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要旨  
 

RNAの局在化とは、DNAから転写された RNAが細胞内に一様に存在するのでは

なく、細胞内のある特定の場所に存在する現象をいう。遺伝情報は、遺伝子の本体である DNA

から RNAに写し取られて発現するため、RNAの細胞内局在化は、遺伝子発現を空間的に制

御するために不可欠な現象である。現在までに、細胞内に局在化する mRNAの例は単細胞生

物である酵母からショウジョウバエやヒトの神経細胞に至るまで、さまざまな生物で報告さ

れており、細胞の極性形成や分化誘導において非常に重要な役割を果たすことが示唆されて

いる。しかし、局在化 RNAの全体像は不明なままとなっており、個々の詳細なメカニズムに

関して解明されているものも少ない。そこで、私はゲノムワイドな局在化 RNAの探索を行な

うことで未知の局在化 RNAを発見し、新たな局在化機構や局在化の生理的意義を見いだすこ

とを目指した。また、従来の研究は特定の細胞や細胞小器官にのみ着目していたため、細胞

周期全体を通した網羅的な局在化 RNA研究に変えることで、今まで見過ごされてきた新たな

局在化 RNA機構の開拓も目指した。 

本研究では、生きた細胞内で RNA分子を可視化し、RNA分子自体の動態を探る方

法として Tag-GFP法を用いた。この Tag-GFP法は、Tag配列を付加した RNA分子と共に、

その Tag配列を認識し結合する Tag結合タンパク質と GFPとの融合タンパク質を同時に酵母

細胞内で強制発現させることで、間接的に GFP蛍光により RNAを可視化する手法である。

実験材料としては高等生物同様、既知の局在化 RNAが存在し、遺伝学的解析が容易な出芽酵

母を用いた。Tag-GFP法を用いた約 3,100個の RNA局在観察の結果、細胞質に凝集した局在

を示す RNAとして、EGD1 mRNAを初めて同定した。EGD1は出芽酵母の NAC (nascent 

polypeptide-associated complex)のβサブユニットをコードしている。NACは酵母からヒトに至

るまで広く保存されたタンパク質複合体であり、リボソ－ム付近において新生ポリペプチド鎖

に結合し、このポリペプチド鎖が分解されるのを防ぐシャペロン的な役割を果たしていると

考えられている。まず、スクリーニングで得られた EGD1 mRNAの凝集した局在が実際の細

胞内の様子を反映したものかを検証するため、EGD1 mRNA特異的プローブを用いた in situ 

hybridizationを行った。その結果、Tagを付加していない EGD1 mRNAを、自身のプロモータ

ーを用いて多コピーで発現させた場合においても、細胞質への凝集した局在が確認できた。

よって、この局在は Tag-GFP法によって偶然に引き起こされたものではなく、実際に細胞内

で起こっている可能性が示唆された。面白いことに、この EGD1 mRNAの局在領域は、細胞

分裂に伴い娘細胞へも分配される特徴を有していた。 

EGD1 mRNAの局在化に必要な領域を特定するため、RNAを断片化し、局在率の変

化を Tag-GFP法で比較する実験を行なった。その結果、EGD1の 5’上流領域または ORF領域
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を欠くと細胞質への局在が消失し、さらには Egd1pが正常に翻訳できない RNA分子も細胞

質に局在できないことが明らかとなった。これらの結果より、EGD1 mRNAの局在化が Egd1p

への翻訳と関連した現象であることが示唆された。そこで、次に Egd1pも EGD1 mRNAと細

胞質で共局在しているかを検証するため、in situ hybridization及び抗体染色による二重染色を

行なった。その結果、Tag付き Egd1pは凝集した EGD1 mRNAと共局在していることが示さ

れ、この過剰発現した EGD1 mRNAと Egd1pにより形成される細胞質構造体を EGD1顆粒と

名付けた。 

EGD1 顆粒形成と細胞骨格との関連性を検証するため、細胞を微小管及びアクチン

重合阻害剤で処理し、RNAの局在観察を行った。その結果、微小管の重合を Benomylにより

阻害した細胞でのみ、EGD1 mRNA の細胞質局在が消失した。よって、EGD1 顆粒形成が微

小管依存的であることが分かった。また近年、mRNAの代謝に関わる細胞質顆粒として P-body

が広く知られている。この P-body の因子に GFPが付加された株を用いて EGD1 mRNAとの

局在解析を行ったところ、複数の P-body因子が EGD1顆粒と共局在している様子が観察され

た。しかし、P-body因子の遺伝子欠損株を用いた解析により、EGD1顆粒形成は P-body非依

存的であったことから、EGD1 顆粒と P-body は因子を共有するものの独立的な構造であるこ

とが示唆された。  

 EGD1顆粒の生物学的意義を解明するため、恒常的に強く発現するTDH3プロモーター制

御下でEGD1顆粒形成の影響を調べた。その結果、mRNAの5’上流領域の不足によりEGD1顆

粒を形成できない細胞では、vector及びEGD1顆粒を形成できる細胞と比較して強い生育阻害

や縦長や肥大化などの細胞形態変化が示された。さらに、通常、細胞内でEgd1pはEgd2pと共

にNACを構成しているが、興味深いことに、EGD1のパートナーであるEGD2の発現量を増加

させるとEGD1顆粒形成に阻害が見られることが明らかとなった。このことから、現在、EGD1

顆粒の形成は、過剰なEgd1pを顆粒内に閉じ込め、同時にEGD1 mRNAの局在化により細胞内

でのEgd1pの発現量を抑制するための現象でないかと考えている。 
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第一章  
緒言  

 

 生物の複雑な生命現象は、遺伝子の本体であるDNAから転写されたRNAが、機能的に

働くことによって支えられている。特に、核と細胞質が核膜によって物理的に隔てられてい

る真核生物においては、転写されたmRNAが一度核外に輸送されてはじめて翻訳を受ける。

そのため、転写された後のmRNAのプロセッシングや選択的スプライシング、核外輸送など

の転写後調節が遺伝子発現調節において非常に重要な位置を占める(Hoshino 2003)。RNAの局

在化もこの転写後調節機構に含まれる。 

 RNAの局在化は、主に細胞内での情報の偏りを生じさせることで細胞の極性形成や分化

を誘導し、遺伝子発現を時空間的に調節する(St Johnston 2005)。ショウジョウバエの卵形成過

程で働くbicoid mRNAやgurken mRNA、oskar mRNAは、細胞分裂の際、mRNAの不均等分配

により受精後の体軸形成および細胞運命決定機構として働く。出芽酵母では、娘細胞の先端

（Bud tip）に局在化するmRNA群が、出芽の際の娘細胞の運命を決定づける。よく知られて

いる例として、出芽酵母のASH1（asymmetric synthesis of HO1） mRNAはBud tipに局在するこ

とで娘細胞での接合型の変換を抑制している。一方、ヒトの神経細胞では樹状突起や軸索、

シナプス部位などに局在化するRNA群が、神経突起の構成成分や刺激依存的なタンパク質の

供給に寄与する。この神経細胞で見られるmRNAの局在化では、１分子のmRNA からは複数

のタンパク質が翻訳されるため、翻訳されたタンパク質自身を輸送し局在化させるよりもエ

ネルギー効率的に有利であると考えられる。また同時にRNAの局在化が、細胞内での情報の

偏りを生み出し、細胞の極性をつくり出す役割も果たしている(Inoue 2003; St Johnston 2005)。 

 これまで細胞内におけるmRNAの局在化の例は多数発見されている(St Johnston 2005)。

しかし、mRNAだけでなく、すべてのRNA分子についてその局在を網羅的に調べた研究はな

く、現在までに明らかになっている局在化RNA以外にも多くの局在化RNAが存在する可能性

が高い。そこで私は未知の局在化RNAの発見を目指し、RNAにTagを付加して可視化し顕微

鏡で観察する方法（Tag-GFP法）により、網羅的な局在化RNAの探索を行った(Andoh et al. 

2006)。材料として、すでに多細胞生物と同様、細胞内で局在化するmRNAが発見されており、

遺伝学的解析も容易な出芽酵母を用いた。方法としては、出芽酵母のランダムなゲノム断片

にTag配列を付加し、このTag付きRNA分子を酵母細胞内で強制的に発現させる。それと同時

に、そのTag配列を認識し結合するTag結合タンパク質とGFP融合タンパク質も一緒に酵母細

胞内で発現させ、RNAの局在場所を可視化した。3,091個のRNAクローンの局在観察により、

rRNAクローン106個と特異的な細胞内局在を示すRNAを11個同定した。局在の様子は様々で

あったが、特に、細胞質に局在するクローン302Sでは細胞質に大きく凝集したRNAの局在が
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観察された。これまでに、細胞質のRNAが凝集体を形成することは報告されておらず、302S

で観察されたRNAの局在は、既知の局在化RNAには全く例のない、新規の局在様式であった。

シークエンス解析の結果、この302SはEGD1遺伝子を含んでいた。 

 EGD1（Enhancer of Gal4 DNA binding 1）は出芽酵母のNAC（nascent polypeptide-associated 

complex)を構成するβサブユニットをコードしている(Rospert et al. 2002)。NACは酵母からヒ

トに至るまで広く保存されたタンパク質複合体で、出芽酵母では27 kDaのαサブユニットと

21 kDaのβサブユニットからなる。αサブユニットはEGD2によってコードされている

(Rospert et al. 2002)。NACは高等真核生物においてリボソーム結合因子として新生ポリペプチ

ド鎖付近に存在し、典型シャペロンのようにアミノ酸配列非依存的に、まだ立体構造をとっ

ていない新生ポリペプチド鎖と相互作用すると考えられている(Rospert et al. 2002; Wegrzyn & 

Deuerling 2005)。その他、NACはタンパク質のERへの移行シグナル配列であるSRP (signal 

recognition particle)を持つ新生ポリペプチド鎖のERへの輸送や、ミトコンドリア前駆体タンパ

ク質のミトコンドリアへの輸送にも関係していると指摘されている(George et al. 1998; Marc 

et al. 2002; Rospert et al. 2002)。さらに、ショウジョウバエのoskar mRNAの後方局在に必要で

あるとの報告もある(Braat et al. 2004)。 

 NACのリボソームとの結合はβNACによって仲介され、βNACのN末端側11アミノ酸を

欠いた出芽酵母ではリボソームとの結合が失われて、Egd1pは核内への局在異常を起こす

(Franke et al. 2001; Wegrzyn & Deuerling 2005)。また、βNACは、SRPを持たない新生ポリペプ

チド鎖を産生しているリボソームがER膜へと結合しないようにする役割を担っているとさ

れている(Lauring et al. 1995; Moller et al. 1998; Beatrix et al. 2000)。リボソーム付近での新生ポ

リペプチド鎖との結合能は両サブユニットが有している(Wiedmann et al. 1994; Wegrzyn & 

Deuerling 2005)。 

 NACは、生体内ではそのほとんどが複合体として存在する(Beatrix et al. 2000)。出芽酵

母では、NACの欠損は明らかな形質異常を示さないが、野生型株でαNACのみを過剰に発現

させると生育が遅延するとの報告がある(Reimann et al. 1999)。一方、βNACを欠くとショウ

ジョウバエやマウスでは胚性致死になり、出芽酵母では高温感受性を示す(Deng & Behringer 

1995; Reimann et al. 1999; Markesich et al. 2000)。βNACを欠損した出芽酵母では、アクチンを

コードするACT1遺伝子や小胞輸送に関わるSSO1遺伝子の発現量が上昇することも知られて

いる(Hu & Ronne 1994)。 

 NACは細胞質での機能以外に、核内での機能も示唆されている。具体的には、αNAC

はDNAやrRNA、tRNAと結合能を持ち、単量体αNACは核内へ移行できることから、転写調

節機構への関与が考えられている(Franke et al. 2001; Rospert et al. 2002)。また、EGD1のヒトで
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のホモログはBTF3である(Hu & Ronne 1994)。BTF3(basic transcription factor)は核内で転写因子

として機能しており、転写を中心とした解析が進んでいる。 

 ArabidopsisではBTF3が、翻訳開始因子の一つであるeIF4Eと相互作用することが報告さ

れ、mRNAの転写後調節機構への関与も示唆されている(Freire 2005)。さらには転写やmRNA

の分解、転写後修飾など多機能な機能を持つCcr4-Not複合体が、NACのユビキチン化に関与

していることが報告されている(Panasenko et al. 2006)。このように、NACは細胞内で多機能な

役割を果たす複合体であると考えられている。しかし、詳細は不明な点が多く、未だにその

全貌は明らかとなっていない。 

 近年、RNAの代謝調節に関与するRNPとして、様々な細胞質顆粒が同定され始めている。

P-body（Processing body）は、2003年に初めて報告されたmRNAの分解や翻訳抑制に関わる細

胞質の構造体である(Sheth & Parker 2003; Brengues et al. 2005; Nakamura 2005)。酵母からヒト

まで高度に保存され、Dcp2pやDhh1p、Dcp1p、Xrn1p、Lsm1pなどmRNAの分解や翻訳抑制に

関わる多数の因子が共局在している(Eulalio et al. 2007; Parker & Sheth 2007)。P-bodyの数やサ

イズは細胞環境によって変化し、出芽酵母ではグルコース枯渇や浸透圧ストレス、UVストレ

スなどの条件下でその数やサイズが増加するということが明らかとなっている(Teixeira et al. 

2005)。また、ストレス条件下でのみ一過性に形成される細胞質構造体であるStress granule

（SG）も種間での保存性があり、Heat Shock、塩ストレス、重金属ストレスなど、ストレス

の種類に応じて構成因子や形態が異なる性質がある。このP-bodyとSGは相関性の高い構造で

あることが指摘されており、一部の因子は二つの構造体を行き来することも報告されている

(Anderson & Kedersha 2009; Buchan & Parker 2009)。 

 また、mRNAは最終的にタンパク質へと翻訳されるが、そのタンパク質にも厳密な品質

管理機構が存在する(Kubota 2009; Reynolds et al. 2010)。通常、異常タンパク質はプロテアソー

ムなどにより分解を受けるが、その他にもAggresome やERAC、IPOD、JUNQといった異常タ

ンパクを凝集することで処理する機構が知られている(Johnston et al. 1998; Huyer et al. 2004; 

Bagola & Sommer 2008; Kaganovich et al. 2008; Tyedmers et al. 2010)。 

今回、スクリーニングにより同定した新規細胞質局在 EGD1 mRNAについて局在化

機構や生理的意義の解明を目指し、詳細な解析を行った。その結果、EGD1 mRNAは翻訳依

存的、微小管依存的に局在し、Egd1p と細胞質 RNP複合体（EGD1 顆粒）を形成しているこ

とが明らかとなった。また EGD1顆粒には P-body因子が共局在し、EGD1顆粒の欠損は生育

阻害を引き起こした。これらの知見を統合し、EGD1 mRNA局在化機構についてこれまでに

明らかになったことを報告する。 
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第二章  

細胞内局在化RNAの網羅的探索による新規細胞質局在化  

EGD1 mRNAの同定と解析  

 

2-1 材料と方法 

 

2-1-1 使用した株 

 出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae 

  BY4741a : MATa, his3, leu2, met15, ura3  

 

2-1-2 使用した培地 

【出芽酵母用】 

 ・SD+LMU-medium 

  2%  Glucose 

  0.67% Yeast Nitrogen Base 

  30 mg/l Leucine 

  30 mg/l Uracil 

  30 mg/l Methionine 

     プレートの場合は2% Agarを加えた。 

 ・SR+LM-medium 

  2%  Raffinose 

  0.67% Yeast Nitrogen Base 

  30 mg/l Leucine 

  30 mg/l Methionine 

 ・SD+LMH-medium 

  2%  Glucose 

  0.67% Yeast Nitrogen Base  

  30 mg/l Leucine 

  30 mg/l Methionine 
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  30 mg/l Histidine 

 ・SD+LM-plate 

  2%  Glucose 

  0.67% Yeast Nitrogen Base 

  30 mg/l Leucine 

  30 mg/l Methionine 

  2%  Agar  

 

【大腸菌用】 

 ・LB(amp)-medium 

  1%   Tryptone 

  0.5%  Yeast extract 

  1%  NaCl 

  50 µg/ml Ampicillin 

   プレートの場合は2% Agarを加えた。 

 

2-1-3 使用した試薬 

【出芽酵母の形質転換用】 

 ・0.1 M LiAc solution 

  1 M LiAc  2 ml 

  10×TE  2 ml 

  dH2O   16 ml 

  これらを50 mlのコニカルチューブ内で無菌的に混合した。 

 ・Li-PEG 

  1 M LiAc  2 ml 

  10×TE  2 ml 

  50% PEG  16 ml 

  これらを50 mlのコニカルチューブ内で無菌的に混合した。 

 ・ジメチルスルホキシド（Dimethyl Sulfoxide ; DMSO） 

 ・10 mg/ml carrier DNA（from salmon tissue） 

  carrier DNA  100 mg 

  dH2O   10 ml 
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これらを50 mlのコニカルチューブに量り入れ、オートクレーブ（120℃，1 min）

の後ボルテックスし、無菌的にエッペンドルフチューブ10本に分注した。（－20℃

で保存。） 

 

【Tag-GFP法でのRNA局在観察用】 

 ・2% Galactose 

 ・Hoechst 33342 (10 mg/ml ストックを作成し、-20℃に保存。) 

 

【出芽酵母からのプラスミド回収用】 

 ・STES buffer 

  0.5 M  NaCl 

  0.2 M  Tris-HCl ( pH 7.6 ) 

  0.01 M EDTA 

  1%  SDS 

・P.C.I.（phenol / CHCl3 / isoamylalchol = 25: 24: 1） 

Phenol  50 ml 

Chloroform 48 ml 

Isoamylalchol 2 ml 

 

