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序漁

序 論

ポリア ミ ン とは
､ 原核生物か ら真核生物に至 るほとん ど全て の 生物体内に普遍的に存在する生

体ア ミン の 総称であり ､ 現在まで に 2 0 種類以上 の ポリア ミ ンが見 い だされ てい る｡ 生体内に見

い だされ る代表的なポ リア ミ ン は ､
プ ト レ ス シ ン P H 2( C H 2)4 N H 2] ､ ス ペ ルミジ ン P H 2( C H 2)3 N H

( C H 2) 4N H 2] ､ ス ペ ル ミ ンP i H 2( C H 2)3 N H ( C H 2) 4 N H( C H 2) 3 N H 2] の 3 種類で あり ､ 大腸菌などの原核

生物で はプ ト レ ス シ ン と ス ペ ル ミジ ン が ､ 酵母 ､ 高等植物 ､ 噛乳動物などの真核生物で はス ペ ル

ミジ ン とス ペ ル ミ ンが多く存在 して い る(1) ｡

ポリア ミ ンの 生理的役割は多岐にわたり ､ そ の 主なもの として核酸 ､ 特に R N A と強く相互作

用するこ とにより ､ 蛋白質及び核酸の合成を促進 し､ 細胞増殖因子と して機能するこ とが知られ

て い る(2) o ポリア ミ ン が細胞増殖を促進すると い う報告は､ 1 9 4 8 年 ､ H e rb st ､ S n ell によ っ て発

表されたが ､ そ の 中で彼らはあ る種の 乳酸菌の 生育にプ トレ ス シ ンと ス ペ ル ミジ ンが必須で ある

ことを示 した ｡ その 後､ 1 9 7 1 年に R u s s ell らが ､ 癌患者の尿中にポリア ミン が増加する こ とを報

告したこ とで､ ポリア ミ ン と細胞増殖の 関連が 注目され始めた(3) ｡ 更に ､ 大腸菌(4) ､ 酵母(5) ､

チ ャ イ ニ
ー ズ ハ ム ス タ

ー

卵巣細胞(6) にお い てポリア ミ ン生合成欠損株が分離され､ 培地中にポ

リア ミ ン を添加するこ とにより これらの株 の細胞増殖が強く促進を受けた ことから､ ポリアミン

の細胞増殖因子 と して の 地位が確立 した ｡ ま た ､ 細胞内の ポリア ミ ン量が減少するだけでなく ､

過剰になるこ とで も細胞増殖阻害が起こる こ とが明らかとなり ､
ポリア ミン の細胞内漉度調節機

構の解明が重要 となっ てきたo

細胞内の ポリア ミ ン 浪度は生合成､ 分解 ､ 外界か らの 取り込み ､ 及び排出に よ っ て厳密に調節

されて い る(7) ｡ ポリ アミ ン の 生合成はオル ニ チ ン を出発物質と し､ 生合成の律速酵素であるオ

ル ニ チン脱炭酸酵素( o mi thi n e d e c a rb o xyl a s e; O D C) によりプ トレ ス シ ンが合成される｡ プ ト レ

ス シ ンはス ペ ル ミジ ン 合成酵素によりス ペ ル ミジ ン -
､
ス ペ ルミジ ンはス ペ ル ミン合成酵素によ

り ス ペ ル ミ ン - 変換され る｡ ス ペ ルミ ジン ､ ス ペ ル ミ ン合成に必要なア ミノプ ロ ピル基は､ S ･

ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン が S - ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン 脱炭 酸酵 素 (s - A d e n o s yl m e th i o ni n e

d e c arb o x yl as e) により脱炭酸された d e c a rb o x yl at e d ad e n o s yl m e th i o nin e に よ っ て供給される.
一 方

､

ポリア ミ ン の 分解はス ペ ル ミ ン ､ ス ペ ル ミジ ン が ア セ チル基転移酵素の 働きに より ､ N
l

- ア セ チ

ル化体となり ､ さらに これ らはポリア ミンオ キシ ダ ー ゼ の働きにより､ ス ペ ル ミジン ､
プ ト レ ス

シ ン - と変換される こ とに より行われる｡

P P T I 0 4

p P T 7 9

p P T 7 1

A T P a E5 e C b t LE L e ト1 m i喝 S u b 仙 b b J h ‡

p r d e h p ro b h

a ∫

S u b 血 I e - biJ) d b )& A T P IL 9 e C h n n QI･ ro r n I 喝

p ro 也 b) p
r ot eh

P tltT W ill e _ O rl )it h ik e
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p
o r(e r
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-

o mi th i n e an itip o rte r .
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ポリア ミ ン の 取り込 み､ 及び排出に関して は ､ 大腸菌にお い て非常によく研究され てい るQ 当

研 究室にお い て 大腸菌の ポリア ミ ン生合成欠損株 にニ トロ ソグア ニ ジ ン処 理を繰り返 し行 っ た

結果 ､
ス ペ ル ミジ ン輸送欠損株､

及 びプ トレ ス シ ン ･ ス ペ ル ミジン 両輸送欠損株を分離し､ さら

にこれ らの 変異株を用 い て F ig ･ Ⅰ･ に示す3 種 の ポリア ミン輸送系遺伝子 (p P T I O 4 , p P T 7 9 , pP T 7 1)

の ク ロ ー ニ ン グに成功した(8) o p P T I O 4 はp otA B C D より成るオ ペ ロ ン(9) を､ また p p T 7 9 はp otF G H I

より成るオペ ロ ン( 10) を形成して おり､ それぞれ ス ペ ル ミジン優先取り込み系､ プ ト レ ス シ ン特

異的取り込 み系を コ ー ドする｡ これら 2 種類の 輸送系 は ÅT P の加水分解により エ ネルギ ー を得

て い る A B C ( A T P bi n di n g c a s s ett e) tr a n sp ort e r s u p e rf a m ily に属するo A B C t r a n sp o rt e r は バ クテリア

か らヒ トまで様々 な生物に広く存在 しており ､ そ の数は 3 0 種類以上とい われて い る｡ こ の fa mi ly

に属する他の輸送系として 主なもの は マ ル ト ー ス 輸送系､
ヒ ス チ ジン輸送系､ 腫癌細胞に高発現

が 認 め ら れ る 多剤 耐性 輸送 系 ､ 及 び 嚢胞 性 繊維 症の 原 因 遺伝 子 で あ る
■
c y stic fib r o sis

tr a n s m e m b r a n e r e g ulat o r などが挙げられるo 大腸菌に代表され るグラム 陰性菌の A B C t r a n sp o rt e r

は ペ リ プラズム に各々 の基質を特異的に課徴する結合蛋白質を持つ o ポリ ア ミ ン輸送系もまた ､

P o t D お よび P otF がそれ に相当する ｡ ペ リプラズム に存在する基質結合蛋白質の いく つ かは ､ Ⅹ

線結晶構造解析によりその 高次構造が明らか とな っ ており､ これ らはア ミノ 酸配列 の相同性が

2 0 % 以下にも関わらず ､
主鎖構造は互 い に類似して い ることが報告され て い る｡ ス ペ ル ミジ ン ･

プ ト レ ス シ ン結合葺白質で ある P otD も 1 9 9 6 年にそ の高次構造が明らか となり ､ また変異葺白

質を用い た解析も行われた こと でそ の基質課織機構が分子 レ ベ ル ･ 原子 レ ベ ル で明らかとな っ た

( 1 ト1 3) ｡
一

方 ､ p p T 7 1 に コ
ー ドされ るポリア ミ ン輸送賃白質 P otE はプ トレ ス シ ン排出活性を持

ち､ なお かつ プ トレ ス シ ン取り込み活性も有する ユ ニ ー

クな輸送蛋白質で ある( 1 4) ｡ こ れまで に

P o tE によるプ トレ ス シ ン 取り込み活性は膜電位依存的である こと ､ また排出活性はプ ト レ ス シ

ン
･ オ ル ニ チ ンア ン チポ

ー

タ
ー 活性によるもの で ある ことが明らかとなっ て い る｡ こ の ように塩

基性ア ミノ酸とそ の脱炭酸化物との ア ンチポ ー タ ー

は P otE 以外にはリジン ･ カ ダベ リ ン
､
およ

び ヒ ス チ ジ ン ･ ヒ ス タミ ン を基質とするもの が同定され て い る｡ これ らの基質認識機構､ お よび

基質特異性につ い て も不明な点が多く ､ 分子 レ ベ ル で の機能解析は行われ て い なか っ た｡

P o tF と P ot D は ア ミノ酸配列上 ､
3 4 % の相同性を持ち､ そ の基質認識部位も類似 して い ると推

測され た｡ しか し､ なぜ p otF が プト レ ス シ ン のみ を特異的に認識するの かは大きな疑問で あ っ

たo 本研究で は最初に ､
プ ト レ ス シ ン 特異的取り込み系の基質結合葺白質 である P otF に つ いて

結晶構造解析による高次構造の解明 ､ および変異蛋白質を用 い た活性測定に よる基質罷織部位の

同定を行い ､
P ot D

,
P o t F 両蛋 白質にお ける基質認識機構の差異につ いて検討を行 っ た｡ また ､ 大

腸菌にお ける 3 種類の ポリ アミ ン輸送系は全て プ トレ ス シ ンを基質として認識するが ､ 基質に対

す る親和性が異なる (p p T I O4 , 7 1 , 7 9: K m - 1 .5 , 1 .8
,
0 .5 p M ) ことを踏ま え､ 各輸送系にお ける基

質特異性の相違につ い ても検討を行 っ たo

一 方 ､ 真核細胞にお けるポリア ミ ン輸送に関する研究は上述 した大腸菌の それと比較すると

遅々 と したもの があり ､ その最大の原因はやはり輸送蛋白質本体が同定され て い ない ことにある

と考えられ る｡ 勿論､ 培養細胞 を用い たポリア ミ ン輸送系の解析は着々 と行われ てお り ､ L 1 21 0

白血病細胞 で はポリアミ ン類が同
一

の 輸送系で 輸送されること( 15) ､ また マ ウス 神経芽細胞お よ

び F M 3 A 細胞 にお い て ポリア ミ ン輸送が エ ネル ギ ー 依存的であるこ と(1 6) ､ O D C 調節蛋 白質で

あ るア ン チザイ ム(1 7) がポリア ミ ン取り込み を抑制 し､ 排出を促進する こと(1 8) 等 ､ 輸送活性調

節 に関する報告が近年続々 と得られ てきて い る o また其核細胞の モ デル と して遺伝子 工学的にも
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有用 で ある酵母 S a c ch a r o m y c es c e r e v z
'

s i a e を用 い た系で も研 究は進んでお り
､ 当研究室では これま

で に培地中の マ グネシ ウム 潰度を通常の 2 m M か ら 5 0 p M に低下させ るとポリア ミ ン による細

胞増殖阻害が見られ る ことを見出し( 1 9) ､ こ の性質を利用 して 単離 した変異株 y T M 2 2 - 8 は低 マ

グネシウム培地にお い てもポリア ミ ン による細胞増殖阻害が起こ らず､ また この 変異株にお ける

ポリア ミ ン取り込み活性は減少して い る ことを明 らかに した ｡ また ､ 液胞の ポリア ミ ン取り込み

はプ ロ ト ン濃度勾配依存的で ある こと(2 0) を明 らかに し､ 少 なくとも S . c e r e visE
･

a e にお けるポリ

ア ミ ン輸送は細胞膜お よび液胞膜に存在する輸送系に よ っ て 調節を受けて い る こ とが示唆され

た｡ さらに上記の変異株を用 い て ス クリ ー

ニ ン グ した結果､
2 種類の セ リ ン ･ ス レオ ニ ン リ ン酸

化酵素の 同定に成功し(2 1 ,2 2) ､ こ れらがポリア ミ ン輸送を調節して い るもの であると考えられ たo

1 9 9 6 年 に全ゲノム 配列 が決定された S . c e r e vi si a e (2 3) で は急速に研究が進み ､ そ の後ポリ アミ ン

輸送に関与する数種類の セ リ ン ･

ス レ オ ニ ン リ ン 酸化酵素が他研究室にて 同定された(2 4 ,2 5) ｡ し

か し､ 肝心の ポリア ミ ン輸送蛋白質本体は どの研究室で も同定されなか っ た｡ そ こで本研究では

第二 に真核細胞にお けるポリア ミ ン輸送蛋 白質遮伝子 を､ 今ま でとは異な っ たア プ ロ ー

チで 同定

する ことを試みた｡
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第 一

章 大腸菌ポリア ミ ン輸送蛋白質の基質認識

第
一

節 プト レ ス シ ン特異 的結合葺白質 p ot F の 結晶構造解析 お よび基質認識部位の 同定

ス ペ ル ミ ジ ン ･ プ ト レ ス シ ン結合蛋白質 p o tD は X 線結晶構造解析および変異蛋白質を用い た

活性測定により ､ その 基質認識部位の詳細が明 らかとなっ たo N ドメイ ンお よび C ドメイ ンと

い う 2 つ の ドメ イ ン構造を持つ こ の蛋白質の 高次構造は ､ これまで に解析された他の 基質結合蛋

白質の もの と類似 してお り ､
2 つ の ドメイ ン に囲まれた中央部には基質結合 ドメ イ ン であるク レ

フ トが存在する｡ こ のク レ フ トに基質で あるス ペ ルミジ ン が結合された形で解析は行われた ｡

P ot D の 基質罷識にはス ペ ルミジ ン の アミノ基を認識する酸性ア ミノ酸残基と
､
プ ロ ピル およ

びプチ ル 骨格を認識する芳香族ア ミノ酸残基が重要で ある ことが明らかとなっ た ｡ また､ プ ト レ

ス シ ン の認識部位はス ペ ル ミジ ン の ア ミノプ チル 基認識部位と重複する こ とが解析の 結果より

明らか となり
､
こ の こ とは P otD にお けるス ペ ルミジ ン とプ トレ ス シ ン に対する親和性の違い( ス

ペ ル ミジ ン, K d
- 3 ･O p M ; プト レ ス シ ン, K d

- 1 0 0 p M ) を説明できる結果で あ っ たo

上述した ように
､
P ot D と p otF の ア ミノ酸配列 上の相同性は 3 4 % と ､ 他の 基質結合蛋白質と比

較すると高く ､ その 基質認織部位お よび主鎖構造も酷似 して い ると思われ る｡ そ こ で ､ P o t D お

よび P otF の ア ミノ酸配列を基に ､
P ot F の プ ト レ ス シ ン認識部位の 同定を試み たo また ､ P o tF の

結晶化 ､ および X 線結晶構造解析は生物工学研究所の 森川博士 ､
v a s sy ry e v 博士 ( 現理化学研究

所播磨研究所研究員) により行われた｡

【材料および実験方法】

i &

大腸菌野生株 T G l , J M I O5 ､ お よびポリア ミ ン生合成 ･ 輸送欠挽株 K K 3 1 3 p ot F :: K m fま L -b r o th ､

2 Y T m e di u m も しく は M M O 培地で培養した ｡ p p T 7 9 3 (p ot G H I を コ
ー

ド) を導入 した株は 3 0 p g/ mi

ク ロ ラム フ ェ ニ コ ー

ル を添加 した培地にて 培養した｡ p M W p ot F , お よび p U C p o t F を導入 した株

は 1 0 0 p g/ mi ア ン ピシ リ ン を添加した培地にて培養 したo 培地の組成を以下に示すo

･ しb r otb ( 栄養培地)

C o m p o n e nt C o m p ositi o n

(p e r litte r)

B act o t ry p t o n e

Y e a st e xtra ct

N a Cl

l o g

5
g

5 g

･ 2 Y T m e diu m (栄養培地)

C o m p o n e nt C o m p ositi o n

( pe r litt e r)

B a ct o try p t o n e

Y e ast e x tr a c t

N aC l

1 6 g

l o g

5 g
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･ M M O m e di u m (合成培地)

C o m p o n e nt c o m p o siti o n

(p e r litt er)

K 2 H P O 4

K H
2
P O 4

N a
3
･ C itrate 2 H 2 0

( N Ⅰi 4) 2 S O 4
M g S O 4 7 H 2 0

T h i a m i n e

L e u ci n e

T h re o n i n e

M etb i o ni rl e

S e ri n e

G ly c ln e

O m itbi n e

B i oti n e

7 g

3 g

0 .5 g

l g

0 .1 g

2 m g

l o o m g

1 0 0 m g

l o o m g

l o o m g

l o o m g

l o o m g

l o n g

使用時に最終濃度 o ,4 % グル コ ー ス を添加する｡

星L 出 盛盈聾△塾よ逆Z 乏Å と且辺込遡豊

部位特異的変異導入 は S a y er s ら の 方法(2 6) に よ り ､ S c ulp t or
T M
in vit r o m ut a g e n e sis sy s te m

( A m er s h a m ) ､ も しくは B r a m a n ら の 方法(2 7) により , Q uik C h a n g e
T M
sit e - D ir e ct ed M ut ag e n esis K it

( S T R A T A G E N E) を用い て行 っ た｡ 導入 した変異は D N A s eq u e n c e により確熟 した｡ これ らの プラ

ス ミ ド D N A はア ル カリ ーS D S 法により調整 した.

三選盈転換

形質転換には 一 般的に塩化カ ル シウム法を用 い た(2 8) o また ､ より効率の 高い 形質転換が必要

とされる場合は電気穿孔法 (2 5 p F , 2 0 0E2, 1 .5 k V ) に て, 0 .1 c m 幅 の キ ュ ベ ッ トを用いて行 っ た｡

生産星 地 遡亙

p U C p ot F または p U C m ut at e d p o tF を導入 した J M I O 5 より ペ リプラズム分画 を得た｡ ペ リプラ

ズム分画の分画法は O li v e r a n d B e9k w ith の方法に従 っ た(2 9) ｡ P o tF 蛋白質が約 5 0 % となるように

ペ リプラズム分画 を調整 し､ 反応液 (1 0 m M T ri s - H C l (p H 7 .5) , 3 0 m M K C l) に P o tF 蛋白質として

1 0 p g となるよう ､

ペ リ プラズム分画を加 えるo 氷冷後 ､ 最終濃度が 4 p M となるように【
14
c】 プ

トレ ス シ ン (2 .2 4 G B q/ m m ol) を添加 し､ 反応を開始する｡ 反応は 3 0 ℃ の恒温槽で 5 分間イ ンキ

エ ペ - シ ョ ンする こ とで行い ､ 反応終了後 ､ 反応液を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ
ー

･( c ellu l o s e

n itr at e , 0 .4 5 m m ; A d v a nt e c T o y o) 上 に トラ ッ プ し､ 蛋白質を回収した. p ot F 蛋白質に結合したプ

ト レ ス シ ンの 放射活性 は液体シ ンチ レ ー シ ョ ンカ ウンタ ー

により測定した o 活性測定に用 い た蛋

白質量は L o w 町 ら の 方法(3 0) で定量した o
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互生盤匝と; 墨吐息乙 地 道盤週足

pp T 7 9 .3 お よび p M W p oL F ( また は p M W m u t al e d p o fF) を導入 した K K 3 1 3 p fF : : 伽 を L
-b r ot h

で
一

晩前々 培養するo 前 々 培養 した菌を M M O 培地に移 し,
一 晩前培養する o 翌日､ 新 しい 同培

地 に菌を移 し､ 5 4 0 n m で の吸光度が o .3 になるまで培養 し､ 集菌するD 集菌後､
B u ff c r I (6 2 T n M

p ot a ssitl m P b g h a te (p E 7 ･
0), 1 ･ 7 m M s o di u m cit n t e , 7 ･6 Il 朗 (N 払) 2S O 4 , 0 ･4 1 1n M M B S O 4) で菌を洗

い
､ 2 00 pl の 同 B u q e r で懸濁 したo 3 0 ℃ ､ 5 分間プ レイ ン キ ュ

ベ - シ ョ ン後 ､ 最終濃度が 1 0 1d d

となるように【
-4

c] プ ト レ ス シ ン (3 7 0 M B q/ 皿 0 1) を加えたo
一 定時間後, 反応液を m e m b r a n e B lt e r

( c ellul o s e a c et at e , 0 .4 5 p n ; A d v 肌 t e C T o y o) で ろ過すること により菌を回収した o 菌内に取り込

まれ たプ ト レ ス シ ン の放射活性は裸体シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウン タ
ー

