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略語一覧 

bPAC    Bacterial photoactivated adenylate cyclase 
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CDF   Cumulative distribution function 
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要旨 

Cellular dormancy is a physiological state, in which cells are non-proliferative under 

stress conditions. To study cellular dormancy, fission yeast, Schizosaccharomyces pombe, is 

one of the valuable model organisms, because nitrogen depletion allows cells to enter a dormant 

state and form spores. Spore formation renders the cells resistant to several stresses. Glucose 

refeeding induces dormancy break of spores, resuming cell growth and proliferation. This 

process is called germination. In budding yeast, Saccharomyces cerevisiae, it has been reported 

that stress tolerance under starvation or stress conditions requires a decrease in cytoplasmic 

fluidity. However, it remains unclear whether cytoplasmic fluidity reduces in fission yeast 

spores, and how the reduced cytoplasmic fluidity has an impact on stress tolerance and 

germination. In this study, I aimed to elucidate the relationship between cytoplasmic fluidity 

and germination in fission yeast spores by live cell imaging. 

First, I quantified the cytoplasmic fluidity in fission yeast spores during germination 

by using a genetically encoded multimeric nanoparticle (GEM) with a diameter of 40 nm. The 

GEMs are homomultimeric scaffolds that self-assemble into stable particles. By tracking single 

fluorescent particles, I measured the effective diffusion coefficients of GEMs in vegetative 

cells and spores. I found that the diffusion coefficient in spores becomes approximately 30-fold 

smaller than that in vegetative cells. Further, such a solid-like cytoplasm of the spores was 

rapidly fluidized within an hour by glucose-induced germination. These results demonstrated 

that the spore cytoplasm is in a solid-like state, and cytoplasmic fluidity rapidly increases in 

spores during germination. To investigate the mechanisms underlying the increase in the 

fluidity of spores, I focused on the glucose-stimulated cAMP-PKA pathway, because glucose 

induces spore germination. The depletion of genes associated with the cAMP-PKA pathway 

prevented cytoplasm fluidization and spore germination induced by glucose stimulation. This 

result strongly suggests that germination requires cytoplasmic fluidization. Trehalose, a 

disaccharide, is known to reduce the fluidity in vegetative budding yeast cells, and accumulate 

during sporulation in fission yeast. Therefore, I examined possible links between the cAMP-

PKA pathway and trehalose synthesis/degradation. The GEMs imaging data demonstrated that 

the glucose-induced germination causes rapid trehalose degradation at the same time as 

increased cytoplasmic fluidity. Disruption of the trehalose-degrading gene, ntp1, inhibited 

cytoplasmic fluidization and spore germination, indicating that cytoplasmic fluidization needs 

trehalose degradation for germination. Furthermore, pka1-deficient mutant spores did not show 
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any trehalose degradation. These data revealed that glucose-stimulated germination requires 

the activation of the cAMP-PKA pathway, followed by cytoplasmic fluidization via Ntp1-

mediated trehalose degradation. 

Next, to clarify the activation dynamics of the cAMP-PKA pathway during 

germination, I established live-cell imaging systems to visualize and manipulate the PKA 

activity. Because of the lack of tools to visualize the PKA activity in yeasts, I developed a PKA 

biosensor, called spPKA-KTR, which is based on the principle of kinase translocation reporter 

(KTR). spPKA-KTR shuttles between the nucleus and cytoplasm depending on its 

phosphorylation by PKA, and thus the subcellular localization of spPKA-KTR reflects PKA 

activity. As expected, glucose stimulation in vegetative cells induced translocation of spPKA-

KTR from the nucleus to the cytoplasm, indicating PKA activation. To quantify the subcellular 

localization of spPKA-KTR, I tested a near-infrared fluorescent protein iRFP fused with 

nuclear localization signals (NLS-iRFP-NLS) as a nuclear marker. Unexpectedly, NLS-iRFP-

NLS did not fluoresce at all in fission yeast. To overcome this issue, I tried to develop a method 

for iRFP imaging in fission yeast. In a series of experiments, I found that phycocyanobilin 

(PCB) functions as a chromophore for iRFP and enhances its fluorescence more than biliverdin 

(BV), which is a conventional chromophore for iRFP. The addition of purified PCB to cells 

expressing NLS-iRFP-NLS outperformed the addition of BV regarding iRFP fluorescence 

intensity. Further, I applied a PCB biosynthesis system, SynPCB, to iRFP imaging in fission 

yeast, allowing NLS-iRFP-NLS fluorescence imaging without adding purified PCB. To 

manipulate cAMP level and PKA activity, I introduced a photoactivated adenylate cyclase 

bPAC into fission yeast. Combining spPKA-KTR with bPAC enabled to visualization and 

manipulation of intracellular PKA activity in vegetative fission yeast cells. However, 

unfortunately, spPKA-KTR could not function in spores due to its aggregation. 