【大腸菌からのプラスミド回収用】 

 ・TELT buffer 

  1 M  Tris-HCl ( pH7.5 ) 

  0.5 M  EDTA 

  0.4%  TritonX-100 

  0.625%  LiCl 

 

2-1-4 使用したプラスミド 

【U1A-TAG付きRNA発現用】 

 ・pGAL-U1A-Bam vector 

 pYES2 vector（Invitrogen）のHindⅢ-BamHIサイトに、U1A-TAG配列を4つ挿入

したプラスミドDNAである。 

 ・Library1-1 
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 pGAL-U1A-Bam vectorのBamHIサイトに、S. cerevisiae BY4741a株のゲノムDNA

をSau3AIでpartial digestionしたランダムな平均6 kb以上のゲノム断片を導入した

プラスミドDNAである。 

 

【GFPとU1Aタンパク質の融合タンパク質発現用】 

 ・pU1A-GFP 

 pCP-GFP vector(Beach et al. 1999) に存在する、GFP配列の上流のMET25プロモ

ーターとMS2 coat protein配列をGAL1プロモーターとU1Aタンパク配列に置換し

た 約7 kbプラスミドDNAである。 

 

＊以上のプラスミドは、安東（竹内）知子博士が作成した。 

 

2-1-5 方法 

【出芽酵母への形質転換】 

(例：pU1A-GFPを持つBY4741a株へのLibrary1-1の導入) 

1. pU1A-GFPで形質転換されたBY4741a株をSD+LUM-medium 5 mlに懸濁し、30℃で一晩前培

養した。 

2. 前培養液 5 mlを新しいSD+LUM-medium 20 mlに加え、30℃で3~4 h培養した。 

3. 遠心（3,000 rpm, 3 min, 室温）後、細胞を回収し、0.1 M LiAc solutionを2 ml加えた。 

4. 30℃で1~5 h培養後、再び遠心（3,000 rpm, 3 min, 室温）して細胞を回収した。 

5. 0.1 M LiAc solution 100 µl、carrier DNA 10~20 µl、plasmid DNA 適量 (Library1-1では1 µl)を

加え、混合した。  

6. 30℃で30min静置後、Li-PEG 700 µlを加えて再び30℃で30 min静置した。 

7. DMSO 80 µlを添加後、軽くボルテックスを行い、42℃で5 min保温した。 

8. 遠心（3,000 rpm, 3 min, 室温）後、dH2Oを加え、穏やかにピペッティングした。 

9. 100 µlずつSD+LM-plateに撒き、30℃で2~3日培養した。 

 

【96穴プレートを用いたTag-GFP法でのRNA局在観察】 

1. 96穴プレート（A~Hレーン）中、48穴（A~Dレーン）にSR+LM-mediumを100 µl /wellずつ

分注した。 

2. SD+LM-plateから爪楊枝でかきとった出芽酵母を懸濁し、30℃で12~24 h培養した。 
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3. 前培養後、残りの48穴（E~Hレーン）に新たにSR+LM-mediumを200 µl /wellずつ分注し、

A~Dレーンの前培養液を Eレーンへ20 µl、Fレーンへ18 µl、Gレーンへ16 µl、Hレーンへ

12 µlずつ加え、30℃で2 h（E）、3 h（F）、4 h（G）、5 h（H）培養した。 

4. 2% Galactoseを24 µl /well加え、30℃で60 min培養し、発現誘導させた。 

5. Hoechst（2 mg/ml）2.5 µlが入ったエッペンドルフチューブに培養液を全量移し、遠心（5,000 

rpm, 1 min, 室温）後、上清を220~230 µl程除き、残りの上清（約10~20 µl）で沈澱を懸濁

した。 

6. 懸濁液 1.6 µlをスライドグラス上に置き、カバーグラスをかけ、マニュキアを用いてシー

ルした。 

7. 蛍光顕微鏡（Olympus AX70 fluorescence microscope、Nikon ECLIPSE 80i、Keyence BIOREVO 

BZ-9000）により、対物レンズ100倍で観察した。 

 

【出芽酵母からのプラスミド回収】 

1. 新鮮な状態の細胞をSD+LMH-medium 6 mlで16~24 h、30℃で培養した。 

2. 前培養後、遠心（3,000 rpm, 3 min, 4℃）して上清を除き、沈澱をエッペンドルフチューブ

に移し、再び遠心（15,000 rpm, 1 min, 4℃）した。 

3. 沈澱にSTES buffer 60 µlとガラスビーズを適量加え、ボルテックスミキサーを用いて5 min

懸濁した。 

4. P.C.I. 60 µlを加え、再度5 minボルテックスした。 

5. dH2O 100 µlを加えて遠心（15,000 rpm, 10 min, 室温）後、DNAの層のみを新しいエッペン

ドルフチューブに移した。 

6. 等量のクロロホルムを加えて再び遠心（15,000 rpm, 10 min, 室温）し、再度DNA層のみを

新しいエッペンドルフチューブに移した。 

7. 1/10量の3 M NaClと2.5倍量の100% EtOHを加えて－80℃に15 min静置後、遠心（15,000 rpm, 

10 min, 4℃）した。 

8. 沈澱に70% EtOH 800 µlを加え遠心（15,000 rpm, 5 min, 4℃）した。 

9. 沈殿を真空乾燥後、15 µlのdH2Oに溶解した。 

 

【回収したプラスミドの大腸菌への形質転換】 

1. 大腸菌のcomptent cell（DH5α）80 µlに、DNAサンプル 5 µlを加え、氷上で30 min静置した。 

2. LB(amp)-plateに全量を撒き、37℃で16 h培養した。 

 

【コロニーPCR（簡易的rDNAクローンの判定）】 
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1. 形質転換させた大腸菌のコロニーをランダムに４つ選んで爪楊枝で掻き取り、10 µlのdH2O

に懸濁した。 

2. 沸騰させた鍋で5 min熱し、氷上で急冷しTemplate DNAを作成した。 

3. rDNAに対するプライマーを用い、PCR反応を行った。 

Takara Ex Taq   0.1 µl 

10× Ex Taq buffer   2 µl 

dNTP Mixture   1.6 µl 

Template DNA   1 µl 

Primer 1or 5 (0.2 µM)   0.1 µl 

Primer 2 or c (0.2 µM)   0.1 µl  

dH2O     15.1 µl / 20 µl 

   （Primerの配列） 

   Primer 1 : 5’-AGACCAACTAGGACGGTC-3’ 

   Primer 2 : 5’-AAATAGAACCAAACGTCC-3’ 

   Primer 5 : 5’-TGCAAGATCGTAAGTTCC-3’ 

   Primer c : 5’-TAACAACAAGGCTACTCT-3’ 

 (PCR reaction) 

 1. 95℃     1 min 

 2. 95℃     30 sec 

 3. 50℃     30 sec 

 4. 68℃     1.5 min ※2~4は30サイクル 

4. PCR反応後、サンプル全量に6×Loading Dyeを加え、マーカー（λstyI）4 µlと共にアガロー

スゲル電気泳動を行った。約0.8 kbのDNAが増幅されたサンプルはribosomal DNAを含むも

のと判断した。 

 

【大腸菌からのプラスミド回収 (Boiling法)】 

1. プレートからコロニーを３つ選び、LB(amp)-medium 6 mlに懸濁し、37℃で8~10 h振盪培養

した。 

2. 遠心（3,000 rpm, 5 min, 4℃）後、デカンテーションにより上清を捨て、沈澱をエッペンチ

ューブに移し、再び遠心（15,000 rpm, 1 min, 4℃）した。 

3. 沈澱にTELT buffer 170 µlを加え懸濁し、沸騰した鍋で40 sec熱した。 

4. 氷上で急冷後、遠心（15,000 rpm, 10 min, 室温）し、沈澱を爪楊枝で取り除いた。 

5. イソプロパノール150 µlを加え、軽くボルテックスした。 
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6. 遠心（15,000 rpm, 10 min, 室温）後、沈澱に70% EtOHを800 µl加えて再び遠心（15,000 rpm, 

5 min, 4℃）した。 

7. 真空乾燥後、沈殿をdH2O 50 µlに溶解した。 

 

【制限酵素処理によるタンパク質側プラスミドの除去】 

1. 大腸菌から回収したDNAサンプル（1サンプルにつき3クローン）を用いて、HindⅢによる

制限酵素処理を行った。 

2. 約2 kbと約4 kbのバンドが得られたサンプルはタンパク質側プラスミド（GFPとU1A結合タ

ンパク質の融合タンパク質発現用プラスミド）であると判断した。 

 

【PEG沈】 

1. DNAサンプル 100 µlにPEG6000/2.5M NaCl 150 µlを加え、よくボルテックスした後、氷上

に30 min置いた。 

2. 遠心（15,000 rpm, 10 min, 4℃）後、沈澱に70% EtOHを800 µl加えて再び遠心（15,000 rpm, 5 

min, 4℃）した。 

3. 真空乾燥後、沈殿をdH2O 30~40 µlに溶解した。 

 

【シークエンス解析】 

  PEG沈により精製したDNAサンプルを用いて、ABIおよびBECKMANのプロトコルに従

い、シークエンスにかけた。 
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2-2 結果 

 

【一次スクリーニング及びrDNAクローンの除去】 

 Tag-GFP法を用いた顕微鏡観察により、3,091個について一次スクリーニングを終了した。

次にRNA側のプラスミド回収を行い、rDNAに対するプライマーを用いてコロニーPCRを行っ

た。1S~2276S株までのコロニーPCRの結果、85株がrDNAを含んでいると判断した。 

 

【二次スクリーニング（再現性の確認）】 

 コロニーPCRでrDNAでないと判断した株について二次スクリーニングを行い、細胞内

局在化RNAクローンとして33株を同定した。シークエンス解析の結果、そのうち22株は

ribosomal RNA遺伝子を含むクローン（3株はアンチセンス鎖）であった。局在率は平均で、

センス鎖：約30 %、アンチセンス鎖：約5.5 %であった。残り11株のうち、核に局在するRNA

クローンは７株（26S、55S、299S、585S、677S、1510S、2108S）、核と細胞質に局在するRNA

クローンは1個（2238S）、Bud-tipと核に局在するRNAクローンは2個（29S、1600S）、細胞

質に局在するRNAクローンは1個（302S）であった。詳細はTable 1に記す。 

 局在の様子は、rDNAクローンでは核小体と思われる場所に蛍光が観察されたが、核全

体や核を囲むようにドット状に観察される株、核内の数カ所に局在が観察される株もあった

（Figure 1B）。核局在クローンでは、核全体へのうすい局在や核でのドット（26S、55S）や

核を囲むようなドット（299S、677S）が観察された。585Sおよび、1510S（Figure 1B）では

核の端付近にドットが観察された。2108Sでは、核の端の一部（1~3カ所）に局在が観察され

た。核と細胞質局在クローン（2238S）では、細胞質に複数のドットが観察されると共に核を

囲むようなドットが観察され、核でのドット状局在のみが観察される細胞もあった。Bud-tip

と核局在クローンでは、budや母細胞の核を囲むようなドット状局在（29S）を示した。1600S

ではbudの先端付近だけではなく、budの中（娘細胞の細胞質）に局在が観察される細胞もあ

り、ある程度成長したbudでのみ局在が観察された。また、1600Sのbud-tipでの局在シグナル

はとても弱かった（Figure 1B）。細胞質局在クローン（302S）では、細胞質にRNAの凝集し

た局在が観察された。細胞により局在の大きさに違いがあったが、大きい細胞では核と同等

程のRNAの凝集が観察された。また、主に細胞1個あたり１つの凝集した局在が観察され、出

芽している細胞では娘細胞にも局在が観察されることもあった（Figure 1C）。 
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2-3 考察 
 

Tag-GFF 法を用いた細胞内局在化 RNA の網羅的探索の結果、多数の rDNA クロー

ンが得られた。出芽酵母の rRNA には、5S、5.8S、25S、18S rRNAがある。これらの遺伝子

は第 12 番目染色体の短鎖に繰り返し配列で存在し、5.8S、25S、18S は 37S 前駆体として転

写され、その後、プロセシングを受けて 3 種類の rRNAが作られる。5S rRNAは独立した転

写ユニットを形成しており、転写方向も他の rRNA とは逆方向である。この 8.8 kb の rRNA

遺伝子の繰り返し配列は、出芽酵母の strain によって反復配列の長さにバリエーションがあ

るものの、約 100~200コピーあり、全部で約 1.3 Mbを占める(Wegrzyn & Deuerling 2005)。

出芽酵母の染色体は 16本存在し、ゲノム全長の長さは約 12~13 Mbとされているので、全ゲ

ノム DNAに対する rRNA遺伝子の割合は約 1/10となり、計算上では、RNA局在観察のスク

リーニングにおいて 10個に 1個は rRNA遺伝子を含むクローンが取れてくることになる。そ

のため、1S~2276S株の局在観察の結果、106個の rRNA遺伝子を含む局在クローンが得られ

たと推測される。局在場所は核小体と思われる場所にシグナルが観察されるものが多かった

が、核に複数のドットや、核小体とその反対側に１つのドットが観察される細胞も観察され

た。核小体内部の構造は酵母からヒトまで保存されており、その構築には rRNA が染色体上

に多コピーでタンデムに連なることが重要である。また、rRNAの転写やプロセシングの過程

によって、rRNAが局在する場所が異なる(Marc et al. 2002)。そのため、挿入された rDNAの

長さや配列に因って、核や核小体内部での rRNA の局在する場所に違いが生まれたと考えら

れる。 

核局在クローン及び核＆細胞質局在クローン中で、55S、299S、677S、2238S は全

て Y’ element領域のアンチセンス鎖を含む断片を有していた。出芽酵母では一般的にすべて

の染色体の端はＸ elementのみと、X elementと Y’ elementからなる場合の２つに分類され、

Y’ elementはすべての染色体の端に 1/2の割合で存在する繰り返し配列であることから、ゲノ

ム DNA中に含まれる割合が多い。また、Y’ elementはタンデムな繰り返し配列からなり(Louis 

& Haber 1992; Yamada et al. 1998; Ghaemmaghami et al. 2003)、テロメア配列の隣に存在するＸ 

elementに続くサブテロメア領域である。減数分裂期やテロメレースに欠陥のある細胞でのみ

発現するヘリケースをコードする ORFを含んでいる。機能としては、減数分裂期のテロメア

の維持やテロメア配列の失われた細胞でのテロメアの機能的相補などが予想されている

(Yamada et al. 1998)。得られた Y’ elementを含むクローンすべてがアンチセンス鎖であり、セ

ンス鎖が得られなかったという結果はとても興味深く、Y’ element においてはアンチセンス

鎖 RNA が核内で機能を持って働いている可能性が考えられる。また、299S、677S では核を

囲むように局在が観察されたのに対して、55S では局在が核全体で観察された細胞が多かっ
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た。2238S では核を囲むような局在と共に、細胞質でも複数のドットが観察された。この局

在の違いの原因は定かではないが、発現させた RNAの配列と関係している可能性がある。55S、

677Sでは、対応するセンス鎖が YRF1-1と呼ばれるヘリケースをコードする ORFをコードし

ている。それに対し、299S、2238Sに対応するセンス鎖は、YRF1-1とはそれぞれ配列上異な

る Y’ element領域内のヘリケースの ORF（299S；YJL225c etc., 2238S；YLL066c etc.）をコー

ドしていた。また、Y’ element は特徴的なレトロトランスポゾン配列を欠くため、逆転写活

性を持つタンパク質はコードされていないと考えられていたが、近年、レトロトランスポゾ

ンの一種である Ty elementとの関連性が報告された (Maxwell et al. 2004)。Ty elementは VLPs

（virus-like particles）の中で逆転写され、その後、核へと放出されて宿主のゲノム DNAに挿

入される。Ty element の VLPs は細胞質に多数のドットとして観察されるが、この中には Y’ 

RNAも多く含まれていることが分かり、Ty VLPsでの Y’ RNA逆転写の可能性が示唆されて

いる (Maxwell et al. 2004)。そのため、2238Sで観察された細胞質での多数のドット状の局在

は Ty VLPsを見ていたのかもしれない。このことは、Ty VLPsでの Y’ RNA逆転写における

Y’ elementアンチセンス鎖の持つ機能を示唆する手がかりとなり得ると思われる。 

核局在センス鎖クローンとして、ミトコンドリアでの翻訳伸長に関わる G-like 

proteinをコードしている MEF2（Mitochondrial Elongation Factor 2、26S）、テロメアのサイレ

ンシングに関わる ESC1 (Establishes Silent Chromatin、1510S)、ヒストンアセチル化転移酵素

（HAT）複合体である SAGAとNuA4のサブユニットをコードしている TRA1 (similar to human 

TR-AP、2108S) が得られた。局在の様子は主に核を囲むような局在や、TRA1では核の一部分

(1~3カ所)に局在している細胞が多く観察された。核局在クローンは、強制発現させた RNA

の長さが長いために、核膜孔付近でトラップされ、核に局在しているように観察された可能

性がある。しかし、局在は核の一部分にしか観察されなかったクローンについては、mRNA

の輸送において、核膜の領域特異性があるとも考えられる。 

また、核局在アンチセンス鎖のクローンとして、脂肪酸合成酵素のαサブユニット

をコードする FAS2（Fatty Acid Synthetase、585S）を同定した。同研究室での同様の RNA局

在スクリーニングにおいても FAS2 のアンチセンス鎖核局在クローンが複数得られているこ

とから、実際に FAS2 のアンチセンス鎖が発現し、機能している可能性が考えられる。一方

で、核膜付近で核を囲むようなドットが観察された結果より、アンチセンス鎖を強制発現さ

せたために発現させた RNAが核膜孔付近でトラップされてしまった可能性もあるだろう。 

Bud-tip&核局在クローンとしては、出芽酵母の出芽の際にアクチンの重合化に関わ

る Arp2/3 複合体の活性化因子の一つであり、同時にエンドサイトーシス因子でもある PAN1 

(Poly(A)-binding protein-dependent poly(A) ribonuclease、29S)、多くの窒素分解経路における遺

伝子活性調節因子として機能する DAL81 (Degradation of Allantoin / Uga35、1600S)のセンス鎖
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を含むクローンが得られた。PAN1 が活性化する Arp2/3 はアクチンのダイナミクス制御に関

