遺伝子の欠損が共存することで致死性が発

現されることである。乳がん・卵巣がんの治療戦略において、BRCA・PARP遺伝子

間の合成致死性が利用されており、近年ではBRCA遺伝子変異陽性乳がん患者への

PARP阻害薬の投与が一定の効果を示している（Bryant et al., 2005; Farmer et al., 2005; 

Litton et al., 2020）。Erd1はGolgi体内腔のリン酸を細胞質へと輸送する機構に関わっ

ていることが報告されている（Snyder et al., 2017）。 

以上より、私は真核生物のGolgi体膜のリン脂質非対称性と関連する因子を明らか

にする目的で、酵母細胞においてGolgi体膜のリン脂質非対称性に関わると考えられ

るNeo1・Cfs1と、Golgi体内腔からのリン酸輸送に関わるErd1との関連性に関する

研究を行うこととした。 
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実験方法 

1. 株と plasmid DNA 

使用した出芽酵母株および大腸菌を表 1に示す。YKT株はYEF43（Longtine et al., 

1998）の同質遺伝子誘導体であり、表 1には関連する遺伝子型のみを記載した。 

ゲノム配列に相同性を有するプライマーを用いたPCR法により増幅したDNA断

片をゲノムに導入することにより、遺伝子欠損およびGAL1プロモーター、green 

fluorescent protein (GFP)、mCherry、及びmonomeric red fluorescent protein 1 (mRFP1)な

どの蛍光タンパク質の遺伝子融合を行った（Shaner et al., 2004; Longtine et al., 1998）。

Plasmidの構築や PCR、DNAシークエンスには標準的な分子生物学手法を用いた

（Sambrook., 2001）。大腸菌株XL1-Blueを、plasmidの構築及び増幅に用いた。 

YEF43株を背景にしたCFS1, ERD1, BST1, EMP24, ESP1, ERP1, ERP2, RER1, VAN1, 

MNN10, MNN2, MNN5, MNN4, MNN6, MNN1の各遺伝子欠損株は以下の手法を用いて

作成した（Bi et al., 1996）。BY4741株においてこれらの遺伝子がKanMX6によって欠

損された株のゲノムDNAをテンプレートとして、隣接するDNA配列を含む領域を

PCRにて増幅した（Brachmann et al., 1998）。増幅したDNA断片を適切な株に導入

し、G418耐性へと形質転換された株を得た。KanMX6::PPIK1-GFP-PIK1株の作成で

は、TRP1::PGAL1-GFP-PIK1株においてPCR法を利用してKanMX6::PPIK1-GFP-PIK1

へと置換した（Erdeniz et al., 1997）。PCRに基づいた手法で作成した変異は、全て

colony PCR法で検証し、意図した通りの遺伝子座に置換または挿入が行われている

事を確認した。 
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表 1. 使用した酵母および大腸菌 

酵母 

名称 接合型 遺伝子型 由来 

YKT38 a lys2-801 ura3-52 his3Δ-200 leu2Δ-1 trp1Δ-63 
Misu et al., 

2003 

YKT2085 a TRP1::PGAL1-NEO1 cfs1Δ::CaURA3 
Yamamoto 

et al., 2017 

YKT2134 alpha KanMX6::PGAL1-3HA-NEO1 TRP1 本研究 

YKT2135 alpha KanMX6::PGAL1-3HA-NEO1 cfs1Δ::HIS3MX6 TRP1 本研究 

YKT2136 a 
KanMX6::PGAL1-3HA-NEO1 cfs1Δ::HIS3MX6 erd1Δ::HphMX4 

TRP1 
本研究 

YKT2137 alpha cfs1Δ::HIS3MX6 erd1Δ::HphMX4 本研究 

YKT2138 alpha erd1Δ::KanMX6 本研究 

YKT2139 a LEU2::GFP-SNC1-pm 本研究 

YKT2140 a KanMX6::PGAL1-NEO1 LEU2::GFP-SNC1-pm 本研究 

YKT2141 a KanMX6::PGAL1-NEO1 cfs1Δ::HIS3MX6 LEU2::GFP-SNC1-pm 本研究 

YKT2142 alpha 
KanMX6::PGAL1-NEO1 cfs1Δ::HIS3MX6 erd1Δ::HphMX4 

LEU2::GFP-SNC1-pm 
本研究 

YKT2143 a cfs1Δ::HIS3MX6 erd1Δ::HphMX4 URA3::GFP-SNC1-pm TRP1 本研究 

YKT2144 a erd1Δ::HphMX4 LEU2::GFP-SNC1-pm 本研究 

YKT2145 a PDR5-GFP::CaURA3 本研究 

YKT2146 alpha KanMX6::PGAL1-3HA-NEO1 PDR5-GFP::CaURA3 本研究 

YKT2147 alpha 
KanMX6::PGAL1-3HA-NEO1 cfs1Δ::HIS3MX6 PDR5-

GFP::CaURA3 
本研究 

YKT2148 alpha 
KanMX6::PGAL1-3HA-NEO1 cfs1Δ::HIS3MX6 erd1Δ::HphMX4 

TRP1 
本研究 

YKT2149 a 
KanMX6::PGAL1-3HA-NEO1 cfs1Δ::HIS3MX6 erd1Δ::HphMX4 

PDR5-GFP::CaURA3 TRP1 
本研究 

YKT2150 a HIS3MX6::PGAL1-ERD1-GFP::KanMX6 MNN9-mRFP1::TRP1 本研究 

YKT2151 a HIS3MX6::PGAL1-ERD1-GFP::KanMX6 SEC7-mRFP1::KanMX6 本研究 

YKT2152 a LEU2::GFP-SNC1-pm MNN9-mCherry::CaURA3 TRP1 本研究 

YKT2153 a 
KanMX6::PGAL1-3HA-NEO1 LEU2::GFP-SNC1-pm MNN9-

mCherry::CaURA3 TRP1 
本研究 
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YKT2154 a 
KanMX6::PGAL1-3HA-NEO1 cfs1Δ::HIS3MX6 erd1Δ::HphMX4 

LEU2::GFP-SNC1-pm MNN9-mCherry::CaURA3 TRP1 
本研究 

YKT2155 a LEU2::GFP-SNC1-pm SEC7-mRFP1::CaURA3  本研究 

YKT2156 a 
KanMX6::PGAL1-3HA-NEO1 LEU2::GFP-SNC1-pm SEC7-

mRFP1::CaURA3  
本研究 

YKT2157 alpha 
KanMX6::PGAL1-3HA-NEO1 cfs1Δ::HIS3MX6 erd1Δ::HphMX4 

LEU2::GFP-SNC1-pm SEC7-mRFP1::CaURA3  
本研究 

YKT2158 alpha KanMX6::PGAL1-3HA-NEO1 LEU2::GFP-SNC1-pm 本研究 

YKT2159 alpha URA3::OSH2-PH-GFP 本研究 

YKT2160 alpha KanMX6::PGAL1-3HA-NEO1 URA3::OSH2-PH-GFP 本研究 

YKT2161 alpha 
KanMX6::PGAL1-3HA-NEO1 cfs1Δ::HIS3MX6 URA3::OSH2-PH-

GFP 
本研究 

YKT2162 alpha 
KanMX6::PGAL1-3HA-NEO1 cfs1Δ::HIS3MX6 erd1Δ::HphMX4 

URA3::OSH2-PH-GFP 
本研究 

YKT2163 a cfs1Δ::HIS3MX6 erd1Δ::HphMX4 URA3::OSH2-PH-GFP 本研究 

YKT2164 a erd1Δ::HphMX4 URA3::OSH2-PH-GFP 本研究 

YKT2165 alpha URA3::OSH2-PH-GFP SEC7-mRFP1::TRP1 本研究 

YKT2166 alpha 
KanMX6::PGAL1-3HA-NEO1 URA3::OSH2-PH-GFP SEC7-

mRFP1::TRP1 
本研究 

YKT2167 a 
KanMX6::PGAL1-3HA-NEO1 cfs1Δ::HIS3MX6 URA3::OSH2-PH-

GFP SEC7-mRFP1::TRP1 
本研究 

YKT2168 a 
KanMX6::PGAL1-3HA-NEO1 cfs1Δ::HIS3MX6 erd1Δ::HphMX4 

URA3::OSH2-PH-GFP SEC7-mRFP1::TRP1 
本研究 

YKT2169 a HIS3MX6::PPIK1-GFP-PIK1 SEC7-mRFP1::KanMX6 本研究 

YKT2170 a 
TRP1::PGAL1-NEO1 HIS3MX6::PPIK1-GFP-PIK1 SEC7-

mRFP1::KanMX6 
本研究 

YKT2171 a 
TRP1::PGAL1-NEO1 cfs1Δ::CaURA3 HIS3MX6::PPIK1-GFP-PIK1 

SEC7-mRFP1::KanMX6 
本研究 

YKT2172 alpha 
TRP1::PGAL1-NEO1 cfs1Δ::CaURA3 erd1Δ::HphMX4 

HIS3MX6::PPIK1-GFP-PIK1 SEC7-mRFP1::KanMX6 
本研究 

YKT2173 a/alpha 
neo1Δ::HIS3MX6/NEO1 cfs1Δ::HphMX4/cfs1Δ::HphMX4 

ERD1/erd1Δ::KanMX6 TRP1 
本研究 
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YKT2174 a 
KanMX6::PGAL1-3HA-NEO1 cfs1Δ::HIS3MX6 erd1Δ::HphMX4 

URA3::GFP-SNC1-pm TRP1  
本研究 

YKT2176 alpha TRP1::PGAL1-NEO1 cfs1Δ::CaURA3 pho84Δ::HIS3MX6 本研究 

YKT2177 a 
TRP1::PGAL1-NEO1 cfs1Δ::CaURA3 pho84Δ::HIS3MX6 

pho87Δ::KanMX6 pho90Δ::HphMX4 
本研究 

YKT2178 a 
TRP1::PGAL1-NEO1 cfs1Δ::CaURA3 pho84Δ::HIS3MX6 

pho87Δ::KanMX6 pho89Δ::BleMX6 pho90Δ::HphMX4 
本研究 

YKT2179 a LEU2::mRFP1-SNC1-pm 本研究 

YKT2180 alpha HIS3MX6::PGAL1-NEO1 LEU2::mRFP1-SNC1-pm 本研究 

YKT2181 alpha 
KanMX6::PGAL1-3HA-NEO1 cfs1Δ::HIS3MX6 LEU2::mRFP1-

SNC1-pm TRP1 
本研究 

YKT2182 alpha 
KanMX6::PGAL1-3HA-NEO1 cfs1Δ::HIS3MX6 erd1Δ::HphMX4 

LEU2::mRFP-SNC1-pm TRP1  
本研究 

YKT2183 a URA3::HMG1-GFP 本研究 

YKT2184 a KanMX6::PGAL1-3HA-NEO1 URA3::HMG1-GFP 本研究 

YKT2185 a 
KanMX6::PGAL1-3HA-NEO1 cfs1Δ::HIS3MX6 URA3::HMG1-

GFP 
本研究 

YKT2186 alpha 
KanMX6::PGAL1-3HA-NEO1 cfs1Δ::HIS3MX6 erd1Δ::HphMX4 

URA3::HMG1-GFP 
本研究 

YKT2187 alpha cfs1Δ::HIS3MX6 erd1Δ::HphMX4 URA3::HMG1-GFP 本研究 

YKT2188 a erd1Δ::HphMX4 URA3::HMG1-GFP 本研究 

YKT2189 a URA3::HMG1-GFP TRP1::NUP188-mRFP1 本研究 

YKT2190 a 
KanMX6::PGAL1-3HA-NEO1 URA3::HMG1-GFP TRP1::NUP188-

mRFP1 
本研究 

YKT2191 a 
KanMX6::PGAL1-3HA-NEO1 cfs1Δ::HIS3MX6 URA3::HMG1-

GFP TRP1::NUP188-mRFP1 
本研究 

YKT2192 alpha 
KanMX6::PGAL1-3HA-NEO1 cfs1Δ::HIS3MX6 erd1Δ::HphMX4 

URA3::HMG1-GFP TRP1::NUP188-mRFP1 
本研究 

YKT2193 a RTN1-GFP::KanMX6 SEC63-mRFP1::CaURA3 本研究 

YKT2194 a 
KanMX6::PGAL1-3HA-NEO1 RTN1-GFP::KanMX6 SEC63-

mRFP1::CaURA3 
本研究 

YKT2195 a 
KanMX6::PGAL1-3HA-NEO1 cfs1Δ::HIS3MX6 RTN1-

GFP::KanMX6 SEC63-mRFP1::CaURA3 TRP1  
本研究 
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YKT2196 a 
KanMX6::PGAL1-3HA-NEO1 cfs1Δ::HIS3MX6 erd1Δ::HphMX4 