により測定したo 活性測定に

用い た菌体の 蛋 白量は L o w r y ら の 方法(3 0) で定量 した｡

【結果】

I . X 線結晶構造解析 に よ る P o tF の 立体構造

p otF の 3 次元 立体構造は解像度2 3 Å の 高分

解能で 決定された (F ig . 1 1 1) o P otF は 3 7 0 ア

ミノ 酸からなるが ､ そ の ア ミノ末端は 2 6 ア ミ

ノ酸か らな るシ グナ ル 配列で あり , 翻訳後 ､

ペ リプ ラズ ム に輸送され る際に切断され るD

またア ミノ末端 の 2 アミノ酸残基､ お よびカ

ル ポキシ末端 の 1 アミノ酸残基が結晶と して

解析できず ､ 従 っ て P oIF は 2 9 - 3 6 9 番目まで

の アミノ酸か らなる結晶構造と して示 された ｡

こ の 蛋白質は全体的に楕円形の 構造をと っ て

お り ､ 構造的に頬似 した 2 つ の ドメイ ン から

形成され る｡ こ の 2 つ の ドメイ ン 間には基質

結合 ドメイ ン であるク レ フ トが存在する D
こ

の ク レ フ トには 4 個 の水分子および基質で あ

るプ トレ ス シ ン の 存在が確認 されたo

Fig . I - I . 0 ▼e r d yi e w o f P o t F i b C O m P l e l wi tI)

p tlt r e S d n e l T h e P d F m
ol - J e is s h o wn a s a rt bb o n dia gr a m ･

T7 p' P ･ st r a n d s , a
-h eli c e s

,
aJl d lo o r

e g 1 0 n S a r e bl u e , g r e e n , 弧 d

y ello w , 7- e SP e Cti v ely . T h e p u tr e s c 1 7I e d o n s a r e s h o w rL a S r e d

B P h e r e s ･ T h e fLg LLr e W a s P r
O 血 c e d w ith th e M O L S C R m

P r O g 池 1 ･

2 . P ot F の プ ト レ ス シ ン 認識 に 関与す る ア ミ ノ 酸残 基 の 同定

p ot D ･ P otF 両 ア ミノ酸配列の al ig r m e nt より推定された P otF の プ ト レ ス シ ン認識に関与すると

思われ るア ミ ノ酸残基を部位特異的変異導入法により変異させ た p otF W 3 7 L , S 3 8 A , D 3 9 N , Y 4 0 A ,

s 8 5 A
,
S 8 7 A

,
E 1 8 5 Q , S 2 2 6 A , W 2 4 4 L , F 2 7 6 L , D 2 7 8 N , Y 3 1 4 A , お よぴ K 3 4 9 Q を作製 し, それ ら の プ

トレ ス シ ン 結合活性 ､ お よびそれらを発現させた株 におけ るプト レ ス シ ン 取り込み活性を測定し

た (F ig . 1 1 2) D
そ の結果､ 両活性 とも W 3 7 L , S 85 A , E 1 8 5Q , W 2 44 L , お よび D 2 7 8 N 変異体で 著 し

い 活性 の 低下が見 られた ｡
また結晶解析 の結果 より ､ プ ト レ ス シ ン認識に関与すると推測された

ア ミノ酸残基 D 2 4 7 をア ラ ニ ン に置換した変異体 D 2 4 7 A を作製 し､ 同様に活性測定を行 っ たと

こ ろ ､ 結合､ 輸送両活性がほ ぼ完全に消失したo これら変異 P otF を用い た活性測定帝果は X 線
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結晶構造解析の 結果と完全に
一

致するもの で あ っ た｡ 以上 の 結果より ､ P ot F の プ ト レ ス シ ン認

識 には P o tD と同様､
3 つ の酸性ア ミノ酸残基 ､ お よび 3 つ の芳香族ア ミノ酸残基が必要である

ことが明らか となっ た｡

【考察】

今回 の Ⅹ 線結晶構造解析の結果より ､ P ot D と P o tF は推測された通り ､ 非常に良く似た主鎖

構造をとる蛋 白質であるこ とが明らかとなっ た (F ig . ト3) ｡ また 2 つ の ドメ イ ン か らなる構造お

よびそれ ぞれの ドメイ ン にお ける トポ ロ ジ ー

は ､
ペ リプラズムに存在する他の基質結合蕉白質と

類似して い るo P ot D , P otF 両軍白質の N ドメイ ン はそれ らの C ドメイ ン より構造的に相同性が

高く ､ こ の こ とは他の基質結合蛋白質にも共通して言えることである｡ 両軍白質問での構造的に

大きな相違は ､
P ot F だけに見られ るジス ル フ ィ ド結合であり ､ C ドメイ ン の 1 7 5 , 2 3 9 番目の シ

ス テイ ン残基間 で形成されてい る｡ こ の ことからこれらの残基が架橋を形成する ことにより ､ C

ドメ イ ンの 構造が安定に保たれ て い ることが示唆される｡ P otD - ス ペ ル ミジン複合体と p o げ _ プト

レ ス シ ン 複合体の 立体構造を重ね合わせると､ p otF 上 の プ トレ ス シ ン の結合部位は P otD に結合

するス ペ ル ミジ ン の ア ミノプチ ル部分に相当することが分かる｡ これは両蛋白質の ア ミノ酸配

A P D t r iT7 P C 軸I 耶 帆

㌔ 脚 釣 棚
a Ptlt .r 蹴 i 批 bi】巾d i n g
1J仰

N t)

d ■

監 仙
台
～

1; 4 0
i

=I )

? . 池

脚 弼
C P u ( r e s d r[ e ”:p t a k c
J O B

抑

} ■
l

監 仙
= ･
●

言
7e J O
i

ヱ抄

○

脚 丸 糊
ー

糊

Fig ･ I
-2 ･ P tlt r eS Ci n e b i n d i n g a n d u p t a k e a cti viti es of m tlt at ed P ot F p

r ot ei TIS ･ A
,
P o tF p r o tei n i n p e ri pl a s m .

P e ri pl a s mi c p r ot ei n (1 0 Jig) w a s el e ctr o p h o r e s e d o n 1 2 % p oly a c ryl a mi d e g el (3 1) a n d s tai n e d w ith C o orrl a SSi e B rilli a n t Bl u e R 2 50 .

B
, p u tr e s ci n e b i n di n g ･ T h e c o n tr ol a ctiv i ty wi th th e n o r m al P o tF p r o tei n w a s 3 ･5 9 n m ol/ m g o f p r ot ei n . C , p u tr e s ci n e u p t ak e a cti v ity ･

T h e c o n tr ol a cti vity w a s O ･6 6 n m o U mi n/ m g of p r o tei n ･ E a c h v al u e is th e a v e r ag e o f d tlPli c ate d et er mi n ati o n s .
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列 の 相同性 より推測された ことと 一 致する｡ P ot D の ス ペ ル ミジ ン認識に関与する 1 3 ア ミ ノ酸残

基 の うち､
7 ア ミノ酸残基は P oIF 上 で 完全に保存されてお り ､ 7 残基は全て P DtF の プ ト レ ス シ

ン認 識に関与 して い た｡ S 8 5 お よび E 1 8 5 は プト レ ス シ ン と直接相互作用 してい な い にも関わ ら

ず
､
これ らの アミノ酸残基の変異体で は著しい活性 の低下が見られた｡ こ の 2 残基は水分子を介

して プ トレ ス シ ン の ア ミノ 基と相互作用する ｡ こ の 水分子 の存在は基質結合 ドメ イ ン で あるク レ

フ ト の構造保持に重要で あり ､ S 8 5 お よび E 1 8 5 は水素結合によりこ の水分子を安定化させて い

るo また E 1 8 5 は W 2 4 4 とも水素結合を形成 して おり , W 24 4 を適切な位置に保 ち役割 を担っ て

い るも の と思われ る｡

叶

汀プ′

Fjg ･ 1 - 3 ･ C o m p a ri s l)I I 8 f P o t F & l)d P o d ) . Tt Le P ot D m ol e c u le ( g w e n) is m p e rl m P O S e d o rl t h e P ot F E n Ol e c d e ( n d) .

P q tr e s ci l] e b o tm d l o P d F a Ln J s p er - di n e L o u d t o P o t D q e sh o w 巾 a S Cy a n a n d y ell o w b a tE a n d 8tllc k m o d els , r e s p e cti v e ly . 1 もe

I; gL) r e W a B 血 q l W ith t h e M O L S C R IP T p r o g a m .

上述 したように ､
P oI D にお けるス ペ ル ミ ジン およびプ トレ ス シ ン に対する親和性は大きく異

なるが
､
それはア ミ ノプ ロ ピ ル 基部分に対する相互作用 の 有無で説明が つ く o

プ ト レ ス シ ン は ス

ペ ル ミ ジ ン に比 べ ､ ア ミノ プ ロ ピ ル 基の 分だけ短く ､ ア ミ ノ 基が l つ 少ない o こ の アミノ プ ロ ピ

ル 基の 存在により ､ ス ペ ル ミ ジン は P o tD に対 して 高い親和性を持 つ もの と考えられ る o と ころ

が p otF で はプ ト レ ス シ ン に対する親和性が K d = 2
.
0 II M と ､ p ot D の プ ト レ ス シ ン に対す る親和

性に比 べ 5 0 倍も高い . これは X 締結晶構造解析の 結果､
P ot F 上 の 酸性ア ミノ酸残基 D 2 4 7 お よ

びそ の 近隣に位置する3 個の 水分子と ､ プ ト レ ス シ ン の ア ミノ基と の 間に形成される強固な水素

結合によるも の であ ることが判明 した o こ の水 素結合により ､ プ ト レ ス シ ン の アミノ基は し っ か

りと固定された状態とな るた め ､
p ot F の プ ト レ ス シ ン に対する親和性が高い の ではない か と思

われ る D



第 一 牽 第二飾 大腸菌ポジア ミ ン翰潰系にお ける基質特異性 の相違

第二節 大腸菌ポリア ミ ン輸送系 にお ける基質特異性 の相逮

大腸菌に存在する 3 種の ポリア ミ ン輸送系は いずれも基質と して プ ト レ ス シ ンを認識するo そ
の 中で ､

P o t A B C D (p p T I O4) ほプ トレ ス シ ン だ けでなく ､ ス ペ ル ミジン も認識 し､ 取り込むこ

とが出来るが ､ p otE (p p T 7 1) および p otF G =Ⅰ (p p T 79) はプ トレ ス シ ン の み を取り込む ｡ また

X 線結晶構造解析の結果から､ P ot F は P ot D よりも大きなク レ フ トを持つ ことが分かり ､
P ot F に

は ス ペ ル ミジ ン を認識 し得るだけの 空間が存在する ことが明らか とな っ た o これらの輸送系にお

けるプ ト レ ス シ ンに対する親和性は T abl e l に示すように異なるこ とから ､ これ らの輸送系にお
けるプ ト レ ス シ ン認識機構の相違を検討 した｡

T a bl e 1 T h e K n ” n d V m a x v AItJe S O f p oJ y a m i n e tr a n s p o rt s y st e m s i n E . e oIL

Pl a s m id S u b s tr ate K m

( p M)

V m a x

( n m ol/ m i n/ m g p r ot ein)

p P T 1 0 4 P utre s cin e

S p e m id i n e

S p e m i n e

p P T 7 9 P utre s ci n e

p P T 7 1 P utr e s ci n e

I .5

0 .I

I .2

0 .5

1 .8

1 9 .8

1 4 .9

9 .4

2 2 .I

3 .4

【材料および実験方法】

必 乙主立透尊塵

ポリア ミ ン誘湧 体 l
,
3 - D ia mi n o p r o p an e , N

-(3 1 a mi n o p r op yl) ･ n -

p r o p yl a mi n e , N
-(3 ･ am in o p r op yl) ･ n -

b u tyl a m i n e , N
-(3 1 am in o p r o pyl) - n -

p e n ty l a m i n e , N
- e th ylp u tr e s cin e , L r a n s -1 ,4 - D ia m in o -2 -b ut e n e

,
Gis -1 ,4 -

D i am i n o -2 - b u te n e , t r a m s -1
,
4 - C y cl oh e x an edi a mi n e , cis -I

,
4 - C y cl o h e x an e di am i n e , 4 - Am in o m e th yl

-

pip eridin e は城西大学薬学部の白幡昌教授より合成 ､ 分与して頂い た｡

之二乙L ヒ王立∠盤造型勤;適宜星過重遡旦盈星

pP T 7 1 を導入 した K K 3 1 3 p o t F : :K m ､ お よび p P T 7 9 を導入 した K K 3 1 3 を L - b r o th で
一 晩培養後､

M M O m e diu m で さらに
一

晩培養するo さらに同培地で A 540 - 0 .3 になるまで 3 7 ℃で培養 した後､

遠心に より集菌するo B uffe r I で 1 回洗浄 し､ 2 m l の 同 b u ff e r にて懸濁後 ､ 最終濃度が ､
5 0 p M

もしくは 2 0 0 p M となる ようにポリアミ ン誘導体を添加し､ 3 0 ℃ で 5 分間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ンす

るo そ の 後､ 最終濃度が 1 0 p M となるように【
14
c】プ トレ ス シ ン (3 7 0 M B q/ mm ol) を添加 し､

一

定時間ごとに反応液 o ･5 m l を分取し､ m e m b ra n e filt e r ( c ellul o s e a c et at e , 0 .4 5 p m ; A d v aふte c T oy o)
で ろ過 するこ とにより菌を回収 した ｡ 菌内に取り込 まれ たプ トレ ス シ ンの 放射活性は液体シ ン チ

レ ー シ ョ ン カウン タ ー

により測定 した｡ 活性測定に用い た菌体の 蛋白量は L o w ry ら の 方法(3 0)

で定量 した｡

1 0
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【結果】

プ トレ ス シ ン誘導体によ るプト レ ス シ ン輸送阻害効果

E R 3 1 3 p o t F : : K m /p P T 7 1 お よび K K 3 1 3/p P T 7 9 におけるプ トレ ス シ ン との親和性がそれぞれ 1 .8

p M お よび o ･5 p M で ある ことから､ 各誘導体の洩度を K K 3 1 3p ot F : : K m /p P T 71 に対しては 5 0 p M ､ ま

た K K 3 1 3/p P T 7 9 に対 して は 2 0 0 p M としたo 誘導体非存在下における各輸送系の プトレ ス シ ン

輸送活性 を 1 0 0 % と し､ 誘導体存在下にお ける各輸送系のプ トレ ス シ ン輸送活性を割合で示 した

(F ig . 1 - 4) 0

両輸送系で 最も阻害効果を示 して い る誘導体は 6 番の tr a n s - 1 ,4 - D i a mi n o -2 加 t e n e で あり､ プ ト

レ ス シ ン 輸送活性が 4 0 % にまで低下 してい るの が見られた｡ また ､ 両輸送系で､ 顕著に違い の

見られ た誘導体は 1 番の 1 ,3 - D ia m i n o p r o p a n e ､ お よび 5 番の N - e th ylp utr es ci n e であり ､
これら 2

種類の誘導体は共に p P T 7 9 (p ot F G H I) に対して は阻害効果を示すが ､ p p T 7 1 (P O IE) にはほと

ん ど阻害効果を示さない こ とが明らかとなっ た｡ 他の 誘導体を添加 した場合は両輸送系とも著し

い 阻害が見られ なか っ た こ とか ら､ p p T 7 9 お よび p p T 7 1 の プトレ ス シ ン輸送におい て基質認織

が より厳密であるの は ､ p P T 7 1 に
コ ー

ドされる P o tE であるこ とがこ の実験より示唆され た｡

A c 州 ty (% )

4 0 6 0 80 1 00

1 H 2 N
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【考察】

プ トレ ス シ ン誘導体を用 いた阻害効果 の検討 より ､ p ot E にお ける基質認識が最も厳密で ある

ことが示唆された ｡
デ ー タは示 して い ない が ､ p p T I O 4 に コ

ー ドされ る P ot A B C D 輸送系に つ い

て も同様の 検討 を行っ たと ころ ､ 予想された通 り ､ P ot F G ⅢⅠ輸送系よりも基質認識が緩く ､ 様 々

な種類の プ ト レ ス シ ン誘導体で 阻害効果が見られ た ｡

p ot E は柏木 ら の実験により ､ Fig . 1
- 5

. に 示す ような形 でプ ト レ ス シ ン を認識 して い ることが示

唆された(3 2) 0 P ot E の 輸送活性に関与するア ミノ酸残基は ､ 細胞質側の 親水性ル ー プ
､ もしくは

細胞 質側に隣接する膜貫通部位に局在するo 基質で あるプ ト レ ス シ ン は P otE の表面部分で はな

く ､ やや細胞膜内 に入り始 めた部分で認識され て い ると思われ る｡ また ､
プ ト レ ス シ ン の ア ミ ノ

基 N l
,
N 2 を両側か ら取 り囲む ように酸性ア ミ ノ酸残基が位置するため ､

5 番 の N ゼd lylp tltr eS Ci n e

の ようなプ ト レ ス シ ン より も構造的に大き い 分子 を認識 で きない の だと考えられ るo しか し ､

P ot E はプ トレ ス シ ン よりも炭素鎖が 1 つ 短 い 1 番 の 1
,
3 - D i a mi JI Op r OP an e も認 識しな い .

こ の こと

から
､ 第 ⅠⅠⅠ-第 Ⅵ 睦貫通 ドメイ ン と第 ⅩⅡ 膜貫通 ドメイ ン の 距離は非常に厳密に保たれ て い る

こ とが 示 唆され る ｡
こ の こ とは

,
ア ミ ノ 基間 の 距離が ほ ぼ 一 定 で ある と思 わ れ る 6 番 の

Lr a n s - 1
,
4 - D ia mi n o - 2 1b llt e n e に より ､ プ ト レ ス シ ン輸送が阻害され るこ とからも推測で きる｡

P o tE

V l

V lll
N 2

P e riFIIzL ) rrl

X ll

C y L 叩l ■ q n

Fi g 1 1
- 5 ･ M o d el o f p tl t r e S (iJ l e r e c o g n i ti o n sit e s o n P o t E . A 皿 n O a C ]d r e si d u e s s h o ､ Ⅷ i n r e ct a n gl e s a r e i n v ol v e d i n t'o th

tIP t a k e a n d e x c r etI OZ7 0f pt Jtr e S C h e , a n d a m m o a cid r e sid u es in d lip s e s z L r e i n th e h ld l 軸 t lPta k e o f p u tr e s c in e .