In summary, I found that cytoplasmic fluidization plays an essential role in 

germinating fission yeast spores through trehalose degradation via the cAMP-PKA pathway. 

Because macromolecules such as RNA polymerase and ribosomes are comparable in size to 

GEMs, their diffusion could be suppressed in spores. Therefore, it is suggested that spores 

maintain dormancy by decreasing transcription and/or translation, and cytoplasmic fluidization 

triggers dormancy breaking and germination initiation through resuming RNA and/or protein 

synthesis. PKA imaging system with spPKA-KTR and bPAC would provide an experimental 

basis for investigating PKA activity dynamics in fission yeast. 
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第一章 背景 

 細菌、酵母、哺乳類細胞を始めとする様々な細胞は、一時的に増殖を停止した休

眠状態となることが知られている。休眠した細胞は外環境からの化学的・物理的な

ストレスに対する耐性を持ち、環境条件が良好になるまで、増殖に適さない環境を

耐え忍ぶ。環境条件が良好になると休眠から復帰して細胞増殖を再開する。こうし

た休眠と復帰過程の例として、例えば、細菌や酵母は胞子と呼ばれる休眠細胞を形

成するが、細胞外に栄養源があることを感知すると休眠から復帰し増殖を再開する 

[1,2]。別の例として、休眠したがん細胞は、増殖中のがん細胞を標的とした薬剤か

ら逃れて宿主の体内に潜伏し、ある時に突発的に増殖してがん治療を困難にする一

因になる [3]。このように、細胞は休眠と復帰過程を適切に制御することでストレス

環境を耐え忍ぶと考えられ、その制御機構の理解は将来的にはがん治療などへの応

用へも繋がることが期待される。 

 単細胞性の真核生物である分裂酵母 (Schizosaccharomyces pombe) は、栄養源を枯

渇させるだけで容易に休眠を誘導できることから、有用な休眠のモデル生物の一つ

である。分裂酵母は豊富な栄養源の存在下では主に 1 倍体で生育し、活発に分裂・

増殖する。環境中の窒素源が枯渇すると、増殖を停止して、異種の接合型 (h+もし

くは h-) の細胞同士で融合する (接合)。接合した細胞は 2 倍体となり、その後、減数

分裂を経て、1 倍体の胞子を形成する (図 1) [4]。胞子は増殖を一時的に停止した休

眠細胞であり、熱ショック、有機溶媒 (エタノール、アセトンなど)、細胞壁の消化

酵素などの様々なストレスに対して耐性を持つ [5–8]。加えて、胞子は栄養源が存在

しない環境で数ヶ月に渡り生き延びることができる [9]。胞子の復帰過程は、グルコ

ースなどの炭素源の刺激で誘導される [5]。この過程は発芽と呼ばれる (図 1) 

[10,11]。このように、分裂酵母はストレス耐性の獲得過程 (胞子形成) と胞子からの

復帰過程 (発芽) を厳密に制御することで、栄養源が変動する自然環境においても生

存することができると考えられる。 

 分裂酵母の胞子形成と発芽過程について、これまで様々な研究が報告されてき

た。胞子形成については、1960 年代に胞子の形成不全を示す変異体が単離され 

[12]、その後、1980 年代にはどの遺伝子に変異が導入されているかが次々に同定さ
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れた [13,14]。2000 年初頭には分裂酵母の染色体ゲノムの塩基配列が決定されたこと