RTN1-GFP::KanMX6 SEC63-mRFP1::CaURA3 TRP1 
本研究 

YKT2197 alpha URA3::HMG1-GFP LEU2::mRFP1-SNC1-pm 本研究 

YKT2198 alpha 
KanMX6::PGAL1-3HA-NEO1 URA3::HMG1-GFP LEU2::mRFP1-

SNC1-pm 
本研究 

YKT2199 alpha 
KanMX6::PGAL1-3HA-NEO1 cfs1Δ::HIS3MX6 erd1Δ::HphMX4 

URA3::HMG1-GFP LEU2::mRFP1-SNC1-pm 
本研究 

YKT2200 a URA3::2x UPRE-GFP 本研究 

YKT2201 alpha KanMX6::PGAL1-3HA-NEO1 URA3::2x UPRE-GFP TRP1 本研究 

YKT2202 a 
KanMX6::PGAL1-3HA-NEO1 cfs1Δ::HIS3MX6 URA3::2x UPRE-

GFP TRP1 
本研究 

YKT2203 a 
KanMX6::PGAL1-3HA-NEO1 cfs1Δ::HIS3MX6 erd1Δ::HphMX4 

URA3::2x UPRE-GFP TRP1 
本研究 

YKT2204 alpha cfs1Δ::HIS3MX6 erd1Δ::HphMX4 URA3::2x UPRE-GFP TRP1 本研究 

YKT2205 alpha erd1Δ::HphMX4 URA3::2x UPRE-GFP TRP1 本研究 

YKT2206 a HphMX6::PGAL1-NEO1 cfs1Δ::HIS3MX6 bst1Δ::KanMX4 本研究 

YKT2207 a HphMX6::PGAL1-NEO1 cfs1Δ::HIS3MX6 emp24Δ::KanMX4 本研究 

YKT2208 a HphMX6::PGAL1-NEO1 cfs1Δ::HIS3MX6 eps1Δ::KanMX4 本研究 

YKT2209 alpha HphMX6::PGAL1-NEO1 cfs1Δ::HIS3MX6 erp1Δ::KanMX4 本研究 

YKT2210 alpha HphMX6::PGAL1-NEO1 cfs1Δ::HIS3MX6 erp2Δ::KanMX4 本研究 

YKT2211 a HphMX6::PGAL1-NEO1 cfs1Δ::HIS3MX6 rer1Δ::KanMX4 本研究 

YKT2212 a TRP1::PGAL1-NEO1 cfs1Δ::CaURA3 van1Δ::KanMX6 本研究 

YKT2213 a TRP1::PGAL1-NEO1 cfs1Δ::CaURA3 mnn10Δ::KanMX6 本研究 

YKT2214 a TRP1::PGAL1-NEO1 cfs1Δ::CaURA3 mnn2Δ::KanMX6 本研究 

YKT2215 a TRP1::PGAL1-NEO1 cfs1Δ::CaURA3 mnn5Δ::KanMX6 本研究 

YKT2216 a TRP1::PGAL1-NEO1 cfs1Δ::CaURA3 mnn4Δ::KanMX6 本研究 

YKT2217 a TRP1::PGAL1-NEO1 cfs1Δ::CaURA3 mnn6Δ::KanMX6 本研究 

YKT2218 a TRP1::PGAL1-NEO1 cfs1Δ::CaURA3 mnn1Δ::KanMX6 本研究 

YKT2219 a KanMX6::PGAL1-3HA-PIK1 本研究 

YKT2220 a KanMX6::PGAL1-3HA-PIK1 cfs1Δ::HphMX4 TRP1 本研究 

YKT2221 alpha KanMX6::PGAL1-3HA-PIK1 neo1Δ::HIS3 cfs1Δ::HphMX4 TRP1 本研究 

YKT2222 a KanMX6::PGAL1-ERD2 URA3::2x UPRE-GFP TRP1 本研究 
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YKT2223 alpha 
KanMX6::PGAL1-ERD2 URA3::HMG1-GFP LEU2::mRFP1-

SNC1-pm 
本研究 

YKT2224 a 
KanMX6::PGAL1-ERD2 SEC7-mRFP1::CaURA3 LEU2::mRFP1-

SNC1-pm 
本研究 

YKT2225 a KanMX6::PGAL1-NEO1 erd1Δ::HphMX4 LEU2::GFP-SNC1-pm 本研究 

大腸菌 

XL1-Blue 

hsdR17, supE44, recA1, endA1, gyrA46, thi, relA1, lac/F’, [proAB+, laclq, 

lacZΔM15::Tn10(tetr)] 

 

次に、本研究で使用した plasmid DNAを表 2に示した。pRS316-mCherry-evt-2 PH

（pKT2205）は、田口友彦氏（東北大学）より供与された pmCherry-Evc2-C2 plasmid

を元に、pRS316-PTPI1-TADH1のNheI-BamHI間にmCherry-evt-2 PHフラグメントを挿入

し作成した。pRS306-2×URRE-GFP(pKT2196)は、pRS306-PTPI1-TADH1のHindIII-KpnI

間に 2×URRE（Pollard et al., 1998）およびGFPを挿入する事で作成した。これら

pRS306をベースにした plasmidは、URA3遺伝子座に挿入した。pRS416-PTPI1-GFP-

PHO87（pKT2203）と pRS416-PTPI1-GFP-PHO90（pKT2204）はPHO87、PHO90それ

ぞれのコーディング領域を pRS416-PTPI1-GFP-PEP12-TPEP12（pKT1487）のBamHI-SalI

間に挿入し作成した（図 2）。ERD1、PHO87、PHO90、ERS1、SAR1またはYIP1を

フラグメントに持つマルチコピーplasmidは野生株（YKT38）のゲノムDNAを元に

PCRで各領域を増幅し、YEplac181のVectorへと挿入した。 

 

表 2. 使用した plasmid DNA 

名称 特徴 由来 

YEplac181 LEU2 2μm Gietz et al., 1988 

pmCherry-Evc2-C2 mCherry-evt-2 PH 
田口友彦氏 (東北大学)

より 

pKT1444 [pRS416 GFP-SNC1-pm] PTPI1-GFP-SNC1-pm URA3 CEN Lewis et al., 2000 

pKT1470 [YCplac33 NEO1] NEO1 URA3 CEN 本研究 

pKT1476 [pRS416 GFP-SSO1] PTPI1-GFP-SSO1 URA3 CEN Reggiori et al., 2000 

pKT1487 [pRS416 GFP-PEP12] PTPI1-GFP-PEP12 URA3 CEN Furuta et al., 2007 

pKT1491 [pRS315 GFP-SNC1-pm] PTPI1-GFP-SNC1-pm LEU2 CEN Mioka et al., 2014 

pKT1755 [pRS416 mRFP1-Lact-C2] mRFP1-Lact-C2 URA3 CEN Mioka et al., 2014 

pKT2196 [pRS306 2x UPRE-GFP] 2x UPRE-GFP URA3 本研究 

pKT2197 [YEplac181 ERD1] ERD1 LEU2 2μm 本研究 
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pKT2198 [YEplac181-PHO87] PHO87 LEU2 2μm 本研究 

pKT2199 [YEplac181 PHO90] PHO90 LEU2 2μm 本研究 

pKT2200 [YEplac181 ERS1] ERS1 LEU2 2μm 本研究 

pKT2201 [YEplac181 SAR1] SAR1 LEU2 2μm 本研究 

pKT2202 [YEplac181 YIP1] YIP1 LEU2 2μm 本研究 

pKT2203 [pRS416 PTPI1-GFP-PHO87] PTPI1-GFP-PHO87 URA3 CEN 本研究 

pKT2204 [pRS416 PTPI1-GFP-PHO90] PTPI1-GFP-PHO90 URA3 CEN 本研究 

pKT2205 [pRS316 mCherry-evt-2 PH] mCherry-evt-2 PH URA3 本研究 

 

 

図 2. plasmid DNA作成の例 (pRS306-2×URRE-GFP, pRS416-PTPI1-GFP-PHO87) 

 Vectorおよび挿入したいDNA断片をそれぞれ制限酵素で処理してLigationした。同様に

して他の plasmid DNAも作成した。 

 

2. 酵母細胞および大腸菌の培養条件 

酵母細胞は特に表記しない場合は 30 ℃で培養した。酵母はGurithrie（Guthrie and 

Fink ., 1991）およびBurke（Burke et al., 2000）らの方法に従い以下の培地で培養し

た。 
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栄養豊富な非選択培地としてはYPDA培地（2％ glucose、1% Yeast extract、2％ 

Bacto-Peptone、0.01％ adenineを含有）を用いた。栄養要求性による選択培地として

は、最小培地（SD培地）を用いた。SD培地は 0.67％ yeast nitrogen base (YNB) w/o 

amino acids、2% glucoseを含有し、さらにアミノ酸および核酸［Tryptophan, Histidine, 

Arginine, Methionine, Uracil, Adenine（終濃度 20 mg/l）, Tyrosine, Leucine, Isoleucine, 