わっており、主に細胞質で局在が観察されるものの、一部は核（核小体）にも局在すること

から核内で機能している可能性も示唆されている。また、budへの RNAの局在は Pan1pが出

芽の際のアクチンの重合化に関わる Arp2/3複合体の活性化因子の一つであるため、mRNAと

して bud に局在させることでエネルギー効率的にタンパク質を局在化し、速やかなアクチン

の重合化を促す役割を果たしている可能性が予想される。一方、DAL81 は窒素分解経路に関

わる遺伝子活性調節因子である。窒素化合物は反応系の構成成分として働き、代謝回転をす

るために貯蔵されないという特徴があり、細胞が必要とする以上に存在すれば、ほとんどの

窒素化合物はエネルギー生産に使用される。そのため、細胞中の存在量は合成と分解の比率

で制御されており、平常状態では窒素バランスが保たれるが、成長中の細胞では窒素の取り

入れが排出を上回るため、正の窒素バランスとなる。以上のことから、窒素分解経路に関わ

る遺伝子活性調節因子である DAL81 は mRNA を核に局在させることで環境の変化などに応

じたすばやい対応を行なっているのかもしれない。同研究室の解析により、他にも炭素代謝

経路に関わる CSR2（MRG19）のセンス鎖が bud-tip&核局在クローンとして得られており、関

連性も考えられる。 

細胞質局在クローンとして、出芽酵母の NAC (nascent polypeptide-associated complex)

を構成するβサブユニットをコードしている EGD1 (Enhancer of Gal4 DNA binding 1、302S)の

センス鎖を含むクローンを同定した。NACは 27 kDaのαサブユニットと 21 kDaのβサブユ

ニットからなり、αサブユニットは EGD2 によってコードされている。EGD1 のヒトのホモ

ログは BTF3である。NACは高等真核生物において ribosome-associated factorとして新生ポリ

ペプチド鎖に近いところで同定されており、典型シャペロンのように NAC はアミノ酸配列

非依存的に、まだ立体構造をとっていないポリペプチド鎖と相互作用する(Rospert et al. 2002)。

ERへのタンパク質の翻訳過程における SRP (signal recognition particle)との関連性も指摘され

ている(George et al. 1998)。NACの機能は酵母からヒトに至るまで広く保存されているが、未

だ不明な点が多い。この EGD1クローンでは、細胞内に核と同等程もある大きな RNAの塊が

観察された（Figure 1C）。GAL1プロモーター下で強制発現させているために、RNAの凝集し

た局在が観察された可能性はある。しかし、RNAレベルで細胞を考えるというのは最近よう

やく、始まってきたばかりのことであり、まだまだ未知の細胞内構造体が存在していること

も考えられた。そこで、EGD1 mRNAクローンについてさらなる解析を進めることにした。 
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第三章  

EGD1 mRNA細胞質局在へのTag-GFP法の検証  

及び局在領域の同定  

 

3-1 材料と方法 

 

3-1-1 使用した株 

 出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae 

  BY4741a : MATa, his3, leu2, met15, ura3 

  ∆egd1（Yeast Knock Out Strains : Open Biosystems） 

   : MATa, his3, leu2, met15, ura3 , ∆egd1 :: kanMX4 (BY4741a background) 

 

3-1-2 使用した培地 

【出芽酵母用】 

 2-1-2に記した。 

 

3-1-3 使用したプラスミド 

【EGD2遺伝子コンストラクト】 

 ・EGD2-a（pGAL-U1A-EGD2 1-2） 

 W303のゲノムDNAを鋳型に、EGD2の-420~+963塩基（ORFの最初の塩基を+1と

する）の領域をPCRにより増幅させた断片を、pGAL-U1A-Bam vectorのBamHI-XhoI

サイトに挿入したプラスミドDNAである。PCRによる増幅には以下のプライマーを用

いた。 

    EGD2-1 : 5’-GGAGGATCCGTAGACTGCCAGCTTTCC-3’ 

    EGD2-2 : 5’-ATCCTCGAGACGATGCCATGGTACTT-3’ 

 

・ EGD2-b（pGAL-U1A-EGD2 2-5） 
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 pGAL-U1A-EGD2 1-2のプラスミドを鋳型に、EGD2の-279~+963塩基の領域を

PCRにより増幅させた断片を、pGAL-U1A-Bam vectorのBamHI-XhoIサイトに挿入した

プラスミドDNAである。PCRによる増幅には以下のプライマーを用いた。 

    EGD2-5 : 5’- GTTGGATCCAAATTTCAATTATTGTGA-3’ 

    EGD2-2 : 5’-ATCCTCGAGACGATGCCATGGTACTT-3’ 

 

・ EGD2-c（pGAL-U1A-EGD2 2-6） 

 pGAL-U1A-EGD2 1-2のプラスミドを鋳型に、EGD2の-108~+963塩基の領域を

PCRにより増幅させた断片を、pGAL-U1A-Bam vectorのBamHI-XhoIサイトに挿入した

プラスミドDNAである。PCRによる増幅には以下のプライマーを用いた。 

    EGD2-6 : 5’-AAGGGATCCATGACAAAAAGTTGAATG-3’ 

    EGD2-2 : 5’-ATCCTCGAGACGATGCCATGGTACTT-3’ 

 

・ EGD2-d（pGAL-U1A-EGD2 2-7） 

 pGAL-U1A-EGD2 1-2のプラスミドを鋳型に、EGD2の+1~+963塩基の領域をPCR

により増幅させた断片を、pGAL-U1A-Bam vectorのBamHI-XhoIサイトに挿入したプラ

スミドDNAである。PCRによる増幅には以下のプライマーを用いた。 

    EGD2-7 : 5’-CAAGGATCCATGTCTGCTATCCCAGAA-3’ 

    EGD2-2 : 5’-ATCCTCGAGACGATGCCATGGTACTT-3’ 

 

・ EGD2-e（pGAL-U1A-EGD2 2-9） 

 pGAL-U1A-EGD2 1-2のプラスミドを鋳型に、EGD2の-200~+963塩基の領域を

PCRにより増幅させた断片を、pGAL-U1A-Bam vectorのBamHI-XhoIサイトに挿入した

プラスミドDNAである。PCRによる増幅には以下のプライマーを用いた。 

    EGD2-9 : 5’-AGGGGATCCGTTTTTTCGGTCATATAG-3’ 

    EGD2-2 : 5’-ATCCTCGAGACGATGCCATGGTACTT-3’ 

 

【BTT1遺伝子コンストラクト】 

・ BTT1-a（pGAL-U1A-BTT1 1-2） 

 W303のゲノムDNAを鋳型に、BTT1の-305~+895塩基の領域をPCRにより増幅さ

せた断片を、pGAL-U1A-Bam vectorのBamHI-XhoIサイトに挿入したプラスミドDNA

である。PCRによる増幅には以下のプライマーを用いた。 

    BTT1-1 : 5’-GAAGGATCCACAAATACGCGAGCCCTT-3’ 
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    BTT1-2 : 5’- CCCCTCGAGGTAGAAATAGTACTGGTG-3’ 

 

・ BTT1-b（pGAL-U1A-BTT1 2-6） 

 W303のゲノムDNAを鋳型に、BTT1の-503~+892塩基の領域をPCRにより増幅さ

せた断片を、pGAL-U1A-Bam vectorのBamHI-XhoIサイトに挿入したプラスミドDNA

である。PCRによる増幅には以下のプライマーを用いた。 

    BTT1-6 : 5’- ACGGGATCCTCACCAATTCAGACCAAC-3’ 

         BTT1-2 : 5’- CCCCTCGAGGTAGAAATAGTACTGGTG-3’ 

 

【GAL1プロモーター付きLeu2マーカー、多コピー型プラスミド】 

・ YEplac181-GAL1p vector 

 pU1A-GFPプラスミドからSacI-XbaIサイトで切り出したGAL1プロモーターを、

YEplac181 vectorのSacI-XbaIサイトに挿入したプラスミドDNAである。 

 

【EGD1遺伝子コンストラクト】 

・ EGD1-a（pGAL-U1A-EGD1 5’, 3’UTR） 

 pGAL-U1A-EGD1 AatⅡ前半のプラスミドからHindⅢサイトで切り出した約0.7kb

の断片を、pGAL-U1A-EGD1 3’UTRプラスミドのHindⅢサイトに挿入したプラスミド

DNAである。 

 

・ EGD1-b（pGAL-U1A-EGD1 5’UTR/ pGAL-U1A-EGD1 10-11） 

  pGAL-U1A-EGD1 5’, 3’UTRのプラスミドを鋳型に、EGD1の-314~+474塩基の領域

をPCRにより増幅させた断片をpGAL-U1A-Bam vectorのBamHI-XhoIサイトに挿入し

たプラスミドDNAである。PCRによる増幅には以下のプライマーを用いた。 

EGD1-10 : 5’- TTCGGATCCAAGGAAGAGCGGT-3’ 

EGD1-11 : 5’- TTACTCGAGTTATTCGACGTCAGCATC-3’ 

 

 ・EGD1-c（pGAL-U1A-EGD1 AatⅡ後半） 

 pGAL-U1A-EGD1 EcoRIのプラスミドをEGD1のORF中に存在するAatⅡサイトと

vector上のBamHIサイトで切断しKlenow処理した断片を、self-ligationしたプラスミド

DNAである。 

 

・ EGD1-d（pGAL-U1A-EGD1 2-8） 
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 pGAL-U1A-EGD1 5’, 3’UTRのプラスミドを鋳型に、EGD1の-204~+844塩基の領域

をPCR により増幅させた断片を、pGAL-U1A-Bam vectorのBamHI-XhoIサイトに挿入

したプラスミドDNAである。PCRによる増幅には以下のプライマーを用いた。 

EGD1-8 : 5’- GGAGGATCCTGGAATCATTTAGTACGG-3’ 

EGD1-2 : 5’-ATGCTCGAGGCCTGTTGTAAGGCTAGAG-3’ 

 

・ EGD1-e（pGAL-U1A-EGD1 11-12） 

  pGAL-U1A-EGD1 5’, 3’UTRのプラスミドを鋳型に、EGD1の-63~+474塩基の領域

をPCRにより増幅させた断片を、pGAL-U1A-Bam vectorのBamHI-XhoIサイトに挿入し

たプラスミドDNAである。PCRによる増幅には以下のプライマーを用いた。 

   EGD1-12 : 5’- AGAGGATCCATATTCTTTCTAGGGAGG-3’ 

           EGD1-11 : 5’- TTACTCGAGTTATTCGACGTCAGCATC-3’ 

 

・ EGD1-f（pGAL-U1A-EGD1 AatⅡ前半） 

 pGAL-U1A-EGD1 EcoRIのプラスミドをEGD1のORF中に存在するAatⅡサイトと

vector上のXhoIサイトで切断しKlenow処理した断片を、self-ligationしたプラスミド

DNAである。 

 

・ EGD1-g（pGAL-U1A-EGD1 9-10） 

 pGAL-U1A-EGD1 5’, 3’UTRのプラスミドを鋳型に、EGD1の-314~+268塩基の領域

をPCRにより増幅させた断片を、pGAL-U1A-Bam vectorのBamHI-XhoIサイトに挿入し

たプラスミドDNAである。PCRによる増幅には以下のプライマーを用いた。 

EGD1-10 : 5’- TTCGGATCCAAGGAAGAGCGGT-3’ 

EGD1-9 : 5’- GACCTCGAGATACAGAAGTGTTGTGTTG-3’ 

 

・ YEplac195-EGD1 

 W303のゲノムDNAを鋳型に、EGD1の-967~+844塩基の領域をPCRにより増幅さ

せた断片を、YEplac195 vectorのEcoRI-SalIサイトに挿入したプラスミドDNAである。

PCRによる増幅には以下のプライマーを用いた。 

EGD1-4 : 5’- TCTGAATTCATTGCTTTGCTTCAGTGG-3’ 

EGD1-2 : 5’-ATGCTCGAGGCCTGTTGTAAGGCTAGAG-3’  

 

3-1-4 使用した試薬 
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【DIG化標識プローブ作成】 

 ・EGD1-１P～EGD1-6P (100 pM /µl)  

EGD1-1P: 5’- AAGAGCCTGCCTTCTTGTTAAGCTTTCTTCTAGTACCACC -3’ 

EGD1-2P: 5’- CAGCGTGCAACTTAGCTAATTGACTTTGCAACTTGGTGTC -3’ 

EGD1-3P: 5’- TGAAGTGCATGACCTTACCGTCGTCCTTGAAAAAGTTGGC -3’ 

EGD1-4P: 5’- GTAGACCGTAGAATACAGAAGTGTTGTGTTGAGCAGCAAC -3’ 

EGD1-5P: 5’- TCAGCATCAGCTGGAGCCTTGGCTTCGTGCTTTTCCATTT -3’ 

EGD1-6P: 5’- GACGTCAGCATCAAAAGTTTGACCTTCAACTAACTCTGGA -3’ 

 ・DIG (Digoxigen) -11- ddUTP (Boehringer Mannheim, Cat♯1093070) 

 ・4 M LiCl 

 ・DIGオリゴヌクレオチドテイリングキット (Boehringer Mannheim, Cat♯1417231) 

 ※DIGオリゴヌクレオチドテイリングキットには以下のものが含まれる。 

5×reaction buffer  

(1 M potassium cacodylate, 125 mM Tris-HCl pH 6.6, 1.25 mg/ml BSA) 

25 mM CoCl2 

Terminal transferase 

 ・EDTA-グリコーゲン溶液 

      0.5M EDTA  80 µl 

      dH₂O   119 µl 

       グリコーゲン 1 µl / total 200 µl 

 

【マルチウェルプレート作成およびin situ hybridization】  

 ・0.2 M Na-phosphate buffer (pH 6.0) 

A液：NaH2PO4・H2O  13.90 g / 500 ml 

B液：Na2HPO4・12H2O  35.85 g / 500 ml 

A液とB液を87.7：12.3の割合で混合し、pH 6.0の溶液を作製した。 

 ・固定液 (4% paraformaldehyde-0.1 M Na-phosphate buffer) 

4%  Paraformaldehyde (Polysciences, Cat♯00380) 

0.1 M  Na-phosphate buffer (pH 6.0) 

0.1%  5 N NaOH  

paraformaldehydeを全量の1/2のdH₂Oに懸濁し、5 N NaOHを加えて湯せんで溶解し

た。その後、室温に戻し、全量の1/2の0.2 M Na-phosphate buffer (pH 6.0)を加えて

混合した。 
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 ・Sorbitol phosphate buffer 

1.2 M  D-Sorbitol 

0.1 M  Na-phosphate buffer (pH 6.0) 

 ・Zymolyase100T溶液 

Sorbitol phosphate bufferにZymolyase 100T (生化学工業Cat♯120493)を、終濃度2 

mg/mlになるように懸濁した。 

 ・Pre-hybridization buffer（6穴分） 

20×SSC     80 µl  

50×Denhardt’s     40 µl  

0.5 mg/ml Bakers yeast tRNA  40 µl  

dH₂O      240 µl / total 400 µl 

 ・Hybridization buffer（6穴分） 

Pre-hybridization buffer                90 µl 

5 pmol/µl DIG EGD1-1P～6P probe         各1.5 µl 

 ・PBS-BAG  

1%  BSA 

0.1%  アジ化ナトリウム 

0.5%  cold water fish skin gelatin (Sigma) 

 ・一次抗体 

抗DIG mouse IgGをPBS-BAGで200倍希釈した。 

 ・二次抗体 

FITC-抗mouse IgG抗体(Anti-mouse IgG FITC conjugated, Cappel)を、PBS-BAGで100

倍希釈した。 

 ・Mounting medium 

グリセロール (蛍光分析用)          8.5 ml 

1×PBS                             750 µl 

p-フェニレンジアミン               10 mg 

これらを混合し、遮光しながら攪拌した。その後、pHをチェックしながら、

carbonate-bicarbonate bufferを加え、pH 8.0にした。 

 

【RT-PCR】 

 ・ガラスビーズ  

 ・TENST 
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1 M Tris-HCl 1 ml 

0.5 M EDTA 200 µl 

5 M NaCl  2 ml 

10% SDS  10 ml 

Triton X-100 2 ml 

dH2Oを加えて全量 100 mlにした。 

・ P.C.I.（phenol / CHCl3 / isoamylalchol = 25: 24: 1） 

・ 100% EtOH 

・ 70% EtOH 

 

【DNase処理】 

・ DNase 

・ P.C.I. 