でゲノムワイドな解析が可能となり [15]、マイクロアレイ解析によって胞子形成過

程における遺伝子の発現変動が網羅的に調べられた [16]。その後も顕微鏡観察や分

子生物学的手法を用いて、胞子形成に関与する遺伝子・タンパク質の機能が詳細に

明らかにされてきた [6,17]。このように胞子形成に関わる分子基盤は比較的研究が

進んでいるが、発芽過程は対照的に研究が進んでいない。その一つの原因として発

芽過程を解析する技術的な難しさが挙げられる。発芽過程に必要な遺伝子を順遺伝

学的にスクリーニングしようとしても、胞子の形成や維持に必要な遺伝子と入り混

じって変異体が単離されてしまい、発芽にのみ必要な遺伝子を同定することは難し

い。また、分裂酵母の発芽開始を同調させる手法が確立していないため [1]、細胞集

団を用いたオミックス解析や生化学的解析は現状では困難である。こうした背景か

ら、これまで主に 1 細胞レベルでの解析や顕微鏡観察を用いて発芽過程は研究され

てきた。限られた研究例として、1 細胞 RNA-seq による発芽後の遺伝子の発現変動 

[1,11] や顕微鏡観察による発芽中の胞子の形態変化 [18,19] などの解析結果が報告さ

れている。しかし、従来の研究では栄養源を感知してから細胞内でどのような分子

機構が働くことで発芽開始が決定されるのか、その詳細は明らかになっていない。

すなわち、上述した発芽過程中の遺伝子の発現変動や形態変化が起きるまでの発芽

初期に起きる分子機構が明らかになっていない。唯一の研究例として、発芽を誘導

するグルコースの感知経路 (cAMP-PKA 経路) が同定されているが [10]、本経路の下

流でどのような細胞機能が活性化されるのか、そして、本経路がどのような活性動

態を示すことで発芽が始まるのかはわかっていない。発芽開始は、胞子というスト

レス耐性を持った細胞状態から脱することを意味し、誤った時期に発芽が始まって

しまうと細胞自身が危険に晒される恐れがある。したがって、発芽の開始時期は厳

密に制御されていると考えられる。 

 近年、増殖期の出芽酵母 (Saccharomyces cerevisiae) が栄養源枯渇などのストレス

に晒されると、細胞質の流動性が低下することが報告されている [20,21]。詳しくは

2.1.2 に記載するが、流動性の低下は酵母細胞のストレス耐性に関与することも知ら

れている [20]。分裂酵母の胞子は炭素源・窒素源などの栄養源が枯渇した環境で生

存できるため、胞子の細胞内も増殖期細胞と比較して流動性が低下していると予想

される。仮に、胞子内の流動性が低下しているのならば、胞子から復帰する過程で
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は、いわば「固体様状態」の細胞質で cAMP-PKA 経路を始めとするシグナル伝達経

路が活性化する必要がある。こうした細胞質状態では、シグナル分子の動きが制限

されることで分子同士の相互作用も抑制され、シグナル伝達が円滑に進行しないこ

とが考えられる。しかし、分裂酵母の胞子で細胞質の流動性が低下しているのか、

そして、流動性が低下した細胞質でシグナル伝達経路がどのように活性化するのか

は明らかになっていない。 

1.1 本論文の構成 

 本研究では、まず、分裂酵母の発芽過程における細胞質の流動性の制御機構を解

析し (第二章)、さらに、流動性の制御に関わることが明らかになった cAMP-PKA 経

路の活性動態の可視化・操作の実験系を構築した (第三章)。 

 第二章では、発芽開始に伴う細胞質の流動性の制御機構について記述する。近

年、栄養源枯渇などのストレス環境に置かれた酵母細胞では、細胞質が流動性を失

い、様々な分子の拡散が制限されることが報告されている。そこで、分裂酵母の胞

子においても細胞質の流動性が低下しているのか、そして、流動性がどのように制

御されるのかを明らかにすることを目指した。その結果、胞子では流動性が増殖期

と比べて低下しており、発芽誘導後に cAMP-PKA 経路の制御下でトレハロース分解

経路が活性化することが細胞質の流動化に必要であることを明らかにした。 

 第三章では、発芽誘導後の細胞質流動化に必要となる cAMP-PKA 経路の可視化・

操作の実験系の構築と、それに付随して得られた近赤外蛍光タンパク質 iRFP の高輝

度化について記述する。まず、分裂酵母の PKA 活性を可視化するためのバイオセン

サーspPKA-KTR を開発した。spPKA-KTR の局在マーカー (核マーカー) を同時に観

察する必要があったため、核局在化シグナル (NLS) を付加した近赤外蛍光タンパク

質 iRFP の利用を試みた。その結果、iRFP は哺乳類細胞や出芽酵母で利用されてい

るが、分裂酵母の細胞内では蛍光を発しないことを発見した。iRFP を分裂酵母で利

用する手法の開発を進めたところ、従来よりも iRFP を高輝度に観察する手法を開発

することに成功した。また、光照射によって cAMP量や PKA 活性を操作できる光遺

伝学 bPAC と spPKA-KTR を組み合わせ、増殖期の分裂酵母において PKA 活性を可

視化・操作することに成功した。 
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図 1 分裂酵母の生活環 