Lysine（終濃度 30 mg/l）, Phenylalanine（60 mg/l）］をそれぞれ含有する（Rose., 

1990）。また、カザミノ酸入りSD培地（SDA培地）は SD培地に 0.5% Casamino 

acidsを含有する。各アミノ酸および核酸の栄養要求性を調べるため、あるいは

plasmid DNAを保持させるために SDまたはSDA培地からTryptophan、Histidine、

Uracil、Leucineをそれぞれ除いた培地を作成した。これらの培地はSDA-W, SD-H, 

SDA-U, SD-Lと表記した。 

glucose非存在下かつ galactose存在下で発現が誘導されるプロモーター（GAL1プ

ロモーター）を利用する場合には glucoseの代わりの炭素源として 3% galactose、

0.2％ sucroseを用いた。上記のYPDA培地やSD培地の炭素源として 3% galactose、

0.2％ sucroseを用いる場合、YPDAはYPGA、SDは SGに表記を変更し、YPGA培

地とSG-L培地において使用した。galactoseを制限した培地による実験においては、

2% raffinoseと、0.01%または 0.1% galactoseを炭素源として用いた。低リン酸SD培

地はYNB w/o amino acids and phosphate（ForMedium Ltd., Hunstanton, UK）を用いて、

pH6.6になるように 1 M K2HPO4と 1 M KH2PO4を 38.1: 61.9の比でSDまたはYPDA

培地に加えて作成した。 

培地に抗生物質を加える場合は、終濃度はそれぞれG418が 200 μg/ml、

Hygromycin βが 300 μg/ml、Zeocinが 300 µg/mlとなるように添加した。 

URA3遺伝子を有する株が生育できない毒性による選択培地として使用したSD-

L+5-fluoroorotic acid  (5-FOA) 培地は、SD-L培地に 0.1% 5-fluoroorotic acidを加え、

Uracilの終濃度を 50 mg/lとした。 

酵母二倍体の胞子形成を誘導するため、1%酢酸カリウムを含有する 1％ KoAc spo

培地を使用した。 

なお、以上の培地を寒天培地として使用する場合は、上記の液体培地に 2％の agar

を加えて作成した。 

Plasmid DNAを作製・増幅するための大腸菌の培地として、1% Trypton, 0.5% Yeast 

extract, 1% NaCl, 1.5% agarを含有するLB寒天培地、および 1.2% Trypton peptone, 

2.4% Yeast extract, 1.6% glycerol, 17 mM KH2PO4/ 72 mM K2HPO4, 2% glucoseを含有する

TB培地を用いた。 

抗菌剤としてAmpicillinを加える際は終濃度が 50 μg /mlになるように加えた。 
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3. 酵母細胞の形質転換法 

(1)酵母簡易形質転換法 

YPDA寒天培地上で 1晩培養した酵母細胞を楊枝で適量掻き取り、250 μlの

PLATE buffer［40%ポリエチレングリコール（PEG）（MW 3350）, 0.1 M酢酸リチウ

ム（LiAc）, 10 mM Tris-HCl（pH7.5）, 1 mM EDTA］に懸濁した。そこに carrier DNA

（10 mg/ml）を 95 ℃で 5分温めた後、氷上で急冷して 10 μl加え、1 M DTT 8 μl、約

100 ngの plasmid DNAを加えてよく混合し、これを常温で 4時間~1晩放置した。そ

の後、42 ℃で約 10分間ヒートショック処理をし、遠心して上清を取り除き、200 μl

の滅菌水で懸濁して選択培地に塗布した。 

 

(2)酵母高効率形質転換法 

YPDA液体培地で 1晩培養した酵母培養液を、5×106 cells/mlの濃度になるように

10 mlのYPDA液体培地に接種した。2×107 cells/mlになるまで 30 ℃で振盪培養して

集菌し、10 mlの滅菌水で洗浄した後に再度遠心して集菌し、200 μlの 0.1 M LiAcに

懸濁後、1.5 mlのエッペンドルフチューブに分注した。これを遠心して上清を取り除

き、再度 80 μlの 0.1 M LiAcに懸濁後に遠心した。上清を取り除き、あらかじめ用意

したTransformation Mix（50％ PEG 240 μl、1 M LiAc 36 μl、95 ℃で熱処理した carrier 

DNA（10 mg/ml）25 μl、H2O 25 µl）を加え、最後にDNA約 5 μgを加えて混和し

た。30 ℃で 30分保温した後、さらに 42 ℃で 30分ヒートショック処理をし、これを

遠心して上清を取り除き、200 μlの滅菌水に懸濁して選択培地に塗布した。 

 

4. Colony PCR法 

寒天培地上で酵母を１晩以上培養し、育った酵母細胞をマイクロチップにて 1.5mL

のエッペンドルフチューブへ少量接種した。チューブごと電子レンジ 400Wにて 1分

間加温し、Sapphaire Amp®Fast PCR Master Mix（タカラ）5 µlと 10 µMの primerを各

0.2 µlずつ加え、滅菌水を足して計 10 µlとした。これをGene Amp PCR System 9700

（PE Biosystems）を用いて、PCR（94℃ 1分、98℃ 5秒、55℃ 5秒、72℃ 10秒

/kbpのサイクルを 30回繰り返し、72℃ 3分後、4℃で冷却保持）を施行した。 

 

5. 酵母からの plasmid DNAの回収 

3 mlのYPDA液体培地で 1晩培養した酵母培養液を 1.5 mlチューブに培養液を移

し、遠心して回収した。滅菌水 1 mlで洗浄した後、yeast lysis buffer［2% Triton X-100, 

1% SDS, 100 mM NaCl, 100 mM Tris-HCl（pH8.0）, 1 mM EDTA］0.2 mlを加え懸濁

し、そこに直径 425-600 μmのガラスビーズを加えてよく攪拌した。フェノール・ク
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ロロホルムを 0.3 ml加え、12,000 rpmで 5分間遠心した後、水層を別のチューブに移

した。3 M NaoAc（sodium acetate/pH4.8）10 μlと 100%エタノール 250 µlを加えてよ

く混合し、12,000 rpmで 10分間遠心し上清を取り除いた。さらに、70%エタノール

500 μlで洗浄し、12,000 rpmで 5分間遠心し上清を取り除き、ペレットを空気乾燥さ

せた後に 30 μlの滅菌水に溶かした。精製したDNA溶液 1 μlを用いて、大腸菌をエ

レクトロポレーション法で形質転換し、アルカリミニプレップ法でDNAを調整し

た。 

 

6. 大腸菌の形質転換法 

大腸菌の形質転換は電気穿孔法（エレクトロポレーション法）により行った。電

気穿孔法に用いたコンピテントセルは以下の方法で作製した。LB培地中、37℃で 1

晩振盪培養した大腸菌培養液 5 mlを 500 mlのLB培地に移した。OD600が 0.7になる

まで 37℃で振盪培養し、遠心により集菌した。集菌した細胞をあらかじめ冷却して

おいた 10%グリセロール溶液に懸濁した。その後、コンピテントセル懸濁液をチュ

ーブに分注し、液体窒素を用いて直ちに凍結した。以降、－80℃で保存した。 

氷上で予冷したキュベット（1 mm幅）内にあらかじめ調整しておいたコンピテン

トセルを 40 μlずつ入れ、さらに plasmid DNA 1 μlを注入した。これにE.coli Pulser

（BIO-RAD）で 1.8 kVの電圧をかけ、ただちに 1 mlのSOC培地を加え、1.5 mlチュ

ーブに回収した。37℃で 1時間保温後、50 μg/mlアンピシリンを含んだLB寒天培地

（LB+Amp）に塗布し、37℃で 1晩培養した。 

 

7. 大腸菌からの plasmid DNAの回収 

アルカリミニプレップ法を用いて行った。plasmid DNAで形質転換した大腸菌を、

アンピシリンを含んだTB培地 2.0 mlに接種し、37℃で 1晩振盪培養した。培養液を

1.5 mlチューブに移し、遠心して細胞を回収した。DNAの溶出にはFast GeneTM 

Plasmid Mini Kitを用いた。4℃に冷却したmP1 buffer 200 μlに細胞を懸濁し、さらに

mP2 buffer（0.125N NaOH, 1% SDS）200 μlを加えてよく混合し、室温で 2分静置し

た。さらに 300µlのmP3 bufferを加えて混合し、13,000 rpmで 2分間遠心した。上清

を別のカラムに移し、13,000 rpmで再度 30秒間遠心。カラム上からmP4 buffer 150 μl

とmP5 buffer 300 µlをそれぞれ加え、13,000 rpmで 3分間遠心した。カラム上から

TE buffer［10 mM Tris-HCl（pH8.0）, 1 mM EDTA（pH8.0）］40 µlを加えて室温で 2

分間空気乾燥させた。13,000 rpmで 2分間遠心し、沈殿物を plasmid DNAとして回収

した。 
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8. 四分子解析 

酵母は一倍体（Haploid）でも二倍体（Diploid）でも増殖可能である。そのため、

通常一倍体の酵母細胞を接合させて二倍体とし、減数分裂による四分子（Tetrad）を

分離する四分子解析を行う事で、異なった遺伝子型の株を得る事が可能となる。

YPDA培地上に解析する二倍体酵母細胞を塗布し、30℃で 24時間～48時間培養後、

これを 1% KoAc培地上に接種した。25℃で数日保温して胞子形成を行い、顕微鏡下

で胞子の確認を行った後、50 U/ml zymolyase 100T（生化学工業）50 μlに少量の酵母

を懸濁した。30℃で 15分保温して細胞壁を破壊した後、ここに 50 μlの滅菌水を加

え、軽く攪拌した。30 μlをとって、YPDAもしくはYPGAプレート上の一部に塗布

し、マイクロマニュピレーター（ナリシゲ）を用いて胞子を四分子に分離した後に

30℃で 3-5日間培養した（図 3）。 

 

 

図 3. 四分子解析による形質遺伝 

二倍体からの減数分裂による四分子(Tetrad)を分離する事で、異なる遺伝形質を持った株を

得る事が可能となる。 

 

9. DNAシークエンス 

DNAシークエンス反応に用いた plasmidはアルカリミニプレップ法により大腸菌

から精製した。反応はABI PRISM BigDye terminator cycle sequencing ready reaction kit

（Applied Biosystems）を用いて行った。 

 

 

 



 

20 

 

10. 蛍光顕微鏡観察 

3 mlのYPDA液体培地に酵母細胞を接種し、PGAL1-NEO1株は約 12時間、それ以

外の株（plasmidを保持している細胞を含む）は約 20時間、対数増殖期OD600=0.5～

1.5まで 30℃で振盪培養した。1～1.5 mlを集菌後、1 mlの SD液体培地で洗浄し、適

当量のSD液体培地に懸濁した。プレパラートを作成し、蛍光顕微鏡下で細胞を観察

した。それぞれ 200個以上の細胞を観察し、統計処理のために各株について観察を 5

回行った。 

顕微鏡はNikon ECLIPSE E800 microscope（Nikon Instec）を用い、GFPの観察には

GFP bandpass filter set（excitation 460-500 nm; dichroic mirror 505 nm; emission 510-560 

nm）を使用し、mRFP1およびmCherryの観察にはG2-A band pass filter set（excitation 

510-560 nm; dichroic mirror 575 nm; emission 590 nm）を使用した。画像は冷却式デジタ

ルCCDカメラ（C4742-95-12NR; Hamamatsu photonics K. K.）とAQUACOSMOS 

software（Hamamatsu photonics K.K.）により取得した。 

 

11. 蛍光タンパク質融合遺伝子発現株の作製 

遺伝子への蛍光タンパク質融合遺伝子の付加は、Longtineら（Longtine et al., 1998）

の方法に準じて行った。順方向プライマーとして 5’端側から標的となる遺伝子の停

止コドン直前の配列 40塩基、それに引き続き付加する蛍光タンパク質の 5’端 20塩

基からなるオリゴヌクレオチドプライマーを設計した。逆方向プライマーとして 5’