P o t F
a . d d

)v d 4 4 E l 肘

杏/ て霊ま-

管
,

,S B 5
〆

r 写し /

N ･ 血Il d n

山 触
N l

′
′

E *
I

)

P o t D

囲 f:
t

!.志主; D?5;

Fig , 1 J . S ( h e n a ti ( d r a w i n g o f P o t F a n d P o t D . T h e p o h r a z[d h y d r o p h o bic r e sid u e s a r e d r a w β ail ellip s e s a Jld r e c ta n gl e s ,

T Y S P C Cti v ely ･ Ⅶ1 e m o st C n r(ia) r e s id u e s 丘
-

o m th e str 8 Ct u r aJ a n d zr )d a[tI O n a] a n aL ys e s aJ t c o一o r e d y ell o w , 皿 d th e o t h e r r e si d u e s , w hi ch

aJf e d s u b s t rat e bi n d J 喝 ,
a Ⅳ C ol o r ed piJJ . . T h e p o 血 iⅡt e r a c ti o n s b e tw e e n p r ot e h s a n d 凱1 b str al e 9 町弓 Sh o w n a s b r o k e n li n e s . T h e

w ate r m o le c u l es a r e sh o w n a s p a le
-bl u e cir c le s . M C

,
m a n c h ai n .
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一 方
､
p ot F 蛋白質には

､
N ･ eth y)p ut re s ci n e の ような分子 を認識でき るだ けの ス ペ ー

ス をも っ て
い ると思われるが ､

ス ペ ル ミジ ン を認識 しない ○ 共同研究者の Ⅶ ss yly e v ､ 森川 らによると ､ p ot D

の場合
､ 基質認識 ドメイ ン で あるク レ フ トに , 基質で あるプトレ ス シ ン

､
ス ペ ル ミジ ン を支える

た めの チ ロ シ ン 残基の 存在が確認されたが ､ p ot F で はその ア ミノ酸残基がセ リ ン残基に置き換
わ っ て い たこ とが ､ p otF が ス ペ ル ミジ ン を認識できない理由の 1 つ であ ると コ メ ン トして い る ｡

また ､ p ot F - ス ペ ル ミジ ン複合体を コ ン ピ ュ ー

タ上でシ ュ ミ レ ー シ ョ ン した結果､ 理論的に構造

を組むこ とは不 可能であるという結論に至 っ たo これ は､ P ot F が基質認識 の際に P o tD に比 べ
､

多くの水分子が必要であること ､ また ､ これらの 水分子が互い に強固な水素結合を形成 して い る

ことによ るもの かもしれない ( Fig .
ト6) ｡

1 3
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第ニ牽 第 一

節 酵母 ポ リ ア ミ ン 輸送軍自賛遭伝 子 の 同定

第 二章 酵母ポリア ミ ン輸送蛋白質遺伝子 の 同定および機能解析

第 一 節 ポリア ミ ン 輸送葺白質遺伝子の 同定

大腸菌で は 3 種類の ポリア ミン 輸送系が 同定され ､ そ の詳細な解析が行われて い るが ､ 真核細

胞で は未だに輸送系本体が 同定されず ､ 従 っ て 細胞内ポリア ミン濃度調節機構に関する研究は遅

れて い る｡ これ までにも培養細胞 ､ 酵母などを用 い て ポリア ミン輸送系のク ロ ー ニ ン グが幾度と

なく試み られ たが ､ いずれも輸送系本体の 同定には至らなか っ た ｡ 大腸菌ポリア ミン輸送蛋白質

である P ot E と相同性の 見られ る蛋白質は m am m ali a n ､ お よび酵母 S a c ch w o m y c es c e r e v t
･

sia e ゲノ

ム デ ー タ ベ ー

ス 上に見出すことが出来なか っ た. 1 9 9 7 年に G e m er らの グル ー プにより､ 枯草菌

B a cill u s s u btili s の 多剤排出蛋白質で ある B lt によ っ て ､ ス ペ ル ミジンが排出されるとい う報告が

なされた(3 3) o そ こで ､ B lt の ア ミノ酸配列に相同性 の ある蛋白質を コ ー ドする遺伝子を酵母ゲ

ノム デ ー

タ ベ ー ス より選別する方法で ､
ポリア ミ ン輸送蛋白質遭伝子の同定を試みたo

【材料および実験方法】

ユニ墜壁適塾金主望堕畳重任

出芽酵母 S a c ch a r o m y c e s c e r e v L
'

s i a e Y W 5 - 1 B
,
Y P H 4 9 9 は和田洋博士より分与して い ただい た . ス

ペ ル ミ ン 耐性 ･ 輸送欠損株は当研究室の 丸山らにより分離され た株である(1 9) ｡ これ らの 株は

Y P D m e di u m
,
S D m e ditl m

,も しくは C S D m e di u m で培養 したo 培養は 3 0℃ ､ 好気的条件下 で行 っ

た｡ 以下に培地の組成を示す｡

･ Y P D m ed iu m

C o m p o n e n t C o m p o siti o n

Y e a st e x tr a ct 1 g

P oly p ep t o n e 2 g / 1 0 0 m l

A u t o cl a v e 後 ､ 最終濃度 2 % の グル コ
ー

ス を添加 して使用するc

寒天培地と して使用する場合 ､ 最終浪度 2 % の ag 訂 を予 め添加しておく｡

･ S D m e di u m

C o m p o n e n t C o m p o siti o n

Y e a st mi tr o g e n b a s e

w / o a m in o a cid s 0 .6 7 g / 1 0 0 m l

1 5
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節 酵母 ポリア ミ ン輪港蛋白質渡伝子 の 同定

A ut o cl a v e 後､ 最終凍度 2 % の グル コ ー

ス
､ お よび S u p ple m e nt を添加 して使用するo

各 s u p pl e m e nt の 浪度は以下 に示 して ある｡

寒天培地 と して 使用する場合 ､ 最終濃度 2 % の ag ar を予め添加しておく ｡

･ C S D m e diu m

C o m p o n e n t c o m p o sitio n

(p e r litte r)

【A m in o a cid s】
As p ar a g ln e

S e rin e

T h r e o ni n e

Ⅵ11in e

G lu t a m ic a cid - H C l

As p a rtic a cid

P h e n yl al a ni n e

M e 也i o n 血e

T y r o sin e

l s ole u cin e

A rgi ni n e

【I n or g a nic s alt s】
N a C I

H 3 B O 3

M 皿C l2 4 H 2 0

Z n( C H 3 C O O)2 H 2 0
F e C l3 H 2 0

N a2 M o O 4 2 H 2 0

K I

K H 2P 0 4

K 2 H P O 4

2 % C u S O 4

(N H 4) 2S O 4

1 5 0 0 m g

4 0 0 m g-
2 2 0 m g

1 5 0 m g

1 0 0 m g

8 0 m g

5 0 m g

4 0 m g

3 0 m g

3 0 m g

2 0 m g

1 0 0 m g

0 . 5 m g

0 .4 m g

0 .4 m g

0 .2 m g

0 .2 m g

0 .1 m g

8 5 0 m g

1 5 0 m g

2 トL1

3 15 g

[ Vit a m in s]
I n o sit oI

D - P an t o th e ni c a cid c al ci u m s alt

N ia cin ( ni c otin ic a cid)
P y rid o x in e h y d r o c hl o ri d e

T bi a m in e b y 血o cbl o rid e

p - A m i皿 Ob e n z oic a cid

Rib o fl a vin

F oli c a cid

D - B i oti n

[S up p le m e nts]
L e u cin e

U r a ci1

A d e n in e s u lf at e

llγp t o p b a n

H istidi n e

L y sin e
- H C I

l o n g

2 m g

4 0 0 トIg

4 0 0 ドg

4 0 0 トLg

2 0 0 トLg

2 0 0 p g

l O O トIg
2 0 トLg

l o o m g

2 0 m g

2 0 m g

2 0 m g

3 0 m g

3 0 m g

1 0 倍濃度に調整 した【A m i n o a cid s] ､ 【I n o rg an ic s alt s]お よび即 H .)2 S O . の混合液と ､ 1 0 0 倍濃度に調
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整 した[ Vit a m i n s] ､ お よび - 0 0 倍濃度に調整した[S up pl er n e n ts】を
一 晩も しく は完全に溶解するま

で撹拝復､ 演過滅菌を行うo これ らを適宜混合し､ さら古とグル コ ー

ス (最終濃度 2 % ) ､ および
マ グネシ ウム ( 最終濃度 5 0 p M ) を添加するo 滅菌水でメス ア ップ後､ 再度､ 櫨過滅菌を行い ､
4 ℃ で保存する｡

麹 生色盆鑑

定常期の 細胞を 0 ･2 M T ri s - H Cl (p H 8 ･0) , 4 % 2 - m el c a pt e th an o1 で 5 分間処理する｡ 遠心後､ 細胞

を I M S o rbit ol に懸濁 し､ 最終凍度 5 m g/ m l Z y m oly a s e 2 0 T を加え､ 3 0 ℃で 3 0 分間加温する｡ 遠

心後､ 細胞を L y sis b u ff e r (5 0 m M T ri s - H C l (p H 8 ･0) , 0 ･2 M N a C l, 1 0 m M E D T A , 5 % S D S) に懸濁し､

最終洩度 1 0 0 p g/ m l P r o t ei n as e K を加え､ 6 0 ℃で 2 0 分間処理する｡ そ の後､ p h e n ol/ C H Cl3 処理を

し､ エ タノ
ー ル沈殿後､ T E b u ff e r に溶解 し､ R N a s e A で 処理 したもの を敗色体 D N A と して用い

た｡

旦こ塾生逸塵王追盟主旦膿盤盤塞

枯草菌 B a cil] u s s u b tilis の 多剤排出軍自質である B lt の ア ミ ノ酸配列 ( A c c e s si . n N . . A A C 3 6 9 4 4)

と､ 相同性の ある葺白質を コ
ー

ドする遺伝子 は ､ N atio n al C e nt e r f o r B i ot e ch n ol o gy l n fo rm ati o n の

B L A S T s e ar ch (U R L : h 坤:// w w w . n cb i . nl m . nih .g o v 侶L A S T/) を用い て検索するこ とで得たo また､

候補とな っ た酵母遺伝子 の D N A 塩基配列､ お よびア ミノ酸配列は全て S ta n fo rd U niv e rsity の公

開デ ー タ ベ ー

ス で ある S a c ch a r o m y c es G e n o m e D at ab as e ( U R L : h Q ://g e n o m e - w w w .st a n fo rd .e d u/

S a c cb a r o m y c e s/) より引用 した ｡

生三三∠.塵整数 幽 製
ア ミノ酸配列 alig n m e n t は京都大学化学研究所 G e n o m e N E T ( U R L ‥http :// w w w ･g e n o m e . ad .j p) よ

り提供されて い る配列形成プ ロ グラム C L U S T A L W m ultiple s e q u e n c e alig n m e n t p r o g r a m ( v e rsio n

1 . 7) を用い た(3 4) o また系統樹は､ C L U S T A L W の結果を基に分子系統樹作製プ ロ グラム P H Y LI P

v er si o n 3 ･6 ( U R L : 地p :// e v ol u ti o n .g e n e tic s . w a s hin gt o n . e d u/ p hylip .h t m l より r el e a s e) を用い て作製し

た(3 5) o

皇之乏三三土壁盟製

各候補遺伝子 の O R F 上流 3 - 4 0 0 b p および下流2 - 3 0 0 b p 付近の ､ 適当な制限酵素配列が付加さ

れたプ ライ マ ー を設計 し
､ 染色体 D N A をte m p lat¢ として ､ P C R で増幅した｡ これらの D N A 断

片､
お よび ベ ク タ

ー

である Y E p 3 5 1 を制限酵素で処理 し､ 低融点アガ ロ
-

ス ゲル にて 精製後 ､ 各々

を適当量混合 し
､
T 4 D N A lig a s e を加え､ 1 6 ℃ で

一 晩静置した｡ エ タ ノ
ー

ル 沈殿後､ T E b uffe r に

溶解 し､ 適量を大腸菌に導入後､ プラ ス ミ ドを単離 し､ 目的の D N A 断片が挿入されて い ること

を確認 した ｡
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飾 酵母ポ1) ア ミ ン 輸送蛋白質遭伝 子 の 同定

@

形質転換 は酢酸リチウム 法を用い た(3 6) o 5 m l の Y P D m e di um 中で対数増殖中期 ( A 5. 0 -

0 ･5 - 0 ･6) ま で増殖 した酵母 を遠心後､ 適量の T E L iA c 溶液(1 0 m M T ri s - H C l
,
1 0 0 m M L ithi u m a c et at e ,

1 m M E D T A ) で洗い ､ 同溶按 5 0 pl で懸濁 したo 予め熱変性させ ておい た 1 0 m g/ m l s al m o n t estis s s

D N A s olu ti o n 5 pl お よびプラス ミ ド D N A I p g を混合し､ さらに懸濁した細胞とよく混合した ｡
D N A と細胞 の混合液に P E G /T E L iA c 溶液 (4 0 % p oly - eth yl e n e gly c ol in T E Li A c) 3 0 0 pl を加 え ､
よく混合 し､ 3 0 ℃ で 3 0 分､ 4 2 ℃ で 2 0 分処理 した｡ 遠心により細胞を回収後､ 1 0 叫l の滅菌水に

懸濁 し､ 全量を選択培地に広げ､ 3 0 ℃ で 2
,
3 日培養 し､ コ ロ ニ ー を形成させた ｡

Z ェ迦塵旦亀鑑監畳遡塵

細胞を適量､ N U C L E O P O R E m e m b r an e filt er (p oly c a rb o n at e , 0 叫 m , 2 5 m m ) 上に集め､ デシ ケ
一

夕
- 内 で 2 ,3 日乾煉後､ その質量を測定し､ 風袋との差をもっ て細胞の乾燥質量と した ｡

&

細胞を遠心後 ､ 適量の 1 0 % T C A に懸濁 し､ 7 0 ℃で 1 時間､ 途中､ 数回激 しく混合 しなが ら加

熱するo 加熱終了後 ､ 遠心 して 上清を取り除き､ 沈殿に 0 .2 N N a O H を適量加え ､ よく混合し､

3 7 ℃ で 1 時間加温 した o 適宜､ 凍結融解を数回繰り返 し､ 沈殿をほぼ完全に溶解させ ､ こ の 溶液

を葺 白定量に用い たo 定量法は L o w け らの 方法(3 0) に従 っ たo

全逓且乙主 迎 よ旦麺塵圭鮎班遠望塵鼓

50 p M マ グネシ ウム 含有 C S D m e di u m 5 m l で細胞を 2 4 時間培養し､ 前培養と した｡ これを 5 4 0

n m にお ける吸光度が o ,o3 - 0 .0 5 になるように新しい 同培地に植えた｡ さらに適量の ポリア ミ ン

を加え ､ g r o w th ch e ck を開始 し､ 開始後 5 0 - 1 0 0 時間ほど､ 細胞の増殖を 5 4 0 n m における吸光度

の 増減で測定した｡

エ 地 遡塵

対数増殖後期(A 540 - 0 ･8 - I 一o) の細胞を遠心後 ､ 適量の N a - H E P E S b uffe r (2 0 m M N a - H E P E S (p H

7 .2) , 1 0 m M glu c o s e) で 2 回洗浄するo 同 b u ff er で 1 0 D / m l となるように細胞を懸濁 し､ 内 o .5 m l

を同 b u ff e r 2 ･O m l に希釈した. これを 3 0 ℃ ､ 5 分間イ ン キ エ ペ -

シ ョ ン後 ､ 【
14

q ス ペ ル ミ ン (3 7

M B q 血 皿 Ol) ､ または【
】4
c】 ス ペ ル ミジ ン (3 7 M B q 血 皿 01) を添加し､ 反応を開始 した ｡

一 定時間

ごとに反応液 o .5 m l を分取 し､ m e m b r an e filt e r ( c ell ul o s e a c et at e , 0 .4 5 p m ; A d v a n t e c T o y o) でろ過

する こ とにより細胞を回収 した ｡ 細胞に取り込まれ たポリア ミ ンの 放射活性は液体シ ンチ レ ー シ

ョ ン カウ ン タ ー

により測定した｡

尚､
T P O 遺伝子を導入 した株は ポリア ミ ン存在下 (0 .3 m M ス ペ ル ミ ン) で培養 した細胞を

.
､

T P O 遺伝子破壊株はポリア ミ ン非存在下で培養した細胞を用い た｡
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i @

大隈らの 方法に従 っ て行 っ た(3 7) 0

4 1itt e r の 対数増殖中期 の細胞 ( A 5 4 0 - 0 ･6 , t o t al 1 x l O
u
c ells) を遠心後､ 精製水で 2 回洗浄した.

S o rbit ol b u ff e r (1 M s o rbit ol, 1 3 m M T ris - H C l(p H 8 .0)) で 1 回洗浄後 ､ 同 b u ff er で 2 .0 x l O
S
c ells/ m l

となるように懸濁 し､ 最終濃度 2 0 p g/ m l の Z y m oly a s e 2 0 T (生化学工業) を加 え､ 3 0 ℃ ､ 1 5 0 分

間振逸したo 遠心後､ 細胞を 6 倍量の B uffe r A (1 2 % F ic ol1 4 0 0 , 1 0 m M M es - T ri s (p H 6 .9) , 0 .1 m M

M g Cl2) に懸濁 し､ D o u n c e h o m o g e ni z e r (l o o s e ty p e) で ホ モ ジナイズ後､ 超遠心用チ ュ ー ブに分

注 したo 同 b uffe r を等量重層し､ ス イ ン グ型 ロ ー

タ ー で 2 6
,
0 0 0 x g ､ 3 0 分間遠心 を行 っ た｡ 遠心

終了後､ 液面上 に浮か んだ画分をス パ ー テ ル ですく い 取り ､ 少量の B uffe r A に懸濁し
､
超遠心

用チ ュ ー ブに分注 した o B u ff e r B ( 8 0(o Fi c o11 4 0 0 , 1 0 m M M e s - T ris (p H 6 .9) , 0 .5 m M M g C l2) を重層

し､ ス イ ン グ型 ロ ー タ ー

で 2 6 ,0 0 0 x g ､ 3 0 分間遠心 を行 い ､ 嵐山終了後､ 液面上 に浮かんだ画分

を ス パ
ー

テ ル ですくい取り ､ 少量の B u ffer B に懸濁 し､ 等量の 2 x B u 飴 r C (1 0 m M M es - T ris (p H

6 ･9) , 5 m M M g C l2 , 2 5 m M K C l) と混合 した . さらに等量の 1 x B u 飽 r C で希釈し､ 遠心終了後 ､

得られ た沈殿を適量の 1 x B u ff e r C に懸濁し､ これを液胞膜小胞と したo

エ 卿 迫適度旦遡塵

柿沼らの 方法に従い(2 0) ､
一

部改良して行 っ た｡

反応液 (2 5 m M T ri s - M e s (p H 7 ･
4) , 4 m M M g C l2 , 2 5 m M K C l, 0 .5 m M A T P ; 1 0 0 pl) に調整した液

胞膜小胞を3 0 - 5 0 帽 加え､ 【1 4 C] ス ペ ル ミ ン ( 74 M B q/ m m ol) を添加し､ 2 5 ℃で反応を開始するo
- 定時間後､ 反応液を 5 m l の w a s h b uffer ( 10 m M T ri s - M e s (p H 6 ･9) , 5 m M M g C l2 , 2 5 m M K C l) で

希釈し､ m e m b r an e filt e r ( c ellu lo s e a c et at e , 0 .4 5 p m ; A d v an t e c T o y o) で ろ過する ことにより液胞膜

小胞を回収 した ｡ 液胞膜小胞に取り込まれたス ペ ル ミ ン の放射活性は液体シ ン チ レ ー シ ョ ンカウ

ンタ ー で測定 した｡

主呈 地 盤製

O n e -st ep g e n e di s ru p ti o n m e th o d に従い行 っ た(3 8) o 5 . で作製 したプラス ミ ド y E p T:P O I , T P O 2 ,

T P O 3
,
T P O 4 をそれぞれ N c oI -A a tI , N c oI - Sp eI , A p aI , Sp eI で切断 し､ そ こに H IS 3 断片を挿入する こ

と で ､ そ れ ぞれの 遺伝子 を破壊 した プ ラ ス ミ ド Y E p T P O ) :: m S3 , T P O 2 : I H IS 3 , T P O 3 :: H IS3 ,

TP O 4 : : m S 3 を作製した . 次にこれ らのプ ラス ミ ドをte m pl at e とし､ P C R にて 目的の断片を増幅

したo こ の増幅 した D N A 断片を酵母 に1in e a r - tr an s fo r m ati o n し､ ヒ ス チ ジ ン欠損 s D m edi um 上

で
､
コ ロ ニ ー を形成したものを遺伝子破凍株と した ｡ それぞれ の遺伝子破壊株は S o u 血e m blo t ､

ま たは P C R により
､ 目的の 遺伝子 が破壊され てい るか どうか確認 したo

i生 地 由

酵母か らの t ot al R N A の単離は ､
h ot - p h e n ol 法に従 っ て 行 っ た(3 9) . 得られ た t otal R N A を 2 .2 M

ホ ル ム ア ルデヒ ドを含む 1 % ア ガ ロ
-

ス ゲ ル で電気泳動後 ､
G e n e s cr e e n

T M
pl u s tr a n s fe r m e m b r an e

(N E M re s e ar ch p r o d u c ts) に転写 し､ U V c r o s sli n k e r (1 2 0 ,0 0 0 p J/ c m
2
) によ っ て R N A を固定させ

た . こ の m e m b r an e を h y b ridiz2[ti o n b u ffe r (5 0 % fo r m a mi d e , 1 % S D S , 1 0 % d e x tr an s ulfat e , 1 M N a C l)
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に浸 し､ 最終溝度 1 0 0 p g/ m l サケ精子 D N A を加え ､
4 2 ℃ で 6 0 分間 p r e

- hy b ridi z ati o n した後 ､ p
.
r o b e

を加え､ 4 2 ℃ で 2 4 時間h y b ridi z ati o n させた o m e m b r a n e を 2 x S S C で 5 分間 x 2 臥 2 x S S C ＋ 0 .1 %

S D S で 4 5 分間 x 2 臥 0 ･1 x S S C ＋ 0 ･
1 % S D S で 2 0 分間 x 2 回洗浄後､ 風乾 し､ B A S 2 0 00 i m ag i n g

a n aly z e r を用 い て解析を行っ た(4 0) ｡

&

J o h o ら の 方法(4 1) を
一 部､ 改良して 行 っ た .