・ 3M Na-Ace 

・ 100% EtOH 

・ 70% EtOH 

 

3-1-5 方法 

【DIG化標識プローブ作成】 

1. DIGヌクレオチドテイリングキットに含まれる以下の試薬と、DIG-11-ddUTPおよび EGD1 

probe (EGD1-1P～EGD1-6P)を混合した。  

5×reaction buffer     4 µl 

25 mM CoCl2    4 µl  

EGD1-1P～EGD1-6Pのいずれか (100 pM/ µl) 1 µl 

1mM DIG-11-ddUTP    1 µl 

Terminal transferase    1 µl 

dH₂O     9 µl / total 20 µl 

2. 37℃で 20 min保温した。 

3. 氷上に移し、EDTA-グリコーゲン溶液 2 µl、4 M LiCl 2.5 µl、-20℃に冷却した 100% EtOH 

75 µlをそれぞれ加えて、よく混合した。 

4. -80℃に 30 min静置後、遠心(14,500 rpm, 15 min, 4℃)した。 

5. 沈殿をとらないように注意深く上清をとり、70% EtOH 250 µlを加えた。 

6. 遠心 (14,500 rpm, 10 min, 4℃) 後、減圧乾燥機を用いて沈殿を乾燥した。 
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7. 沈殿は 20 µlの dH₂Oに懸濁し、-20℃で保存した。 

 

【マルチウェルプレート作成および蛍光 in situ hybridization】 

1. 細胞を 5 mlの液体培地に植え付け、30℃で 12~17 h振盪培養した。 

2. 前培養液 2 mlを、20 mlの新しい液体培地に加え、30℃で対数増殖期まで培養した。 

3. 集菌 (3,000 rpm, 2 min) し、固定液 1 mlに懸濁して、室温で固定した（１h）。 

4. 遠心 (5,000 rpm, 30 sec) 後、0.1 M Na-phosphate buffer 1 mlに懸濁した。（×4回） 

5. 遠心 (5,000 rpm, 30 sec) 後、sorbitol phosphate buffer 1mlに 2mg/ml Zymolyase100T溶液 20 µl、

β-メルカプトエタノール 2 µlが入ったものを 300 µl加えた。 

6. 37℃で、保温して細胞壁を消化した。位相差顕微鏡を用いて、全体の 5~6割の細胞が消化

されるまで行った。細胞壁が消化された細胞は暗く見え、未消化の細胞は明るく光って見

えた。 

7. 遠心 (5,000 rpm, 1 min, 4℃) 後、氷冷した sorbitol phosphate bufferに懸濁した。作業は、消

化が進まないよう、できるだけ氷上で行った。（×3回） 

8. sorbitol phosphate bufferに再懸濁し、50 µl を poly-L-lysineでコートしたマルチウェルスラ

イドにのせ、室温で 30 min静置し、細胞をスライドに固着した。 

9. 70% EtOHを加え、余分な細胞を除去した後、スライドを 70、90、100%の EtOHに段階的

に 5 minずつ浸し、細胞の脱水処理を行った。 

10. 室温でスライドを完全に自然乾燥後、各ウェルに pre-hybridization buffer 50 µlを加え、室

温に静置した（30 min）。 

11. アスピレーターで溶液を吸い取り、hybridization buffer 15 µlを加えた。 

12. ウェル中に泡を取り込まないように注意して、カバーガラスをスライドの上に載せた。 

13. モイスチャーチャンバーの中に爪楊枝を 2本敷き、37~42℃で 12~16 h保温した。 

14. スライドからカバーグラスを外しシャーレに入れ、4×SSC 30～40 ml に浸しながら、37

~42℃で 10 min保温した。（×4回） 

15. スライドの裏側をよく拭きとった後、0.1% Triton-X入り 4×SSCを 80 µlずつ各ウェルに

加え、室温で 10 min放置後、吸引した。（×2回） 

16. 4×SSCを 80 µlずつ各ウェルに加え、室温で 10 min放置後、吸引した。（×2回） 

17. 各ウェルに 80 µlずつ PBS-BAGを加え、室温で 30 min静置し、吸引した。 

18. 各ウェルに一次抗体を 20 µlずつ加え、モイスチャ‐チャンバー内で静置した（１h）。 

19. PBSを 80 µlずつ各ウェルに加え、室温で 10 min放置後、吸引した。（×3回） 

20. 各ウェルに二次抗体を 20 µlずつ加え、遮光しながらモイスチャ‐チャンバー内で静置し

た（１h）。 
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21. PBSを 80 µlずつ各ウェルに加え、室温で 10 min放置後、吸引した。（×3回） 

22. 0.1 µg/mlの DAPI溶液 30 µlを加えた後、PBS 80 µlで 1回洗った。 

23. アスピレーターで PBSを完全に取り除き、プレートを自然乾燥させた。 

24. Mounting medium 10 µlを加え、泡を取り込まないようにカバーガラスをかけた。 

25. マニキュアでシールした後、蛍光顕微鏡 (Olympus AX70 fluorescence microscope、Nikon 

ECLIPSE 80i、Keyence BIOREVO BZ-9000) により、対物レンズ 100倍で観察した。 

 

【RNA回収】 

（例：BY4741a-pGAL-U1A-GFP+pGAL-U1A-EGD1 5’, 3’UTR株からの回収） 

1. 試験管に分注した SR+LM-medium 5 mlに細胞を懸濁し、30℃で 17 h前培養した。 

2. 前培養液 2 mlを、20 mlの SR+LM-mediumに加え、30℃で 2 h培養した。 

3. 2% Galactose 2.4 mlを加え、30℃で 1 h培養した。 

4. 遠心（2,500 rpm, 5 min, 0℃）し、デカンテーションで上清を捨てた。 

5. 残りの上清で沈澱を溶かし、これをエッペンチューブに移した後、再び遠心して集菌した。 

6. 沈澱に TENST buffer 200 µl、ガラスビーズ 0.2 g、P.C.I. 200 µlを加えた。 

7. ボルテックスを 3 min行なった後、遠心 (14,000 rpm, 10 min, 室温)した。 

8. 上層の DNA層を新しいエッペンチューブに移し、P.C.I. 200 µlを加えボルテックスした。 

9. 遠心（14,000 rpm, 10 min, 室温）し、DNA層のみを新しいエッペンチューブに移した。 

10. サンプルの 2.5倍量の 100% EtOHを加え、－80℃に 15 min静置した。 

11. 遠心 (14,500 rpm, 20 min, 0℃) 後、沈澱に 70% EtOH 800 µlを加えた。 

12. 遠心 (14,500 rpm, 10 min, 0℃) 後、真空乾燥した沈殿を dH2O 30 µlに溶かし、-80℃で保

存した。 

 

【DNase処理】 

1. 吸光光度計を用いてサンプルの RNA濃度を測定し、500 µg/mlになるように調整した。 

2. 新しいエッペンチューブに以下の試薬を混合した。 

     RNA    500 µg/ml 

          10×DNase buffer  30 µl 

          DNase   60 µl 

      dH2Oを加えて全量 300 µlにした。 

3.  ヒートブロックを用いて 37℃で 2 h反応させた。 

4.  P.C.I. 300 µlを加えて、ボルテックスした。 

5.  遠心 (15,000 rpm, 10 min, 室温)後、上層の DNA層のみを新しいエッペンチューブに移し
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た。 

6.  サンプルの 1/10量 3M Na-Aceと 2.5倍量 100% EtOHを加え、－80℃に 15 min静置した。 

7. 遠心 (15,000 rpm, 10 min, 4℃)後、沈殿に 70% EtOH 800 µlを加えた。 

8. 遠心 (15,000 rpm, 5 min, 4℃)後、沈殿を 10~15 min真空乾燥した。 

9. dH2O 30 µlに溶かした。 

10. 再び吸光光度計を用いてサンプルのRNA濃度を測定し、500 µg/mlになるように調整した。 

11. -80℃で保存した。 

 

【RNAの変性および RT-PCR】 

1.保存していた RNAを取り出し、サーマルサイクラー用のチューブに 10 µl分注した。 

2. サーマルサイクラーで 65℃、10 min保温し、RNAを変性させた。 

3. 氷上に 1~2 min置いた後、遠心し、template RNAとした。 

4. サーマルサイクラー用のチューブに以下の試薬類を混合した。 

MgCl2    2 µl 

10×RT buffer   1 µl 

RNase Free dH2O   3.75 µl 

dNTP mix    1 µl 

RNase Inhibitor   0.25 µl 

AMV Reverse Transcriptase XL  0.5 µl 

20 µM Primer 1   0.5 µl 

Template RNA (500 ng)  1 µl / total 10 µl 

5. RT反応 

1.  50℃  30 min 

2.  99℃  5 min 

3.  5℃  5 min 

6. RT後のサンプルを 3倍希釈した。 

7. サーマルサイクラー用のチューブに以下の試薬類を混合した。 

     RT後のサンプル（1倍希釈・3倍希釈） 2 µl 

     5×PCR buffer    2 µl 

       dH2O     4.95 µl 

       Ex Taq HS     0.05 µl 

       2 µM Primer 2    1 µl / total 10 µl 

8. PCR反応 
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1.  94℃      1 min 

2.  94℃       30 sec 

3.  50℃       1 min 

4.  72℃       1 min               ※2~4は 20サイクル 

9. 5%アクリルアミドゲルで泳動し、EtBrで染色した。 

10. UVイルミネーターを用いて写真撮影した。 
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3-2 結果 
 

3-2-1 蛍光 in situ hybridizationによる EGD1 mRNA局在解析 

Tag-GFP法（Figure 1A）によるスクリーングにおいて観察された EGD1 mRNAの細

胞質局在が、実際の細胞内での EGD1 mRNAの局在を反映したものであるかを検証するため、

EGD1 mRNA特異的プローブを用いた蛍光 in situ hybridizationを行った。U1A-tagを付加して

いない EGD1 を自身のプロモーターにより多コピーで発現させた結果、Tag-GFP 法と同様、

核とは異なる細胞質に大きな凝集した RNAの局在を観察できた（Figure 2A）。 

 

3-2-2 EGD2、BTT1 mRNAの局在解析 

NACのαサブユニットをコードしている EGD2 mRNAについて、EGD2遺伝子を含む数種

類の断片（EGD2-a、EGD2-b、EGD2-c、EGD2-d、EGD2-e）を作成し、RNAの局在を Tag-GFP

法を用いて解析した。その結果、EGD1 mRNAのような凝集した RNAの細胞質局在は見られ

なかった（Figure 2B）。 

EGD1と同じく NACのβサブユニットをコードしている BTT1 mRNAについても BTT1遺

伝子を含む断片（BTT1-a、BTT1-b）を作成し、RNA の局在を Tag-GFP 法を用いて調べた。

その結果、BTT1 mRNAについても EGD1 mRNAのような凝集した細胞質局在は見られなか

った（Figure 2C）。 

 

3-2-3 EGD1 mRNA局在化 cis配列の同定 

EGD1 mRNAの細胞質局在化に必要な領域を同定するため、断片化した EGD1遺伝子断片

を作成し、RNAの細胞質局在に対する影響を調べた（Figure 3A）。局在率は 300個以上の細

胞を観察し、そのうち細胞質の凝集した RNAの局在が見られた細胞の割合を計算した。 

スクリーニングで得られた断片 302Sを用いて、EGD1の 3’-UTRを 844塩基へと短くした

断片 EGD1-a では 302S 同様、局在率は約 13%であった。また、EGD1 の 3’-UTRを全く含ま

ない断片 EGD1-bでも局在率は約 11%であった。一方、EGD1の ORFについては ORF全長(+1

~+474塩基)を含む断片 EGD1-bでは約 11%の局在であったのに対し、ORFの 3’側を 11塩基

欠いた(+1~+463塩基)断片 EGD1-fでは、局在率が約 3%にまで大きく減少した。さらに、ORF

の 3’側を 206塩基短くした(+1~+268塩基)断片 EGD1-gでは局在率が 0%になった。 

EGD1の 5’上流領域については、302Sよりも 101塩基短くした(-204~-1塩基)断片 EGD1-d

では、302Sに比べ、局在率が約 7%へと減少した。さらに EGD1 5’上流領域を 63塩基にまで

短くした断片 EGD1-e、および 5’上流領域を全く含まない断片 EGD1-j では、局在率が 0%に

なった。従って、局在率の減少は EGD1の 5’上流領域、ORF、3’-UTRのどの領域の欠如でも
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認められた。しかし、EGD1の 5’上流領域、ORFの断片化でのみ、局在率が 0%になった。よ

って、EGD1 mRNAの局在化には、EGD1の 5’上流領域と ORF領域の両方が必要であること

が示唆された。観察された局在率の減少が RNA の存在量の低下によるものでないことは、

U1A-tag 部分に対する特異的プライマーを用いた RT-PCR によって確認した（Figure 3A）。

EGD1-a、EGD1-b、EGD1-c、EGD1-d、EGD1-e、EGD1-f、EGD1-g、EGD1-h、EGD1-iにおい

ては、バンドの濃さから、RNA の存在量に差がないことが分かった。しかし、EGD1-j にお

いては、テンプレート量を他のサンプルと同様の希釈率で希釈するとバンドが検出されなく

なったことから、RNA の分解が起きやすくなっていることが示唆された。さらに、RNA の

局在の様子も局在率の減少が確認された断片（EGD1-a、EGD1-b、EGD1-d、EGD1-f）におい

て顕著な変化は見られなかった（Figure 3B）。 

 

3-2-4 遺伝子欠失バンクを用いた EGD1 mRNA局在化 trans因子の探索 

出芽酵母のデーターベース（http://www.yeastgenome.org/）により、EGD1 と相互作用

することが示唆されている遺伝子、及びこれまでに出芽酵母の局在化 RNAの輸送に関与する

ことが報告されている遺伝子の欠損株を中心として網羅的な EGD1 mRNA 局在化 trans 因子

の探索を試みた。解析した遺伝子欠損株を Table 2 に示す。その結果、63 個の遺伝子欠損株

で Tag-GFP法を用いた局在解析を行なったが、完全な消失が確認された株は得られなかった。

しかし、遺伝子欠損株によっては、野生株と比較しての EGD1 mRNAの細胞質局在の大きさ

や形態に変化が観察される株もあった。例えば、Δsfb1、Δcaf40、Δcaf16、Δpuf4、Δbtt1、Δgsg1、

Δlsm6では EGD1 mRNAの細胞質局在の大きさが大きくなり、逆にΔccr4、Δpby1では局在が

小さくなっているように感じられた。 
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3-3 考察 
 

3-3-1 蛍光in situ hybridizationによるEGD1 mRNA局在解析 

局在化RNAの網羅的スクリーニングにおいて取得した新規細胞質局在クローン

302Sはシークエンス解析の結果、U1A-tag配列直後に5’上流領域（314塩基）を含むEGD1遺伝

子を含んでいた。Tag-GFP法（Figure 1A）によって観察されたRNAの凝集した細胞質局在が、

実際の細胞内での局在を反映したものであるかをEGD1 mRNA特異的プローブを用いた蛍光

in situ hybridizationで検証した。その結果、EGD1を自身のプロモーターにより多コピーで発現

させると、スクリーニング時と同様、核とは異なる細胞質に大きなRNAの局在を示すことが

確認できた（Figure 2A）。よって、局在が実際の細胞内でも起きている可能性が示唆された。

しかし、vectorのみを発現させた細胞での内在性EGD1 mRNAの局在解析では、多コピーで発

現させた時のような明確なRNAの細胞質局在を確認できなかった（Figure 2A, 図c）。このこ

とから、EGD1 mRNAの凝集した局在は細胞内でのEGD1 mRNAの発現量に依存していること

が示唆された。 

 

3-3-2 EGD2、BTT1 mRNAについての局在解析 

NACのαサブユニットをコードしている EGD2遺伝子、EGD1と同じく NACのβ

サブユニットをコードしている BTT1 遺伝子について、それぞれ数種類の断片を作成し、

mRNA の局在を Tag-GFP 法を用いて解析した。その結果、EGD2、BTT1 mRNA 共に EGD1 

mRNAのような凝集した RNAの細胞質局在は確認されなかった（Figures 2B and 2C）。従っ

て、EGD1 mRNAの示す凝集した細胞質局在は NAC mRNA間での共通した現象ではなく、

EGD1 特異的な現象であることが示唆された。NACは分子シャペロンのように働き、とても

早い段階で新生ポリペプチド鎖に結合し、直接または間接的にタンパク質のフォールディン

グに寄与する。真核生物では、NACの両サブユニットがとても短い新生ポリペプチド鎖とク

ロスリンクしていることが示されている一方で(Rospert et al. 2002)、リボソームとの関わりは

βサブユニットによって仲介されていることが知られている(Franke et al. 2001)。また、EGD1

と同じく NACのβサブユニットをコードしている BTT1遺伝子は EGD1と比較して発現量が

1/100程でしかない(Rospert et al. 2002)。そのため、EGD1 mRNAのみが細胞質に局在するこ

とは、NAC因子の中でも個々に異なる役割を持つことが理由である可能性もある。今後、さ

まざまな方面からの NAC についての解析が進むことで新たな事実が明らかとなるかもしれ

ない。 

 

3-3-3 EGD1 mRNA局在化 cis配列の同定 
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EGD1 mRNAの細胞質局在に必要な領域を同定するために、EGD1遺伝子を断片化

し RNA の凝集した局在に対する影響を調べた。その結果、局在率の減少は EGD1 の 5’上流

領域、ORF、3’-UTR のどの領域の欠如でも認められた（Figure 3A）。しかし、EGD1 の 5’上

流領域、ORFの断片化でのみ、完全に局在が消失した。よって、EGD1 mRNAの局在化には、

EGD1の 5’上流領域と ORF領域の両方が必要であることが分かった。通常、RNAの局在化過

程は、RNAの輸送過程（transport）と、輸送された RNAをつなぎとめる過程（anchoring）か

らなる。輸送過程において RNA は、多くの場合、3’-UTR に存在する RNA の局在化 cis配列

に trans因子が結合することでモータータンパク質と複合体を形成し、微小管やアクチンなど

の細胞骨格上を能動的に輸送される(St Johnston 2005)。既知の局在化 RNA のほとんどは

3’-UTR領域に局在配列が存在し、局在に 5’上流領域を必要とする例はほとんど知られていな

い。よって、特異的局在を示す EGD1 の 5’上流領域が局在に重要な役割を果たしているとい

うのは興味深く、これまでに知られている方法とは異なる機構で局在している可能性が考え

られた。 

 

