
論文内容の要旨

申請者氏名竹内雅人

DNAの遣伝情報から機能的な蛋白質を作るためには､正確な転写と翻訳に続き､ﾎﾟﾘﾍﾟ

ﾌﾟﾁﾄﾞ鎖の適切な三次元構造形成(折り畳み)が必要である｡新生ﾎﾟﾘﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞ鎖は非特異

的に凝集しやすく､折り畳みは迅速かつ正確に行われねばならない｡細胞内では､分子

ｼﾔﾍﾟﾛﾝと総称される多様な蛋白質群が新生ﾎﾟﾘﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞ鎖の成熟を補助している｡
＼

Hsp70(heat shoekprotein of70kDa)ﾌｱﾐﾘ-蛋白質は最も主要な分子ｼﾔﾍﾟﾛﾝであり､

様々な補助因子と協詞することで多彩な機能を発揮するo小胞体内での蛋白質折り畳み

は糖鎖修飾､ｼﾞｽﾙﾌｲﾄﾞ結合形成などを伴う複雑な過程であり､小胞体内在性

Hsp70(BiP/Kar2p)の果たす役割は数多いと考えられるoしかし､ BiP/Kar2pの補助因子に

関する知見は乏しい｡本研究削､胞体内腔での蛋白質折り畳み補助機構の解明を目指し､

Kar2pの新規補助因子の同定を試み､侯補蛋白質Rotlpの機能解析を行った｡

まず出芽酵母遺伝学を用いてKar2p新規補助因子の同定を試みたo Kar2pのﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞ結

合額域の変異であるkar2-1と合成致死を示す変異株のｽｸﾘ-ﾆﾝｸﾞを行い､ 8ｸﾛ-ﾝ

の合成致死変異株を取得､そのなかで小胞体ｼﾔﾍﾟﾛﾝ閑連としては新塊な遺伝子である

ROTlについての詳細な解析を行った. Rotlpは全長256ｱﾐﾉ酸残基からなる小胞体内

腔に局在する糖蛋白質で､本研究で取得した-tl-2変異株では､ unfolded protein response

が恒常的に活性化されていた｡さらに､ ROTlは慮A虎2の他にも幾つかの小胞体品質管理

機構遺伝子と遺伝学的相互作用を示し(CNEl, LHSl, SCJl, UBC7) ､ rotl-2変異株の電

子顕微鏡観察を行ったところ､細胞壁が肥厚化し､小胞体が増加していた｡このことから

細胞壁のβ -1,6-ｸﾞﾙｶﾝ合成に重要な蛋白質であるKre5p, Kre6pの成熟に関与する可能性

が示唆されたo notl-2変異株ではKre5p, Kre6pが共に激減していたo pulse-chase実験によ

り､ Kre6pが小胞体関連分解経路により合成直後に分解されていること､また､ Rotlpの免

疫沈降によりRotlpがKre6pに-過的に結合することがわかった｡従って､ Rotlpは小胞体

で少なくともKre6pの分子ｼﾔﾍﾟﾛﾝとして機能していると考えられる｡

次に組み換えRotlpを精製してin vitnoでの機能解析を行ったo c末端疎水性額域を

HA-His&ﾀｸﾞと入れ換えたRotlp(1-235)-HAHis8を酵母で過剰発現させ､細胞抽出液から

Ni-NTA及びｹﾞﾙ漉過を用いて精製したo α-Mannosidase(α-Man)を基質として､変性蛋白

質の凝集を防ぐｼﾔﾍﾟﾛﾝ括性を測定したところ､ Rotlpは効率よく変性α-Manの凝集を

防止したo citrate synthaseを基質とした場合にもRotlpはｼﾔﾍﾟﾛﾝ活性を示したが､ α

-Manの場合よりも低効率であった｡

本研究は､遺伝学的手法によりKar2pと共に蛋白質成熟を補助する新規因子を探索し､

細胞の増殖にとって必須な遺伝子ROTlを同定したoそして､機能末知であったRotlp自
身が小胞体局在の分子ｼﾔﾍﾟﾛﾝであることを示した｡



論文審査結果の要旨

申請者氏名竹内雅人

本論文は､小胞体内腔での蛋白質のﾌｵ-ﾙﾃﾞｨﾝｸﾞに関し大きな役割を果たしている小

胞体ｼﾔﾍﾟﾛﾝBiP/Kar2pの補助因子を酵母遺伝学を利用して探索し､新しい機能未知の

Rotlpを同定するとともに､ Rotlpがjj､胞体局在の分子ｼﾔﾍﾟﾛﾝであり､代表的な小胞体

ｼﾔﾍﾟﾛﾝであるBiP/Kar2pと協詞して働く補助因子でもあることを示したものである｡
申請者は以下の3点を明らかにしたo

( 1 )主要な小胞体ｼﾔﾍﾟﾛﾝBiP/Kar2pの高温感受性変異株kar21と合成致死を示す

変異株のｽｸﾘ-ﾆﾝｸﾞを行い､ ROTl変異株を取得した｡ HOTl遺伝子は増殖に必須

な小胞体に局在する膜蛋白質で､他の小胞体ｼﾔﾍﾟﾛﾝ遺伝子(CNEl, LHSl, SCJl,

uBC7)とも遺伝学的相互作用を示すこと､ rotl-2変異株では､ UPR(un仙ded protein

response)が恒常的に活性化されていること､細胞壁が肥厚化し小胞体が増加してい

ること､小胞体の異常な構造が観察されること､などからRotlpが小胞体晶質管理機
構に関与していることが示唆された｡

(2)細胞壁のβ-1,6-ｸﾞﾙｶﾝ合成に重要な蛋白質Kre6pの成熟を調べたところ､ notl-2

変異株ではKre6pが/j､胞体関連分解により激減していること､ RotlpはKre6pに-過

的に結合していることから､ RotlpはKre6pの分子ｼﾔﾍﾟﾛﾝとして働いている可能
性が高いことを示した｡

(3)さらに組換えRotlpを酵母から精製しin vitroの機能解析を行ったところ､ Rotlp
はN一結合型糖鎖とﾎﾟﾘﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞ鎖の両方を認識するﾚｸﾁﾝ様ｼﾔﾍﾟﾛﾝの1つで

あることを文持する結果を得た｡

以上のように､本論文削､胞体内で働く新規のｼﾔﾍﾟﾛﾝであり､ BiP/Kar2pの補助因子

ともなるRotlpの機能を初めて明らかにしたもので､学術上､応用上貢献するところが少

なくないoよって審査委員-同は､本論文が博士(ﾊﾞｲｵｻｲｴﾝｽ)の学位論文としてr

価値あるものと認めた｡