対数増殖期も しく は定常期の細胞を遠心 により集め､ I m M E D T A で 2 回洗浄するo 細胞を o .5

m l の M es b u ffe r (1 0 m M M e s ･ T ris (p H 6 10) , 0 .6 M S o rbit ol , 1 0 m M G lu c o s e) に懸濁 し､ 最終凍度 o .5

m M の C u S O 4 を添加する｡ 3 0 ℃で 1 0 分間加温後､ 遠心 した上清と､ o .5 m l の 1 m M E D T A i n M e s

b u 飽Ⅰ
･

で洗浄後の 上清を合わせて細胞質画分とする｡ さらに､ 0 .5 m l の 1 0 % T C A で細胞を懸濁

し､ 沸騰水浴中で 1 5 分間加熱するo 遠心 した上清と o .5 m l の 1 0 % T C A で洗浄した上滑を合わ

せて 液胞画分とする｡ また ､ 細胞を洗浄後 ､ I m l の 1 0 % T C A で懸濁し､ 7 0 ℃ で 1 時間処理 した

上清を細胞全体と した｡

.捜避且三三土星量

五十嵐らの方法(4 2) に従 っ た｡

高速液体ク ロ マ トグラフ ィ
ー

を用い て ､
T S K g el P oly a m in ep ak (4 .6 x 5 0 m m ) カラム を B u ff e, ⅠⅠ

(0 ･3 5 M N a - cit r at e (p H 5 ･3) , 2 M N a C l , 2 0 % m eth an ol ) で平衡化し､ 5 0 ℃､ 0 .4 2 m l/ mi n の 条件で

分離を行 っ た o 分離されたポリア ミ ン は O P A b u q e r (0 .4 M b o ri c a cid ･ K O H (p H 1 0 .4) , 0 .0占%

o -

p h th al ald eh y d e , 3 7 m M β- m er c ap t e th an o 1, 0 .1 % B riji 1 3 5) を o .4 m l/ m in の割合で溶離液と混和 し､

5 0 ℃で反応 させ
､
励起波長 33 6 n m ､ 蛍光波長 4 7 0 n m の条件で蛍光強度を測定するこ とで定量し

た ｡

2 0
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【結果】

1 . ポリア ミ ン輸送蛋白質候補遺伝子 の 選別

B a cill u s s u btilis の多剤排出蛋白質 Blt と相

同性のある酵母 S a c ch a r o m y c es c e r e v t
･

si a e の

蛋白質を B L A S T s e a r c h により得 ､ 内 9 0 R F

を選別 した (F ig ･ 2 - 1) o これ らは全て M aj o r

F a cilit at o r S u p ¢ ぬ m ily ( M r s) に属し､ m uユti

d ru g r e sist arlt P r Ot ei n に相同性を持つ 蛋白質

であり ､
1 2 - 1 4 の膜貫通領域を持つ 膜蛋白

質である ことがデ ー

タ ベ ー

ス 検索より確認

された(4 3) ｡

これまで に ､ 当研究室の丸山らにより ､

低 マ グネシ ウム 完全合成培地(5 0 p M M g
2 ＋
)

にポリア ミ ン を添加する ことで酵母の増殖

阻専が見られ る こと(1 9) が報告されてい る

ことから､ こ の 現象を利用し､ 選別 した 9
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Y D RO O8 c

Y L

G R 138

RI S一c

77 D J

7: n 2

2: n 3

F i苦一 2 - 1 ･ P h y r o g e n eti c t r e e o f M F S g e n e s f r o m

S a c ch a ro m y e es c e re visi a e e x h i b iti n g a mi n o a ci d

s e q tJ e n C e Si m il a rity t o Y L L O 2 8 w ･ T h e p h y r og e n eti c tr e e

w a s c al c ul at ed a s d e s c rib ed in M a te ri als a n d M eth o d s s e cti o n .

遺伝子 を マ ル チ コ ピ ー ベ クタ
ー

により過剰発現させ た形質転換株の うち､ 低 マ グネシ ウム 培地で

もポリア ミ ンに よる増殖阻宰を受けないもの を選択し､ その株に導入 した遺伝子 をポリア ミン 輸

送蛋白質遺伝子 と した｡

樹形図に示 した候補遺伝子を導入 した形質転換株を作製し､ それらの ポリア ミン に対する感受

性を検討した ( Fig . 2 -2) ｡ 通常､ 酵母は低マ グネシ ウム条件下 ､ 0 .3 m M の ス ペ ル ミン添加によ

り著 しい増殖阻害を示すことが明らかとな っ て い る. とこ ろが ､ yL L O 2 8 w , Y G R I 3 8 c , Yb R I 5 6 c
,

Y O R 2 7 3 c
,
を導入 した株では実験開始 2 0 - 3 0 時間後から増殖の回復が見られ た｡ 他の候禰遺伝子

を導入 した形質転換株では顕著な増殖の 回復が観察されなか っ た ことから､ こ の 4 種類の遺伝子

をポリアミン輸送蛋白質遺伝子 と し､ T P O l ( YL L O2 8 w) ､ T P O 2 ( Y G R 1 3 8 c) ､ T P O 3 ( Y P R I 5 6 c) ､

T P O 4 ( Y O R 2 73 c) と命名 した｡
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o f sp e r mi n e . Y e a s t s tr ai n Y W 5 -1 B

tr aJI S 血r m ed wi th Y E p 3 5 1 ( ○) o r Y E p 3 5 1

c o n tai ni n g a n M r s g e n e ( ○) w a s c山t u r c d
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飾 辞 母ポ リア ミ ン輸迭蛋白質遭伝 子 の 同定

2 ･ ポリア ミ ン誘導体お よび金属カ チ オ ン に対する効果
こ れ ら の 遺伝 子 産 物 T P O l ,

T P O 2 , T P O 3 , T P O 4 がポリ アミ A

ン特異的な輸送蛋白質で ある こ
1 0

と を確認す るた め
､ 低 マ グネシ

ウム 培地にポリ ア ミ ン の誘導体

で あり ､ 細胞増殖阻害作用 の あ
○

る M G B G ( m e th ylgly o x al bis <
3

(g u a n yト h y d r a z o n e)) (4 4 ,4 5) ､ ま

た は 2 価 の金属カチオ ン である

コ バ ル トを添加 し､ 前述と同様､

.1

細胞増殖阻審の有無を検討した
.｡ 1

(F ig . 2 ･3) . そ の結果 ､ T P O 遺

伝子 を導入 した株の み ､ M G B G

存在下 で増殖の 回復が見られ た｡

他の 遺伝子 を導入 した株で は親

株と同様､ 増殖の 回復は見られ

なか っ た｡ また ､
コ バ ル トを添

加 した培地で は い ずれの 株にお

い ても増殖の回復が見られなか

B

蒜 ㌻ ｢
10

｢
‾ ‾ ‾ ‾

｢ 忘

亡I

芯

i

.I

㌃
‾

m 80
･O1

.T
J

X
TjJn 叫) T h e 00

F ig ･ 2 -3 ･ E ffe c t of M G B G a nd C o
2 ＋
o n c ell g r o w t h o f wi I d -ty p e

y e a st a n d M F S g e n e ･t r a n s f o r m e d y e ast . Y e a s t c ell岳 w e r e c ult u r e d i n th e

p r e s e n c e o f 1 m M M G B G ( A) o r O ･0 5 m M C o Cl 2 (B ) ･ S ym b ol s; ○ , wi l d - ty p e

s tr ai n; E! , T P O ) g e n e
-tr a n s fo rT n e d c d l s; ◎, I:P O 2 g e n e

-tr a n sf o r m e d c ells ; ◆,

T P O 3 g e n e
- tr a n sf o r m ed c ell s; A , T P O 4 g e n e

･tr a n sf o m e d c e11s ･ C ell g r o w th w a s

foll o w e d b y m e a s t1 ri n g A 5 40 .

つ た ことか ら
､
T P O l

,
2
,
3 および 4 はポリ ア ミ ン特異的な輸送賃白質で ある ことが示唆された0

3 . T P O 過剰発 現株におけるポリア ミ ン 取り込み活性

恥 ゝ･

紳 ㌔㌔
:ヽ¢･

■

t
､
タ蒜

.
意

㌔♂ ㌔♂

W 皿d ty p e

T P O I

T P O 2

m 3

T P C H

1 00 200 30 0

S P M tLP t血 e (鶴 or 叩 It r OD

F i g ･ 2 J ･ N o rt h e r n b一o t a r m ly si s o f T P O g e n es ( A) , A rl d s p e r m i rle tl p ta k e a c ti vity ( 8) . C ell s w e re c ult u r e d i n
th e p r es e n c e of 0 3 m M s p e r m i n e . ( A ) T P O l , T P O 2 , T P O 3 a n d T P O 4 m R N A s p e ci e s of th e wi 1d - ty p e str ai n a n d T P O g e n e
tr an sfo r m e d c eI] s w e r e c o m p a r e d b y N o rth e m bl o t a n a]y sis ･ ( B) S p e r mi n e u p ta k e w a s m e a s u r ed w ith th e wi ld -ty p e str ai n a n d T P O

g e n e tr a n sB o r r n e d c eu s ･ 1 0 0 % s p e r mi n e u p t ak e a c ti vity w a s 6 5 p m ol/ mi n/ m g d ry w ei gh t . Val u e s a r e m e a n s 土 S . D . fo r tri pli c at e

e x p e ri m e n ts .

T P O l , 2 , 3 お よび 4 は ､ 過剰ポリア ミ ン による細胞増殖阻害を解除する機能がある ことから
､

細胞質膜に局在するポリア ミン排出蛋 白質､ も しくは液胞膜に局在するポリア ミ ン 取り込み蛋白

質で ある こ とが示唆された ｡ そこ でこれ らの輸送蛋 白質の存在部位を確認する 目的で､ 最初に

T P O 遺伝子を導入 した株におけるポリア ミン輸送活性を測定した｡ o .3 m M ス ペ ル ミ ン存在下 ､

2 2



第二牽 第 - 節 酵母 ポリ ア ミ ン輸送輩白質遭伝 子 の 同定

5 4 0 n m の 吸光度が 1 ･0 (親株は A 54 0 - 0 ･ 1 を 1 0 倍量) になるまで生育した細胞を用い たo これら
の株は N o rth e rn bl ot a n aly sis により ､ T P O 遺伝子 の過剰発現が確認され た (F ig . 2 A A ) a
また ､ 輸送活性を測定した結果､

いずれ の株におい ても親株に比 べ ､ 約 3 倍 の 活性の上昇が見
られた (F ig ･ 2 -4 B) ｡ こ の結果より ､ T P O l , 2 , 3 および 4 は細胞質膜に存在する排出蛋 白質ではな
く ､ 液月包膜に存在する取り込み蛋白質で あるこ とが示唆された｡

4 ･ b a fil o m y ci n A l の影響

これ までの 研究により ､ 酵母の液胞

膜にはポリ ア ミ ン 取り込み活性があ

り ､ そ の 輸送活性はプ ロ ト ン 溝度勾

配依存的である こ とが明らかとなっ

て い る｡ また ､ 液胞膜の プ ロ ト ン 凍

度勾配は主に V -ty pe A T P a s e に より形

成され るこ とから ､ v -

ty p e A T P a s e の

阻害剤である b afil o m y ci n A l により ､

液胞膜にお ける ポリア ミ ン の取 り込

み悟性が消失する ことも明らか とな

つ て い る(2 0 ,4 6) ｡

そ こ で ､ T P O 過剰発現株における

b a 5 1 o m y cin A l の影響を検討した(Fig .

2 - 5) ｡ そ の結果 ､ ス ペ ル ミン存在下で

見られ る T P O 過剰発現株の生育阻害

の 回復特､ 5 0 p M b afilo m y c in A l 添加

により
､ 完全 に消失した｡ ポリア ミ

ン輸送欠損株で ある Y T M 2 2 - 8 株(2 1)

で はb a丘1 o m y cin A l 添加による生育阻

害が見られなか っ た (F ig . 2 - 5 B ) ｡ 以

上の 結果より ､ T P O l , 2 , 3 および 4 は

液胞膜に存在 し､ 細胞質か ら液胞内

腔 - ポリア ミ ン を取り込む輸送蛋白

質で あるこ とが明らかとなっ た｡
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F ig ･ 2
-5 ･ E ffe ct o f b a rll o m y ci n A I O n C ell g r o w t h c u lt tl r e d

wi th s p e r mi n e ･ ( A ) W ild -ty p e s tr ai n; (B ) p oly a mi n e

t r a n sp o rトd efi ci e n t m u ta n t; (C ･F) T P O g e n e tr a n sfわr m ed c ell s a s i n di c ate d .

S ym b o一s; ○ , c ell s c ultu r ed w ith o u t s p er mi n e; ● , c ells c ult u r e d wi th 0 3

m M s p e r mi n e; □, c ell s c ult u r e d wi th 0 ･3 m M sp e r mi n e a n d 5 0 ドM

b afil o m y ci n A l l C e u g r o w 仇 w a s foll o w ed b y m e a s u ri n g A 5 .0 .

5 . T P O 遺伝子破壊株の ポリアミ ン に対する感受性

各 TP O 遺伝子 を破壊 した株A T P O l ､ A T P O 2 ､ d T P O 3 およびA T P O 4 を作製 し､ これらの 遺伝子

の 細胞増殖に対する影響 ､ およびポリア ミ ン に対する感受性を検討した｡ ポリア ミ ン非存在下で

は ､ いずれの 遺伝子破壊株も増殖した ことから､ いずれも致死遺伝子ではない ことが確認された｡

しか し､ A T:P O l で は増殖速度が親株 y p H 4 9 9 ､ お よび他の T P O 遺伝子破壊株に比 べ て 遅い

(g r o w ぬ r at e; Y P H 4 9 9
= 0 ･3 h

-l

,
A T P O l - 0 ･1 8 h

･ l
) こ とが明らかとなっ た (F ig . 2 -6 A ) ｡ ま た

.

､ 培

地中に 0 ･2 m M の ス ペ ル ミン を添加すると､ いずれの 株において も親株に比 べ 増殖阻害が起 こり
､

2 3



第二牽 第 一 節 辞母 ポリ ア ミ ン輸送賃白質汝伝 子 の 同定

ス ペ ル ミ ン に対 して感受性を示すこ とが 明らかとなっ た (Fig ･ 2 - 6 B) ｡ A T P O 4 は 6 0 時間後には

増殖が回復して きて い る ことから ､ T P O 4 の ス ペ ル ミ ン 輸送活性は弱 い ことが示唆される｡ 一 方､

基質を 2 ･ 5 m M の ス ペ ル ミジン に変えると ､ 感受性を示 した の はA T P O I お よびA T P O 4 の みで あ
つ た (Fig ･ 2 - 6 C) o こ の結果より

､
T P O l お よび T P O 4 は ス ペ ル ミン ､ ス ペ ル ミ ジン共に基質とし

て認識するの に対 し､ T P O 2 および T P O 3 は ス ペ ル ミ ン のみを基質と して認識する輸送蛋白質で
あることが示唆された ｡
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ミE[! fミ
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Fi g ･ 2 J ･ E ff e ct o f s p e r mi n e a J)d s p e r mi d i n e o n c ell g r o w th o f T P O g e n e - d is r u p t ed c e n s . c el)s w er e c ultu r e d i n
th e ab s e n c e o f s p e rr ni n e o r sp e r mi di n e ( A) a n d i n th e p r e s e n c e o f O ･2 m M sp e r mi n e (B) o r 2 ･5 m M sp e r mi di n e ( C ) . S ym b ols; ○ ,
w ild -ty p e str ai n ; 神 , T P O l g e n e

-di s ru pt ed c ell s; ○I T P O 2 g e n e
- di sr u pt ed c ell s; ◆ , T P O 3 g e n e

-di s ru p te d c ells; A ,
T P O 4

g e n e
- dis r up t ed c e11 s ･ C ell g r o w th w a s f oll o w e d b y m e a s u ri n g A 5. . .

6 . T P O 遺伝子破壊株におけるポリア ミ ン 取り込み活性

T a bl e 2 - 1 S p e r m i n e a n d sp e r m id i n e u p t a k e a cti v iti e s o f T P O g e n e
- d is r u pt e d c e n s ･ D elt a i n di c ate s di s ru p t ed g e n e .

C ells w e r e c ult u r e d i n th e a b s e n c e o f p oly a m i n e s ･ V al u e s a r e r n e a n 土 S ･ D ･ o f tripli c a te e x p e ri m e n ts .

U p t ak e ac ti vity (p rn ol/ m i n/ m g d r y w ei gh t)

S tr ai n Sp er mi n e s p e mi d in e

W ild t y p e

A T P O I

A T P O 2

A T P O 3

A T P O 4

1 5 0 土 3
.
4

7 6 .7 土 1 .3

1 1 1 土 1 .8

1 0 8 土 l .5

1 2 4 土 2 .I

1 0 土 3 .8

5 3 .2 土 l .7

1 3 土 4
.I

1 2 土 4 .7

86 .3 士 2 .9

続 い て ､
これら遺伝子破壊株 の ス ペ ルミ ン または ス ペ ル ミジン取り込み活性を測定した ｡ 結果

を T abl e 2 - 1 に示 した｡ A T P O ] は ス ペ ル ミ ン お よび ス ペ ル ミジン共に取り込 み活性が親株に対し､

約 5 0 % も減少して い るこ とが明らかとなっ た｡ 他の遺伝子破壊株にお けるス ペ ル ミ ン取り込み

活性はA T P O 2 お よび A T P O 3 で は約 2 5 % の減少 ､ A T P O 4 では約 1 5 % の減少が見られた｡
一

方､

A T P O 2 お よび A T P O 3 で は ス ペ ル ミジ ン取り込み活性の減少が全く見られなか っ た ｡ こ の結果は

前項における増殖阻害実験の結果を反映してお り ､ 以上 の結果か ら､ T P O l , T P O 4 は基質として

2 4
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ス ペ ルミ ン お よび ス ペ ル ミジ ン を認識するの に対 し､ T P O 2 , T p O 3 は ス ペ ル ミンの みを認識する

ことが明らかとな っ た ｡

7 . 液胞膜 に お けるポリア ミ ン 取り込み括性

これ まで の 実験結果より ､ T P O l が 4 種の ポリア ミ ン輸送系の中で最も活性が高い と思われた｡

そ こで ､ T P O l 遺伝子破壊株 ､
お よび T P O l 遺伝子導入株より液胞膜小胞を分離 し､ それぞれの

ス ペ ル ミ ン取 り込み活性を測定した｡ そ の結果､ Fig . 2 - 7 で 示すように､ 親株 y p H 4 9 9 より分離

した液胞膜小胞の 持つ ス ペ ル ミ ン取り込み活性に比較 し､ T P O l 遺伝子破壊株 より調整 した液胞

膜小胞で は約 1/2 の 活性が ､ また T P O l 遺伝子導入株より調整 した液胞膜小胞で は約 3 倍の 取り

込み活性が見られた｡ また
､
こ の 取り込み活性は細胞全体の ポリアミン取り込み活性 の結束を反

映して い るこ とか ら､ T P O l は練胞膜に存在 し､ 細胞質内から液胞内腔 へ ポリア ミン を取り込 む

輸送蛋白質で あ る ことが明らかとなっ た｡ 他の T P O 蛋 白質もこれまで の 実験結果より ､ T P O l

と同様の 表現型を示す ことから､ T P O l と同様 ､ 液胞膜に存在するポリア ミ ン輸送賃 白質で ある

ことが示唆された Q

0 1 00 20 0 30 0 4 0 0 5 0 0

S p e m d n e tJP t a k e ( h n N) y mi m / m g p r ot e h )

Y P H 4 9 9

/ Y E p 3 5 1

Y P H 4タタ

^ T P O I

Y P H 4 9 9

/Y E p T P O L

Fi g ･ 2
-7 ･ E f fe ct of T P O l g e n e o n s p e r m i n e u p t a k e a c ti v iti e s

iT] t h e v a c u ot e r m e m b r a J] e V e Si c)e s . v a c u ol a r m e m b r a n e v e si cl e s

ar e is ol ate d a s i n di c ate d i n M a teri al a n d M eth o d s ･ A:T P ･ d ep e n d e n t

s p e m irl e u pt ak e a cti v ity i n v a c u o la r m e m b r a n e v e si cl e s w a s sh o w n as

th e v al u e wi th ÅTP mi n u s th a t wi th o u t A:T P . V al u e s a r e m e a n j = S .b . of

tri p r l C a te e x p e ri m e nts .