分裂酵母は栄養源が豊富な環境では活発に分裂・増殖するが、窒素源が枯渇すると

休眠状態である胞子を作る。胞子はグルコースを感知すると、細胞サイズの膨張、

突起状構造 (Germ tube) の形成といった一連の形態変化を経た後に、分裂して再び増

殖を始める。この胞子から増殖期への復帰過程は発芽と呼ばれる。 

 

 



 
 

11 

第二章 分裂酵母の発芽過程における細胞質流動性の制御機構の解明 

2.1 序 

2.1.1 細胞内環境と細胞内機能 

 細胞の内部は多種多様な生体物質が混み合った環境である。図 2 には代表的な生

体物質の大きさを示しており、様々なタンパク質 (GFP は直径 5 nm 程度)、タンパク

質や RNA の複合体 (RNAポリメラーゼ 直径 20 nm 程度、リボソーム 直径 40 nm 程

度)、そして細胞小器官 (P-body 直径 100 nm 程度、酵母の核 直径 2 μm) などが、直

径数 μm (酵母) から数十 μm (哺乳類細胞) 程度の細胞という区画に高密度で存在して

いる。こうした細胞内環境において、生体物質は以下に示す主に 2 つの移動様式に

よって細胞内を動き回り、目的の分子と出会うことで生化学反応・プロセスを進行

させる。一つは、分子モーターが細胞骨格上を動くことによる、積荷タンパク質や

細胞小器官の方向性を持った輸送 (能動的輸送) である [22]。もう一つは、タンパク

質、mRNA などを始めとする生体物質が周囲の他の分子と互いに衝突することで引

き起こされるランダムな動き (拡散運動) である [23]。特に、後者の分子の拡散運動

は、細胞周期や外環境からのストレスに応じた細胞内密度の変化の影響を受ける。

細胞内密度が変化する例として、例えば、哺乳類細胞では分裂期に細胞体積が 10〜

30%増加し、その結果、細胞内密度が低下することが知られている [24,25]。酵母で

は、高浸透圧ストレスに応答して細胞体積が減少し高密度化することが知られる 

[26,27]。このような細胞内密度の変化は、細胞質で進行する生化学反応へも影響す

ることがわかっている [28–30]。したがって、細胞内環境の変化に応じた生体物質の

拡散運動を評価し、それに基づき生化学反応・プロセスを理解することが重要であ

ると考えられる。なお以降では、細胞内における生体物質の拡散のしやすさを 「(細

胞質) 流動性 (cytoplasmic fluidity)」 と呼び、例えば、分子が拡散しやすい環境は

「(細胞質) 流動性が高い」と表現する。 
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図 2 細胞に関連した生体物質の大きさ 

酵母細胞 (直径 5〜10 μm) や哺乳類細胞 (直径 40 μm) 内には、水分子 (直径 0.38 nm) 

のような小さい分子を始めとし、タンパク質 (GFP 直径 5 nm)、タンパク質・RNA複

合体 (直径 20〜40 nm)、細胞小器官 (直径 数百 nm〜数 μm) などが存在する。 
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2.1.2 栄養源枯渇時の細胞内部の流動性 