3-3-4  遺伝子欠失バンクを用いた EGD1 mRNA局在化 trans因子の探索 

出芽酵母の遺伝子欠失バンクを用いて、データーベース（http://www.yeastgenome.org/）

により EGD1 と相互作用することが示唆されている遺伝子、及びこれまでに出芽酵母の局在

化 RNAの輸送に関与することが報告されている遺伝子や SG関連因子の欠失株を中心として、

網羅的な EGD1 mRNA局在化 trans因子の同定を試みた。63個の遺伝子欠失株で Tag-GFP法

を用いた局在解析を行った結果、調べたいずれの株においても EGD1 mRNAの細胞質局在は

観察された。このことから、EGD1 mRNA の局在化に関与する必須因子はこれまでに EGD1

や出芽酵母での mRNA局在化機構との関連性について報告例のない、新規の因子である可能

性が示唆された。しかし、本解析では非必須遺伝子の遺伝子欠失バンクを用いたことから、

必須遺伝子での解析は行なえていない。よって、既知の関連因子中の必須遺伝子の中に EGD1 

mRNA の局在化に必須の因子が含まれている可能性も考えられる。また、遺伝子欠失株によ

り、野生株と比較して EGD1 mRNAの細胞質局在の大きさや形態に変化が観察される株もあ

った。このことは、これらの因子が EGD1 mRNAの局在の形成や、維持に関与している可能

性が高いことを示唆している。今後は個別の因子について、EGD1 mRNAとの詳しい関係性

を解析して行くことが必要だろう。 
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第四章  

EGD1 mRNAとEGD1タンパク質局在の解析  

 

4-1 材料と方法 

 

4-1-1 使用した株 

 出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae 

  BY4741a : MATa, his3, leu2, met15, ura3 

 

4-1-2 使用した培地 

【出芽酵母用】 

 ・SD+MH-medium 

  2%  Glucose 

  0.67% Yeast Nitrogen Base 

  30 mg/l Histidine 

  30 mg/l Methionine 

  プレートの場合は 2% Agarを加えた。 

 ・SG+MH-medium 

  2%  Galactose 

  0.67% Yeast Nitrogen Base 

  30 mg/l Histidine 

  30 mg/l Methionine 

  プレートの場合は 2% Agarを加えた。 

 

4-1-3 使用したプラスミド 

【GAL1プロモーター付きLeu2マーカー、多コピー型プラスミド】 

・ YEplac181-GAL1p vector 

pGAL-U1A-GFPプラスミドから SacI-XbaIサイトで切り出したGAL1プロモーター

を、YEplac181 vectorの SacI-XbaIサイトに挿入したプラスミド DNAである。 
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【EGD1遺伝子コンストラクト】 

・ EGD1-h（pGAL-U1A-EGD1/ EGD2キメラ） 

 pGAL-U1A-EGD1 5’, 3’UTRのプラスミドを鋳型にEGD1の-314~-1塩基の領域と

+296~+474塩基の領域をPCRにより増幅させた断片を、（pGAL-U1A-EGD2 1-2のプラ

スミドを鋳型に）EGD2の+1~+295塩基の領域をPCRにより増幅させた断片と共に、

pGAL-U1A-Bam vectorのBamHI-XhoIサイトに挿入したプラスミドDNAである。PCRに

よる増幅には以下のプライマーを用いた。 

 [ EGD1 -314~-1塩基の領域 ] 

    EGD1-10 : 5’- TTCGGATCCAAGGAAGAGCGGT-3’ 

   EGD1-13 : 5’-AATCTGCAGTATGAATTATGAGTCGCG-3’ 

 [ EGD1 +296~+474塩基の領域 ] 

    EGD1-14 : 5’- AGAGAATTCAAGATTTGTTCCCAGGT-3’ 

    EGD1-11 : 5’- TTACTCGAGTTATTCGACGTCAGCATC-3’ 

 [ EGD2 +1~+295塩基の領域 ] 

    EGD2-10 : 5’- CAACTGCAGATGTCTGCTATCCCAGAA-3’ 

   EGD2-11 : 5’- ACTGAATTCCGACGTCTTCGTTAGATG-3’ 

 

・ EGD1-i（pGAL-U1A-Mut_EGD1ATG→TTG） 

 W303のゲノムDNAを鋳型にEGD1の-314~-1塩基の領域と、EGD1のfirsrt ATGを

TTGに変えた-12~+474塩基の領域をPCRにより増幅し断片を作成した。次に、その2

つの断片を鋳型としてEGD1の -314~+474塩基の領域をPCRにより増幅させ、

pGAL-U1A-Bam vectorのBamHI-XhoIサイトに挿入して作成したプラスミドDNAであ

る。PCRによる増幅には以下のプライマーを用いた。 

[ EGD1の-314~-1塩基の領域 ] 

    EGD1-10 : 5’- TTCGGATCCAAGGAAGAGCGGT-3’ 

   Mut_EGD1-2 : 5’- TATGAATTATGAGTCGCG -3’ 

[ EGD1のfirsrt ATGをTTGに変えた-12~+474塩基の領域 ] 

   Mut_EGD1-1 : 5’- TCATAATTCATATTGCCAATTGACCA -3’ 

   EGD1-11 : 5’- TTACTCGAGTTATTCGACGTCAGCATC-3’ 

[ EGD1の-314~+474塩基の領域 ] 

    EGD1-10 : 5’- TTCGGATCCAAGGAAGAGCGGT-3’ 

  EGD1-11 : 5’- TTACTCGAGTTATTCGACGTCAGCATC-3’ 
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・ pYES2-MYC-EGD1 

EGD1-b（pGAL-U1A-EGD1 10-11）を鋳型に EGD1 の 5’上流領域-314~-1 塩基の

領域を PCRで作成した断片と、pRS314-GAL1p-MYC-EGD1のプラスミドから EcoRI

と XhoIで切り出した約 0.8 kbの断片を pYES2 vectorの BamHI-XhoIサイトに挿入し

たプラスミド DNAである。PCRによる増幅には以下のプライマーを用いた。 

 EGD1-10 : 5’- TTCGGATCCAAGGAAGAGCGGT-3’ 

 EGD1-26 : 5’- AATGAATTCTATGAATTATGAGTCGCG-3’ 

 

・ YCplac33-3MYC-EGD1 

 W303aのゲノムDNAを鋳型に、EGD1の-967~-1塩基の領域をPCRにより増幅させ

た約1.0 kb断片と、pRS314-GAL1p-MYC-EGD1のプラスミドからEcoRIとXhoIで切り

出した約1.2 kbの断片を、pTS904CU vectorのEcoRI-SalIサイトに挿入したプラスミド

DNAである。PCRによる増幅には以下のプライマーを用いた。 

EGD1-4 : 5’- TCTGAATTCATTGCTTTGCTTCAGTGG-3’ 

EGD1-26 : 5’- AATGAATTCTATGAATTATGAGTCGCG-3’ 

 

 ・YEplac181-GAL1p-EGD1 11-12 

 EGD1-b（pGAL-U1A-EGD1 5’UTR）を鋳型に、EGD1の-63~+474塩基の領域をPCR

により増幅させた約0.5 kb断片を、YEplac181-GAL1p vectorのXbaI-SalIサイトに挿入

したプラスミドDNAである。PCRによる増幅には以下のプライマーを用いた。 

EGD1-11 : 5’ - TTACTCGAGTTATTCGACGTCAGCATC-3’ 

   EGD1-12_XbaI : 5’- AGATCTAGAATATTCTTTCTAGGGAGG-3’ 

 

4-1-4 使用した試薬 

【三重染色蛍光 in situ hybridization】 

・Pre-hybridization buffer（3穴分） 

20×SSC    50 µl 

50×Denhardt’s   25 µl   

0.5 mg/ml Bakers yeast tRNA 25 µl 

dH₂O    150 µl / total 250 µl 

・Hybridization buffer（3穴分） 

Pre-hybridization buffer   80 µl 
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   5 pmol/µl DIG EGD1-1P～6P probe 各 1.5 µl 

・一次抗体 

抗 DIG mouse IgGを PBS-BAGで 200倍希釈した。 

・二次抗体 

 TexasRed-抗 mluse IgG抗体(Anti mouse IgG TexasRed conjugated, Cappel)を PBS-BAGで 50

倍希釈した。 

 

【Western blotting用サンプル調製】 

・ガラスビーズ 

・Lysis buffer 

  0.3 M mannitol 

  0.1 M KCl 

  50 mM Tris-HCl (pH7.5) 

  1 mM EGTA 

・100 ｍM PMSF 

  PMSF (Sigma)  4.4mg 

  100％ EtOH 250 µl 

・BIO-RAD protein assay 

 

【電気泳動およびWestern blotting法】 

・Western blotting用 15%アクリルアミドゲル 

Lower Gel（2枚分）  

dH₂O   3.5 ml 

1.5 M Tris (pH 8.8)  3.75 ml 

10％ SDS   150 µl 

10％ APS   75 µl 

TEMED   15 µl 

Upper Gel（2枚分） 

dH₂O   4.8 ml 

     0.5 M Tris (pH6.8)  2 ml 

10% SDS   80 µl 

30％ Acrylamide/Bis 1040 µl 

   10％ APS   40 µl 
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・アクリルアミドゲル用泳動槽 

・1×SDS buffer（泳動 buffeer） 

・1×Sample buffer 

2×Sample buffer  500 µl 

Lysis buffer  500 µl 

・マーカー 

       Kaleidoscope  10 µl 

1×Sample buffer  90 µl 

・メンブレン Hybond P（7×9 cm）1枚…手袋を着用して取り扱った。 

右肩に鉛筆で日付・実験名を記入。メタノールに軽く浸した後、使用するまで 1×western 

transfer bufferに浸しておいた。 

・濾紙（厚紙）（7.5×9.5 cm）8枚 

・1×western transfer buffer 

・5％スキムミルク 

・1×TBST 

・ハイブリバック 

・一次抗体 

抗 myc mouse IgGを 1×TBSTで 1000倍希釈した。  

・二次抗体 

ELC抗 mouse 抗体を 1×TBSTで 1000倍希釈した。 

・タッパー、ピンセット、へら、手袋 

・ELC検出用 kit 

 

4-1-5 方法 

【DIG化標識プローブ作成】および【マルチウェルプレート作成】 

 3-1-5を参照。 

 

【三重染色蛍光 in situ hybridization】 

1. 各ウェルに Pre-hybridization buffer 50 µlを加え、室温に 30 min静置した。 

2. アスピレーターで溶液を吸い取り、Hybridization buffer 15 µlを加えた。 

3. ウェル中に泡を取り込まないように注意して、カバーガラスをスライドの上に載せた。 

4. モイスチャーチャンバーの中に爪楊枝を 2本敷き、37℃で 12~16 h保温した。 

5. スライドからカバーグラスを外してシャーレに入れ、30～40 mlの 4×SSC中で、37℃で 10 
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min保温した。（×4回） 

6. スライドの裏側をよく拭きとった後、0.1% Triton-X入り 4×SSCを 80 µlずつ各ウェルに加

え、吸引した。 

7. 1% BSA-4×SSCで 200倍希釈したアビジン-FITCを 20 µlずつ各ウェルに加えた。 

8. 遮光して、室温で 30 min静置した。 

9. 4×SSCを 80 µlずつ各ウェルに加え、室温で 10 min放置後、吸引した。（×2回） 

10. 0.1% Triton-X入り 4×SSCを 80 µlずつ各ウェルに加え、室温で 10 min放置後、吸引した。

（×2回） 

11. 4×SSCを 80 µlずつ各ウェルに加え、室温で 10 min放置後、吸引した。（×2回） 

12. 各ウェルに 80 µlずつ PBS-BAGを加え、室温で 30 min静置し、吸引した。 

13. 各ウェルに一次抗体を 20 µlずつ加え、遮光したモイスチャ‐チャンバー内で１h静置し

た。 

14. PBSを 80 µlずつ各ウェルに加え、室温で 10 min放置後、吸引した。（×3回） 

15. 各ウェルに二次抗体を 20 µlずつ加え、遮光しながらモイスチャ‐チャンバー内で１h静

置した。 

16. PBSを 80 µlずつ各ウェルに加え、室温で 10 min放置後、吸引した。（×3回） 

17. 0.1 µg/mlの DAPI溶液 30 µlを加えた後、PBS 80 µlで 1回洗った。 

18. アスピレーターで PBSを完全に取り除き、プレートを自然乾燥させた。 

19. Mounting medium 10 µlを加え、泡を取り込まないようにカバーガラスをかけた。 

20. マニキュアでシールした後、蛍光顕微鏡 (Olympus AX70 fluorescence microscope、Nikon 

ECLIPSE 80i、Keyence BIOREVO BZ-9000) により、対物レンズ 100倍で観察した。 

 

【Western blotting用サンプル調製】 

1. YCplac33-MYC-EGD1と YEplac181-GAL1p-EGD1 11-12（または YEplac181-GAL1p vector）

で形質転換した BY4741a株を SD+MH-plateにストリークし、30℃で培養した。 

2. SG+MH-plateに塗りかえ、30℃で 24 h培養した。 

3. SG+MH-medium 8 mlに、プレートから爪楊枝でかきとった細胞を懸濁し、30℃で一晩前培

養した。 

4. 前培養液 5 mlを、25 mlの新しい SG+MH-mediumに加え、30℃で 4.5 h培養した。 

＊以下の作業はできるだけ低温室（4℃）かつ氷上でおこなった。 

5. 集菌 (3,000 rpm, 3 min, 4℃) し、デカンテーションで上清を捨てた。 

6. 残りの上清で沈澱を溶かし、これをエッペンチューブに移した後、再び遠心(15,000 rpm，1 

min, 4℃)して集菌した。（-80℃で保存可能。） 
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7. 1 ｍM PMSF入り Lysis bufferを 100 µl、ガラスビーズを適量加え、4℃で 5 minボルテック

スにより細胞を破壊した。 

8. 再び 1 ｍM PMSF入り Lysis bufferを 100 µl加え、4℃で 5 minボルテックスした。（顕微鏡

で細胞の壊れ具合を確認しながら、細胞が 8割程度壊れるまで行った。） 

9. 遠心 (15,000 rpm, 10 min, 4℃) 後、注意深く上清を回収した。 

10. 再び遠心 (15,000 rpm, 10 min, 4℃) 後、上清を回収した。 

11. BIO-RAD protein assayを用いて吸光度 595 nmでタンパク濃度を測定し、1~10 mg/mlにな

るよう濃度調整を行った。 

12. Sample bufferを加え、boilした（2 min）。（-20℃で保存。） 

 

【電気泳動およびWestern blotting法】 

1. 一度 boilして-20℃に保存してあるサンプルを再度 boilした（30 sec）。 

2. 遠心 (15,000 rpm, 1 min, 室温) 後、上清 20 µlを 15%アクリルアミドゲルにアプライした。

空きレーンにも 1×Sample buffer 20 µlをアプライし、全てのレーンで 20 µlになるようにし

た。 

3.  20 mAで泳動した。 

4. 泳動終了後、へらで Upper Gelを切り落とし、泳動中に準備しておいた 1×western transfer 

bufferにゲルを浸した。 

5. Transferで使用する機械の台を 1×western transfer bufferで少しぬらし、1枚ずつ 1×western 

transfer bufferに浸した濾紙を、空気が入らないよう注意しながら 4枚台の上に重ねた。 

6. メンブレンを濾紙からはみ出さないよう注意しながら重ねた。 

7. さらに、泳動後 1×western transfer bufferに浸しておいたゲルを重ねた。 

8. 1×western transfer bufferに浸した濾紙を 1枚ゆっくりと重ね、空気が入らないよう軽く手

で押さえた。 

9. 残りの濾紙 3枚も 1×western transfer bufferに浸したのち、1枚ずつ重ねた。 

10. 余った 1×western transfer bufferを Transfer 中に乾燥しないよう、上からかけた。 

11. 500 V、120 mAで Transfer（1.5 h）を行なった。 

12. Transfer終了後、ゆっくりとメンブレンをはずし（マーカーがメンブレンに移っているか

を確認）、Transferの間に用意しておいた 5％スキムミルク入りのタッパーに入れた。 

13.室温で振盪し、ブロッキングした（30 min）。 

14. 1×TBSTに浸し、5 min、室温で洗いを行った。（×3回） 

15. ハイブリバックにメンブレンを移し、周りをシールした後、一次抗体を加え、4℃で一晩

反応させた。 
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17. 1×TBSTの入ったタッパーに. ハイブリバックから取り出したメンブレンを移し、15 min

×1回の洗いの後、5 min×3回の洗いを行った。 

18. ハイブリバックにメンブレンを移し、周りをシールした後、二次抗体を加えた。 

19.室温で 1 h反応させた。 

20. 1×TBSTの入ったタッパーに. ハイブリバックから取り出したメンブレンを移し、15 min

×1回の洗いの後、5 min×3回の洗いを行った。 

21. LAS1000でバンドを検出した。 
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4-2 結果 
 

4-2-1 EGD1 mRNA細胞質局在と翻訳 

EGD2 mRNAではEGD1 mRNAのような凝集した細胞質局在は見られなかったこと

から、EGD1 mRNA の細胞質局在に必要であることが示唆された 5’上流領域(-314~-1 塩基)