端から停止コドン直後の相補的配列 40塩基とそれに引き続き、選択マーカーカセッ

トの 3’端 20塩基からなるオリゴヌクレオチドプライマーを設計した。これらのプラ

イマーを用い、適当な選択マーカーまたは蛍光タンパク質の配列を含む plasmidをテ

ンプレートとして PCRを行い、DNA断片を増幅した。増幅したDNA断片を用いて

酵母高効率形質転換法によって酵母内に導入し、蛍光タンパク質融合遺伝子発現株を

作製した。 

 

12. neo1Δ cfs1Δ 変異と合成致死となる変異遺伝子の同定 

neo1Δ cfs1Δ株と合成致死となる変異のスクリーニングは、以前に研究室で行われ

た方法（Kishimoto et al., 2005）を用いた。スクリーニングされた 11,100のコロニーか

ら、3つの単一劣性変異が遺伝解析により特定され、対応する野生型遺伝子をクロー

ニングした。これらの遺伝子は、DRS2、CDC50、およびERD1をコードしており、

DRS2/ CDC50の突然変異は neo1Δ cfs1Δ株に対し合成致死であることが以前に示され

ている（Yamamoto et al., 2017）。同様に、本研究では erd1Δ変異が neo1Δ cfs1Δ変異に

対して合成致死となる事を確認している（図 4）。 
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図 4. erd1Δ変異による neo1Δ cfs1Δ変異に対する合成致死性 

四分子解析を neo1Δ/ NEO1 cfs1Δ/ cfs1Δ ERD1/ erd1Δの 2倍体で行った。四分子の遺伝子型

（TT, tetra type; PD, parental ditype; NPD, nonparental ditype）を示し、三重変異体と考えられる部

位を括弧内に示している。遺伝子型が neo1Δ cfs1Δ erd1Δとなる三重変異体において、合成致

死性が出現している。 

 

13. neo1Δ cfs1Δ erd1Δ変異の致死性を抑圧するマルチコピーサプレッサー遺伝子の同

定 

YCplac33-NEO1 plasmid（pKT1470）を導入した neo1Δ cfs1Δ erd1Δ株（YKT2173）

をマルチコピーplasmidであるYEp13から作られたゲノムDNAライブラリーを用い

て形質転換した（Fischhoff et al., 1984）。SD-L培地上で形質転換した細胞を 30℃で 3

日間培養し、SD-L+0.1％ 5-FOA（5-fluoroorotic acid）培地へレプリカした。5-FOAは

URA3遺伝子がコードするオロチジン酸デカルボキシラーゼにより代謝され、毒性を

有する 5-fluorouracilへ変換されるため、5-FOAを含む培地上ではURA3遺伝子を有

する株は生育できない（Boeke et al., 1987）。この事によりURA3遺伝子を持つ

YCplac33-NEO1 plasmidが導入された neo1Δ cfs1Δ erd1Δ変異株は、5-FOAを含む培地

上では致死となるが、ゲノムDNAライブラリー内にその遺伝子の高発現により

neo1Δ cfs1Δ erd1Δ変異の致死性を抑圧する plasmidが含まれる場合のみ、YCplac33-

NEO1 plasmidが生育に必須ではなくなる。このような株ではYCplac33-NEO1 plasmid

を落とす、つまり保持する必要がないため 5-FOA培地上で生育可能となる（図 5）。

この方法を用いて neo1Δ cfs1Δ erd1Δ変異の合成致死性を抑圧する plasmidを有する株

の選別を行った。約 300,000の形質転換体から 190個のクローンを得て、そのうち 61
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個の解析を行った。18個にはNEO1やERD1が含まれている事を colony PCRで確認

したため除外した。残りの 43個を制限酵素で処理し、13個の独立したクローンを得

た。これら 13個の plasmidによる抑圧を確かめるためにYCplac33-NEO1を有する

neo1Δ cfs1Δ erd1Δ株（YKT2173）に導入した。DNAシークエンスによって 5つの異

なる遺伝子領域が導入されている事を確認し、PHO87、PHO90、ERS1、SAR1、YIP1

の各フラグメントが抑圧している遺伝子である事を同定した。 

 

図 5. 5-FOAを用いたマルチコピーサプレッサースクリーニング 

5-FOAを加えた培地でURA3遺伝子を持つYCplac33-NEO1 plasmidを失っても生育出来る

株、つまり合成致死性が抑圧されている酵母細胞には多コピーにより抑圧する遺伝子X（マ

ルチコピーサプレッサー）が導入されていると考えられ、生育可能であった酵母細胞から

plasmid DNAを抽出した。 
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実験結果 

1. neo1Δ cfs1Δ変異と合成致死性を示す erd1Δ変異の単離 

北海道大学遺伝子病制御研究所分子間情報分野の先行研究により、cfs1Δ変異は

neo1Δ変異による致死性を抑圧することがわかった。neo1Δ cfs1Δ変異株は正常に発

育し、cfs1Δ変異は neo1変異株における小胞輸送障害をも抑圧した（Yamamoto et 

al., 2017)。neo1変異株では、細胞膜においてPEや PSが細胞外側層に露出されると

いう、膜脂質非対称性の異常が引き起こされる（Takar et al., 2016）。cfs1Δ変異は

neo1-2温度感受性変異株における細胞膜でのPEや PSの細胞外への露出を完全に抑

圧するが、neo1変異株における露出は抑圧しなかった（van Leeuwen et al., 2016; Takar 

et al., 2019）。これはCfs1がNeo1の Flippase作用に部分的に拮抗するためと考えられ

る。NEO1、CFS1と機能的に関連する遺伝子を同定するために、研究室の先行研究

で合成致死スクリーニングが行われ、ERD1遺伝子が単離された（図 4）。ERD1は小

胞体に局在するタンパク質の保持（小胞体に必要なタンパク質が、Golgi体へ一度送

られた後に小胞体に戻る事）に必要な膜タンパク質をコードする遺伝子として同定さ

れ、Golgi体でのタンパク質の糖鎖付加に必要である事が報告されている（Pelham et 

al., 1988; Hardwick et al., 1990）。さらに近年、Erd1がGolgi体におけるタンパク質糖鎖

付加の副産物であるリン酸を、Golgi体内腔から細胞質中へ輸送するタンパク質であ

る事も報告されている（Snyder et al., 2017）。neo1Δ cfs1Δ erd1Δ変異株の表現型解析を

行うために、NEO1の発現を glucose抑制性GAL1プロモーターによって制御した、

PGAL1-NEO1 cfs1Δ erd1Δ変異株（＝Neo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株）を作成した。培

地に炭素源として galactoseが含まれるYPGA培地においては、GAL1プロモーター

が働く事でNEO1が十分に発現されるが、YPDA培地においてはNEO1が十分に発

現されない。このような株を作成する事で、致死性を示すNEO1などの遺伝子欠損

株を調べる事が可能である。erd1Δ変異は、Neo1-depleted cfs1Δ変異とは合成致死性

を示したが、cfs1Δ変異とは示さなかった（図 6）。 

 

図 6. Neo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株の生育障害 
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細胞を early log phaseまでYPDA液体培地で約 12時間、30℃で培養し、1.0 × 107 cells/mL

に濃度をそろえて 4 µlずつYPGA・YPDA培地へ滴下。1/10に希釈してそれぞれ 4点ずつ滴

下し、30℃で 1.5日培養した。使用株はwild type (WT) (YKT38), PGAL1-NEO1 (YKT2134), PGAL1-

NEO1 cfs1Δ (YKT2135), PGAL1-NEO1 cfs1Δ erd1Δ (YKT2136), cfs1Δ erd1Δ (YKT2137), erd1Δ 

(YKT2138)。PGAL1-NEO1とPGAL1-NEO1 cfs1Δ erd1Δ 変異株において、YPGA培地では生育して

いるがGAL1プロモーターが働かない、つまりNEO1遺伝子が発現されないYPDA培地では

生育障害が生じている。 

 

そこで研究室における先行研究にて、小胞体タンパク質の保持に関与する他の遺

伝子変異が、Neo1-depleted cfs1Δ変異と合成致死性を示すかが調べられたが、いずれ

の変異でも合成致死とはならなかった（図 7）。 

 

図 7. Neo1-depleted cfs1Δ変異と小胞体タンパク質保持に関わる遺伝子欠損との合成

致死性 

各株を図 6のようにスポットし培養した。使用株はPGAL1-NEO1 cfs1Δ (WT) (YKT2085)と

PGAL1-NEO1 cfs1Δ に以下の変異が加わった各株、erd1Δ (YKT2136), bst1Δ (YKT2206), emp24Δ 

(YKT2207), eps1Δ (YKT2208), erp1Δ (YKT2209), erp2Δ (YKT2210), rer1Δ (YKT2211)。PGAL1-

NEO1 cfs1Δ erd1Δ変異株以外では、YPDA培地においても正常に生育しており、合成致死性

は生じていない事が示された。 

 

さらにGolgi体におけるタンパク質糖鎖付加に関与する他の遺伝子変異と、Neo1-

depleted cfs1Δ変異との関係を調べたが、こちらも同様に合成致死とはならなかった

（図 8）。 
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図 8. Neo1-depleted cfs1Δ変異とGolgi体におけるタンパク質糖鎖付加に関わる遺伝子

欠損との合成致死性 

各株を図 6のようにスポットし培養した。使用株はPGAL1-NEO1 cfs1Δ (WT) (YKT2085)と

PGAL1-NEO1 cfs1Δ に以下の変異が加わった各株、erd1Δ (YKT2136), van1Δ (YKT2212), mnn10Δ 

(YKT2213), mnn2Δ (YKT2214), mnn5Δ (YKT2215), mnn4Δ (YKT2216), mnn6Δ (YKT2217), mnn1Δ 

(YKT2218)。図 7同様にPGAL1-NEO1 cfs1Δ erd1Δ変異株以外では、YPDA培地においても正常

に生育しており、合成致死性は生じていない事が示された。 

 

これらの結果により、Neo1-depleted cfs1Δ変異との合成致死性は erd1Δ変異に特異

的である事が示唆された。 

次に、Neo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株において小胞輸送を検討するために、GFP

を融合させたSnc1p-pmタンパク質をマーカータンパク質として実験を行った。

Snc1p-pmはエキソサイトーシスに働く v-SNAREであるが、エンドサイトーシスを阻

害する点突然変異を有しており、従って常時、細胞膜に局在する（Lewis et al., 

2000）。既報（Yamamoto et al., 2017）の通り、Neo1-depleted株ではGFP-Snc1p-pmが

細胞内に蓄積し、cfs1Δ変異ではそれが抑圧された。Neo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株

では、Neo1-depleted株のように Snc1p-pmの細胞内蓄積が認められた（図 9）。 
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図９. Neo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株におけるGFP-Snc1p-pmの細胞内蓄積 

各株をYPDA液体培地で 30℃、約 20時間（Neo1-depleted株・Neo1-depleted cerd1Δ変異株

では約 12時間）、exponential phaseまで培養し、蛍光顕微鏡にて観察した。使用株はWT 

(YKT2139), PGAL1-NEO1 (YKT2140), PGAL1-NEO1 cfs1Δ (YKT2141), PGAL1-NEO1 cfs1Δ erd1Δ 