8 . 細胞 内の ポリ ア ミ ン分布

T a b) e 2 -2 S p e r m iT)e C O n t e n t i n w h ol e c e ll sI C y t O $ Ol a n d v a ctI O] es ･ C ell s w er e c ult u r e d fo r 6 0 h i n th e p r e s e n c e o f O 3

m M o r O ･2 m M sp e r m i rl e ･ F r a c ti o n ati o n i n t o cy to s o] a n d v a c u ol e s w a s p e rf o
t

r m e d by th e m e th od o f J oh o et a L [2 1】. S p e m i n e

c o n t e n t w a s m e a s u r e d u si n g wi ld ty p e s tr ai n , T P O g e n e
-tr a n s fo r m e d c el一s a n d T P O g e n e

-di sr u pt ed c ell s , a n d w a s e x p r e ss e d a s

n m ol/1 0
8
c e11s ･ V a h l e S a r e m e aJl 土 S ･ D ･ o f triplic at e e x p eri m e n ts ･

s p er m i n e c o nte nt( n m ol/1 0
8
c ells)

Sp e r mi Tle i n

S tr ai n m e di um ( m M ) W h ol e c ells C y t o s oI V ac u ol es

T P O g e n e
-tr an s fo r m e d c ell s

V e ct o r

T P O I

T P O 2

T P O 3

T P O 4

T P O g e n e
- d is ru p t e d c ell s

W ild ty p e

A T P O I

A Ⅳ α

A T P O 3

A T P O 4

0 .3

0 .3

0 .3

0 .3

0 .3

0 .2

0 .2

0 .2

0 .2

0 .2

4 2 .3 土 2 .3

83 .6 士 4 .8

8 0 .1 士 6 .1

8 1 .9 士 4 .3

7 9 .8 士 5 .2

4 0 .3 士 3 .9

2 4 .5 士 l .5

3 3 .8 土3 .3

3 l .4 土 1 .9

3 7 .1 士 4 .2

1 7 .5 土l .5

1 5 .S 土1 .7

1 6 .2 土1 .3

1 6 .1 土1 .8

1 6 .4 士2 .2

1 7 .1 士l .2

1 8 .7 土 l .6

1 8 .0 土2 .0

1 8 .2 土 l .3

1 8 .1 土 0 .8

2 5 .2 士 2 .5

6 7 .1 土 3 .4

63 .7 土2 .9

64 .2 土5 .2

6 1 . 5 土4 .5

2 4 .0 土 2 .2

7 . 5 土 1 .0

1 4 .2 土 1 .7

1 3 .1 土 1 .1

1 9 .3 士 l . 9
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第二章 第 一 節 酵母 ポ リア ミ ン輸速茸白質遭伝 子 の 同定

T P O l , 2 , 3 および 4 が 捌包膜に存在する輸送賃白質で あること を確認するため ､ o .3 m M お
.

よび

0
･
2 m M ス ペ ル ミ ン存在下で培養した T P O 遺伝子 過剰発現株および 押 0 遺伝子破壊株につ い て

細胞分画を行い ､ 細胞質および液胞内腔の ス ペ ル ミ ン含量を測定した｡ T ab le 2 ･ 2 に示すように ､
T P O 遺伝子過剰発 現株で はいずれ の株におい て も細胞全体の ス ペ ル ミ ン含量が増加 して い るの
が見られた o とこ ろが ､ 細胞質画分の ス ペ ル ミン含量 はほとん ど変化してお らず､ 液胞画分のみ
に増加が見られ た｡

また ､
T P O 遺伝子破壊株でも同様の結果が見られ た. 細胞全体 の ス ペ ル ミ ン含量はA T P O l で

最も少なく
､ 次 い で』T P O 2 - A T P O 3 , A T P O 4 とな っ て い たが

､ 細胞質画分 の ス ペ ルミ ン含量は
い ずれの遺伝子破壊株でも親株とほぼ同 じであり ､ 液胞膜画分が細胞全体 の ス ペ ル ミ ン含量の変

化を反映して い ることが明らかとなっ た｡ 以上 の結果より､ T P O l , 2 , 3 お よび 4 は 制包膜に存在

し､ 細胞質の過剰なポリア ミン を液胞内に取り込む輸送蛋白質で あることが明らかとなっ た｡▲

【考察】

真核細胞で初めて ポリア ミ ン輸送賃白質遺伝子の 同定に成功した｡ 今回同定した 4 種類の 輸送

蛋白質はいずれも酵母 の液胞膜上 に存在する輸送蛋白質であっ た｡ こ の こ とは ､ 酵母で は細胞質
のポリア ミン凍度を調節するために､ 複数の輸送系が必 要で あることを示唆 して い る｡ 本研究で

は ､ 同様の 方法で ､ 樹形図に示 した以外にもまだ機能の判明してい ない ､ 膜蛋白質をコ ー

ドする

遺伝子 5 0 - 6 0 種類につ いて検討を行 っ た ｡ しか し､ 結局､ 細胞膜上に存在すると思われ るポリ

ア ミン輸送蛋白質の 同定には至らなか っ たo また､ T P O l 遭伝子 を破壊 した株 では細胞全体での

ス ペ ル ミ ン . ス ペ ル ミジン両取り込み活性が
､ 親株 の 半分にまで低下 して い るの が観察され た

( T abl e 2 - 1) こ とも含め ､ 酵母 におけるポリア ミ ンの 取り込み活性に ､ 液胞が非常に重要な役割

を果たして い る ことが示唆される｡

ポリア ミ ン を液胞内に取り込む ことは ､ 細胞内の ポリア ミ ン溝度調節推持だ けではなく ､ 酵母

が増殖する上 で重要なの かもしれない ｡ 低 マ グネシ ウム 完全合成培地中で ､ 親株 y p H 4 9 9 は

g r o w t h r at e が o ･3 3 (h
ll
) に対し､ TP O l 遺伝子破壊株 では ､

0 . 1 8 (h
･ l
) と､ 約 2 倍の差が見られ

る ( Fig ･ 2
-6 A ) o こ の こ とは ､ 酵母 にと っ て T P O l が い かに重要な役割を果た してレ1 るかを示 し

て いるo また ､ 液胞内にはポリア ミンだけではなく､ 塩基性ア ミノ酸(4 7) ､ マ グネシ ウム(4 8 ,4 9) ､

亜鉛( 5 0) などの必須金属､ ポリリ ン酸(5 1)等 ､ 生体にと っ て必須であるもの が高濃度に存在する｡

亜鉛に関して は ､ そ の細胞内濃度調節機構が詳細に研究されており ､ 細胞膜に存在する取り込み

系､ 液胞膜に存在する取り込み系および液胞内腔か ら細胞質 - 輸送する系が既に同定されて い る

(5 0) ｡ ポリア ミ ンもまた ､
亜鉛と同様､ 最近の研究に より ､ 液胞内腔か ら細胞質 - ポリア ミンを

輸送すると思われる輸送蛋白質の 同定に成功 した ｡ 従 っ て ､ 酵母 S a c c h u o m y c es c e r e vi st
･

a e におけ

るポリアミ ンの 細胞内濃度調節は ､ 細胞膜上 ､ お よび液胞膜上 におい て行われて お り ､ 液胞膜上

の輸送系が より強く働く ことにより
､
液胞内にポリア ミ ン を常時高濃度に蓄積 して い ると思われ

る｡ そ して細胞質の ポリア ミ ン濃度が低下すると ､ 液胞内から細胞質 - ポリ ア ミ ン を輸送するこ

とにより､ 細胞質の濃度を 一 定に保 っ て い るの で はない かと思われ るo

T P O l と相同性を持つ 葺白質は分裂酵母 S h i z o s a c ch a r o m y c e s p o m b e にも見られ る. T P O l と の相

同性はア ミノ酸配列上 ､ 約 4 5 % と ､ 細胞増殖の m ar k e r でありポリア ミ ン生合成の律速酵素セあ

る O D C ( れ レニ チン脱炭酸酵素) が両酵母間で 5 0 % 程度の相同性を持つ こ とから考えると ､ 比
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飾 酵母 ポリア ミ ン輸送茸白質池伝子 の 同定

較的相同性が高く
､ 保存され て い ると考えられるQ S IP O m b e におい て ､ こ の T P O l に類似し串蛋

白質が どうい う働きを して い るの かにつ い ては ､ 現在の ところ全く不明で ある｡ しか し､ 両酵母
は系統分類上 ､ 極めて 近縁と い うわけで はなく ､ む しろ ､ これ ら両酵母間で保存され て いるもの

は生体にと っ て 非常に重要 な役割を果た して い るもの が多い と言われ る｡ こ の ことか らも､ T P O l
が生体にと っ て ､ 非常に重要な役割を果た して い るの で はないかと思われる｡
St an fo r d u ni v e rsity の 公 開デ ー タ ベ ー

ス で ある S a c c h a r o m y c e s G e n o m e D at a b as e よ り ､ T P O l の発

現が胞子形成の 初期過程 で著しく上昇すると い う情報を得た｡ また ､ 以前 T ab o , らにより作成さ
れ たポリア ミ ン 生合成欠損株で は ､ ス ペ ル ミジ ンおよびス ペ ル ミ ンを完全に枯渇させた場合 ､ 胞

子形成が阻害される ことが報告され て い る(5 2) ことからも､ 胞子形成過程にお けるポリア ミン の

細胞内濃度調節がい かに大切で あるかが分か るo 酵母 の胞子形成過程はまた ､ 高等動物の生殖細

胞形成過程と非常に類似 した過程で ある ことが知られて おり ､ 今後､ 酵母 の胞子形成過程におけ
るポリア ミンの 役割を明らかにするこ とで ､ 生殖細胞形成過程で のポリア ミンの 生理的意義を解

明する ことが可能になるかもしれない ｡

酵母の 液胞に はポリ ア ミン の蓄積が見られ たが ､ こ の ように細胞内オル ガネラ - のポリアミン

の 蓄積は酵母に限 っ たこ とで はなく
､ 動物細胞でも見られ る｡ そ の 一

つ が神経細胞の シナプス 小

胞に見られ る｡ 当研究室の 益子 らによ っ て ､ ニ ュ ー ロ ン ､ グリア細胞､ お よび シナプ ス 小胞にお
い て ポリア ミ ン の 取り込み活性が観察され ､ また ､ シナ プス 小胞には細胞質に比 べ ､ 高濃度のポ

リア ミ ン が蓄積して い る ことが明らかにされた ( un p u bli sh ed d at a) ｡ 神経細胞におけるポリア ミ
ン の役割はシナ プ ス 後膜上に存在するイ オンチ ャネル の調節(5 3) が知られ てい るが ､ ポリアミン

は他の 神経伝達物質同様 ､
シ ナプス 小胞に蓄積された後 ､ シナプス 小胞が神経細胞膜と融合する

ことによ っ て シ ナプス 間隙に放出され るのでは ないか と思われる｡ こ の シナ プス 小胞には 1 2 回

膜貫通型の膜蛋白質で ある S V 2 ( S y n ap ti c V esi cle 2) p r o t e in が存在してい るが ､ 最近の ホ モ ロ ジ⊥

検索の 結果､ こ の 蛋白質と T P O l の間に相同性が認められ た｡ s v 2 p r ot 血 は未だ輸送基質が不明

であるが ､ こ の遺伝子 を欠損させたノ ックア ウト マ ウス で は神経伝達物質の シナ プス 間隙 - の放

出が減少 し､ その 結果､ 個体成長の 遅滞､ 重度の発作､ 寿命の 短命化などの著 しい変化が観察さ

れ る( 5 4 ,5 5) ｡ こ の 葺白質がポリア ミ ン輸送蛋白質であるか どうかは現在解析中で ある｡ 本研究を

足がかりに ､ 今後､ 動物細胞にお い て ポリア ミ ン輸送系の解明が進む ことを期待する｡
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第二車 第二節 T P O l の 基質静報

第二節 TⅠ' 0 1 の基質認識

酵母 血 c ch a r o m y c es c e r e vi si a e に は､ 4 種類 の ポリア ミ ン輸送蛋白質 T P O l , 2 , 3 お よび 4 が存在
し､ そ の いずれもが液胞膜に存在する ことが明 らか となっ た｡ また ､ T p O l ,4 は ス ペ ル ミ ン ､ ス
ペ ル ミ ジン 共に ､ T P O 2 , 3 は ス ペ ル ミ ンの みを基質として認識するこ とも前節で 明らかに したo
これらの 輸送葺白質は基質を どの部位で認識するのだ ろうか ｡ 大腸菌ポリア ミ ン輸送系 で は全て
の 系にお い て ､ 基質認識に は酸性ア ミノ酸および芳香族ア ミノ酸が重要であ っ た｡ そ こ で ､ 酵母

ポリア ミ ン輸送蛋白質の 中で 最も輸送活性が強い と思われ る T p O l を用い て 酵母 ポリア ミ ン輸

送蛋白質の 基質認織に必要なア ミノ酸残基の 同定を試みた｡

【材料および実験方法】

i i Z I主_ 遡 雌製

第ニ 牽第 一 節【材料お よび実験方法】生エミ∠塵醍弘 幽 製に従 っ たo

敬

B r a m an ら の方法(2 7) に従い ､
一 部改良して行 っ た｡

変異導入 を行 う部位を 中心 に 3 0 m er の プ ライ マ ー を鋳型鎖お よび相補鎖で 作製 した o

Y E p T P O l をte m pl at e と し､ 作製したプライ マ ー を用い ､ P C R にて反応を行 っ た o 反応の際 ､ 正

確 さを期すた め ､ p y r o b e st D N A p ol ym er as e ( T A K A R A ) を使用 した o 反応終了後 ､ 反応液を

P h e n o u C H C l3 抽出し､ エ タノ ー

ル 沈殿後,
D p nI で 3 7 ℃､ 2 時間処理 したもの で 大腸菌 D H 5 αを形

質転換し､ 得られた コ ロ ニ ー

より ､ プラ ス ミ ドを回収したo 塩基配列は D N A s e q u e n c e を行うこ

と で確認 した｡

【結束】

1 . T P O 蛋白質間におけるア ミノ酸配列上の 相同性

TP O 蛋 白質はそ の アミノ酸配列か らいずれも 1 2 ケ所の膜貫通領域を持 つ ことが示唆された｡

大腸菌ポリア ミ ン輸送蛋 白質 p otE も 12 ケ 所の 膜貫通領域を持つ こ とが明らかとなっ ており ､ そ

の 基質認識部位 は第
-

章第二節で論じた(5 6) o P ot E で は特に 3 個の酸性ア ミノ酸残基が基質認識

に重要であると考えられ て おり､ その アミノ酸残基は第II 一 第III 膜貫通領域間､ 第 v I 一 第 v II 膜

貫通領域間､
お よびカル ポキシ末端の親水性 ル ー

プに存在することが明らかとな っ て い る. T P O

蛋白質の ア ミノ酸配列 al ig n m e n t より ､
これ らの蛋白質にもP otE と類似した位置に酸性アミノ酸

残基が見られ､ 保存されてい ることが明らかとなっ た (F ig . 2 -8) o また ､
ア ミノ末端には約 1 4 0

ア ミノ酸か らなる非常に長 い親水性 ル ー プを持ち ､ そ の領域はセ リ ンおよびス レ オ ニ ン に富んで

い る ことが分かる｡ これに関しては次節で論ずる｡

2 . T P O 1 の輸送清性に対する酸性ア ミノ 酸残基 の影響

保存されて い る 3 ケ 所の酸性ア ミノ酸残基がポリア ミン輸送活性に必須であるか どうかを確
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第 ニ牽 第ニ節 TP O l の基 質落林

か めるため
､
T P O l の 3 個の 酸性ア ミノ酸残基 E 2 0 7 , E 3 24 および E 5 7 4 を部位特異的変異導入

.
紘

により変異させ た T P O I E 2 0 7 Q , E 3 2 4 Q , お よび E 5 74 Q を作製 し､ これ らを導入 した株を用い て
ス ペ ル ミ ンによる増殖阻害効果を検討した (F ig ･ 2 - 9) o そ の結果 ､ TP O I E 2 0 7 Q お よび E 5 7 4 Q を
導入 した株で は親株と同様 ､

ス ペ ル ミン添加による増殖阻害が 見られ た.
-

方､
T P O I E 3 2 4 Q を

Tr o t - - - - - - - - - 一 - - - 一 也 D 肋 P ZヨN - m t[ L L ト _ _

T P O = E 5 D O Z:ヨVV 5 F N 5 - W T き 即 D V王C Q Q P Q O Y V ト ー 一

丁P O 3 上村 RQ J: 5 Z7 4 5 柑 5 P一丁ヨ5t . 5 D V r 5 0 0 P Q Q T I P 5 E 5

T P O l -
- - - l l - I - - - A ･ - - - - - - - - - - - P 与S L . T J( - _

*

T P O l

T P O 2 R T

T P O 3 R T

T P O ▲ o5

T P O l ¢

T P O 2 5

T P O 3 S

T r O ▲ ¢

T7 1 0 I

Z L T G 和 Z: P D n V … m ⊂A 和 C - - ¢D R P Y P P - 5 - - L P きR D L Y E V T T D¢P

O L N R T ^ T刃5 粥 T G X r r m E E E T エエR f D Q 5 6 甜 - ～ - - 王L O P n E: m V
.

r 6

Q = D G A B S P S 5r J Z: D A t 5 D 弥 陀 耶 t( E G D 5 5 C 山JD 亡A n L D P E I t: r V T r V T 6
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r r l

著

S
Y6 R R

Y G R R

r¢R K 譜
r 6 r

G i . Y V

G L Y V

P V ヨJl

r A V ▲T ▲一対- ･ i

I P C ▲L A 7 )柑･ ･ L

I P C ▲L ^ P N - I .

¢V C L 耶 G H 巳# 打

琴語
I¢▲▲P

5 5 S 6 L

5 SヨGL

r ▲5P

L L C L y L亡L D

5 r r V L L S I L

5 Y T V L L 5 Z L

Y T T 汀rヨ▲r L

P ▲▲r

G C きZ

G 6 3 1

与¢T I

義…惑
18 6

2 1 D

2 1 事

1 3 2

S
Ⅷ

S てT A

ゴt T R

V D Cr V

きY J ▲ 2 事‡

G m 5 9 1 y

C r 1 5 3 ク●

6T A T 2 ●D

Q B m R 甘LE

T P O ヱ V 5 T 6 R r D u r t J

T P O 3 V 亨TC 7t X D L = 1 V

T P O l t ▲K¢V 耶 粥 _ I)

T r O I

T P O ま

1T O 3

T P O 1

▲耳

r 上s

W A

拍 ∫ l

L r A G

L h

E V

蕃

L PC

YヨL

Y 5 L

r書V

Ⅴ▲‡V Lr r

V I : S 5▲I

V Zエ5 5▲‡

L P r‡▲LIt

エr

萄諾琵
CA N ‥

V ^ L A

,
T

V ▲ん▲T T

甘エ6 A T r Y

*
Ⅰ王

‡D

I D

5 T

L L

V O

欝

珊 Q5 町 m 6 I7 L L A

札 8Ⅹ王T6 ⅣP X エX T r

R L R X f T 6 村P X I h T王

m ～ ･. - - 村7▲LY: X r 5i
W E L5 I X D I V Q

Q C V 5 X 5 E Zf 恥

Q 悶 打C t X 泊 u

O K E r L X T T V T I

C 且▲7(ら- - - - - 一 - - - - - - - - - - - - - - - 一 - - 一

札
V 7( q R - - ー ー ー - ー - - - - - - - - - - - - - - - - -

_
-

X P

V 冗q R - - - - 1 1･ .I - - - - - 1･ - - - - - 一 - - 一 ･ 1 - - - - - - - _ X P

K P P A 6 T Q P i T Z和己7L T 3 K 8 m YれCA R D ^ 三下G亡L L P

若妻駐
I)i

P L

P L蕃

Z7t L

r ▲

”LV ∀ P I 謂:^f蘇
帆 + 8 ヱと _ _ _ _

1月Ⅳエ▲¢ 叩 P = ¢Ⅰ

6 A X ‡C - ▲P r▲▲Z

6 ▲X I¢
-

▲P T▲▲I▲

1C 7( r¢∫V A L I l ¢L

C V T¢Y ▼p X K

i ¢▲T ▲YJ C u -

L C ▲T ▲Y m l -

▲V l
-

人R S D V -

≡陳

蛋
Y^▼▲▲- - - ･ - - - - J 8 1

翠;芸芸… .
x

:: :;;
r 6T A ▲呼 EA t T J 2･l

叢喜…………蓋…三………≡:T…=:≡三…≡…;
=

……喜;
=

……………=3…=:………………喜……………喜:S喜喜…三…喜…………;
:

三………喜喜…………喜……喜 童…:
:

Fig ･ 2
-8 ･ A li g n m e n t o f t h e d e d u c e d a m j n o a cid s e q u e n c e - f T P O l , T P O 2 , T P O 3 A n d T P O 4 . P u tati v e

tr a n s m e m b r a n e s eg m e n ts a r e i n d i c a te d b y I
･ X ZI ･ I d e n ti c a) a n d si m n a r re si d u e s i n T P O l to T P O 4 a r e sh ･o w n b y b o x e s ･ T h e p u tati v e

c a] ci n e u ri n r e c o g n iti o n s eq u e n c e i s s h o w n by r e ct a n gl e; th e a s ta ri s k sh o w s th e p ut ati v e T h r r esi d u e th at i s p h o sp h o ryl at ed by P T K l
o r P T K 2 ･ T h r e e gl u t a m ate o r a sp a rt at e r e sid u e s th at mi gh t
I ette ri n g .