と 3’側の ORF 領域(+296~+474塩基)を EGD2 ORF (+1~+295塩基)につなげた EGD1/EGD2

キメラ遺伝子断片（EGD1-h）で EGD1 mRNAのような凝集した細胞質局在が観察されるか、

Tag-GFP 法を用いて調べた。その結果、EGD1/EGD2 キメラでは、細胞質への mRNA の集積

した局在は観察されなかった（Figure 3A）。さらに、正常な Egd1pが翻訳されないよう EGD1 

ORFの first ATGを TTGに変えた断片（EGD1-i）においても、凝集した細胞質への局在が確

認できなかった（Figure 3A）。 

 

4-2-2 EGD1 mRNA細胞質局在と Egd1pの細胞内局在 

次に、EGD1 mRNAの局在と翻訳との関係性が示唆されたため、Egd1pの局在につ

いても蛍光 in situ hybridization及び抗体染色の三重染色を用いて調べた。その結果、N末に

myc-tagの付いた Egd1pは凝集した EGD1 mRNAと共局在していた（Figure 4A）。さらに、C

末側に DsRedを付加した Egd1pを Tag-RFP法（Tag-GFP法での GFPを RFPに置換した方法）

で観察した結果においても、凝集した Egd1pと共に EGD1 mRNAが共局在していることが明

らかとなった（Figure 4B）。よって、細胞質で凝集した EGD1 mRNAは Egd1pと RNP複合体

を形成していると考えられた。この過剰発現した EGD1 mRNAと Egd1pが形成する細胞質構

造体を EGD1顆粒と名付けることにした。 

 

4-2-3 EGD1顆粒形成に対する Egd1pの直接的関与 

EGD1 mRNAの局在化には EGD1の 5’上流領域と Egd1pへの翻訳が必要であるため、

Egd1p自身が EGD1 mRNAの 5’上流領域に結合することによって翻訳を抑制し、凝集した局

在を生み出しているのではないかと考えた。そこで、Egd1p の N 末に myc-tag を付加したプ

ラスミド(YCplac33-MYC-EGD1)と共に、多コピーで 5’上流領域を 63 bp持つ EGD1 mRNAを

発現させた場合における Egd1p量を、抗 myc抗体を用いて調べた。その結果、63 bp の 5’上

流領域を持つ EGD1 mRNA を過剰発現させた場合には、Vectorのみを過剰発現させた場合に

比べ、myc-Egd1pのバンドが薄くなった（Figure 5）。よって、過剰発現された Egd1pが myc－

Egd1p mRNAの 5’上流領域に結合し、タンパク質への翻訳を抑制した可能性が示唆された。
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4-3 考察 
 

4-3-1 EGD1 mRNA細胞質局在と翻訳 

Tag-GFP法を用いた EGD1/EGD2キメラ遺伝子断片（EGD1-h）や変異型 EGD1遺伝

子断片（EGD1-i）についての局在解析の結果、共に RNA の凝集した細胞質への局在が確認

できなかった（Figure 3A）。従って、EGD1 mRNAの局在化には完全な Egd1pへの翻訳が必要

であることが示唆された。 

 

4-3-2 EGD1 mRNA細胞質局在と Egd1pの細胞内局在 

蛍光 in situ hybridization及び抗体染色の三重染色による Egd1pの局在解析の結果、

myc-tagを N末側に付加した Egd1pは、凝集した EGD1 mRNAと共局在していた（Figure 4A）。

さらに、C末側に DsRedを付加した Egd1pを Tag-RFP法で観察した結果においても、凝集し

た Egd1pと共に EGD1 mRNAが共局在していることが明らかとなった（Figure 4B）。このこ

とから、EGD1 mRNAは Egd1pと共に、発現量依存的な細胞質 RNP複合体（EGD1顆粒）を

形成し、機能している可能性が示唆された。 

 

4-3-3 EGD1顆粒形成に対する Egd1pの直接的関与 

5’上流領域に局在配列を保持する理由の一つとして、精密な翻訳制御ということが

予想される。そこで、EGD1 mRNAの 5’上流領域に Egd1p自身が結合することにより、翻訳

抑制状態となり、局在化のきっかけとなっているのではないかと考えた。そこで mycを付加

した Egd1pと共に、多コピーで 63 bpの 5’上流領域を持つ EGD1 mRNAを発現させることで、

myc－Egd1p量に変化が見られるかをWestern Blottingを用いて検証した。その結果、別のプラ

スミドから EGD1 mRNAを過剰発現させた場合には、Egd1pが transに EGD1 mRNAの 5’上

流領域に結合することによって、myc－Egd1pの翻訳を Vectorのみと比べ抑制する可能性が示

唆された（Figure 5C）。 

今回の実験では、株によって myc-Egd1pへの翻訳抑制効果に差があり、弱い影響し

か見られなかった。これは共発現させた 5’上流領域を 63 bpしか持たない EGD1 mRNAは翻

訳効率が悪いために（Figure 13E）、充分な量の Egd1pを産生できなかったためであるかもし

れない。そのため、63 bpよりも長い 5’上流領域を持つ EGD1 mRNAを共発現させることで

より効率的な Egd1pの産生を行なった場合には、今回よりも強い myc-Egd1pの発現抑制効果

を見ることができると推察される。 

また、今後は、5’上流領域のみでなく、3’下流領域への Egd1p 結合活性も調べる必

要があると考えている。なぜなら、ORFの 3’側をわずかでも欠く遺伝子断片では細胞質局在



 44 

に大きな影響が見られ（Figure 3A, EGD1-f）、また、U1A-tag配列を ORFの 3’側に付加させる

と mRNAは凝集した細胞質局在を示さなくなった（data not shown）。従って、何らかの因子

が EGD1 3’側下流領域に結合することが EGD1 顆粒形成に必要であると思われる。Egd1p は

顆粒形成に必須の因子であることから、この候補因子の一つである可能性が高い（Figure 5C）。

EGD1 顆粒形成に対する Egd1p の直接的で具体的な役割を明らかにして行くことは、EGD1

顆粒及び類似細胞質凝集体の形成メカニズムの解明に貢献できると期待している。 
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第五章  

EGD1 顆粒と既知の細胞内構造体に関する解析  

 

5-1 材料と方法 

 

5-1-1 使用した株 

 出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae 

BY4741a : MATa, his3, leu2, met15, ura3 

 

DCP2-GFP （yRP2080）: MATα, leu2, met15. ura3 

PAT1-GFP （yRP2082）: MATα, leu2, met15. ura3 

EDC3-GFP （yRP2211）: MATα, leu2, met15. ura3 

DHH1-GFP （yRP2081）: MATα, leu2, met15. ura3 

＊R. Parkar博士より分与。 

 

    ∆dhh1（Yeast Knock Out Strains : Open Biosystems） 

 : MATa, his3, leu2, met15, ura3 , ∆dhh1 :: kanMX4 (BY4741a background) 

      ∆pat1（Yeast Knock Out Strains : Open Biosystems） 

 : MATa, his3, leu2, met15, ura3 , ∆pat1 :: kanMX4 (BY4741a background) 

        ∆lsm1（Yeast Knock Out Strains : Open Biosystems） 

 : MATa, his3, leu2, met15, ura3 , ∆lsm1 :: kanMX4 (BY4741a background) 

        ∆xrn1（Yeast Knock Out Strains : Open Biosystems） 

 : MATa, his3, leu2, met15, ura3 , ∆xrn1 :: kanMX4 (BY4741a background) 

    ∆ccr4（Yeast Knock Out Strains : Open Biosystems） 

 : MATa, his3, leu2, met15, ura3 , ∆ccr4 :: kanMX4 (BY4741a background) 

        ∆edc3（Yeast Knock Out Strains : Open Biosystems） 

 : MATa, his3, leu2, met15, ura3 , ∆edc3 :: kanMX4 (BY4741a background) 

    ∆not3（Yeast Knock Out Strains : Open Biosystems） 

 : MATa, his3, leu2, met15, ura3 , ∆not3 :: kanMX4 (BY4741a background) 

    ∆pby1（Yeast Knock Out Strains : Open Biosystems） 
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 : MATa, his3, leu2, met15, ura3 , ∆pby1 :: kanMX4 (BY4741a background) 

 

5-1-2 使用した培地 

【出芽酵母用】 

 ・SD+MH-plate 

  4-1-2に記した。 

 ・SR+MH-medium 

  2%  Raffinose 

  0.67% Yeast Nitrogen Base 

  30 mg/l Histidine 

  30 mg/l Methionine 

 ・SD+M-medium 

  2%  Glucose 

  0.67% Yeast Nitrogen Base 

  30 mg/l Methionine 

  プレートの場合は2% Agarを加えた。 

 ・SR+M-medium 

  2%  Raffinose 

  0.67% Yeast Nitrogen Base 

  30 mg/l Methionine 

 

5-1-3 使用したプラスミド 

【EGD1遺伝子コンストラクト】 

 ・YEplac181-EGD1  

YEplac195-EGD1のプラスミドを EcoRIと SphIサイトで切り出した約 1.6 kbの断片

を、YEplac181-GAL1p vectorのEcoRI-SphIサイトに挿入したプラスミドDNAである。 

 

5-1-4 方法 

【P-body因子株を用いた Tag-RFP法での観察】 

1. pU1A-RFP と EGD1-c が導入された P-body 因子株を SD+MH-plate から爪楊枝で掻き取り、

SR+MH-medium 200 µlに懸濁後、30℃で 12~20 h培養した。 

2. 前培養液 50 µlを 500 µlの新しい SR+MH-mediumに加え、30℃で 1 h振盪培養した。 

3. 2% Galactose 60 µlを加え、30℃で 3~4 h培養した。 



 47 

4. Hoechst（2 mg/ml）6 µlを加え、遠心（5,000 rpm, 1 min, 室温）した。 

5. 上清を除き、残りの上清（約 10~20 µl）で沈澱を懸濁した。 

6. 懸濁液 1.6 µlをスライドグラス上に置き、カバーグラスをかけ、マニュキアを用いてシー

ルした。 

7. 蛍光顕微鏡（Nikon ECLIPSE 80i、Keyence BIOREVO BZ-9000）により、対物レンズ 100倍

で観察した。 

 

【Tag-GFP法での観察】 

(例：pU1A-GFP、pGAL-U1A-Bam、YEplac181-EGD1で形質転換されたBY4741a株の観察) 

1. SR+M-medium 200 µlをエッペンチューブに分注し、SD+M-plateから爪楊枝でかきとった出

芽酵母を懸濁し、30℃で12~24 h培養した。 

2. 前培養液 50 µlを 500 µlの新しい SR+M-mediumに加え、30℃で 2 h振盪培養した。 

3. 2% Galactoseを60 µl加え、30℃で1h培養した。 

4. Hoechst（2 mg/ml）6 µlを加え、遠心（5,000 rpm, 1 min, 室温）した。 

5. 上清を除き、残りの上清（約10~20 µl）で沈澱を懸濁した。 

6. 懸濁液 1.6 µlをスライドグラス上に置き、カバーグラスをかけ、マニュキアを用いてシー

ルした。 

7. 蛍光顕微鏡（Olympus AX70 fluorescence microscope、Nikon ECLIPSE 80i、Keyence BIOREVO 

BZ-9000）により、対物レンズ 100倍で観察した。 

＊96穴プレートを用いた方法は 2-1-5に記した。 
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5-2 結果 
 

5-2-1 EGD1顆粒と P-body 

P-body（Processing body）とは mRNAの代謝に関わる細胞質顆粒であり、Dhh1p、

Dcp1p、Dcp2p、Xrn1p、Lsm1-7、Pat1p など mRNA のデキャッピングや分解に関わる多くの

因子が共局在している。ストレス条件下では、P-body の数やサイズは増加することも知られ

ている。この P-body と EGD1 顆粒との関係性を検証するため、P-body の代表的因子である

Dcp2、PAT1、EDC3 及び DHH1 に GFP が付加された株を用いて、Tag-RFP 法での EGD1 顆

粒の局在観察を行なった。その結果、通常、細胞質にドット状の局在を示す P-bodyが、EGD1

顆粒存在下では細胞質に大きな塊を形成し、EGD1 mRNAと共局在することが明らかとなっ

た（Figure 6）。さらに、様々な P-body因子の遺伝子欠損株での EGD1 顆粒の観察を行い、EGD1 

顆粒と P-body との関係性について詳しく解析した。その結果、いずれの欠失変異株（dhh1、

pat1、lsm1、xrn1、ccr4、edc3、not3、pby1）においても EGD1 顆粒は形成されることが分か

った（Figure 7）。 

 

5-2-2 EGD1 顆粒とその他の RNA 

EGD1 顆粒は EGD1 mRNA 特異的に形成されるものであるが、その局在場所には

EGD1 mRNA以外の非特異的な RNAも存在している可能性がある。そこで、その可能性を検

証するため、Tag-GFP 法を応用し、細胞質に EGD1 顆粒を形成する U1A-tag なしの EGD1 

mRNA を多コピーで発現させ、それと同時に U1A-tag を付加したさまざまな RNA 分子も細

胞内で強制発現させることで非特異的な RNAの局在を観察した。その結果、通常は細胞質に

凝集した局在を示さない U1A-tag 配列のみを持つ vector RNA（Vector）で 2.4%、EGD2-a お

よび BTT1-a mRNAで 2.1%と 2.6%、変異型 EGD1 mRNA（EGD1-i）および 5’上流領域を持た

ない EGD1 mRNA（EGD1-j）では 12%と 8.4%の細胞で EGD1 mRNAと類似した細胞質凝集

局在が観察された（Figure 8）。興味深いことに、EGD1顆粒のような局在を示す割合には RNA

の配列によって差があり、EGD1 mRNAに近い配列を有する程、局在率が高かった。 
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5-3 考察 
 

5-3-1 EGD1顆粒と P-body 

P-bodyは mRNAの代謝に関わる細胞質顆粒であり、多数の mRNAのデキャッピン

グや分解に関わる多くの因子が共局在し、細胞内環境により数やサイズが変化する特性があ

る(Teixeira et al. 2005; Parker & Sheth 2007)。この P-bodyと EGD1 顆粒との関係性を検証する

ため、P-bodyの代表的因子に GFPが付加された株を用いて、Tag-RFP法での EGD1顆粒の局

在観察を行なった結果、解析した全ての P-body因子は EGD1顆粒存在下で細胞質に大きな塊

を形成し、EGD1 mRNAと共局在した（Figure 5）。従って、EGD1顆粒と P-bodyは関連性の

ある細胞質構造であることが明らかとなった。しかし、様々な P-body因子遺伝子欠損株での

EGD1 顆粒の局在観察の結果、いずれの欠失変異株においても EGD1 顆粒の形成が確認でき

た（Figure 7）。特に、P-body形成に欠損が見られることが報告されている EDC3遺伝子欠損

株においても、EGD1 顆粒を観察できたことから、P-body と EGD1 顆粒は複数の因子を共有

しているものの、独立的な細胞質構造体であると考えられた。 

 

5-3-2 EGD1顆粒とその他の RNA 

細胞質に EGD1顆粒を形成する U1A-tagなしの EGD1 mRNAを多コピーで発現し、

それと同時にU1A-tagを付加したさまざまなRNA分子を細胞内で強制発現させることで非特

異的な RNAの局在を観察した結果、EGD1 mRNA以外の非特異的な RNAも EGD1顆粒に含

まれることが分かった（Figure 8）。さらに EGD1 mRNAに近い配列を有する RNA分子程、

EGD1顆粒に局在する割合が高いことが示唆された。このことから、EGD1顆粒はEGD1 mRNA

特異的に形成されるが、その後は transにも機能することで、非特異的な RNA分子も効率よ

く取り込む構造であると推察された。 
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                            第六章  

EGD1顆粒の性質  

 

6-1 材料と方法 

 

6-1-1 使用した株 

 出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae 

 BY4741a : MATa, his3, leu2, met15, ura3 

 BY4742α : MATa, his3, leu2, lys2, ura3 

細胞内小器官マーカータンパク質にRFPが付加された株 

  BY4742α background, Table 2 (Huh et al. 2003) 

 

6-1-2 使用した培地 

【出芽酵母用】 

・SC (-his, -ura)-medium 

  2%  Glucose 

  0.67% Yeast Nitrogen Base 

  0.75 g/l -His/-Ura DO Supplement 

  プレートの場合は2% Agarを加えた。 

 ・SR (-his, -ura)-medium 

    2%  Raffinose 

  0.67% Yeast Nitrogen Base 

 0.75 g/l -His/-Ura DO Supplement 

 ・SD+LM 

 ・SR+LM  2-1-2を参照。 

 ・SD+LMH  

 ・SR+LMH  

  2%  Raffinose 

  0.67% Yeast Nitrogen Base  

  30 mg/l Leucine 
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  30 mg/l Methionine 

  30 mg/l Histidine     

   

6-1-3 使用したプラスミド 

【Sec63-RFP発現用プラスミド】 

・pKT1380：YCp-Sec63-mRFP-URE3 

＊筑波大学 入江賢児博士より分与。 

 

6-1-4 使用した試薬 

【細胞骨格阻害剤】 

・Benomyl 

・Cytochalasin B（Sigma、C 6762） 

 

6-1-5 方法 

【微小管重合阻害剤を用いた蛍光 in situ hybridization】 

1. 細胞を 5 mlの SR+LMH（pH 6.0~6.5）に植え付け、30℃で 12 h振盪培養した。 

2. 前培養液 2 mlを 20 mlの新しい SR+LMH（pH 6.0~6.5）に加え、30℃で 6 h振盪培養した。 

3. Benomyl（1 mg/ml）または DMSOを 360 µl（終濃度 15 µg/ml）加えた。 

4. 2% Galactose 2.4 ml加え、30℃で 2 h振盪培養した。 

5. 集菌 (3,000 rpm，2 min)し、固定液 1 mlに懸濁して、室温で 50~60 min固定した。 

＊ 以下の操作は、3-1-5【マルチウェルプレート作成および蛍光 in situ hybridization】の 4.以

降と同様に行なった。 

 