(YKT2142), cfs1Δ erd1Δ (YKT2143), erd1Δ (YKT2144), PGAL1-NEO1 erd1Δ (YKT2225)。右図はそ

れぞれ 200個細胞を観察したうちのGFP-Snc1p-pmの細胞内蓄積率を示している（* p < 

0.01）。PGAL1-NEO1, PGAL1-NEO1 cfs1Δ erd1Δ, PGAL1-NEO1 erd1Δ変異株において、GFP-Snc1p-

pmの細胞内蓄積が生じている。 

 

同様に細胞膜タンパク質である Pdr5とSso1にもGFPを融合して観察を行った。

Pdr5はATP結合カセット輸送体であり（Egner et al., 1995）、一方、Sso1は細胞膜に

おける分泌小胞の融合に関わる t-SNAREである（Aalto et al., 1993）。GFP-Snc1p-pm

と同様に、Neo1-depleted株においてPdr5p-GFPとGFP-Sso1pは細胞内に蓄積した

（200個の細胞の観察で蓄積する率はPdr5-GFPが 77%, GFP-Sso1p が 94%）。Neo1-

depleted cfs1Δ変異株では Pdr5p-GFPとGFP-Sso1pの細胞内蓄積率は低く（200個の細
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胞の観察で蓄積する率は Pdr5-GFPが 16%, GFP-Sso1p が 28%）、Neo1-depleted cfs1Δ 

erd1Δ変異株ではPdr5p-GFPがやや少ないものの、Pdr5p-GFP、GFP-Sso1pいずれも

二重変異株より細胞内蓄積が認められた（200個の細胞の観察で蓄積する率は Pdr5-

GFPが 45%, GFP-Sso1p が 84%）（図 10）。これらの結果から、Neo1-depleted cfs1Δ 

erd1Δ変異株では、細胞膜タンパク質の細胞内輸送、つまり小胞分泌の経路において

輸送障害が起きている事が考えられた。Neo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株の細胞内輸

送の観察において、培養時間を延ばすと細胞は致死に至る事を確認しており、経過と

しては小胞輸送障害が生じる事が致死性の原因であると考えられた。 

 

 

図 10. Neo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株におけるPdr5p-GFPとGFP-Sso1pの細胞内

蓄積 

Pdr5p-GFPは図 9と同条件で培養し、GFP-SSO1株はSDA-Uraで培養し観察した。使用株

はWT (YKT38とYKT2145), PGAL1-NEO1 (YKT2134とYKT2146), PGAL1-NEO1 cfs1Δ (YKT2135

とYKT2147), PGAL1-NEO1 cfs1Δ erd1Δ（YKT2148とYKT2149）で、PDR5-GFP 株と、

pRS416- GFP-SSO1（pKT1476）導入株を使用した。PGAL1-NEO1, PGAL1-NEO1 cfs1Δ erd1Δ変異

株において、GFP-Snc1p-pm と同様にPdr5p-GFPとGFP-Sso1pの細胞内蓄積を認めた。 

 

2. Neo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株における細胞膜タンパク質のTGNへの蓄積 

Neo1はTGNと、cis-、medial-Golgiそしてエンドソームに局在する（Hua et al., 

2003; Wicky et al., 2004; Huh et al., 2003）。Cfs1は部分的にTGNに局在するが

（Yamamoto et al., 2017）、Erd1に関しては未だにその局在の詳細は不明である。
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Erd1p-GFPは ownプロモーター下で発現した場合、その検出は非常に困難であっ

た。そのため今回、GAL1プロモーター下でErd1p-GFPを発現させてその局在を調べ

た。Erd1p-GFPの局在を比較検討するために、cis-GolgiのマーカーとしてMnn9p-

mRFP1を（Jungmann et al., 1998）、TGNのマーカーとしてSec7p-mRFP1を用いた

（Franzusoff et al., 1991)。Erd1p-GFPはSec7p-mRFP1より、Mnn9p-mRFP1と共局在を

示した（図 11）：Erd1p-GFPはMnn9p-mRFP1の蛍光と 44% (n = 221)、Mnn9p-mRFP1

はErd1p-GFPの蛍光と 43% (n = 225)、共局在を示した。一方で、Erd1p-GFPは

Sec7p-mRFP1の蛍光と 9% (n = 316)、Sec7p-mRFP1はErd1p-GFPの蛍光と 12% (n = 

221) のみ共局在を示した。この事から、Erd1は主に cis-Golgiに局在していると考え

られる。 

 

図 11. Erd1p-GFPとMnn9p-mRFP1の共局在 

細胞を exponential phaseまでYPGA液体培地で約 7時間、30℃で培養し観察した。使用株

はPGAL1-ERD1-GFP MNN9-mRFP1 (YKT2150), PGAL1-ERD1-GFP SEC7-mRFP1 (YKT2151)。

Erd1p-GFPはSec7p-mRFP1より、Mnn9p-mRFP1と蛍光が重なる割合が高く共局在を示し

た。 

 

Neo1、Cfs1、Erd1の局在のパターンから、Neo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株におけ

る小胞輸送障害はGolgi体にて起こっている可能性が考えられた。そのため、Neo1-

depleted cfs1Δ erd1Δ変異株においてGFP-Snc1p-pmがどこに蓄積するのか、cis-Golgi

なのかTGNなのかを調べる事とした。Neo1-depleted株においてもNeo1-depleted 

cfs1Δ erd1Δ変異株においても、Mnn9p-mCherryとGFP-Snc1p-pmの蛍光の共局在率は

高くはなかった（25%, n = 224; 26%, n = 237）（図 12）。 
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図 12. Neo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株におけるGFP-Snc1p-pmとMnn9p-mCherry

の細胞内局在 

各株を図 9のように培養し観察した。使用株はWT (YKT2152), PGAL1-NEO1 (YKT2153), 

PGAL1-NEO1 cfs1Δ erd1Δ (YKT2154)。それぞれGFP-SNC1-pmとMNN9-ｍCherryの遺伝子を有

している。いずれの株でもMnn9p-mCherryとGFP-Snc1p-pmは共局在を示さなかった。 

 

一方で、Sec7p-mRFP1とGFP-Snc1p-pmの蛍光は、両株において高い共局在率を示

した（87%, n = 200; 70%, n = 215）（図 13）。これらの結果から、Neo1-depleted cfs1Δ 

erd1Δ変異株において Snc1p-pmは主にTGNで蓄積していると考えられた。 

 

図 13. Neo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株におけるGFP-Snc1p-pmと Sec7p-mRFP1の

細胞内局在 

各株を図 9のように培養し観察した。使用株はWT (YKT2155), PGAL1-NEO1 (YKT2156), 

PGAL1-NEO1 cfs1Δ erd1Δ (YKT2157)。それぞれGFP-SNC1-pmと SEC7-ｍRFP1の遺伝子を有し

ている。Sec7p-mRFP1とGFP-Snc1p-pmはPGAL1-NEO1, PGAL1-NEO1 cfs1Δ erd1Δ変異株におい

て、共局在を示した。 
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3. Neo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株におけるリン脂質の分布異常 

次にNeo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株において、膜リン脂質の分布を調べた。リン

脂質の一つである PSは、抗体や PSを蛍光標識する手法を用いた観察法が報告され

ているが、正確にGolgi体のようなOrganelleの膜リン脂質の分布を調べるのは困難

であるとされている（Leventis et al., 2010）。生きたまま細胞内のPSを観察し、さら

に細胞膜やOrganelleの細胞質側層におけるPS を検出することで PSの非対称性も調

べられるプローブとして有用とされる、Lactadherin-C2ドメイン（Lact-C2）と、

evectin-2の pleckstrin homology （PH）ドメイン（evt-2 PH）を用いた（Yeung et al., 

2008; Uchida et al., 2011）。GFP-Lact-C2は通常の野生株においては細胞膜でのみ蛍光

し、TGN等などOrganelle膜における蛍光は認められない。すなわち、細胞膜の細胞

質側層にのみPSが局在すると考えられる。しかし、Flippase変異株ではTGN膜上で

蛍光し、そのメカニズムについては不明であるが、TGNにおいてPSが細胞質側層に

露出している事が考えられている（Mioka et al., 2014）。Neo1-depleted株では、GFP-

Snc1p-pmはmRFP1-Lact-C2およびmCherry-evt-2 PHと細胞内で共局在を示した

（67%, n = 207; 71%, n = 208）（図 14A, B）。Neo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株でも同様

に、GFP-Snc1p-pmはmRFP1-Lact-C2およびmCherry-evt-2 PHとある程度の共局在を

示した（51%, n = 255; 61%, n = 206）。図 13やこれらの結果から、Neo1-depleted cfs1Δ 

erd1Δ変異株ではGFP-Snc1p-pmが蓄積しているTGNにおいて、膜リン脂質の PSは

細胞質側層に露出していると考えられる。 

 

図 14. Neo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株のTGNにおけるPS露出 

A: mRFP1-Lact-C2の局在を示す。各株を図 9のように培養し観察した。使用株はWT 

(YKT2139), PGAL1-NEO1 (YKT2158), PGAL1-NEO1 cfs1Δ erd1Δ (YKT2142)。それぞれGFP-SNC1-

pmを有し、pRS416-mRFP1-Lact-C2（pKT1755）を挿入した。 

B: mCherry-evt-2 PHの局在を示す。A同様に各株を培養し観察した。使用株はWT 

(YKT2139), PGAL1-NEO1 (YKT2158), PGAL1-NEO1 cfs1Δ erd1Δ (YKT2142)。それぞれGFP-SNC1-

pmを有し、pRS316-mCherry-evt-2 PH（pKT2205）を挿入した。 
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PGAL1-NEO1, PGAL1-NEO1 cfs1Δ erd1Δ変異株において、GFP-Snc1p-pmはmRFP1-Lact-C2およ

びmCherry-evt-2 PHと共局在を示した。 

さらにTGNにおけるPI4Pに関しても検討した。PI4PはPik1キナーゼにより生成

され、TGNから細胞膜およびエンドソームへの小胞輸送において極めて重要な役割

を担う（De Matteis et al., 2013）。Osh2タンパク質の PHドメインのタンデムダイマー

が、細胞膜に加えてGolgi体におけるPI4Pも検出することが報告されているのでこ

れを利用した（Roy et al., 2004）。Osh2p-PH-GFPは、野生株でGolgi体構造に局在を

示した。しかし、Neo1-depleted株およびNeo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株では、細胞

膜に主に局在している事が観察された（図 15A）。両株においてOsh2p-PH-GFPの蛍

光が細胞膜でのみ認められる細胞は、57%以上になることが観察により明らかとなっ

た。さらに、Neo1-depleted cfs1Δ変異株でも蛍光が細胞膜でのみ認められる細胞が、

一定程度存在している事がわかった（32%）。また、Neo1-depleted株およびNeo1-

depleted cfs1Δ erd1Δ変異株においてOsh2p-PH-GFPがTGNに局在しないことを、

Sec7p-mRFP1を同時に発現させることで確かめている（図 15B）。これらにより、

PI4Pは本来局在するTGNに局在せず、この事がNeo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株に

