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研究の目的 
 酵母は、発酵生産環境において低温、凍結、乾燥、酸化、高浸透圧、高アルコール濃度、

偏栄養など様々なストレスを受けるため、細胞内タンパク質中の非共有結合が切断され、

表面に疎水性アミノ酸が露出して正常な構造や機能を失った異常タンパク質が生成し、有

用機能の発現が著しく制限される。我々は、酵母を材料にストレスによって生じる細胞内

の異常タンパク質の検知処理および生成回避の分子機構を解析している1)-9)。これまでにタ

ンパク質合成の際にプロリンと競合して取り込まれ、異常タンパク質を生成させるアゼチ

ジン-2-カルボン酸に対して超感受性を示す変異株を分離した。この株では、酵母のHECT
型ユビキチンリガーゼRsp5 のWW3 ドメイン内に変異（Ala401Glu）があり、細胞内タン
パク質のミスフォールディングを誘導し、異常タンパク質を生成するストレス（完全培地

での高温培養、熱ショック処理、過酸化水素・エタノール・塩化リチウム・アミノ酸アナ

ログなどの添加培地での培養）に対しても感受性を示した。 
 ユビキチンリガーゼRsp5は、ユビキチンシステムにおいて標的タンパク質にユビキチン
を結合する重要な酵素である。これらの結果から、我々はRsp5の新しい機能として、スト
レスで細胞内に生じる異常タンパク質の選択的分解への関与を提唱している5)。 
 そこで本研究では、ストレスで生じる異常タンパク質の１）分解機構、および２）修復

機構に着目し、両機構における Rsp5の機能を解析した。 
 
方法 
１）分解機構 
 Rsp5は様々なストレス条件下でユビキチンリガーゼとして機能すると考えられるが、そ
の標的異常タンパク質基質は不明である。そこで、ストレス条件下で Rsp5によってユビキ
チン化される異常タンパク質基質を同定するために、野生株と Rsp5変異株のプロテオーム
解析を行った。また、その解析結果から得られた候補タンパク質基質と Rsp5の相互作用を
酵母ツ－ハイブリッドアッセイにより確認した。 
２）修復機構 
 Rsp5が heat shock proteinなどストレスタンパク質の誘導に及ぼす影響について解析し
た。ストレスタンパク質の遺伝子として、転写調節因子 Hsf1 が結合する HSE を有する
HSP42、Msn2/4が結合する STREを有する DDR2、HSEと STREを有する HSP12を用
いた。各遺伝子の上流約 500 bpをβ-ガラクトシダーゼ遺伝子に連結したプラスミドを構築
後、野生株と Rsp5変異株に導入した。各形質転換体を完全培地で培養後、エタノール（終
濃度 9%）を添加し、レポーターアッセイやノーザン解析、さらにマイクロアレイ解析によ



って各遺伝子の転写量を比較した。 
 
結果 
１）分解機構 
 プロテオーム解析の結果、完全培地での高温（37℃）培養、エタノール含有培地での培
養などのストレス条件下において Rsp5変異株には、野生株と比較してストレスタンパク質
（Hsp12, Sug2, Sod1など）が蓄積していた。一方、ツーハイブリッドアッセイでは、今回
得られたほとんどのストレスタンパク質基質は野生型および変異型 Rsp5 と相互作用して
いた。 
 これらの結果から、ストレスタンパク質がストレスによって誘導されるだけでなく、そ

の一部はストレスによって異常タンパク質となって細胞内に蓄積するものと考えられた。

また、これら異常タンパク質は Rsp5のWW3以外のドメインと相互作用し、ユビキチン化
された後、プロテアソームまたは液胞で選択的に分解されることが示唆された。 
２）修復機構 
 レポーターアッセイの結果、エタノールストレス条件下において Rsp5変異株では野生株
に比べて各遺伝子の転写量が低く、Rsp5がストレスタンパク質の転写に関与することが示
された。また、完全培地での高温培養、1Mソルビトールによる浸透圧ストレスにおいても
同様の結果が得られた。さらに、これらのストレスタンパク質を Rsp5 変異株で過剰に発
現させると、様々なストレス感受性を相補した。 
 これらの結果から、ストレスによって生成、蓄積すると考えられる異常タンパク質の処

理には、Rsp5による分解系とストレスタンパク質による修復系が相乗的に作用していると
考えられた。また、Rsp5の新しい機能として、転写調節因子のユビキチン化を介してスト
レスタンパク質遺伝子の発現を調節している可能性が示唆された。現在、Rsp5 が Hsf1 や
Msn2/4に及ぼす影響（ユビキチン化など）を調べている。 
 
結論 
 以上の結果から、各ストレスによって細胞内に生成、蓄積すると考えられる異常タンパ

ク質の処理には、Rsp5による分解機構とストレスタンパク質による修復機構が相乗的に作
用すると考えられた。また、ストレスにおける Rsp5 の新しい機能として、転写調節因子
（Hsf1, Msn2/4）のユビキチン化を介してストレスタンパク質遺伝子の発現を調節してい
る可能性が示された。 
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