導入 した株は野生型 TP O I を導入 した株と

同様 ､ ス ペ ル ミン添加に よる増殖阻害が見

られず､ ス ペ ル ミン 耐性を示 した ｡ T P O l

の 3 23 番目､ および 3 2 4 番 目の ア ミ ノ酸残

基は共にグルタミ ン酸で あるため ､
一 方に

変異が入 っ た場合 ､ もう
一

方がその機能を

相補することが考えられる｡ そこ で ､ 2 ア

ミ ノ 酸 残 基 を 共 に 変 異 さ せ た T P O I

E 3 2 3 Q 侶3 24 Q を作製 し､ 同様に検討を行 っ

た結果､ 野生型 T P O ] の示すス ペ ル ミン耐

性はほぼ完全に消失 した (F ig . 2 - 9) ｡

また ､ これ らの変異 T P O I を発現させた株

の ス ペ ル ミ ン 取 り込 み活性を測定 した と

ころ ､ T P O I E 2 0 7 Q , E 3 23 Q 偲3 2 4 Q お よび

E 5 7 4 q を発現させた株におい て ､ 著しい 活

性の低下が見られた (F ig . 2 - 1 0) 0

i n t e r a ct w ith p oJy a mi n e s a r e i n di c at ed b y bl a c k b o x e s wi th w h ite

E 32 3 叩 24 Q

E20 7 Q
E5 74 Q
Y ∝ to r

0 20 40 60 8 0 1 00

T b tk e (h)

F ig ･ 2 ･ 9 ･ E ff e ct o f T P O -

g e n e m u t a nt s o n c e H g r o w t h i n

t h e p r e s e n c e of s p e r mi n e . y e a st c ell s tr azI Sf o rT n ed wi th

n o m a) T P O I a n d m u t ate d T P O ] g e n e s w e r e c ultu r e d in
.

th e

p r e s e n c e o f O ･3 5 m M s p er mi n e ･ C ell g r o w 仇 w a s f oll o w ed by

m e a s u ri n g A 5 40 .



第二車 第二筋 T P O l の 基質常識

以 上 の結果より ､ T P O l の ポリア ミ ン輸送活性には酸性ア ミノ酸残基 E 20 7
,
E 3 2 4 ( または E 3 2 3)

お よび E 5 7 4 が必要で ある ことが明 らか となっ た｡

1 0 0

■■■ l
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裏表賢冨冨賢賢富
Fig ･ 2 - 1 0 ･ E ff e ct o f g h t a m j c a ci d r e si d u e s o n s p e r m i n e u p t a k e a cti v it y o f T P O l ･ C ell s w e r e h ar v e ste d at A 5 40 = 1 .0 ,
1 0 0 % a cti vity o f n o r m al T P O l

･ tr a n s fo r m ed G el) w a s 13 1 p m ol/ m i n/ m g d ry w ei gh t .

【考察】

T P O l の ポリア ミン認識には ､ 大腸菌ポリ アミン輸送軍白質 p otE と同様
､ 酸性アミノ酸残基が

必須であっ た o こ れらの酸性ア ミノ酸残基は P otE の 基質認識部位と同様､ 第ⅠⅠ- 第ⅠⅠⅠ膜貫通領

域間の親水性 ル ー

プ ､ 第 v I ･ 第 v II 膜貫通領域間の親水性ル ー プ ､ およびカ ルポキシ末端の親水

性ル ー プに存在 した Q これらの 酸性ア ミノ酸残基は T P O l の みならず､ T P O 2 -4 に至る全て の T P O

蛋白質に見られた ( Fig ･ 2 - 8) ｡ P ot E の 基質認識部位 であるア ミノ酸残基はP otD および p o伊 の基

質認識部位の アミ ノ酸残基の配置と非常に類似 してい ると示唆され てい る(3 2) ことから､ T P O l

の 基質認識に関わるア ミノ酸残基の 配置も非常に類似 して い るの ではないかと思われる｡

また ､ 前節で触れた シナプス 小胞に存在する膜蛋白質 s v 2 p r o t ein にも､ p ot E および T p O 蛋白

質と同様 ､ 類似 した位置に酸性アミノ酸残基の存在が確認された(5 7) ｡ この ことからも､ ポリア

ミ ン認識部位の ア ミノ酸残基の 配置は原核 ･ 真核細胞を通 して保存されて いる ことが考えられ る｡
しか し､ P ot E は基質と して ジア ミ ン であるプ トレ ス シ ン のみを認識する(1 4 ,5 8) の に対 し､ T P O

蛋白質は ス ペ ル ミジ ン またはス ペ ル ミンを認識する｡ 今回同定した 3 ケ所の 酸性ア ミノ酸残基は

恐らく ､ ス ペ ル ミ ン また はス ペ ル ミジ ン の ア ミノプチ ル骨格部分を認識して い るのであろう｡ そ

うで あるならば､ T p O l お よび T P O 4 には ス ペ ル ミジ ンお よび ス ペ ル ミンの アミノ基を認識する

た めの 酸性アミ ノ酸残基があり ､ また T P O 2 および T P O 3 には ス ペ ル ミンの みを認識するような

酸性ア ミノ酸残基が存在するはずである｡ 基質認識に関わる芳香族ア ミノ酸残基も含め ､ プ ト レ

ス シ ン ､ ス ペ ル ミジ ン ､ ス ペ ル ミ ンそれぞれ に特異的な基質認識部位の同定は､ 今後の 課題で あ

るo

3 0



第 二 車 乗三 飾 T P O l の 肯送 活性調節

第三節 T P O l の頼送活性 調節

これま で の 研究により
､
酵母 の ポリア ミ ン輸送活性は P T 7;1 ､ P m ､ N P R l ､ お よび S K Y l と

いう複数 の セ リン ･ ス レ オ ニ ン リ ン 酸化酵素により活性調節 を受けて い るこ とが明らか とな っ て

い る(2 1 , 2 2 , 2 5 ,5 9) . しか し､ これ らの リ ン酸化酵素の標的が何で あるかは明確にされて い な い Q

T P O l 蛋白質の ア ミ ノ末端は ､ 約 1 4 0 ア ミ ノ酸からなる非常に長い 親水性に富んだ ル ー プ であ

り ､ 複数の セ リ ン ･ ス レ オ ニ ン 残基が局在する｡ モ チ ー

フ 検索の結果 ､
ア ミノ 末端, および他 の

親水性ル ー

プ に複数の リ ン 酸化 モ チ ー

フ が見出され たo そ こで
,
T P O l の 輸送活性がリ ン酸化に

よ っ て調節され て い るかを明らか にする目的で検討を行 っ た o

F 1

3 2 3I

/
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皿 d g r e e n d e h di c 血 e d lh d th e s e , e sid tl e S aLr e P h o s ph Q r yl 血 d I,y c A M P
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【材 料お よ び 実験方法】

.L _萱王 二 三換垂

モ チ
ー

フ 検索 は ､
G c n o m c N ct よ り 提供 され て い る 蛋 白質配 列 検索 プ ロ グラ ム M O T IF

(http :〝m otif ,g e n o m e . a d .j p/) を用 い て行 っ たo

呈 迦 変異豊△

第二章第二節 【材料お よ び実験方法】呈+ 空 地 旦変星聾△ に従 っ たo

【結果】

1 . T P O l の リ ン 酸化 モ チ ー フ が T P O l の 活性 に与 える影響

モ チ ー

フ 検索の 結果 ､
T P O l には Fig . 之- 11 に示すようにセ リ ン ･ ス レオ ニ ン リ ン 酸化酵素によ

3 I



第二草 第三節 T P O l の 翰迭昏性調節

りリ ン酸化 を受け得る部位が､ 複数見出されたo そ こ で
､
モ チ ー

フ 検索により見出され た 1 0 . ケ

所の リ ン酸化部位のセ リ ン またはス レオ ニ ン残基 をア ラ ニ ン に置換 した変異 T P O l を作製し､
.
こ

れ らを導入 した株につ い て ､ ス ペ ル ミ ン に対す る感受性につ い て検討 した(Fig .2 - 1 2) ｡ そ の 結果､

8
,
1 9
, 3 5 7 番目の セ リ ンお よび 85 番目の ス レオ ニ ン残基をア ラ ニ ンに置換した T P O l を導入 した

株は野生型 T P O l を導入 した株に比 べ ､ 過剰ス ペ ル ミ ンに対 し､ 感受性を示 した｡ 特に ､
8 5 番

目の ス レオ ニ ン を変異させた T P O l では ス ペ ル ミ ン に対する耐性 が著しく消臭 して い るの が観
察されたo また ､

2 3
,
9 l
, お よび 3 4 2 番目 のセ リ ン をア ラ ニ ン に置換して も T P O l の示すス ペ ル

ミ ン耐性には変化が見られ なか っ た｡ 一 方
､
5 2
,
8 1 番目 の ス レ オ ニ ン ､ および 7 2 番目のセ リ ン

を置換すると ､ 野生型 T P O l に比 べ
､ 過剰ス ペ ル ミ ン による増殖阻害からの 回復が早くなっ た こ

とか ら
､
ス ペ ル ミンに対する耐性が増したと思われる｡

A

1

○
一

寸

局

N o r m al

1

1

.0 1

S S A

S lタA

S 3 5 7

T 8 5 A

Ⅴ ∝t o r

N o r m al

S 2 3 A

S 少1 A

S 3 4 2 A

Ⅴ¢ct o r

T 5 2 A

S 7 2 A

T 8 1 A

N o r m al

V e ct o r

0 6 0 1 2 0 0 6 0 1 2 0 0 6 0 1 2 0

T i m e O I) T i m e P) T i m e O L)

F i g ･ 2
- 1 2 ･ E f fe ct of p ut a ti v e p h os p h o r y l ati o n sit es o n T P O l b y s e ri n e/th r e o ni n e p r ot ei n kj n a s e o n c ell g r o w t h

i n t h e p r es e n c e o f s p e r m i n e ･ Y e a s t c e‖s tr a n s fo r m ed wi th n o n n a) T P O l a n d m u tat ed T P O l g e n e s w e r e c ultu r e d i n th e p r es e n c e
o f O ･3 5 m M s pe r mi n e . A ･ c ells th a t w er e m o r e s e n siti v e to s p e r mi n e th a n n o r m al T P O l tr an sfo r m e d c ell s

. B
,
c ells th a t w e r e n o effe ct

o n th e s e n siti vity t o s p e r m i n e ･ C , c ells th at w er e m o r e r e sist a n t to sp c r m i n e th a n n or m al T P O l tr a n s fo r m e d c ells ･ C ell g r o w 血 w a s
f oll o w e d by m e a s u ri n g A 5 . 0 .

10 0

■■l ll

ら

七

! 5 0
-
0

.
i

血

>
B裏表重義重義義勇喜s

<

喜

Fig ･ 2
- 13 ･ E ff e c t o f p u t a ti v e p h o s p h o r yl a ti o n sit es o n s p e r mi n e u p t a k e a cti v it y of T P O l ･ C d ls w e r e h a r v e ste d at

A 5 40
ニ 1 ･0 ･ 1 0 0 % a c ti v ity of n o r m al T P O l

-tr an sfわr m e d c e一l w as 1 3 1 p m o l/ mi n / m g d ry w ei gh t.

こ れ らの株を用いて ､ それぞれの株における ス ペ ル ミン取り込み活性を測定した とこ ろ､ 上述
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第ニ 章 第三節 T P O l の 輪迭清性調節

した実験結果を示唆する結果が得られ たo Fig ･ 2 - 1 3 に示すが , ス ペ ル ミ ン に対 してより感受性
を示 した株 (s 8 A , S 1 9 A , S 3 5 7 A , T 8 5 A) で は予想され た通り

､
ス ペ ル ミ ン の取 り込み活性が低下

して おり ､ 特に ､ T 8 5 A を導入 した株で は野生型 T P O l の 示すス ペ ル ミ ン 取り込み活性が ほぼ完
全に消失 して い たo また ､ 5 2 , 8 1 番目の ス レオ ニ ン

､
および 7 2 番目のセ リ ン を置換 した T P O ]

を導入 した株では わずかで はあるが ､ 取り込み活性の上昇が見 られた｡

以上 の 結果から､ T P O l は複数の 部位でリ ン酸化され る ことによ っ て その 輸送活性が調節され
て い る こ とが示唆された o

【考察】

これ まで の研究により ､ 酵母におけるポリア ミ ン 取り込 み活性は複数のセ リ ン ･ ス レオ ニ ンリ

ン 酸化酵素により活性調節を受ける ことが明らかと なっ て おり ､ 当研究室では これ まで にセ リ
ン

･

ス レ オ ニ ンリ ン酸化酵素 p T K l および p T K 2 が ､ ポリア ミ ン輸送欠損株 y T M 2 2 - 8 株 の輸送
活性を回復させ るこ とを見出して い たo しか し

､
Y T M 2 2 -8 株はどの遺伝子 に変異が起 こ っ て い

るの か ､ また
､ 両リ ン 酸化酔索 p T K l

,
P T K 2 が何をリ ン酸化して い るの かに つ い て は全く不明で

あっ た｡ また ､ 他研究室で 同定され たセ リ ン ･ ス レ オ ニ ンリ ン酸化酵素 N P R l および S K Y l に つ

い て も同様 ､ どの蛋白質を標的とするのか分か らなか っ た｡

2 0 0 0 年 ､ s e rr a n o らの グル ー プ により ､ P T K 2 の標的は細胞膜に存在するプ ロ ト ン A T P a s e であ

る P M A l で ある ことが 明らかとなり(6 0) ､ これ まで説明の つ かなか っ た数々 の問題が 一

気に片付
い たo p T K 2 遺伝子破凍株で はポリア ミン取り込み活性が低下するだけでなく ､ ナ トリウムやリ

チ ウム と い っ た塩に対 して も耐性を示 し､ また ､ 細胞毒性を示す抗生物質にも耐性を示すことが

実験の結果明らかとなっ て い たo p T K 2 の変異により､ 細胞膜の m e m b r a n e p ot e nti al を形成して

い る P M A l の リン 酸化が起こ らなくなり ､ そ の結果､ p M A l の 活性が抑制され ､ 細胞膜上の

m e m b r a n e p ot e ntial 依存的な輸送系の活性が全て 阻害され る｡ ポリア ミンの 取り込み活性が低下

し､ 培地中の過剰なポ リア ミ ン に対 して耐性を示すの は この ような理由によるもの と考えられる｡

しか し
､ 今回同定 した T P O l は液胞膜上 に存在するため ､ こ の ような影響は受けない と思われ

る｡ 恐らく ､ 細胞膜上の 蛋白質ではなく ､ 液胞膜上の 葺白質を層的とするリ ン酸化酵素が存在す

るもの と思われ る｡

最近の実験結果より ､ P T K l 遺伝子破壊株で は導入 した T P O l 遺伝子 の影響に より ､ 過剰ス ペ

ル ミン に対 し､ 耐性を示すの に対 し､ S K Y l 遺伝子破壊株では導入 した T P O l 遺伝子の影響が全

く見 られない こ とが明らかとなっ たo これは ､ S K Y l によ っ て T P O l のリ ン酸化が行われ てい る

ことが示唆される o また ､ s K Y l は S R p r ot e in k in a s e と呼ばれ る晴乳動物に存在するリ ン酸化酵

素と相同性 を持 つ こと が知られて い る(6 1 ,6 2) が ､ 詳細な機能に つ い て は不明な蛋 白質で あること

から
､
T p O l を基質とする可能性に期待が持て る｡

T P O l の 85 番目の ス レ オ ニ ン 付近は R - R - X I S/ T と い うモ チ ー フ になっ て い るが ､ これはセ リ

ン
･ ス レオ ニ ン脱リ ン酸化酵素 であるカル シ ニ ュ ー

リ ン の認識配 列と 一 致する( 6 3) ｡ カ ル シ ニ ュ
ー

リ ン は元々 ､ 神経細胞で初めて ク ロ ー

ニ ン グされたが ､ 生体内に広く分布 し､ 晴乳動物から酵
･

母まで､ そ の ア ミノ酸配列は良く保存されて い る｡ また ､ 機能が多彩であり､ イオ ンホメオスタ
シ ス ､ エ ン ドサイ ト - シ ス

､ 細胞壁合成, 細胞形態 ､ 細胞周期等に重要であり ､ 細胞内シ グナル

伝達の 多くを担 っ て い ると考えられ てい る( 6 4) ｡ カ ル シ ニ ュ
ー

リ ンはその基質特異性が狭く(6 5) ､

3 3
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また自身の分子内に自己阻害部位として 同様の モ チ ー

フ を持 っ て い るこ とか ら ､ T P O l がカノレシ
ニ ュ

ー

リ ン の 標的にな っ て い る可能性は高い と考えられるo 今後､ リ ン酸化 ･ 脱リ ン酸化に より
T P O l が輸送活性調節を受けて い ることを証明するために更なる検討が必要で あ る｡

3 4



1 .

2
.

3 .

4
.

5 .

6 .

7 .

8 .

9 .

1 0 .

ll .

1 2 .

1 3 .

14 .

1 5 .

1 6 .

1 7 .

参 考文献

参考文献

T ab o r
, C ･ W , T ab o r, H ･ 1 ,4 - D ia m i n o b ut a n e (p ut re s ci n e), s p er mi di n e , a n d s p e r m in e . A n n u . R e v .

B i o ch e m ･ 4 5
,
2 85 ･3 0 6 (1 9 7 6) .

C oh e n
,
S ･ S ･ A G ui d e t o th e P oly a m in es ( O x fo rd U mi v e rsity P r e s s , O xf o rd , 1 9 9 8) .

R u ss ell
, D ･ H ･ , Le vy , C ･C ･ , S c hi m p ff , S ･ C ･

, H a w k , I I A ･ U ri n ar y p oly am in e s in c an c e r p atie nt s .

C a n c e r R e s ･ 3 1
,
1 5 5 5 ･1 5 5 8 (1 9 7 1) .

M a as
,
W ･ K ･ M ap p l n g O f g e n e s in v ol v e d i n t h e s y nth e sis o f s p e r m idi n e in E s ch e ri ch ia c olt

･

. M oI

G e n G e n et 11 9
,
1 - 9 (19 72) .

C o h n
,
M ･ S ･

, T ab o r, C ･ W ･

,
T ab o r , H I R eg ula t o ry m u t ati o n s a ff e ct in g o mi th i n e d e c arb o xyl a s e

a cti vity in S a c c h a r o m y c e s c e r e visi a e ･ J ･ B a ct e ri o[ ･ 1 4 2 , 7 9 1 -7 9 9 (1 9 8 0) .

S t e gli ch , C ･

, S ch ef n e r, I ･E ･ A n o m ithi n e d e c ar b o x yl a s e
-d efici e nt m u t a n t o f C hi n e s e h a m st er o v ar y

c ells ･ J I Bi ol･ C h e m ･ 25 7
,
4 6 03 - 4 6 0 9 (1 9 8 2) .

T a b or
,
C ･ W ･

, T ab o r , H ･ P oly a mi n e s ･ A n n u l R e v . B t
'

o ch e m . 5 3
, 7 4 9 - 7 9 0 (1 9 8 4) .

K as hi w a gi , K ･

,
H o s o k a w a , N ･ , F t - chi , T ･ , K o b ay a shi, H ･

,
S as ak a w a

, C ･ , Y o s hik a w a , M .

, Ig ar a shi,

K ･ Is ol atio n o f p oly am i n e tr a n sp o rt
- d e fl Ci e nt m ut an t s o f E s ch e ri ch i a c oli a n d cl o n in g o f th e g e n e s

f o r p oly am in e tr an sp o rt p r ot e in s ･ J ･ B iol r C h e m . 2 6 5
,
2 0 8 9 3 -2 0 8 9 7 (1 9 9 0) .

F t m chi, T ･ , K as hi w agi, K ･

,
K o b ay as hi, H ･ , I g a r a shi , K ･ C h ar a ct e ri sti cs o f th e g e n e fo r a sp e r mi di n e

a n d p u tr es cin e t r an sp o rt s y st e m th at m ap s at 1 5 mi n o n th e E s ch e ri chi a c olt ch r o m o s o m e . J . B iol .