おける小胞輸送障害を引き起こしている可能性がある。これは Pik1欠損により、

GFP-Snc1-pmの細胞内蓄積が引き起こされるという既報にも一致している（Mioka et 

al., 2014）。 
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図 15. Neo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株のTGNにおけるPI4P欠如 

A: Osh2p-PH-GFPの局在を示す。各株を図 9のように培養し観察した。使用株はWT 

(YKT2159), PGAL1-NEO1 (YKT2160), PGAL1-NEO1 cfs1Δ (YKT2161), PGAL1-NEO1 cfs1Δ erd1Δ 

(YKT2162), cfs1Δ erd1Δ (YKT2163), erd1Δ (YKT2164)。右図にはOsh2p-PH-GFPの蛍光を細胞

膜のみで示す細胞の割合を図 9同様に観察した（* p < 0.01）。 

B: Osh2p-PH-GFPとSec7p-mRFP1の局在を示す。各株を図 9のように培養し観察した。使

用株はWT (YKT2165), PGAL1-NEO1 (YKT2166), PGAL1-NEO1 cfs1Δ (YKT2167), PGAL1-NEO1 cfs1Δ 

erd1Δ (YKT2168)。全株においてOSH2-PH-GFPと SEC7-ｍRFP1を有する。 

PGAL1-NEO1, PGAL1-NEO1 cfs1Δ erd1Δ変異株において、Osh2p-PH-GFPは主に細胞膜に局在

し、Sec7p-mRFP1と共局在を示さなかった。 

 

そこでさらに私は、GFP-Pik1pの局在を調べる事とした。すると、GFP-Pik1pは

Neo1-depleted株およびNeo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株において通常通り Sec7p-

mRFP1と共局在を示すという、大変興味深い結果が明らかとなった。それぞれの株

で、89%（n = 224）および 95%（n = 213）ものGFP-Pik1pがSec7p-mRFP1と共局在

を示していた（図 16）。 
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図 16. Neo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株におけるGFP-Pik1pと Sec7p-mRFP1の共局

在 

各株を図 9のように培養し観察した。使用株はWT (YKT2169), PGAL1-NEO1 (YKT2170), 

PGAL1-NEO1 cfs1Δ (YKT2171), PGAL1-NEO1 cfs1Δ erd1Δ (YKT2172)。全株においてPPIK1-GFP-

PIK1と SEC7-ｍRFP1を有する。全株においてGFP-Pik1pがSec7p-mRFP1と共局在を示して

いる。 

 

つまり、これらの変異株ではTGNにおいてPik1が不活性化されているか、あるい

は PI4Pの基質となるPIが細胞質側層に少ない可能性などが考えられる。この事に関

連し、Pik1の部分的な欠乏により neo1Δ cfs1Δ変異株の生育障害が生じていたため、

neo1Δ cfs1Δ変異ではPI4Pの産生自体に問題があるのかもしれない（図 17）。 

 

図 17．Pik1の部分的な欠損による neo1Δ cfs1Δ 変異株の生育不良 

各株を最小発育培地に 2% glucoseを含むもの（galactose 0%; Gal 0%）、2% raffinoseに 0.01

または 0.1%の galactoseを含むもの(Gal 0.01%, Gal 0.1%)、各培地に図 6のようにスポットし、

30℃で 4日間培養した。使用株はWT (YKT38), PGAL1-PIK1 (YKT2219), PGAL1-PIK1 cfs1Δ 
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(YKT2220), PGAL1-PIK1 neo1Δ cfs1Δ (YKT2221)。PGAL1-PIK1 neo1Δ cfs1Δ変異株において、

Galactoseを制限した培地、つまりPik1の発現量を制御する事で生育不良が示された。 

 

4. Neo1-depleted cfs1Δ変異株の生育におけるGolgi体内腔のリン酸ホメオスタシスの

重要性 

neo1Δ cfs1Δ erd1Δ変異株の合成致死性の原因を調べるために、マルチコピーサプレ

ッサースクリーニングを行った。マルチコピーサプレッサーとは高発現で変異を抑圧

できる遺伝子のことである。neo1Δ cfs1Δ erd1Δ変異のマルチコピーサプレッサーは、

この変異株において欠損している機能との関連が示唆される。NEO1/ URA3 plasmid

を持つ neo1Δ cfs1Δ erd1Δ変異株にゲノムライブラリーを形質転換させ、形質転換体

を 5-FOAを加えた培地から得た。これにより、PHO87、PHO90、ERS1、SAR1, YIP1

遺伝子が単離された（図 18A）。さらにこれらのマルチコピーサプレッサーは、Neo1-

depleted cfs1Δ erd1Δ変異株の生育障害を抑圧するが、Neo1-depleted株の生育障害は抑

圧しない事を確認した（図 18B, C）。 

 

図 18. neo1Δ cfs1Δ erd1Δ変異株に対するマルチコピーサプレッサーの単離 

A: 図 6のように、8µlずつSD-LとSD-L+5-FOA培地に各株をスポットし、30℃で 4日間

培養した。neo1Δ cfs1Δ erd1Δ変異株にYCplac33-NEO1（pKT1470）を導入した株を使用した

（YKT2173）。同株には、YEplac181(Vector)、pKT2197(ERD1)、pKT2198(PHO87)、

pKT2199(PHO90)、pKT2200(ERS1)、pKT2201(SAR1)、pKT2202(YIP1)の各 plasmidを導入し

た。5-FOAが付加された培地、つまりYCplac33-NEO1（pKT1470）が機能しない状態でも

neo1Δ cfs1Δ erd1Δ変異株が生育しており、各 plasmidにより生育障害が抑圧されている。 

B: A同様にスポットし、30℃で 1.5日間培養した。PGAL1-NEO1 cfs1Δ erd1Δ（YKT2174）を

使用した。PGAL1-NEO1 cfs1Δ erd1Δ変異株もNEO1遺伝子の発現が抑圧されるYPDA培地で通

常通り生育する事から、各 plasmidによる生育障害の抑圧が認められた。 

C: B同様にスポットし培養した。PGAL1-NEO1（YKT2134）を使用した。PGAL1-NEO1変異株

に対しては、各 plasmidによる生育障害の抑圧は認められなかった。 
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この事は、マルチコピーサプレッサーはNEO1遺伝子の変異を抑圧するのではな

く、erd1Δ変異自体またはNeo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株に関連する合成致死性を

抑圧している事を示唆している。Pho87とPho90は細胞膜における低親和性リン酸輸

送体である（Auesukaree et al., 2003; Hürlimann et al., 2009; Wykoff et al., 2007）。ERS1は

erd1Δ変異に対するマルチコピーサプレッサーとして単離され（Hardwick et al., 

1990）、Ers1は液胞におけるシスチン輸送体として働く（Gao et al., 2005)。Sar1は小

胞体からのCOPII小胞の形成を制御し（Haucke., 2003; Suda et al., 2017）、Yip1は同じ

くCOPII小胞生成に関わっている（Heidtman et al., 2003)。これら全てのマルチコピー

サプレッサーがNeo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株におけるGFP-Snc1p-pmの細胞内蓄

積や、Osh2p-PH-GFPの細胞膜への誤局在をも抑圧する事も確認した（図 19）。 

 

図 19. Neo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株におけるGFP-Snc1p-pmの細胞内蓄積および

Osh2p-PH-GFPの誤局在の抑圧 

各株を図 9のように培養し観察した。使用株は、PGAL1-NEO1 cfs1Δ erd1Δ変異にGFP-Snc1p-

pm（YKT2174）、またはOsh2p-PH-GFP（YKT2162）を有しているもの。それぞれ図 18と同

じ plasmidを形質転換し、右図にはGFP-Snc1p-pmの蓄積率及びOsh2p-PH-GFPの細胞膜での

みの蛍光率を図 9同様に示した（* p < 0.01）。PGAL1-NEO1 cfs1Δ erd1Δ変異株において生育障
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害を抑圧する各 plasmidは、GFP-Snc1p-pmの細胞内蓄積率及びOsh2p-PH-GFPの細胞膜への

誤局在をも抑圧している事が示された。 

 

PHO87とPHO90遺伝子が単離されたことは、Erd1がGolgi体内腔から細胞質中へ

リン酸を輸送する働きを有することから大変興味深い（Snyder et al., 2017）。なぜな

ら、細胞膜における低親和性リン酸輸送体であるPho87と Pho90によって neo1Δ 

cfs1Δ erd1Δ変異株の致死性が抑圧されたということは、細胞質中のリン酸濃度が下

がったことが致死性の要因である可能性が考えられるからである（図 20A）。そのた

め、まず私は細胞外のリン酸濃度を上げる事で、Neo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株の

生育障害を抑圧できるかを調べた。YPD培地には約 5 mMのリン酸が含まれており

（Bisson et al., 1982）、20 mM、50 mMとリン酸濃度を上げた培地で生育を調べた。し

かし、いずれも生育障害は抑圧されなかった（図 20B）。また、erd1Δ変異によって

細胞質中のリン酸濃度が低下する事が、Neo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株の合成致死

性の原因となっているとすると、Neo1-depleted cfs1Δ変異株は細胞質中のリン酸濃度

低下に対して何らかの変化を示す可能性もあると考えた。しかしながら、Neo1-

depleted cfs1Δ変異株を低リン酸培地（1 mMや 3 mM）で培養してもほぼ正常に生育

した（図 20C）。次にNeo1-depleted cfs1Δ変異株にリン酸輸送体の変異を導入する事

を試みた。Pho87とPho90に加えて、細胞膜にはさらに Pho84、Pho89という高親和

性のリン酸輸送体がある（Bun-Ya et al., 1991; Martinez et al., 1998）。これら全てのリン

酸輸送体の変異を加えてみても、Neo1-depleted cfs1Δ変異株は正常に生育することが

わかった（図 20D）。これらの結果は、細胞質中のリン酸濃度の低下ではなく、erd1Δ

変異によって排出されないリン酸がGolgi体内腔に溜まる、つまりGolgi体内腔のリ

ン酸濃度の上昇がNeo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株の致死性の原因である可能性を示

唆している。 
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図 20. NEO1-depleted cfs1Δ変異株に erd1Δ変異を加えて生じる合成致死性と細胞質

リン酸濃度の関係 
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A: NEO1-depleted cfs1Δ変異株に erd1Δ変異を加えて生じる合成致死性は細胞質中リン酸濃

度の低下による可能性があり、このモデル図はPHO87/ PHO90遺伝子の過剰発現により、細

胞質のリン酸濃度を上昇させる事でその合成致死性を抑圧する可能性を示したものである。

細胞膜タンパク質は灰色の棒状モデルで図中に示した。 

B: 20 mM、50 mMのリン酸濃度に調整した各培地に、各株を図 6のようにスポットし 30℃

で 1.5日間培養した。使用株はWT (YKT38), PGAL1-NEO1 (YKT2134), PGAL1-NEO1 cfs1Δ 

(YKT2135), PGAL1-NEO1 cfs1Δ erd1Δ (YKT2136)。いずれの培地もNeo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異