【微小管重合阻害剤を用いた Tag-RFP法での RNAと P-bodyの観察】 

1. SD+M-plateから爪楊枝でかきとった出芽酵母を SR+M-medium（pH 6.0~6.5）200 µlに懸濁

し、30℃で 12~20 h培養した。 

2. 前培養液 50 µlを 500 µlの新しい SR+M-medium（pH 6.0~6.5）に加え、30℃で 1 h振盪培養

した。 

3. Benomyl（1 mg/ml）または DMSOを 9 µl（終濃度 15 µg/ml）加えた。 

4. 2% Galactose 60 µlを加え、30℃で 2.5~3 h培養した。 

5. Hoechst（2 mg/ml）6 µlを加え、遠心（5,000 rpm, 1 min, 室温）した。 

6. 上清を除き、残りの上清（約 10~20 µl）で沈澱を懸濁した。 

7. 懸濁液 1.6 µlをスライドグラス上に置き、カバーグラスをかけ、マニュキアを用いてシー
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ルした。 

3. 蛍光顕微鏡（Nikon ECLIPSE 80i、Keyence BIOREVO BZ-9000）により、対物レンズ 100倍

で観察した。 

 

【Actin阻害剤を用いた Tag-GFP法での観察】 

1. SD+LM-plateから爪楊枝でかきとった出芽酵母をSR+LM-medium 200 µlに懸濁し、30℃で12

~20 h培養した。 

2. Cytochalasin B（100 µM）またはDMSO 60 µl（終濃度 10 µM）を添加したSR+LM-medium 500 

µlに、前培養液50 µlを加えた。 

3. 26℃または30℃で2 h培養した。 

4. 2% Galactose 66 µlを加え、30℃で1 h培養した。 

5. Hoechst（2 mg/ml）6.6 µlを加え、遠心（5,000 rpm, 1min, 室温）した。 

＊以下の操作は、6-1-5【微小管重合阻害剤を用いた Tag-RFP法での RNAと P-bodyの観察】

の 6.以降と同様に行なった。 

 

【細胞内小器官マーカータンパク質にRFPが付加された株を用いたTag-GFP法での観察】 

1. SC（-his, -ura）-plateから爪楊枝でかきとった出芽酵母を SR（-his, -ura）-medium 200 µlに

懸濁し、30℃で 12~20 h培養した。 

2. SR（-his, -ura）-medium 500 µlに前培養液 50 µlを加えて、30℃で 2 h培養した。 

3. 2% Galactose 60 µlを加え、30℃で 1 h培養した。 

4. Hoechst（2 mg/ml）6 µlを加え、遠心（5,000 rpm, 1 min, 室温）した。 

＊以下の操作は、6-1-5【微小管重合阻害剤を用いた Tag-RFP法での RNAと P-bodyの観察】

の 6.以降と同様に行なった。
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6-2 結果 
 

6-2-1 EGD1顆粒と細胞骨格 

EGD1 顆粒の形成が、無作為的な凝集に因るものか、または細胞骨格系を利用した

能動的な機構であるかを判別するため、微小管及びアクチン重合阻害剤で処理した細胞での

EGD1 顆粒の観察を行った。その結果、微小管の重合を Benomyl により阻害した細胞では

mRNAの細胞質局在が消失した（Figure 9A）。一方、アクチンの重合を CytochalasinBで阻害

した場合には EGD1 mRNAの細胞質局在に顕著な変化は見られなかった（Figure 9B）。よっ

て、EGD1顆粒形成が微小管依存的であることが明らかとなった。 

さらに、出芽酵母の P-body は Benomyl により微小管重合を阻害すると、形成が促

進されることが報告されている(Sweet et al. 2007)。そこで、P-body因子である DCP2に GFP

が付加された株を用いて、Benomyl 処理による EGD1 顆粒と P-body の様子を調べたところ、

細胞質に P-bodyは確認されたものの、EGD1顆粒は観察されなかった（Figure 9C）。従って、

EGD1顆粒と P-bodyは微小管に対する反応性において異なることが分かった。 

 

6-2-2 EGD1顆粒と既知のタンパク質凝集体との関連 

タンパク質の品質管理機構の一つとして、異常タンパク質の凝集体形成がある。既

知のタンパク質凝集体として、Aggresome や ERAC、IPOD、JUNQ などが報告されている

(Johnston et al. 1998; Kopito 2000; Kaganovich et al. 2008)。EGD1顆粒も Egd1pの集積が観察さ

れることから既知のタンパク質凝集体の一つである可能性が考えられる。そこで、Aggresome

は SPBと共局在する特徴があり(Kopito 2000)、IPODと JUNQは母細胞で形成された後、娘細

胞には分与されない特徴がある(Bagola & Sommer 2008; Kaganovich et al. 2008)。そのため、そ

の二点に着目し、解析を行なった。まず、SPBのマーカータンパクである SPC42に RFPが付

加された株を用いて、EGD1 mRNAとの局在観察を行なった結果、EGD1 mRNAと SPBは共

局在しなかった（Figure 10A）。よって、EGD1顆粒と Aggresomeは異なる構造であることが

示唆された。また、Tag-GFP法を用いた EGD1 mRNAの観察により、母細胞の EGD1顆粒の

一部が娘細胞に受け継がれる様子が観察された（Figure 10B）。Egd1pについても抗体染色を

用いた解析により、myc-tagを付加した Egd1pが娘細胞へと分与される様子が観察された（data 

not shown）。従って、IPODや JUNQと異なり、EGD1顆粒では細胞分裂の際にその一部が娘

細胞へと分配されることが示唆された。 

 

6-2-3 EGD1顆粒と細胞小器官 

EGD1 顆粒と他の細胞小器官の様子は明らかとなっていない。そこで、EGD1 顆粒
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が形成されている時、他の細胞内小器官がどのような局在を示すのか、各細胞小器官のマー

カータンパク質に RFPを付加した株（Table 3, Huh et al. 2003)での Tag-GFP法を用いた解析に

よって調べた。その結果、Nuclear periphery、Actin、Peroxisome、ER to golgi、Lapid particle、

Nuclear nucleous、SPB 及び Endosomeは、EGD1 mRNAが局在している細胞と vectorのみを

発現させた細胞でそれぞれの分布に顕著な差は観察されなかった（Figure 11A）。よって、EGD1

顆粒と Nuclear periphery、Actin、Peroxisome、ER to golgi、Lapid particle、Nuclear nucleous、SPB 

及び Endosomeは独立的であることが示唆された。また、Chc1（Late golgi）及び Cop1（Early 

golgi）において、若干ながら EGD1 mRNAの局在場所に RFPシグナルが集積しているような

細胞が観察された（Figure 11B）。しかし、Chc1 と Cop1 の RFPシグナルはとても弱く、バ

ックグラウンドシグナルである可能性も否定出来ず、今後、さらなる検証が必要である。ま

た、ERのマーカータンパク質として SEC63に GFPをつなげたプラスミドを用いて、Tag-RFP

法での局在観察を行なった。その結果、EGD1顆粒と Sec63pは共局在していた（Figure 11C）。

従って、Sec63pは、通常の ER上の他に、EGD1顆粒にも集積する可能性がある。 
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6-3 考察 

 
6-3-1 EGD1 顆粒と細胞骨格 

EGD1 顆粒の形成における細胞骨格の影響を解析するため、微小管及びアクチン重

合阻害剤で処理した細胞での EGD1 顆粒の観察を行った。その結果、微小管の重合を Benomyl

により阻害した細胞では mRNA の細胞質局在が消失した。一方、アクチンの重合を

CytochalasinBで阻害した場合には EGD1 mRNAの細胞質局在に顕著な変化は見られなかった

（Figure 9A and 9B）。このことから、細胞質における EGD1顆粒形成は、無作為的な自己凝

集に因るものではなく、微小管依存的であることが明らかとなった。また、P-body 因子であ

る DCP2に GFPが付加された株を用いて、Benomyl処理による EGD1顆粒と P-bodyの様子を

調べたところ、P-bodyは形成されていたが、EGD1顆粒は観察されなかった（Figure 9C）。

従って、EGD1 顆粒と P-bodyは微小管に対する反応性においても異なることが分かり、形成

過程における細胞骨格への依存性の面からも異なることが示唆された。 

 

6-3-2 娘細胞への EGD1顆粒の分与 

Aggresomeなどに代表される異常タンパク質の自己凝集による細胞質凝集体の形成

も細胞骨格系を利用していることが知られ (Kopito 2000)、特に Aggresomeは SPBと共局在す

る特徴を持つ。EGD1 顆粒も Egd1p を基盤として起きる現象であることから、Aggresome の

一種である可能性が考えられたが、SPBとの局在を観察した結果、EGD1 顆粒は SPBとは共

局在しなかった（Figure 10A）。従って、EGD1顆粒は Aggresomeとも異なる構造であること

が示唆された。また、EGD1 顆粒は娘細胞が出芽する際に、娘細胞にも母細胞の EGD1 顆粒

の一部が受け継がれる様子が Tag-GFP法を用いた mRNA（Figure 10B）及び myc-tagを付加し

た Egd1p についての抗体染色により観察された。この結果は、異常タンパク質を母細胞にと

どめて置き、娘細胞へは引き継がせない IPODや JUNQの性質とは異なり、EGD1顆粒がただ

の過剰な Egd1p を処理するための機構としてではなく、娘細胞へと引き継がせることで、構

成成分の一部を効率良く分与する機構としても機能していることを示唆している。 

 

6-3-3 EGD1顆粒と細胞小器官 

EGD1顆粒と他の細胞小器官との関連性を Tag-GFP法及び Tag-RFP法を用いた解析

によって調べた結果、ER マーカータンパク質（Sec63p）と共局在していることが分かった。

また、Golgi 関連タンパク質とも共局在している可能性が示唆された。EGD1 顆粒が NAC 

mRNAの中でも EGD1 mRNAのみでしか形成されない理由として、EGD1のみがリボソーム

に結合出来るという事実と関連しているかもしれない。即ち、EGD1 顆粒は余剰な Egd1p の
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生成を抑制するための機構であり、翻訳装置であるリボソームと結合した状態での Egd1p も

EGD1 顆粒へと取り込むことで、全体的な翻訳速度を調節している可能性もある。実際に、

予備実験的なデータではあるが、密度勾配遠心を用いた ribosome profiling により、過剰に

EGD1が発現している細胞では polysome分画の減少がみられた。今後、詳細にその点を解析

することで、翻訳調節における EGD1の役割が明らかになればより面白いだろう。 
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第七章  

EGD1顆粒の生物学的意義  

 

7-1 材料と方法 

 

7-1-1 使用した株 

 出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae 

  BY4741a : MATa, his3, leu2, met15, ura3 

 

7-1-2 使用した培地 

【出芽酵母用】 

・SC (-ura)-plate 

  2%  Glucose 

  0.67% Yeast Nitrogen Base 

  0.77 g/l -Ura DO Supplement 

  2%   Agar 

 ・SC (-his, -ura) 

 6-1-2を参照。 

 ・SD+M         

 5-1-2を参照。 

 

7-1-3 使用したプラスミド 

【GAL1プロモーター付きLeu2マーカー、多コピー型プラスミド】 

・ YEplac181-GAL1p vector 

  pGAL-U1A-GFPプラスミドからSacI-XbaIサイトで切り出し GAL1プロモーターを、

YEplac181 vectorのSacI-XbaIサイトに挿入したプラスミドDNAである。 

 

【EGD2遺伝子コンストラクト】 

・ EDG2-f（YEplac181-GAL1p-EGD2 2-7） 



 58 

 pGAL-U1A-EGD2 2-7のプラスミドからBamHI-XhoIサイトで切り出し、klenow処理

した約1kbの断片を、YEplac181-GAL1p vectorのklenow処理したXbaIサイトに挿入し

たプラスミドDNAである。 

 

 ・EDG2-f（YEplac181-GAL1p-EGD2 2-9） 

pGAL-U1A-EGD2 2-9のプラスミドから BamHI-XhoIサイトで切り出し klenow処理

した約 1.2kbの断片を、YEplac181-GAL1p vectorの klenow処理した XbaIサイトに挿

入したプラスミド DNAである。 

 

【TDH3遺伝子コンストラクト】 

・ TDH3-a（YEplac181-GAL1p-TDH3） 

 pGAL-U1A-TDH3のプラスミドからBamHI-XhoIサイトで切り出しklenow処理した

約1.6kbの断片を、YEplac181-GAL1p vectorのklenow処理したXbaIサイトに挿入した

プラスミドDNAである。 

 

・ TDH3-b（YEplac181-GAL1p-TDH3） 

 W303のゲノムDNAを鋳型に、TDH3の-503~+892塩基の領域をPCRにより増幅さ

せた断片を、YEplac181-GAL1p vectorのXbaIサイトに挿入したプラスミドDNAである。

PCRによる増幅には以下のプライマーを用いた。 

   TDH3-8 : 5'- TTTGGATCCAGCTGAAAAAAAAGGTTG -3' 

        TDH3-9 : 5'- GGCGGTGGAAGATGGAGC -3' 

 

【EGD1遺伝子コンストラクト】 

・ 生育比較用 EGD1-b（pKT10-EGD1 10-11） 

EGD1-b（pGAL-U1A-EGD1 5’UTR）のプラスミドを BamHI サイトで切り出し、

klenow処理後、XhoIで切断して回収した約 0.78 kbの断片を、pKT10 vectorの EcoRI

で切り出し、klenow 処理後、XbaI で処理した部位に挿入したプラスミド DNA であ

る。 

 

・ 生育比較用 EGD1-e（pKT10-EGD1 11-12） 

EGD1-e（pGAL-U1A-EGD1 11-12）のプラスミドを BamHI サイトで切り出し、

klenow処理後、XhoIで切断して回収した約 0.53 kbの断片を、pKT10 vectorの EcoRI

で切り出し、klenow 処理後、XbaI で処理した部位に挿入したプラスミド DNA であ
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る。 

 

・ myc-tag付き EGD1-b（pYES2-myc-EGD1-b / pYES2-MYC-EGD1） 

EGD1-b（pGAL-U1A-EGD1 10-11）を鋳型にEGD1の5’上流領域-314~-1塩基の領

域をPCRで増幅して作成した断片と、pRS314-GAL1p-MYC-EGD1のプラスミドから

EcoRIとXhoIで切り出した約0.8 kbの断片を、pYES2 vectorのBamHI-XhoIサイトに挿入

したプラスミドDNAである。PCRによる増幅には以下のプライマーを用いた。 

 EGD1-10 : 5’- TTCGGATCCAAGGAAGAGCGGT-3’ 

 EGD1-26 : 5’- AATGAATTCTATGAATTATGAGTCGCG-3’ 

 

・ myc-tag付き EGD1-e（pYES2-myc-EGD1-e） 

pYES2-MYC-EGD1を鋳型に、EGD1の5’上流領域-63~-1塩基とmyc-tagの領域を

PCRで増幅し、BamHI処理した約0.21 kbの断片を、pYES2-MYC-EGD1のプラスミド

のBamHIサイトに挿入したプラスミドDNAである。PCRによる増幅には以下のプラ

イマーを用いた。 

      EGD1-12 : 5’- AGAGGATCCATATTCTTTCTAGGGAGG-3’ 

          EGD1-11 : 5’- TTACTCGAGTTATTCGACGTCAGCATC-3’ 

 

7-1-4 使用した試薬 

【出芽酵母からの RNA回収】、【RT-PCR】、【DNase処理】 

   3-1-4を参照。 

 

【Western blotting用サンプル調製】 

  0.6M NaOH以外は 4-1-4を参照。 

 

【電気泳動およびWestern blotting法】 

       4-1-4を参照。 

 

7-1-5 方法 

【出芽酵母からの RNA回収】、【RT-PCR】、【DNase処理】 

   3-1-5と同様に行なった。 

 

【Western blotting用サンプル調製】 



 60 

4-1-5と同様に行なった。また、EGD1-bおよび EGD1-eについては NaOH法 (Matsuo 

et al. 2006) によるサンプル調製を行なった。 

 

【電気泳動およびWestern boltting法】 

      4-1-5と同様に行なった。 
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7-2 結果 
 

7-2-1 EGD1顆粒に対する EGD2の影響 

通常、Egd1pは Egd2pと共に NACを構成し、細胞内で機能している。NACはリボ

ソーム付近に存在し、新生ポリペプチド鎖に結合することでシャペロン的な役割を果たすと

考えられる構造体である(Wiedmann et al. 1994; Rospert et al. 2002)。ショウジョウバエやマウス

ではβNAC を欠くと胚性致死になり、出芽酵母では高温感受性を示すことが知られている

(Rospert et al. 2002)。また、出芽酵母の野生型株でαNACのみを過剰に発現させると生育が遅

延するとの報告がある(Reimann et al. 1999)。よって、細胞内でのαNACとβNACの量比の維

持は、細胞の機能にとって重要であると考えられている(Rospert et al. 2002)。このことから

EGD1 mRNAの局在意義の一つとして、Egd1pと Egd2pの量比調節ということを予想した。

そこで EGD1 mRNAと共に EGD2 mRNAも過剰に発現させると、細胞質の EGD1 mRNAの局

在率に変化が見られるかどうかを Tag- GFP法を用いて調べた。その結果、EGD1 mRNAと共

に ORFのみでなく、上流配列（200塩基）を付加した EGD2 mRNAを過剰発現させると、vector

のみや TDH1 mRNA を過剰発現させた場合と比較して EGD1 mRNA の局在率が減少した

（Figure 12A）。さらに、この場合における、それぞれの細胞内の EGD1、EGD2 mRNA量を

RT-PCR を用いて調べた。その結果、EGD1、EGD2 共に RNA 量に顕著な差は見られなかっ

た（Figure 12B）。一方、Egd2p量は EGD2の上流配列を付加した EGD2 mRNAを発現させた

細胞では、コントロール及び EGD2 ORFのみを含む細胞と比べ、Egd2p量が多いことが分か

った（Figure 12C）。従って、EGD1 mRNAの細胞質局在は EGD2によって、制御されること

が示唆された。さらに、Egd1p-DsRedを用いた Egd1pの凝集に対する解析においても、EGD2

の共発現により、vector などのコントロールと比較して凝集率の低下が確認された（Figure 

12D）。 

 