C h e m ･ 2 6 6 , 2 0 9 2 8 - 2 0 9 3 3 (1 9 9 1) .

P ist o c chi
,
R

･ , K a shi w agi , K ･

,
M iy a m ot o , S ･ , N u k u i, E ･

,
S a d ak at a , Y ･ , K ob ay a s hi, H . , Ig a r a shi, K .

C h ar a ct e ri sti c s o f th e o p e r o n f or a p ut r e s ci n e tr an s p o rt s y st e m th at m ap s at 1 9 mi m lt e S O n th e

E s ch e n
l

ch i a c oZi c h r o m o s o m e ･ J ･ B i ol ･ C h e m . 2 6 S , 1 4 6 -1 5 2 (1 9 9 3) .

S u gi y a m a , S ･ , M at s u o , Y ･ ･ M a e n a k a, K ･ , V as s yly e v , D ･ G ･ , M at s u shi m a , M ･

,
K as hi w a gi, K ･

,
1g ar as hi,

K
･ , M o rik a w a , K ･ T h e 1 ･8 1 A X ･ r ay st ru ct u r e o f th e E s ch e ri ch i a c olt P ot D p r o t ein c o m pl e x e d wi th

sp e r m idin e a n d th e m e c h an is m o f p oly am in e b in din g ･ P r ot ei n S ci. 5 , 1 9 8 4 -1 9 9 0 ( 1 9 9 6) .

S u gi y a m a , S ･

,
V a s syly e v , D ･ G ･ , M atstlSh i m a , M , K a s hi w a gi, K .

,
Ig ar a s hi, K . , M o rik a w a , K .

C ry st al st ru c t u r e o f P o t D , th e p ri m ary r e c ep t o r o f th e p oly a mi n e t ra n sp o rt s y s t e m in E s ch e ri chi a

c oli･ J ･ B i ol･ C h e m . 2 71 , 9 5 1 9 -9 5 2 5 (1 9 96) .

K a shi w agi , K ･

,
P ist o c c hi

, R ･ , S hib uy a , S ･

,
S u giy am a , S ･

, M o rik a w a , K .

,
Ig a r as hi, K .

S p e r mi din e ･p r ef er e ntial u p ta k e sy st e m in E s c h e ri ch i a c olt . Id e nti丘c atio n o f a m in o a cid s in v olv e d

in p oly a m in e b in d in g i n P ot D p r ot ein ･ J I B i ol･ C h e m . 2 7 1
,
1 2 2 0 5 - 1 2 2 0 8 (1 9 9 6) .

K as hi w agi , K ･ , S u z u ki, T ･ , S u z u ki, F ･ , F t - c hi , T . , K ob ay as hi, H .

,
Ig ar as hi , K . C o e x ist e n c e of th e

g e n e s f or p u tr e s ci n e tr a n s p o rt p r ot e in an d o r n ith i n e d e c a rb o x y la s e at 1 6 m in o n E s ch e ri ch i a c oli

c h r o m o s o m e ･ J I B i oL C h e m . 2 6 6 , 2 0 9 2 2 -2 0 9 2 7 (1 9 9 1) .

P o rt er , C ･ W ･ , M ille r , J ･ , B erg e r o n , R ･J ･ A lip h atic c h ai 71 le n gth s p e cifi city o f th e p oly a m i n e t r an sp o rt

s y st e m in as cit e s L 1 2 10 l e u k e m i a c ells . C a n c e r R e s . 4 4 , 1 2 6 - 1 2 8 (1 9 8 4) .

R in e h art, C ･ A ･ J ･
,
C h e n , K ･ Y ･ C h ar a ct e ri z atio n o f th e p oly a m i n e tr an s p o rt s y st e m in m o tlS e

n e ur ob las t o m a c e11s ･ E ff e cts o f s o di u m an d sy st e m A a m in o a cid s ･ J ･ B i ol･ C h e m . 2 5 9 , 4 75 0 -4 75 9

(1 9 糾) .

M ur ak am i, Y ･ , M ats u fuji, S ･ , K a m ej i, T ･ , H ay a s hi, S ･

,
Ig a r a shi , K . , T a m ur a , T . , T an ak a , K . , I chih ar a ,

3 5



1 8 .

1 9 .

2 0 .

2 1 .

2 2 .

2 3 .

2 4 .

2 5 .

2 6 .

2 7 .

2 S .

2 9 .

3 0 .

3 1 .

3 2 .

3 3 .

参考 文献

A ･ 0 mi th in e d e c ar b o x yl a s e is d e g r ad e d b y th e 2 6 S p r ot e as o m e wi th o ut u biq uiti n ati o n ･ N at u r e 3 6 0 ,

5 9 7 ･ 5 9 9 (1 9 9 2) .

S ak at a , K ･ , K a s hi w a gi , K ･ , Ig ar as hi, K ･ P r o p erti es o f a p oly a mi n e tr a n sp o rt e r r e g ul at e d
･

b y

an ti z ym e ･ B i o c h e m ･ J ･ 3 4 7
,
2 9 7 -3 0 3 (2 00 0) .

M a ru y a m a , T ･ , M a s u d a , N ･

,
K aki n u m a , Y ･ , I g ar a s hi, K ･ P oly a m i n e

- s e n sitiv e m a g n e si u m t r an s p o rt

i n S a c c h a r o m y c e s c e r e vi sia e ･ B i o ch i m ･ B i o p ky s ･ A cl a ･ 11 9 4 , 2 8 9
-2 9 5 (1 9 9 4) .

K aki n u m a , Y ･ , M a s u d a , N ･ , I g a r a shi, K ･ P r ot o n p ot e n ti al
･ d e p e n d e nt p oly a m i n e t r a n sp o rt b y

v a c u ol ar m e m b r an e v e si cle s o f S a c c h a r o m y c e s c e re vi si a e ･ B i o ch i m ･ B L
l

op ky s ･ A ct a . 11 0 7 , 1 2 6
-1 3 0

(1 9 9 2) .

K akin u m a , Y ･

,
M a ru y a m a, T ･ , N o z a ki, T ･ , W a d a , Y ･ , O h s u m i , Y ･ , Ig ar a shi, K ･ C lo n in g O f th e g e n e

e n c o din g a p u t ativ e s e ri n e/th r e o ni n e p r ot ei n kin a s e w hi ch e n h a n c e s sp er mi n e u pt ak e in

S a c ch a r o m y c e s c e r e vis L
'

a e ･ B t
'

o c h e m ･ Bi op hy s ･ R e s ･ C o m m u n ･ 2 1 6 , 9 85 - 9 92 (1 9 9 5) .

N o z a ki, T ･ , N is hi m u r a , K ･ , M ic h a el, A ･J ･ , M a ru y a m a , T ･ , K a ki n u m a , Y ･ , Ig ar as hi, K ･ A s e c o n d g e n e

e n c o din g a p ut ati v e s e ri n e/t hr e o ni n e p r ot e in kin a s e w hi c h e n h a n c e s sp e r m i n e u p t ak e i n

S a c c h a r o m y c e s c e rr
is L

'

a e ･ B io ch e m ･ B t
'

op h y s ･ R es ･ C o m m u n ･ 22 S , 4 5 2
-4 5 8 ( 1 9 9 6) .

G otfe a u , A ･ , B aJ T ell , B ･ G ･ , B u s s ey , H ･

, D a vi s , R ･ W ･

,
D uj o n , B ･ ,

F eld m an n , H .

,
G alib e rt , F . ,

H o h eis el
,
J ･ D ･

,
J a cq , C ･ , J oh n st o n , M ･ , L o u is , E ･J ･

,
M e w e s

, H ･ W ･ , M u r ak am i , Y .

, P hilip p s e n , P . ,

T ett elin , H ･ , O liv e r , S ･ G ･ L if e wi th 60 0 0 g e n es ･ S e t
-

e n c e 2 7 4 , 5 4 6 , 5 63
-5 6 7 (1 9 9 6) .

K a o u as s
,
M
り
A u d e tt e , M ･

,
R a m ot ar

,
D ･

,
V er m a , S ･ , D e M o ntig ny ' D ･ , G am a ch e , Ⅰ･ , T o r o s sia n , K . ,

P o ulin
, R ･ T h e S T K 2 g e n e , w hic h e n c o d e s a p ut ativ e S e r/ T h r p r o tei n ki n as e , is r e q uir e d fo r

hi gh - afFln ity sp er mi din e tr an sp o rt in S a c ch a r o m y c es c e re v L
'

si a e . M ol. C ell . B i ol . 1 7 , 2 99 4 -3 0 04

(1 9 97) .

K a o u a s s
,
M ･

, G am a ch e , I ･ , R am ot ar , D ･

, A u d ett e , M ･

)
P o uli n

,
R

･
T h e sp e r m idin e tr an sp o rt sy st e m

is r e g ul at ed b y lig an d in a cti v ati o n , e n d o cy t o sis , an d b y th e N p r lp S e r/ T h r p r o t ein ki n a s e in

S a c ch a r o m y c e s c e r e visi a e ･ J ･ B i ol･ C h e m . 2 7 3
,
2 1 0 9 - 2 1 1 7 (1 9 9 8) .

S ay e rs , J ･ R ･

,
K r ek el, C ･ , E ck st ei n , F ･ R apid hig h

- efrl Ci e n cy sit e
- dir e ct e d m ut ag e n e sis b y th e

p h o sp h o r o thi o at e ap p r o a ch ･ B T
-

o t e ch niq u es 1 3 , 5 92
- 5 9 6 (1 9 9 2) .

B r am an
,
J ･
,
P a p w o rth , C ･ , G r e e n e r, A ･ Sit e -dir e ct ed m u t ag e n e sis u s ln g d o u ble ･ st r an d e d p la s mi d

D N A t e m p l at e s ･ M e th o d s M oll B iol . 5 7 , 3 ト4 4 ( 1 9 9 6) .

H an ah a n
,
D ･ 7Te ch n iq u e s f o r T r a n sf o r m a tio n of E . c oli. (I R L P r e s s , 1 9 8 5) .

O li v e r , D ･ B ･ , B e ck w ith , J ･ R eg ul ati o n of a m e m b r an e c o m p o n e nt r e q uir e d f o r p r o t ein s e cr etio n in

E s ch e ric hi a c oli . C ell 3 0
,
3 11 -3 1 9 (1 9 8 2) .

L o w ry , O I H ･

･
R o s e g r o u g h , N ･J ･

,
F a n , A ･L ･

,
R a n d all

,
R

･J ･ P r ot ei n m e as ur e m e n t w ith F oli n p h e n ol

r e ag e n t . J B i ol･ C h e m ･ 1 9 3
,
2 6 5 -2 7 5 ( 1 9 5 1) .

L a e m m li
,
U ･ K ･ C l e a v ag e of s t ru ct u r al p r o t e in s d u rin g th e as s e m b ly of th e h e a d of b a ct e ri o p h ag e

T 4 ･ N at u r e 2 2 7
,
6 8 0 -6 8 5 (1 9 7 0) .

K as hi w agi , K ･ , K ur ai s hi, A ･ , T o mi t ori, H ･

,
Ig ar as hi, A ･ , N ishi m ur a , K ･

,
S hi ra h at a

,
A ･

,
I g ar a sh i, K .

Id e ntific ati o n o f th e P ut r e s cin e R e c o g nitio n Sit e o n P oly a m in e T r an sp o rt P r ot ein P o tE . J . B i ol .

C h e m
. 2 7 5 , 3 6 0 0 7 - 3 6 0 1 2 (2 0 0 0) .

W o olri dg e , D ･P ･
,
V a z q u e z

- L a sl o p , N ･ , M ark h am , P ･ N ･

,
C h e v alie r , M ･S ･ , G e m e r, E I W ･

,
N ey fhk h ,

A ･ A
･ E fn u x o f th e n at ur al p oly a m i n e sp e r m idi n e fa cilit at e d b y th e B a cill u s s u b tilt

･

s m tlltid ru g

3 6



3 4 .

3 5 .

3 6 .

3 7 .

3 8 .

39 .

4 0 .

4 l .

4 2 .

4 3 .

4 4 .

4 5 .

4 6 .

4 7 .

4 8 .

4 9 .

参考文献

tr a n s p o r( er B lt ･ J ･ B t
'

ol ･ C h e m 4 2 7 2 , 8 8 64 - 8 8 6 6 ( 1 9 9 7) .

T h o m p s o n , J ･ D
･ , H ig gi n s , D ･ G ･ , G ib s o n , T ･J ･ C L U S T A L W : i m p r o vi n g th e s e n siti vity of

p r o g r e s si v e m ultiple s eq u e n c e alig n m e n t th r o u g h s e q u e n c e w eig htin g ' p o siti o n
- sp e cirl C g ap

p e n altie s an d w ei gh t m atrix ch oic e ･ N u cl ei c A cid s R es . 2 2 , 4 6 7 3 -4 6 8 0 ( 1 9 9 4) .

S ait o u , N ･ , N ei, M ･ T h e n eigh b o r -J O ln ln g m eth od : a n e w m eth o d fo r r e c o n st ru ct in g p h yl o g e n etic

tr e e s ･ M ol . B z
'

ol ･ E v ol ･ 4 , 4 0 6 -4 2 5 (1 9 8 7) .

It o , H ･

,
F u k u d a , Y ” M ur at a , K ･

,
K i m u r a , A ･ T r a n s fo r m ati o n o f i nt a ct y e a st c ells t r e at e d wi th alk al i

c ati o n s ･ J
･ B a ct e ri oZ ･ 1 53

,
1 6 3 -1 6 8 (1 9 83) .

O h s u m i, Y ･ , A r m k u , Y ･ A ctiv e tr an s p o rt o f b asic am i n o a cid s d riv e n b y a p r o t o n m oti v e fo r c e i n

v a c u ola r m e m b r an e v e sicle s o f S a c c h a r o m y c e s c e r e v7
'

si a e ･ J ･ B iol ･ C h e m ･ 2 5 6 , 2 0 7 9 - 2 0 8 2 (19 8 1) .

K ai s e r, C ･ , M i ch a elis , S ･

, M it c h ell, A ･ M eth o ゐ in Y e a st G e n e ti c s (C old S p ri n g H a rb o r L ob o r at o ry
P r es s , C old S p ri n g H ar b o r , N Y , 19 9 4) .

K o h r er , K ･ , D o m d ey , H ･ P r ep a r ati o n of H t
-

g h M ol e c ul a r W eig ht R N A ( e d . G u th rie , C . , an d F in k ,

G ･ R ･) A c a d e m ic P r e s s , S a m D i卓g o , C alifb m i a( 1 9 9 1) .

S u z uki , T ･ ･ S a d a k at a , Y ･ , K a shi w agi, K ･ , H o s hi n o , K ･

,
K ak in u m a

,
Y ･

,
S h ir al 1at a

, A ･

, Ig ar as hi, K .

O v e rp r od u cti o n o f S - a d e n o syl m e th i o ni n e d e c ar b o x yl as e i n e th ylgly o x al
- his(g u a ny l ･h y d r a z o n e) -

r esist an t m o u s e F M 3 A c ell s ･ E u r J ･ Bi o ch e m . 21 5
,
2 4 7 -2 5 3 (1 9 9 3) .

J o h o , M ･

,
Is hik a w a , Y ･ , K u nik a n e , M ･

,
I n o u h e

,
M

･ , T o h oy a m a , H ･

, M ur a y am a , T . T h e s u b c ell ula r

dist ri b uti o n o f mi c k el i n N i ･ s e n siti v e a n d N i十r e Sist an t st r ai n s o f S a c ch a r o m y c es c e r e vis L
･

a e .

M ic r o bi o s ･ 7 1 , 1 4 9 - 1 5 9 ( 1 9 92) .

Ig ar as hi, K ･

,
K as hi w agi , K ･

,
H a m a s a ki, H ･ , M i u r a , A ･

, K a k e g a w a , T . , Hi r o s e , S .

, M at s u z a ki, S .

F o r m atio n o f a c o m p e n s at o ry p oly a mi n e by E s ch eric h i a c olt p oly am in e - r e q tl 皿 n g m u t an ts d u ri n g

g r o w t h in th e ab s e n c e o f p oly a m in e s ･ J ･ B a ct e ri o l. 1 6 6 , 1 2 8 -1 3 4 (1 9 8 6) .

G o ff e a u
,
A

･ , P a rk , J ･ , P a u ls e n ? I ･ T ･ , J o n nia u x , J ･ L ･ , D in h , T ” M o rd a n t , P . , S ai e r, M . H .J r .

M u ltid ru g
-r e si st an t tr an sp o rt p r ot ein s in y e a st: c o m pl et e i n v e n t o r y a n d p hy lo g e n etic

c h ar a ct eri z ati o n o f y e ast o p e n r e ad in g & am e s w ith th e m aj o r f a cilit at o r s u p e rf a m ily ･ Ye a st 1 3
,

4 3 - 54 ( 19 9 7) .

Ig ar a sh i, K ･ , M o r ri s , D I R ･ P h y si ol o gi c al e ff e c ts i n b o vi n e ly m p h o c yt e s o f i n hib iti n g p oly a mi n e

sy nth e sis wi th et hy lgly o x al
- bis(g u a n ylh y d r a z o n e) I C a n c e r R e s . 4 4 , 5 3 3 2 -5 3 3 7 ( 1 9 8 4) .

I g ar a shi , K ･ ･ P o rt e r, C ･ W ･

, M o rris , D ･ R ･ C o m p aris o n o f s p e cificity o f i n hibitio n o f p oly a m in e

sy n th e sis i n b o vi n e ly m p h o cyt es b y e th ylgly o x al
- bis(g u an ylh y d r a z o n e) a n d m e th ylgly o x al

bis(g u an ylh y d r a z o n e) I C a n c e r R e s . 4 4 , 5 3 2 6 - 5 3 3 1 (1 9 8 4) .

B o Ⅵ n an , E ･J ･ , S ie b e rs , A ･ , A lt e n d o rf, K ･ B a 丘1 o m y c l n S: a Cla s s o f in hibit o r s o f m e m b r a n e A T P as es

丘o m mi c r o o rg an i s m s , an i m al c ells , an d p l an t c e11s ･ P r o c ･ N atl ･ A c a d . S ci . U . S . A . S 5
,
7 97 2 -7 97 6

(1 9 88) .

M es s e n g u y , F ･ , C olin , D ･ , t e n H a v e , J ･P ･ R eg ul ati o n o f c o m p a rt m e nt ati o n of a mi n o a cid p o ols in

S a c c h a r o m y c e s c e r e visi a e an d it s e ff e ct s o n m et ab oli c c o n tr ol ･ E u r J ･ B i o ch e m . 1 0 S , 4 3 9 -4 4 7

(1 9 8 0) .

O k o r o k o v
,
L ･ A ･

,
Le t ri k e vic h , S ･ B ･

,
L ich k o , L ･P ･ , M el

'

n ik o v a
,
E ･ V ･ V a c u ol ar p o ol o f m ag n e siu m i n

c ells o f th e y e as t S a c ch ar o m y c e s c e re vi ci a e ･ B t
'

ol . B ull. A c a d . S c l
'

. U S S R . 5
,
6 3 8 - 6 4 0 (1 9 7 8) .

O k o r o k o v
,
L ･ A ･

,
Li c h k o

,
L IP

･ , K ul a e v ･ l ･ S I V a c u ol e s: m ai n c o m p ar t m e nt s o f p o t a s si u m , m ag n esi um ,

3 7



5 0 .

5 1 .

5 2 .

53 .

5 4 .

5 5 .

5 6 .

5 7 .

5 8 .

5 9 .

6 0 .

6 l .

6 2 .

6 3 .

6 4 .

6 5 .

参考文献

a n d p h o sp h at e i o n s i n S a c ch a r o m y c es c a rl sb e rg e n z
･

s c e11s ･ J ･ B a ct e ri ol ･ 1 4 4
, 6 6 1 ･ 6 6 5 (1 9 8 0) .

M a c D ia r m id , C ･ W ･

,
G aith e r, L A ･

,
E id e

, D ･ Z i n c tr a n sp o rt e rs t h at r eg ul at e v a c u ol ar zin c st o r a g e in

S a c ch a r o m y c e s c e r e vi si a e ･ E M B O J . 1 9 , 2 8 4 5 - 2 8 5 5 (2 0 0 0) .

N is hi m ur a
,
K

･ , Y a s u m u r a , K ･

, Ig a r as hi, K ･

, K aki n u m a , Y I n v ol v e m e nt o f S pt7 p in v a c u ol ar

P Oly p h o sp h at e le v el o f S a c ch a r o m y c e s c e r e v t
.

si a e ･ B i o ch e m ･ B i op ky s ･ R e s ･ C o m m u n . 2 5 7 , $ 3 5
-$ 3 8

( 19 9 9) .