株の生育障害を抑圧しなかった。 

C: リン酸濃度を 0 mM、1 mM、3 mMに調整したSD培地（標準リン酸濃度 7.3mM）に各

株をB同様にスポットし、30℃で 2日間培養した。使用株はBと同様。Neo1-depleted cfs1Δ

変異株は低リン酸培地でも正常通り発育した。 

D:各株をB同様にスポットし、30℃で 1.5日間培養した。使用株は、PGAL1-NEO1 cfs1Δ 

(YKT2135), PGAL1-NEO1 cfs1Δ erd1Δ (YKT2136), PGAL1-NEO1 cfs1Δ pho84Δ (YKT2176), PGAL1-

NEO1 cfs1Δ pho84Δ pho87Δ pho90Δ (YKT2177), PGAL1-NEO1 cfs1Δ pho84Δ pho87Δ pho89Δ pho90Δ 

(YKT2178)。Neo1-depleted cfs1Δ変異株に細胞膜リン酸輸送体の変異を加えた場合も、生育障

害は示さなかった。 

 

Neo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株において細胞膜のタンパク質がTGNに蓄積する事

から（図 9～図 13）、Pho87やPho90もTGNに蓄積する可能性も考えられる。そこ

で、TPI1プロモーター下で発現するようにコントロールしたGFP-Pho87pとGFP-

Pho90pの蓄積を調べた。野生株ではGFP-Pho87pとGFP-Pho90pは主に細胞膜に局在

したが、点状の構造物が一部細胞内に観察された。mRFP1-Snc1p-pmは、通常通り細

胞膜にのみ局在を示した。Neo1-depleted株では、GFP-Pho87pの 85% (n = 200)、GFP-

Pho90pの 82% (n = 200)がmRFP1-Snc1p-pmの細胞内蓄積と共局在を示した。同様に

Neo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株でも、GFP-Pho87pの 79% (n = 200)、GFP-Pho90pの

84% (n = 200)がmRFP1-Snc1p-pmの細胞内蓄積と共局在を示した（図 21A）。これら

により、Neo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株ではPho87とPho90もTGNに蓄積してしま

っていると考えられる。 

以上の事をまとめると、Pho87とPho90の過剰発現により、Golgi体内腔に蓄積さ

れたリン酸の細胞質中への輸送が行われ、neo1Δ cfs1Δ erd1Δ変異株の致死性が抑圧さ

れる機序が考えられる（図 21B）。つまりGolgi体内腔のリン酸濃度の上昇が、neo1Δ 

cfs1Δ erd1Δ変異株の致死性の原因であると推察される。 
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図 21. NEO1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株におけるGFP-Pho87pおよびGFP-Pho90pの

局在 

A: 各株を図 9のように培養し観察した。使用株はWT (YKT2179), PGAL1-NEO1 (YKT2180), 

PGAL1-NEO1 cfs1Δ (YKT2181), PGAL1-NEO1 cfs1Δ erd1Δ (YKT2182)。全株においてmRFP1-SNC1-

pmを有し、pRS416 PTPI1-GFP-PHO87 （pKT2203）（左図）または pRS416 PTPI1-GFP-PHO90

（pKT2204）（右図）を導入している。GFP-Pho87pおよびGFP-Pho90pはいずれもmRFP1-

Snc1p-pmと細胞内で共局在を示し、小胞輸送障害によりTGNに蓄積している事が考えられ

た。 

B: NEO1-depleted cfs1Δ変異株に erd1Δ変異を加えて生じる合成致死性はGolgi体内腔のリ

ン酸濃度の上昇により引き起こされる可能性がある。このモデル図はPHO87/ PHO90遺伝子

の過剰発現により、Golgi体内腔のリン酸濃度を低下させる事でその合成致死性を抑圧する可

能性を示したものである。 
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5. NEO1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株が示す小胞体構造の異常 

SAR1、YIP1という小胞体からのCOPⅡ小胞形成に関わる遺伝子がマルチコピーサ

プレッサーとして単離された事で、Neo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株では小胞体にも

変化が起きている可能性が考えられた。そこで、Hmg1p-GFPを用いて小胞体の形態

を調べた。Hmg1はヒドロキシメチルグルタリル-CoA還元酵素で、HMG-CoAから

メバロン酸への変換を触媒する（Basson et al., 1986）。Hmg1は核周囲の小胞体に局在

するが（Koning et al., 1996）、Neo1-depleted株やNeo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株では

その構造に異常が観察された（図 22）。 

 

図 22. NEO1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株におけるHmg1p-GFPの局在 

左図では、各株を図 9のように培養し観察した。使用株はWT (YKT2183), PGAL1-NEO1 

(YKT2184), PGAL1-NEO1 cfs1Δ (YKT2185), PGAL1-NEO1 cfs1Δ erd1Δ (YKT2186), cfs1Δ erd1Δ 

(YKT2187), erd1Δ (YKT2188)。全株においてHMG1-GFPを有している。右図は、核周囲への

Hmg1p-GFP局在が欠如している割合を図 9同様に示した（* p < 0.01）野生株で認められるよ

うなHmg1p-GFPの環状構造が、PGAL1-NEO1およびPGAL1-NEO1 cfs1Δ erd1Δ変異株で乱れてい

る事が示された。 

 

Hmg1-GFPは核周囲の小胞体に環状に局在せず、細胞質中で糸状の構造を示してい

た。また、核膜孔複合体のヌクレオポリンであるNup188を用いて核膜に関しても調

べた（Nehrbass et al., 1996）。Hmg1p-GFP同様に、Nup188p-mRFP1の核への局在は
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Neo1-depleted株やNeo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株で失われている事が観察された

（図 23）。 

 

図 23. NEO1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株におけるNup188p-mRFP1の局在 

各株を図 9のように培養し観察した。使用株はWT (YKT2189), PGAL1-NEO1 (YKT2190), 

PGAL1-NEO1 cfs1Δ (YKT2191), PGAL1-NEO1 cfs1Δ erd1Δ (YKT2192)。全株においてHMG1-GFPと

NUP188-mRFP1を有している。Hmg1p-GFP同様にNup188p-mRFP1の環状構造が、PGAL1-

NEO1およびPGAL1-NEO1 cfs1Δ erd1Δ変異株で乱れている事が示された。 

 

次に、細胞膜周囲の表層小胞体のマーカータンパク質である、Rtn1を調べた。

Rtn1はレチクロンファミリーの一種で、小胞体細管形成に関与する（De Craene et al., 

2006）。野生株ではRtn1p-GFPは細胞膜周囲に環状に認められたが、程度の差はある

が、Neo1-depleted株では 78% (n = 200)、Neo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株では 29% (n 

= 200)にRtn1-GFPの異常な点状の細胞内集積が認められた（図 24）。 

 

図 24. NEO1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株におけるRtn1p-GFPの局在 
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各株を図 9のように培養し観察した。使用株はWT (YKT2193), PGAL1-NEO1 (YKT2194), 

PGAL1-NEO1 cfs1Δ (YKT2195), PGAL1-NEO1 cfs1Δ erd1Δ (YKT2196)。全株においてRTN1-GFPを

有している。Rtn1p-GFPの異常な細胞内集積が、PGAL1-NEO1およびPGAL1-NEO1 cfs1Δ erd1Δ変

異株で認められた。 

 

これはPCの生成が障害される cho2Δ変異株でも認められた所見である（Hermesh 

et al., 2014）。これらの構造物は野生株やNeo1-depleted cfs1Δ変異株では認められなか

った。この事から、Neo1-depleted株およびNeo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株では、小

胞体の構造異常が起きている事が考えられる。しかしながら、これらの変異株におい

てmRFP-Snc1p-pmはHmg1p-GFPと重なって蓄積しなかった（<1%, 200 cells）。つま

り、Hmg1p-GFPの観察で認められる小胞体構造の異常は起きているものの、Snc1p-

pmは小胞体に蓄積せずに図 9～13に示したようにTGNに蓄積していると考えられ

る。小胞体からGolgi体への小胞輸送に関しては目立った異常がないことが考えられ

た（図 25）。 

 

図 25. NEO1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株におけるmRFP1-Snc1p-pmとHmg1p-GFP

の局在 

各株を図 9のように培養し観察した。使用株はWT (YKT2197), PGAL1-NEO1 (YKT2198), 

PGAL1-NEO1 cfs1Δ erd1Δ (YKT2199)。全株においてmRFP1-SNC1-pmとHMG1-GFPを有してい

る。いずれの株でもmRFP-Snc1p-pmはHmg1p-GFPと共局在を示さなかった。 

 

Erd1は元来、小胞体シャペロンのKar2p/ Bipのような小胞体内腔のタンパク質を

分泌してしまう変異株から単離されたものである（Pelham et al., 1988; Hardwick et al., 

1990）。したがって、erd1Δ変異株ではKar2pの cis-Golgi体から小胞体へ戻る経路が

阻害されていると考えられる。neo1温度感受性株ではKar2pが同じように分泌さ

れ、Rer1という小胞体へ戻る経路のレセプターである小胞体膜タンパク質が誤局在
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する事が報告されている（Hua et al., 2003; Sato et al., 2001）。小胞体でKar2を保持で

きないと、変性したタンパク質が小胞体に蓄積され、異常タンパク応答(UPR)が誘発

される（Walter et al., 2011; Mori., 2009）。そこでNeo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株で

UPRの発生を、UPR elements (UPRE)にGFPを結合させることで調べた（Merksamer 

et al., 2008）。野生株をジチオトレイトール（DTT）などの還元剤で処理すると、異常

タンパク質が小胞体内に蓄積し、UPRE-GFPの発現が誘導される。Neo1-depletedお

よびNeo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株では、DTTで誘導されるのと比較しても、強い

UPRが誘導された（図 26）。 

 

図 26. Neo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株におけるUPRの誘導 

各株を図 9のように培養し観察した。野生株はOD600nm= 1.0相当の early log phaseの細胞を

1.5ml収集し、5 µM DTTを含むYPDAで 4時間培養した。使用株はWT (YKT2200), PGAL1-

NEO1 (YKT2201), PGAL1-NEO1 cfs1Δ (YKT2202), PGAL1-NEO1 cfs1Δ erd1Δ (YKT2203), cfs1Δ erd1Δ 

(YKT2204), erd1Δ (YKT2205)。全株において 2×UPRE-GFPを有している。Neo1-depletedおよ

びNeo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株で 2×UPRE-GFPの蛍光が認められた。 

 

erd1Δ変異株は既報通り弱い誘導を示した（Jonikas et al., 2009）。その他に、ERD2

は小胞体内腔タンパク質を cis-Golgi体から戻すための受容体をコードする遺伝子で

ある（Semenza et al., 1990）。ERD2欠損株では、Neo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株同様
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に、強いUPRの誘導と小胞体構造の異常を示したが、Snc1p-pmの細胞膜への輸送は

正常であった（図 27）。 

 

図 27. ERD2欠損株におけるUPRの誘導と小胞体の構造異常 

A: 各株は図 6のようにスポットし、30℃で 1.5日間培養した。使用株はWT (YKT38), 

PGAL1-ERD2 (YKT2222)。PGAL1-ERD2変異株では、YPDA培地で生育障害が示された。 

B: 図 9のように培養し観察した。使用株はPGAL1-ERD2 (YKT2222)で 2×UPRE-GFPを有し

ている。PGAL1-ERD2変異株で 2×UPRE-GFPの蛍光が認められた。 

C: 各株は図 9のように培養した。使用株はPGAL1-ERD2にHMG1-GFPとmRFP1-SNC1-pm

を導入した株(YKT2223)、GFP-SNC1-pmと SEC7-mRFP1を導入した株(YKT2224)。PGAL1-

ERD2変異株ではHmg1p-GFPの構造異常は認めるものの、Snc1-pmの細胞内蓄積は認めなか

った。 
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Neo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株のこれら小胞体の構造的かつ機能的な異常は、