7-2-2 EGD1顆粒の形成不全による細胞への影響 

EGD1 顆粒が形成できない場合の細胞への影響を解析するため、恒常的に強く発現

している TDH3 プロモーター下流に二種類の EGD1 遺伝子断片を付加したプラスミドを野生

型の酵母内で発現させ、生育に対する影響を調べた。その結果、EGD1 mRNAを細胞質に局

在できない株（EGD1-e）では、vector や局在できる株（EGD１-b）と比較して 26、30、33、 

37℃で生育の阻害が見られた（Figure 13A）。生育の阻害効果は高温になるにつれ、増悪した。

また、この時の各々の株における細胞形態を観察した結果、生育に阻害が見られた EGD1-e

においては細胞が縦長化、肥大化した形態変化が観察された（Figure 13B）。また、EGD1顆

粒の形成自体は cis配列を必要とするものの、形成後は transにも機能し得る（Figure 8）。そ
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のため、生育阻害の見られる EGD1-e に EGD1 顆粒を形成する EGD1-b を導入することで、

生育の阻害及び形態異常が相補されるか検証した。その結果、生育の阻害はいずれの温度（30, 

33℃）においても改善されなかったものの（data not shown）、形態の異常は vectorのみを導

入した株と比較し、改善が見られた（Figure 13C）。さらに、EGD1-bおよび EGD1-eの N末

側に myc-tagを付加し GAL1プロモーター下で発現するプラスミドを用い、それぞれの翻訳効

率を調べた結果、株に因る差は見られるものの、EGD1-b の方が効率良く Egd1p を産生して

いることが明らかとなった（Figure 13D）。 
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7-3 考察 

 
7-3-1 EGD1顆粒に対する EGD2の影響 

EGD1 mRNAと共に EGD2 mRNAを過剰発現させた場合における、EGD1顆粒の形

成率を調べた結果、EGD1 mRNAと共に ORFのみでなく、上流配列（200塩基）を付加した

EGD2 mRNA（EGD2-g）を過剰発現させた場合にのみ、EGD1 mRNAの局在率の減少が確認

された（Figure 12A）。この時、それぞれの細胞内における EGD1、EGD2 mRNA量に変化は

見られず、Egd2p 量のみが EGD2 の上流配列を付加した細胞で多いことが分かった（Figure 

12B, 12C）。従って、EGD1 顆粒形成及び維持には EGD2 による制御が予想される。通常、

Egd1pは Egd2pと共に NACとして機能しており、細胞内でのαNACとβNACの量比の維持

は細胞の機能にとって重要であると考えられている(Rospert et al. 2002)。このことからも、

EGD1 顆粒形成は細胞内での Egd1p と Egd2p の量比調節機構としての役割を持つことが示唆

される。 

 

7-3-2 EGD1顆粒の形成不全による細胞への影響 

恒常的に強く発現している TDH3プロモーター下流に二種類の EGD1遺伝子断片を

付加したプラスミドを野生型の酵母内で発現させ、生育に対する影響を調べた結果、EGD1 

mRNA を細胞質に局在できない株（EGD1-e）では、vector や局在できる株（EGD１-b）と比

較して 26、30、33、37℃で生育の阻害が見られ、その阻害効果は高温になるにつれて増悪し

た（Figure 13A）。また、生育阻害が見られた EGD1-eにおいては、30、33、37℃で細胞形態

の縦長化、肥大化した変化が観察された（Figure 13B）。この結果は Egd1pが細胞内に多量に

存在した場合に、EGD1 顆粒の形成不全は細胞にとって悪影響をもたらす事実を示唆してい

る。また、EGD1顆粒は transにも機能し得るため（Figure 8）、生育阻害の見られる EGD1-e

に EGD1 顆粒を形成する EGD1-b を導入することで、生育の阻害及び形態異常に改善が見ら

れるか調べた。その結果、生育の阻害は相補されなかった（data not shown）一方で、形態異

常についてはコントロールと比較して改善効果が見られた（Figure 13C）。これは元々、EGD1

顆粒形成率は低く、transに機能する割合はさらに低いことから（Figure 8）、部分的な相補し

か出来なかったためだと思われる。さらに、EGD1-bおよび EGD1-eの C末側に myc-tagを付

加し、それぞれの翻訳効率を調べた結果、EGD1-b の方が効率良く Egd1p を産生しているこ

とが明らかとなった（Figure 13D）。よって、Egd1p量が EGD1顆粒形成には重要であること

を強く示唆している。さらには、EGD1-eでも最終的には EGD1-bと同程度の Egd1pを産生で

きるはずであるため、翻訳速度自体も EGD1顆粒形成には重要であるのかもしれない。 
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Figure legends 
 
Figure 1. Tag-GFP法を用いた局在化 RNAの同定  

A）局在化 RNAのスクリーニング方法（Tag-GFP法）：出芽酵母 BY4741aのランダムなゲノ

ム断片を、U1A-tag 付き RNA 発現用プラスミド pGAL-U1A-Bam vector に挿入し、BY4741a

の細胞内で強制的に発現させた。それと同時に、この U1A-tag 配列を認識し結合する、U1A

タンパク質と GFP の融合タンパク質発現用プラスミド pU1A-GFP も強制的に共発現させた。

これらは、RNA分子上の Tag 配列を介して結合するので、RNAの局在場所で GFP蛍光が観

察される。B）スクリーニングによって同定した代表的な核、核＆Bud-tip、核&細胞質局在ク

ローン及び C）細胞質局在クローン（302S：EGD1 mRNA）の局在：BY4741a（WT）株に

pU1A-GFP 及び 320S、1510S、29S、2238S または 302S を導入し、形質転換した。RNA 局在

は Tag-GFP法により、GFP蛍光を用いて検出、DNAは Hoechst 33342で染色した。Mergeし

た図では緑が EGD1 mRNA、赤が DNAを示している。BFは明視野、Scale barは 10 µm を示

す。 

 

Figure 2. EGD1 mRNAは細胞質に凝集して局在する  

A）蛍光 in situ hybridizationによる EGD1 mRNAの局在：BY4741a（WT, a-d）またはΔegd1

（e-f）株に多コピー型プラスミド YEplac195-EGD1 または YEplac195vector を導入し、形質

転換した。EGD1 mRNAは特異的プローブを用いて検出し、DNAは DAPIで染色した。Scale 

barは 10 µmを示す。B）EGD2 mRNAの局在：pU1A-GFPで質転換した BY4741a（WT）株

に EGD2-a、EGD2-b、EGD2-c、EGD2-dまたは EGD2-eプラスミドを導入した。C）BTT1 mRNA

の局在：pU1A-GFP で質転換した BY4741a（WT）株に BTT1-a または BTT1-b プラスミドを

導入した。局在率は 300個以上の細胞を観察し、細胞質に凝集した RNAの局在を示した細胞

の割合を計算した。 

 

Figure 3. EGD1 mRNAは 5’上流領域および ORFに局在配列が存在する  

A）EGD1 mRNA局在化 cis配列の解析： pU1A-GFPで質転換したBY4741a（WT）株にEGD1-a、

EGD1-b、EGD1-c、EGD1-d、EGD1-e、EGD1-f、EGD1-g、EGD1-h、EGD1-i または EGD1-j

プラスミドを導入した。Tag-GFP法を用いて RNAの局在観察を行い、局在率は 300個以上の

細胞を観察し、凝集した RNA の細胞質局在が見られた細胞の割合で計算した。RT-PCR は

U1A-tag に結合するプライマーを用いて行った。逆転写反応において Reverse transcriptase を

添加したものは（+）、添加していないものは（-）で示した。＊は PCR反応に対する RNA template

量を他のコンストラクトより 8 倍量使用した。B）局在率の減少が見られた株での EGD1 
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mRNAの局在：DNAは Hoechst 33342で染色し、Tag-GFP法で RNAの局在を観察した。Merge

した図では緑が EGD1 mRNA、赤が DNAを示している。Scale barは 10 µmを示している。 

 

Figure 4. EGD1 mRNAは Egd1pと共局在し、EGD1 顆粒を形成する  

A）EGD1 mRNAと myc-tag付き Egd1pの局在：BY4741a（WT）株に pYES2-MYC-EGD1 ま

たは pYES2vectorを導入した株を用いて、抗体染色および蛍光 in situ hybridizationを行なった。

DNAは DAPIで染色し、矢印は EGD1 mRNAおよび Egd1pの位置を示している。また、Scale 

barは 10 µmを示す。B）EGD1 mRNAとEgd1p-DsRedの局在：pU1A-GFPで質転換したBY4741a

（WT）株に pGAL-U1A-EGD1-DsRedを導入し、形質転換した。Tag-GFP法を用いて RNAを

観察し、DNAは Hoechst 33342で染色した。Mergeした図では緑が EGD1 mRNA、赤が Egd1p、

青が DNAを示している。Scale barは 10 µm を示す。 

 

Figure 5. EGD1 mRNA細胞質局在に対する Egd1pの関与  

Egd1p自身が EGD1 mRNAの 5’上流領域に結合することにより、翻訳を抑制するかを、抗 myc

抗体を用いたWestern blotによって調べた。A）BY4741a株で YCplac33-MYC -EGD1と共に、

YEplac181-GAL1p-EGD1 または YEplac181-GAL1pvectorを発現した場合の Egd1p 量を解析し

た。抗 myc 抗体を用いた western blot 解析には、 YEplac181-GAL1p-EGD1 または

YEplac181-GAL1pvector を導入した株の異なる形質転換体 (#1-#3) を用いて行なった。B) に

は A)で用いたサンプルを泳動した 15% SDS polyacrylamide gelの CBB染色を示す。C）Egd1p

による EGD1 mRNAの翻訳抑制のモデル図。 

 

Figure 6. EGD1 顆粒は P-body因子と共局在する  

DCP2-GFP (yRP2080)、 PAT1-GFP (yRP2082)、 EDC3-GFP (yRP2211)または DHH1-GFP 

(yRP2081)株 に pU1A-RFP と EGD1-b を導入した。各々の P-body 因子の GFP シグナルを 

P-bodyとして示した。EGD1 mRNAは Tag-RFP法を用いて検出し、DNAは Hoechst 33342で

染色した。矢頭は EGD1顆粒と共局在している P-body因子の位置を示し、Scale bars:は 10 µm

を示している。 

 

Figure 7. P-body因子欠失株での EGD1 顆粒の局在  

P-body因子欠失株（Δdhh1, Δpat1, Δlsm1, Δxrn1, Δccr4, Δedc3, Δnot3, Δpby1 : Open Biosystems 

Co.）に pU1A-GFPおよび EGD1-bを導入した。Tag-GFP法で EGD1 mRNAを観察し、DNA

は Hoechst 33342で染色した。.   
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Figure 8. EGD1 顆粒の RNA分子  

EGD1顆粒内に含まれる RNA因子の割合について Tag-GFP法を用い解析した。多コピー型プ

ラスミドである YEplac181-EGD1を持つ BY4741 (WT) 株に、pU1A-GFP と pGAL-U1A-Bam 

(Vector)、EGD1-i、EGD1-j、EGD2-a または BTT1-aを導入した株を使用した。局在率は 300

個以上の細胞を観察し、細胞質に凝集した RNAの局在を示した細胞の割合を計算した。 

 

Figure 9. EGD1 顆粒は微小管依存的に形成される  

A）BY4741 (WT) 株にYEplac195-EGD1 (EGD1) またはYEplac195-vector (Vector)を導入した。

細胞は benomyl (15 µg/ml) を用いて 30°Cで 2 h処理した。EGD1 mRNAの局在は蛍光 in situ 

hybridizationを用いて検出した。DNAは DAPIで染色した。B）pU1A-GFPと EGD1-aを導入

した BY4741 (WT) 株を DMSOまたは 10 µM cytochalasin Bで処理を行なった。EGD1 mRNA

は Tag-GFP法を用いて観察した。DNAは Hoechst 33342で染色した。BFは明視野、Scale bar

は 10 µmを示している。C）DCP2-GFP (yRP2080)株に YCp111-GALp-U1A-DsRedと EGD1-b

を導入した。細胞は benomyl (15 µg/ml)または DMSOを用い、30°Cで 2.5~3 h処理した。EGD1 

mRNAは Tag-RFP法を用いて観察し、DNAは Hoechst 33342で染色した。 

 

Figure 10. EGD1 顆粒は SPBと共局在せず、娘細胞へも分与される . 

A) EGD1顆粒は SPBと共局在しない： Spc42-RFP (Huh et al. 2003) 株に pU1A-GFPと EGD1-a

を導入した。Tag-GFP法を用いて EGD1 mRNAを観察し、DNAは Hoechst 33342で染色した。

Mergeした図では緑が EGD1 mRNA、赤が Spc42p、青が DNAを示している。B) EGD1顆粒

は娘細胞へと分配される：pU1A-GFPと 302Sを導入した BY4741（WT）株を 2% glucose を

添加する前に、galactoseで 1 h培養した。EGD1 mRNAは Tag-GFP法を用い、2% glucoseで

1h培養した後に観察した。DNAは Hoechst 33342で染色した。Mergeした図では緑が EGD1 

mRNA、赤が DNAを示している。Scale barは 10 µmである。 

 

Figure 11. EGD1 顆粒と細胞小器官  

 A)では、さまざまな細胞小器官マーカータンパク質株（Erg6-RFP、Pex3-RFP、Sac6-RFP、

Sec13-RFP、Erg6-RFP）に、B)では Golgi マーカータンパク質株（Chc1-RFP、Cop1-RFP）に

pU1A-GFPと EGD1-aを導入し、Tag-GFP法を用いた EGD1 mRNAの観察を行なった。DNA

は Hoechst 33342 で染色した。C) BY4741 (WT) 株に pU1A-RFP と Sec63p-GFP を導入し、

Tag-GFP法を用いた EGD1 mRNAの観察を行なった。DNAは Hoechst 33342で染色した。 

 

Figure 12. EGD1 顆粒に対する EGD2 の影響  
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A）EGD1mRNA局在に対する EGD2 mRNAの影響： pU1A-GFPと EGD1-a を含む BY4741 

(WT) 株に、EGD2-f、EGD2-g、TDH3-a、TDH3-b または YEplac181-pGAL-vector (Vector)を

導入した。局在率は 300個以上の細胞を Tag-GFP法を用いて観察し、そのうち EGD1 mRNA

の凝集した細胞質局在が見られた細胞の割合を計算した。観察は独立して 3回以上行い、平

均値を示した。 B) 特異的プライマーを用いた RT-PCRにより、A)で用いた各細胞内におけ

る EGD1または EGD2 mRNAの発現量を調べた。逆転写反応において Reverse transcriptaseを

添加したものは（+）、添加していないものは（-）で示した。 C）A)で用いた各細胞内にお

ける Egd2pの発現量を、抗 Egd2p抗体を用いたWestern blotで調べた。D) Tag-GFP法を利用

して解析した Egd1pの局在率：pU1A-GFPと pGAL-U1A-EGD1-DsRedを含む BY4741 (WT) 株

に YEplac181-pGAL (Vector)、EGD2-g、EGD2-fまたは TDH3-bを導入した。Egd1pの局在率

は 300個以上の細胞を観察して算出した。観察は独立して 3回以上行い、平均値を示した。 

 

Figure 13. EGD1 顆粒の消失は生育阻害と細胞形態異常を起こす  

A) BY4741 (WT)に pKT10-EGD1-b、pKT10-EGD1-eまたは pKT10-vectorを導入した株で 30 °C

と 33 °C での生育を比較した。B)では A)で用いた株の 33 °C における細胞形態を示す。C) 

pKT10-EGD1-e を 持 つ BY4741 (WT) 株 に YEplac181-TDH3p-EGD1-b ま た は 

YEplac181-TDH3p-vectorを導入した。細胞は 33 °Cで培養し、900個以上の細胞の大きさを計

測し、平均を示した。長さの単位はµmである。D) EGD1-bまたは EGD1-eによる myc-tag付

き Egd1pの翻訳効率：BY4741（WT）株に pYES2-myc-EGD1-bまたは pYES2-myc-EGD1-eを

導入した。抗 myc抗体を用いた western blot解析には、EGD1-bまたは EGD1-eそれぞれ 3株

の異なる形質転換体 (#1-#3) を用いて行なった。E) にはD)で用いたサンプルを泳動した 15% 

SDS polyacrylamide gelの CBB染色を示す。  

 

Figure 14. EGD1 顆粒のモデル図   

Egd1pと EGD1 mRNAが細胞内に過剰に存在すると、 Egd1pと EGD1 mRNAは微小管を用い

て細胞質内に EGD1顆粒を形成する。EGD1顆粒には P-bodyの因子が含まれる。一方、EGD1

顆粒の脱凝集には細胞内における EGD2の関与が予想される。 
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