T a b o r, C ･ W ･ M u t a nt s o f S a c ch a r o m y c e s c e r e vL
･

s i a e d e fl Ci e n t in p oly a m i n e bi o s y n th esis: s t u die s o n

t h e r e g ul ati o n o f o m ithin e d e c arb o x yl as e ･ M e d ･ B i o] ･ 5 9 , 2 7 2 - 2 7 8 ( 1 9 81) .

Pi ck er
, E ･

, T agli al at el a, M ･

, W ibl e , B ･ A ･

,
H e n ley , C ･ M ･

,
B r o wn

, A ･ M ･ Sp er m in e a n d sp er mi d in e a s

g atin g m ol e c ul es fo r i n w ar d r e ctifie r K
＋

c h a m els ･ S ci e n c e 2 66 , 1 0 68 -1 0 7 2 (1 9 9 4) .

J an z
,
R ･

･
G o d a , Y ･ , G ep p e rt , M ･ , M is sl er , M ･

, S u d h o f, T ･ C I S V 2 A an d S V 2 B fu n cti o n a s r ed un d a n t

C a 2 ＋ r e g ul at o r s in n etu ot r an s m itt er r ele as e ･ N e u r o n 2 4 , 1 0 0 3 ･ 1 0 1 6 (1 9 9 9) .

C r o w d er
) K ･ M ･

,
G un th e r

,
J

･ M ･ , J o n es , T ･ A ･

, H ale , B ･ D ･

,
Z h a n g ' H ･ Z ･

,
P et e rs o n , M ･ R ･ , S ch ell er ,

R ･ H ･ , C h a v k in , C ･ ･ B ajj ali eh , S ･ M ･ A b n o r m al n e ur o tr an S mi si o n i n m ic e l a cki n g sy n ap ti c v e sicle

p r ot ei n 2 A ( S V 2 A ) ･ P r o c ･ N atl･ A c a d ･ S cL
･

･ U ･ S ･A ･ 9 6
,
1 52 6 8 - 15 2 73 (1 9 9 9) .

K as hi w agi , K ･ , S hib uy a , S ･ , T o m it o ri , H ･

,
K ur aishi , A ･ , l g a r a shi, K ･ E x c r eti o n a n d up t a k e o f

p u tr e s ci n e by th e P ot E p r ot ein i n E s ch e ri c h L
･

a c oli ･ J I B i ol･ C h e m ･ 2 7 2 , 63 1 8 - 6 3 2 3 (1 9 9 7) .
J an z , R ･ , H o 触 a n n , K ･ , S u d h o f, T I C ･ S V O P , a n e v ol uti o n a dly c o n s e r v ed sy n a ptic v e sicle p r ot ein ,

s u g g e st s n o v el t r a n sp ort fu n cti o n s o f sy n ap tic v e sicl e s ･ J ･ N e u r o s c L
･

･ 1 8
, 9 2 6 9 -9 2 8 1 (1 9 9 8) .

K a shi w a gi , K ･

,
M iy a m ot o , S ･ , S u z u ki, F ･ , K o b ay a shi , H ･

,
Ig ar a sh i, K I E x c r eti o n o f p utr e s ci n e b y

th e p u tr es ci n e
- o mi thi n e an tip o rt e r e n c od e d b y th e p ot E g e n e o f E s ch e ri ch t

･

a c olt
･

. P r o c
.
N a t]. A c a d .

S ci ･ U ･ S ･A ･ 8 9 , 4 5 2 9 -4 5 3 3 (1 9 9 2) .

E r e ち 0 ･, K ah aJ la , C ･ S c r e e ni n g fo r m o d u lat o r s o f s p e rm in e t ol er a n c e id e n tiB e s sk y l , th e S R

p r ot ei n k in a s e o f S a c ch a r o m y c es c e r e vis t
･

a e
,
a s a r eg ul at o r of p oly am in e t r a n sp o rt an d io n

h o m e o st asis ･ M oZ ･ C ell ･ B L
'

0) . 21 , 1 75 - 1 $ 4 (2 0 0 1) .

G o o s s e n s
, A ” d e L a F u e n t e , N ･ , F o r m e n t , J . , S e rr a n o ) R ･ , P o rtillo , F ･ R eg Am ti o n o f y e ast

H( ＋) - A T P as e b y p r o t ein ki n as e s b el o n gi n g t o a fa m ily d edi c at e d t o a cti v ati o n o f pl as m a m e m b r an e

t r an s p o rt e rs ･ M oll C ell･ B L
'

ol ･ 2 0 , 7 6 5 4 -7 6 6 1 (2 0 0 0) .

Y un
,
C ･ Y ･

,
F u
,
X

･ D ･ C o n s e r v e d S R p r o t ei n k in a s e fu n cti o n s in n u cle ar i m p o rt an d its a ctio n is

c o un t e r a ct e d b y a rg ln l n e m eth yl ati o n i n S a c ch a r o m y c e s c er e vL
･

sia e ･ J ･ C ell ･ B i ol . 1 5 0
,
7 0 7 -7 1 8

( 2 0 0 0) .

Y e ak ley , J ･ M ･

,
T r o n ch e r e

,
H ･

, O le s e n , J ･ , D y ck , J ･ A ･ , W a ng ' H ･ Y ･
,
F u
,
X ･ D

･ P h o sp h o ryl ati o n

r e g ul at es i n vi v o in t e r a ctio n an d m ole c ul ar t arg etin g o f s e r in e/ ar g m l n e
-ri c h p r e

- m R N A spli ci n g

fa ct o r s ･ J ･ C eZl･ B i ol. 1 4 5 , 4 4 7 -4 5 5 (1 9 9 9) .

K in c ai d ･ R ･ L ･ , N igh tin g ale , M ･S ･

,
M art in , B ･ M ･ C h a r a ct e ri z ati o n of a C D N A cl o n e e n c o d in g th e

c al m o d uli n -b in di n g d o m ain o f m o u s e b r ain c al c in e ur in ･ P r o c ･ N atl･ A c a d ･ S ci. U . S . A . 8 5 ,

8 9 8 3 -8 9 8 7 (1 9 8 8) .

R u s n ak
,
F ･
, M ert z , P ･ C alcin e u r in : f or m a n d fu n ctio n . P 如 L

'

ol. R e v . 8 0
,
1 4 8 3 - 1 5 2 1 (2 0 0 0) .

C o h e n , P ･ T h e st ru ct u r e an d r eg u latio n o f p r o t ein p h o sp h at a s e s ･ A n n u l R e v ･ B io ch e m ･ 5 8 , 4 5 3 -5 0 8

( 1 9 8 9) .

3 8



要旨

要 旨

【序論】 ポリア ミ ン ( プ トレ ス シ ン ､ ス ペ ル ミジ ン ､ ス ペ ルミ ン) は ､ 大腸菌か らヒ トまで普遍
的に存在する生理活性ア ミ ン である○ その 生理的役割は多岐にわたるが ､ 主に核酸､ 特に R JJ A
と強く相互作用 するこ とにより ､ 蛋白質および核酸の 合成を促進 し

､ 細胞増殖因子 と して機能す
る ことが知られ て い る ｡ ポリア ミ ン の 細胞 内濃度は生合成

､ 分解 ､ 外界からの取り込み ､ および

排出により厳密に調節されて い る｡ 大腸菌の ポリア ミ ン輸送系は現在まで に 3 種類見 つ か っ てお
り

､
2 種類の 取り込み系と l 種類の排出系から構成されて い る｡ 2 種類の 取り込み系は共 に ∬ P

加水分解によりポ リア ミ ン を輸送する A B C ( A T P bi n d in g c a s s e 叫 トラ ン ス ポ
ー

タ
ー

であり ､
ス ペ

ル ミジン を優先的に取り込む P ot A
,
B
,
C
,
D およびプ トレ ス シ ンを特異的に取り込む P 叫 G , 那

より成り
､
共 にオペ ロ ン を形成 して い る○ 基質輸送の 第 一 段階である基質認識にお い て ､ これら

の 輸送系で はペ リプ ラズ ム に存在する基質結合茸白質 p ot D , P o tF が重要な役割を果たすo p o lD

に つ い て は先立 っ て行われた x 線結晶解析お よび変異賓白質を用い た解析により ､ その基質認

識部位の 詳細が明らかとな っ た. 一 方､ プ ト レ ス シ ン を特異的に認識する P o tF に つ い て はそ の

基質特異性お よび基質認識部位等 ､ 不明な点が多く ､ 特にその基質特異性につ い て は非常に興味
深い研究対象で あっ たo また ､ 大腸菌の ポリ アミ ン排出蛋白質である p otE は 1 2 回膜貫通型の膜

質白質で あり ､ プ ト レ ス シ ン ･ オ ル ニ チ ン ア ン チポ
ー

タ
ー

活性によるプト レ ス シ ン排出活性およ

び膜電位依存性プ トレ ス シ ン 取り込み活性を併せ持つ ユ ニ ー

クな輸送賃白質で あるが ､ その 基質
罷織部位お よび基質特異性につ いて は不明であ っ た｡ そ こで本研究では第 一 に P ｡ tF における基

質認識部位 ､ お よび X 線結晶構造解析による高次構造を解明 し､ P ot D ､ P o tF 両蛋白質における

基質認識機構の 差異につ い て検討を行っ た o また ､ p o tE の基質認識部位に つ い ても検討を行い ､
3 種の ポリア ミ ン輸送系にお けるプ トレ ス シ ン 認識の違い につ い て論じた｡

一 方 ､ 真核細胞にお い て はポリア ミ ン輸送系本体が同定されてお らず ､ その ため原核細胞に比
べ 研究が遅れて い たo 本研究では第二 に酵母 S a c ch a r o m y c e s c e r e visi a e を用 い ､ 真核細胞ポリアミ

ン輸送系の 同定を試みたo また､ 同定した輸送蛋 白質の基質罷織部位､ 基質特異性お よび輸送活

性調節機構につ い ても検討 した o

【結果 ･ 考察】

1 ･ 埋 遜遜
P ot D と p o tF は ア ミノ酸配列 上

､
3 5 % の相同性があり､ そ のポリア ミ ン認識部位も類似 して い

ると考えられた｡ そ こ で P otF の プ ト レ ス シ ン認識に関与すると思われ るア ミノ酸残基を変異さ

せた変異葺自質を作製 し､ これらを用い て プ トレ ス シ ンに対する結合活性お よびプ トレ ス シ ン輸

送活性を測定した｡ そ の結果､ 両活性共に 3 個の 酸性ア ミノ酸残基 (E 1 85 , D 2 4 7 , D 2 7 8) お よび

2 個の トリプ トフ ァ ン残基 ( w 3 7 , W 2 44) が重要であることが明らかとなっ た｡ また Ⅹ 線結晶解

析により ､ プ ト レ ス シ ン ーP ot F 複合体の 高次構造が明らかとなり ､ 変異葺自質を用 い た解析の結

果を裏付けるもの となっ た｡

予想された通 り ､ P ot D と p o tF の主鎖構造は非常によく似て いたが
､ 基質を認識するク レ フ ト

の 部分はプ トレ ス シ ンの みを認識する P otF の ほうが大きく ､
ス ペ ル ミジンを認識 できるだけの .

ス ペ ー ス は十分にあると考えられた｡ とこ ろが p o tF の プ ト レ ス シ ン認識には 4 個の水分子が非

常に重要であり､ こ れらの水分子が強固な水素結合を形成してい る ことがス ペ ル ミジ ン を認識 し

ない 理由の ひと つ と推測され た｡
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p otE の 基質認識部位および括 - 必要なア ミ ノ酸残基も p otF と同様､ 部位特異的変異導入 法による変異 酌 質の - およびそれらを用 い た輸送活性測定による解析の結果
､
p ot D , P o げ と同様に酸性ア ミノ酸残基と芳香族ア ミ ノ酸残基が輸送 - こ必須 である ことが明らかとなっ たo大腸菌ポリア ミ ン輸送系は い ずれもプ トレ ス シ ン を基質と して認 - るo そ こ で これ らの輸送系 における基質認織の 相違を解明するため ､ 数 - の プ トレ ス シ ン誘導体を用 い ､ 各 々 の輸送系にお けるプト レ ス シ ン輸送に対する阻害効果を検討 したo その 結果､ p o tE にお ける基質認 馴最も厳密で あることが明らかとなっ た

｡

還萎薬毒窒碧空碧空拙蛋白質 Blt が存在する｡ こ の葺 白質と アミ ノ酸配列上 ､ 相同性を持っ蛋白質を酵j% s a c ch w o m y c es s e r e v z
･

sl
･

a e g e n o m e d at ab a s eより検索し､ 8 個の候補遺伝子 を マ ル チ コ ピ ー ベ クタ
ー

にク ロ ー ニ ン グ した｡ そ して これらを導入 した株に つ い て ス ペ ル ミ ン に対する感受性 を検討 した と こ ろ ､ 4 個の 遺伝子 ( yL L O 2 8 w
,y G R ] 3 8 c

･
Y P R ) 5 6 c

,
Y O R 2 73 c) を導入 した株にお い て ス ペ ル ミン に対する著しい 耐性が見られたoまたこれ らはポリア ミ ン の - 体である M G B G ( m e th ylgly o x al bis(g u a n ylh 沖 a m e)) に対してはス ペ ル ミ ンと同様､ 耐性を示 したが､ 2 価の金属カチオ ンで ある コ バ ル トお よび ニ ッケ ル に対して は耐性を示 さなか っ たことか ら ､ これ らを酵母ポリア ミ ン輸送蛋白質遺伝 - p o l

,
TP O 2

,T P O 3
,
T P O 4 と倫名したo

T P O 遼伝子導入株の ポリア ミ ン取り込み清性を測定したとこ ろ､ これ らは いずれも親株に比べ 剛 込み活性が約 3 倍に上昇 して い た｡ 一

方 ､ これらの遺伝子 を被壊 した株は親株に比 べ ､ スペ ル ミン に対して感受性を示 したo - ポリア ミン 取り込み活性も親株に比 べ 低下 しており ､T P O ) 破壊株では約 5 0 % も活性の低下が見られた .
これらの 輸送軍白質の基質特異性を検討するため ､ 押 0 遭伝子破壊株の ス ペ ル ミジ ン に対する感受性を検討 した結果､ -

､ および 押 0 4 破壊株で は親株に比 べ 感受性を示 したもの の ､T P O 2
､ お よび T P O 3 棚 株で は変化が見られ なか っ たo また ､ 取り込み清性を測 凱 た結果

､T P O )
､
お よび 押 0 4 破壊株で のみ親株に比 べ 活性の低下が見 られた｡ 従 っ て

､
T P O l および T P O 4は ス ペ ル ミン

､
ス ペ ル ミジ ン共に基質と して認識するの に対 し､ T P O 2 お よび T P O 3 は ス ペ ル ミン特異的である ことが示唆された｡

また T P O 遺伝子導入株 ､ および T P O 遺伝子破壊株をス ペ ル ミ ン存在下で生育させ ､ 細胞内スペ ル ミ ン含量を測 凱 たとこ ろ､ 親株に比 べ T P O 遺伝子導入株で はス ペ ル ミン の増加が ､ T P O遺伝子破壊株で はス ペ ル ミ ンの減少が見られた 洞 時にス ペ ル ミン の 細胞内分布 を 触 した結果 ､細胞質の ス ペ ル ミ ン含量は親株 ､ T P O 遺伝子 導入株､ お よび 押 0 遼伝子被壊株の い ずれにおい
て も殆 ど変化が見られなか っ たの に対 し

､ 液胞の ス ペ ル ミ ン含量は親株 に比 べ
､ 押 0 遺伝子導

入株では増加
､
T P O 遺伝子破壊株では減少 して い た｡

以上の結束より
､
T P O l , 2 , 3 お よび 4 は い ずれも酵母の 液胞膜 に存在する輸送 酌 質である こ

とが示唆された｡ そ こで 押 0 ] 遺伝子導入
､ また は破壊株より液胞膜を調整 し

､
ポリア ミ ン取り込み活性を測定した とこ ろ

､
T P O 鳩 伝子導入株 より調整した液胞膜 では取り込み活性の上昇が見 られ､ 押 0 鳩 伝子破壊株より調整した液胞膜で は低下 して い るこ とが - された

｡ 従 っ て ､今回 服 された酵母ポ リア ミ ン輸送蛋白質 T P O l , 2 , 3 お よび 4 は液胞膜に存在 し､ 細胞質の過剰なポリ ア ミ ンを液胞内に取り込む輸送蛋白質で ある ことが明らかとなっ たo
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要 旨

租 遇適度

大腸 菌ポリ ア ミ ン輸送蛋白質の 基質認識 には共通 して酸性ア ミノ酸残基が必須で ある こ とを
前項 で明 らか に したo T P O l の ア ミノ酸配列より 2 次構造を構築 したと ころ ､ p ot E と同様 12 回
膜貫通型 の 膜蛋白質で ある こと ､ また

､
p o t E の活性中心に相当する位置に酸性アミ ノ酸残基を

持 つ こ とを見出したo そ こ で部位特異的変異導入法により
､
これら の酸性ア ミノ酸残基を変異さ

せた変異 T P O I E 2 0 7 Q , E 3 2 3 Q , E 3 2 4 Q , E 3 2 3 Q 侶3 2 4 Q お よび E 5 74 Q を作製 し､ これらを導入 した
株を用 い て ポリ ア ミ ン に対する感受性を検討 した o そ の結果､ T P O I E 2 0 7 Q , E 3 2 3 Q 侶3 2 4 Q お よ
び E 5 7 4 Q を導入 した株で は野 生型 押 O I の示 すポリア ミ ン耐性がほぼ完全に消失 した｡
また ､ これらの 株を用 いて ポリア ミ ンの 取り込み活性を測定したとこ ろ､ 上記の 結果を支持す
る結果が得られ た｡ 以上の 結果より ､ T P O l の基質静織には大腸菌ポリ アミ ン輸送蛋白質と同様､
酸性ア ミ ノ酸残基が必須で あり ､ また ､ そ の 配置も原核 ･ 真核細胞を通じて保存され て い るこ と
が示唆された｡ なお ､ これら 3 ケ所の酸性ア ミノ酸残基は T p O 2

, 3 および 4 におい ても保存が静
められた ｡

之二 迦 魔道造塩垂範

酵母の ポリ ア ミ ン輸送に関して は輸送蛋白質本体より以前に ､ 輸送を調節するセ リ ン ･

ス レオ
ニ ン リ ン 酸化酵素が複数同定され ており ､ ポリア ミ ン輸送蛋白質をリ ン酸化する ことで輸送活性
を調節 して い る こ とが示唆され て いた｡ 今回同定され たポリア ミ ン輸送蛋白質 T P O l の ア ミノ末
端領域は親水性に富み ､ 複数の リ ン酸化モ チ -

ワ が見 られるo また ､ 他の親水性ル ー

7
p

と 予想さ
れ る領域 にもリ ン酸化 モ チ ー

フ が見られ るこ とか ら
､
T P O l はリ ン酸化によ っ て輸送活性調節を

受けて い る可能性が示唆され たo そ こでこれ ら1 0 ケ所に及ぶリ ン酸化部位を､ 部位特異的変異
導入法を用い て変異 TP O l を作製 した｡ そ して これ らを導入 した株につ い て ス ペ ルミン に対する
感受性 ､ お よび ポリア ミ ン取り込み活性を測定したところ ､ 変異 T P 0 1 T $ 5 A の み著 しい活性の
消失が見られた o さらにこ の部位はモ チ - 検索により､ セ リ ン ･

ス レ オ ニ ン脱リ ン酸化酵素で
あるカ ル 咋 ユ

ー

リ ン の脱リ ン 酸化 モ チ 一

っ で あるこ とが確認された ことか ら､ T P O l はリ ン酸
化 ･ 脱リ ン酸化に より

､ そ の 輸送活性を調節され てい るこ とが示唆された｡

【総括】大腸菌ポ リア ミ ン 輸送蛋白質にお ける基質認識には､ 共通して 酸性ア ミ ノ酸残基が必須
で ある こと を明らかに したo 酵母ポリア ミ ン輸送蛋白質遺伝子 T P O 1

,
2
, 3 お よび 4 を同定し､ 基

質認識にはやはり酸性ア ミノ酸残基が必須であるこ とを証明した○ また T P O l の ポリア ミン輸送
活性はリ ン酸化 ･ 脱リ ン酸化によ っ て調節を受けて い るこ とが示唆された｡
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