Neo1-depleted株同様に、cis-Golgi体から小胞体に向けた逆行性の小胞輸送の異常が

原因なのかもしれない（Hua et al., 2003）。 

Neo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株において、マルチコピーサプレッサーが小胞体の

構造異常まで抑圧するのかについても検討した。全ての単離されたサプレッサー遺伝

子で、小胞体の構造異常は抑圧された（図 28）。 

 

図 28. Neo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株のマルチコピーサプレッサーによるHmg1p-

GFP異常の抑圧 

各株を 30℃のYPDA液体培地で 20時間培養し観察した。使用株はPGAL1-NEO1 cfs1Δ erd1Δ

（YKT2186）で、全株においてHMG1-GFPと図 19同様のマルチコピーサプレッサーを有し

ている。右図は、核周囲へのHmg1p-GFP局在が欠如している割合を図 9同様に示した（* p 

< 0.01）Neo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株におけるHmg1p-GFPの構造異常が、マルチコピーサ

プレッサーにより抑圧される事が示された。 

 

SAR1, YIP1による抑圧機構は不明だが、Ers1や Pho87、Pho90というような膜タン

パク質が小胞体からGolgi体へ持続的に輸送される事で、抑圧をもたらしている可能

性はある。あるいは、小胞体からの小胞輸送が増加し、Golgi体からの小胞輸送が障

害される事でNeo1-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株のGolgi体の体積が増加している事も

考えられる。この事が、Golgi体内腔のリン酸濃度を下げ、結果的にGolgi体からの

小胞輸送障害が抑圧されるのかもしれない。 
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考察 

neo1Δ cfs1Δ変異と合成致死となる erd1Δ変異を元に本研究を行った。Neo1p-

depleted cfs1Δ erd1Δ変異株では、TGNからの順行性小胞輸送および cis-Golgi体から

の逆行性小胞輸送が障害され、Golgi体機能に強い障害が生じている事が明らかとな

った。本研究によりErd1はGolgi体膜のリン脂質非対称性に機能的に関連する新た

な因子である事が示唆された。 

Neo1のFlippase活性は未だ実証されていないが、neo1温度感受性株で細胞膜での

PEの非対称性が失われることや (Takar et al., 2016)、Neo1が Flippaseとして最もよく

知られているDrs2と機能的に関連することは遺伝学的に多く示されている (Saito et 

al., 2004; Takeda et al., 2014; Takar et al., 2019; Huang et al., 2020; Montigny et al., 2016)。し

たがって、Cfs1も機能未知のタンパク質ではあるが、Scramblaseまたは Floppaseの

正の制御因子として、Flippaseに拮抗する機能を有する可能性が考えられる。あるい

は、Cfs1はNeo1とDrs2の機能を分離している可能性も考えられている。すなわ

ち、Drs2が neo1Δ cfs1Δ変異株においてNeo1と置き換わる可能性が指摘されている

(Takar et al., 2019)。いずれにしても、neo1Δ cfs1Δ変異株のGolgi体膜における脂質二

重層の非対称性分布は正常に制御されていないと考えられる。 

Flippaseの小胞輸送における役割について、小胞形成に関わるとの観点から広く研

究が行われている (Sebastian et al., 2012; Panatala et al., 2015)。DRS2/CDC50複合体は

Arf1低分子GTPase及びそのレギュレーターと遺伝的かつ物理的に相互作用をする 

(Chen et al., 1999; Chantalat et al., 2004; Sakane et al., 2006)。また、drs2Δ変異株は、TGN

のクラスリン被覆小胞の形成異常を生じる (Chen et al., 1999; Gall et al., 2002; Liu et al., 

2008)。細胞質側層へのリン脂質輸送活性に基づいて、小胞形成の過程における

Flippaseの機能として次の 2つのモデルが提唱されている。1つは局所のリン脂質の

flipにより膜の湾曲が形成され、この事が小胞形成を促進する。2つ目は PSのような

リン脂質の輸送によりアダプターやコートタンパク質などを引き寄せる事で、小胞形

成を促進するというものである (Panatala et al., 2015; Takeda et al., 2014; Graham et al., 

2010)。しかしながら、どちらのモデルも分子レベルでの証明は行われていない。 

 Erd1はGolgi体から細胞質中へのリン酸輸送に必要とされている (Snyder et al., 

2017)。Golgi体内腔でリン酸はタンパク質糖鎖付加反応によって生じる。Golgi体内

腔でのリン酸の蓄積は、erd1Δ変異株のタンパク質糖鎖付加障害やKar2p/Bipタンパ

ク質の cis-Golgi体から小胞体へ戻る経路の障害などが原因であると考えられる。本

研究によりGolgi体内腔のリン酸蓄積が、neo1Δ cfs1Δ変異株に erd1Δが加わった事

による合成致死性の原因である事が示唆された。リン脂質非対称性の異常と、リン酸

ホメオスタシスの障害は、Golgi体膜からの小胞形成過程に重篤な障害を来すと考え

られる。Golgi体膜におけるリン脂質二重層の分布は不明だが、非対称性分布は糖転
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移酵素やイオン輸送体、カーゴ受容体などを含む膜タンパク質の機能と活性を調節し

ている可能性がある。つまり、Flippaseによって調整されるリン脂質の再分布と

Golgi体内腔のリン酸濃度は、協調してGolgi体膜の機能を制御していると考えられ

る。このメカニズムは、Flippaseが小胞形成過程に直接的に関与する（と考える）モ

デルとは異なっている。Golgi体内腔のリン酸とリン脂質非対称性の機能的関連性は

不明だが、リン酸の増加はイオン環境を変化させ、Golgi体膜の内腔側でのタンパク

質―脂質相互作用に影響を与える可能性がある。したがって、イオン環境と脂質の

同時性の変化はGolgi体からの小胞輸送に著しく大きな影響を与えると推察される。 

細胞膜タンパク質は、Neo1-depleted株およびNeo1p-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株では

TGNから輸送されないが、これはTGNにおける PI4Pの欠如に起因する可能性があ

る。興味深いことに、PI4キナーゼであるPik1は通常どおりPik1の結合パートナー

であるSec7と共存していた (Gloor et al., 2010)。つまり、Pik1は活性化されていない

か、またはその基質であるPIがGolgi体膜の細胞質側層に十分に存在しないのかも

しれない。PIはスフィンゴ脂質複合体、イノシトールホスホセラミド(IPC)、および

マンノシル—ジ—イノシトールホスホセラミド(MIP2C)、などGolgi体の内腔側で合

成される経路の、イノシトールリン酸のドナーとしても使用される (Levine et al., 

2000)。したがって、PIの脂質二重層間における分布の制御は、Golgi体機能にとって

重要な要素である。しかし、蛍光ラベルされた PIはまだ利用できないため、Flippase

アッセイでは検討されていないのが現状である。PIはNeo1-depleted株およびNeo1p-

depleted cfs1Δ erd1Δ変異株では、主にGolgi体内腔側層に分布している可能性があ

る。今後、Neo1がPIを flipするか否かは非常に興味深い研究対象と考えられる。当

研究室の先行研究で、イノシトールの枯渇がCdc50p-depleted lem3Δ crf1Δ変異株や

NEO1欠損株の生育障害を抑圧するが、Cdc50とNeo1の同時欠損株は抑圧しないと

の知見が得られている (Yamagami et al., 2015)。この抑圧のパターンが cfs1Δ変異と同

じであることも興味深い点である (Yamamoto et al., 2017)。イノシトールの枯渇によ

る抑圧メカニズムも不明であるが、PIの代謝または二重層の分布に関与している可

能性があり、Cfs1もまたこのプロセスに関与している可能性がある。 

Neo1のオルソログであるATP9Aが肝臓癌細胞のエキソソームと関わり、エキソソ

ームは癌細胞の微小環境の決定や増殖と生存に影響するため、Cfs1などを通じて

Neo1の解析が進む事がひいては肝臓癌などの癌細胞の解明にも関わる可能性が考え

られる（Naito et al., 2017）。一方、乳がん、卵巣がんや転移性膵癌に対しても、

BRCA遺伝子変異陽性患者に対する遺伝的相互作用、合成致死性を利用した PARP遺

伝子阻害薬が一定の効果を示している（Litton et al., 2020; Ledermann et al., 2016; Golan 

et al., 2019）。本研究のような出芽酵母を用いた研究を背景に、哺乳類細胞のゲノム解
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析が急速に進んでいる現代において、オルソログなどからその遺伝子の解明を進める

ことで臨床医学における有用性を示す研究へと発展する可能性も考えられる。 
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総括および結論 

① 本研究により、以下のような新知見が得られた。 

 

1．neo1Δ cfs1Δ変異と合成致死となる erd1Δ変異が加わると、Golgi体 

からの小胞輸送に障害が生じている事が明らかとなった。 

2．Erd1はGolgi体膜のリン脂質非対称性に機能的に関連する因子である事 

が示唆され、その機序としてGolgi体内腔のリン酸濃度の変化がGolgi体 

膜のリン脂質非対称性に関連している可能性が示唆された。 

3．Neo1p-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株ではGolgi体におけるPI4Pが欠如し 

ており、その事が小胞輸送障害を引き起こしている可能性が示唆された。 

 

② 新知見の意義 

 従来、細胞のOrganelleの機能（小胞輸送など）には、細胞質中のタンパク質、イ

オン環境や、Organelle膜における脂質二重層の細胞質側層のリン脂質などが関連し

ていると考えられていた。本研究を通して得られた知見は、Golgi体内腔、つまり

Organelle内腔側のイオン環境やOrganelle内腔側のリン脂質の分布がOrganelleの機能

に関連している可能性を示した事である。この事は、真核生物における細胞内の小胞

輸送などを解析する上で、新たな視点となり得ると考えられる。 

 

③ 本研究で得られた新知見から今後どのような研究が展開され得るか 

Neo1p-depleted cfs1Δ erd1Δ変異株のGolgi体における小胞輸送障害の原因として、

PI4Pの基質である phosphatidylinositol (PI) がGolgi体内腔側に留められている可能性

があり、今後、イオン環境変化との関連性や、同株などでPIの flipとの関連性を解

析する研究への展開が考えられる。また、そのような研究を通じて未解明な部分が多

いCfs1および Flippaseの一種と考えられるNeo1の両タンパク質の機能について解明

が進められると考えられる。 

 

④ 今後の課題 

今後の課題としては、本研究で行った遺伝的相互作用を通じたNeo1やCfs1、Erd1

の機能解析を踏まえ、最終的にはこれらのタンパク質を精製して生化学的に機能解析

を進めていく必要がある。また、様々な疾患の機序や細胞内の薬物動態の解析に繋げ

ていくためには、オルソログ等を通じてmammalの細胞においても同様の知見が得

られるかを明らかにしていく事も重要である。 
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