 近年、栄養源枯渇時に細胞内の様々な生体物質の拡散が制限されること、つま

り、細胞内の流動性が失われることがわかってきた。例えば、出芽酵母では、主要

な炭素源となるグルコース枯渇時や ATP 枯渇時に、細胞内 pH の低下や細胞内から

の脱水に起因して、100 nmサイズの粒子や染色体、mRNP (mRNA とタンパク質の

複合体) の拡散が遅くなる [20,21]。また、分裂酵母では、定常期 (Stationary phase) に

ミトコンドリアや脂肪滴などの細胞小器官の動きが制限される [20,31]。大腸菌 

(Escherichia coli) では、細胞内 ATP の枯渇時に、プラスミド DNA、フィラメントタ

ンパク質、100 nmサイズの粒子の拡散が遅くなる [32]。こうした細胞内部の流動性

の低下は、栄養源枯渇時の酵母細胞の生存率に関与することも知られている [20]。

本研究で対象とする分裂酵母の胞子は、炭素源や窒素源などの栄養源が枯渇した環

境においても生存できる。よって、過去の知見に基づくと、分裂酵母の胞子でも細

胞質の流動性が低下していると予想される。実際に、出芽酵母の胞子では、細胞質

の流動性が失われていることが最近報告されている [33]。しかし、従来の研究はい

ずれも、数百 nm 程度の粒子や DNA、細胞小器官などの細胞内部では比較的大きな

サイズの生体物質の拡散のみを測定することで流動性を評価している。つまり、タ

ンパク質や mRNA と同等のサイズの分子の動きは明らかになっていない。加えて、

細胞内部の流動性がどのような環境条件で低下するかは研究されているが、栄養源

が再供給された時に細胞質の流動性を元に戻すための分子機構は明らかになってい

ない。分裂酵母の胞子内部の流動性が低下するならば、発芽開始後にいずれかの時

期に流動性が増殖期細胞と同程度まで上昇すると考えられる。よって、分裂酵母の

発芽過程を対象とすることで、流動性の制御機構の理解へ繋がると考えられる。 

2.1.3 細胞質流動性の評価方法 

 流動性や硬さといった、細胞質のレオロジー的性質を測定する手法としてマイク

ロレオロジーが知られている。ここでレオロジーとは、物質の流動や変形を扱う学

問の一分野である。マイクロレオロジーは大きく 2 つに大別され、それぞれ active 

microrheology と passive microrheology と呼ばれる。前者の active microrheology は、磁

力や光ピンセット、原子間力顕微鏡 (AFM) などを用いて外部から細胞に対し機械的
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な力を加え、その応答を計測する手法である [34]。後者の passive microrheology は、

細胞内に粒子やビーズを導入してそれらの動きを追跡し、細胞内の流動性を推定す

る手法である (図 3A) [35]。passive microrheology の例として、例えば、蛍光標識した

デキストランやフィコールといったポリマーを哺乳類細胞へ微小量注入し (マイクロ

インジェクション)、それら粒子の動きを定量した研究例がある [36,37]。これらポリ

マーは生体外物質であり、細胞内の構造や因子と特異的な相互作用を起こさないと

考えられ、純粋な拡散を測定できると期待される。本研究で使用する分裂酵母の場

合は、硬い細胞壁で表面が覆われており、哺乳類細胞のようにマイクロインジェク

ションを用いて粒子を細胞質へ注入するということは困難である。実際に過去に分

裂酵母へマイクロインジェクションする試みが報告されたが、酵母細胞を捕捉する

ための専用のチャンバーが必要であると共に、インジェクションが成功しても 7割

以上が死んでしまい実用的でなかった [38]。こうした背景から、酵母細胞では蛍光

標識した粒子を細胞内で自己集合的に作り出す手法が有効である。具体的には、自

己集合することが知られているタンパク質に蛍光タンパク質を融合し、この融合タ

ンパク質をコードする DNA配列を細胞内で発現させる。その結果、細胞自身が粒子

を生合成し、それらの動きを追うことで流動性を評価することができる。これまで

に、20 nm、40 nm、100 nm 程度の粒子を細胞内で作り出す手法が報告されており、

細菌、酵母、哺乳類細胞など様々な生物種で利用されている [32,39]。 

 また、共焦点蛍光顕微鏡を利用することで光学分解能以下のサイズの粒子の流動

性を推定する方法があり、蛍光相関分光法 (FCS) と光褪色後蛍光回復法 (FRAP) が知

られている。溶液や細胞内では分子がランダムに拡散運動する (ブラウン運動)。

FCS では、共焦点体積 (1 fL 程度) という極微小領域においてランダムに運動してい

る蛍光分子の蛍光輝度の変動を検出する。その蛍光輝度の変動から自己相関関数を

計算することで、蛍光分子の拡散係数を求めることができる (図 3B)。FRAP では、

細胞内の一部の領域に強い光を照射して光褪色 (フォトブリーチ) させる。その後、

光褪色した領域に蛍光分子が流入してくることで起きる蛍光輝度の回復を観察し、

拡散係数を求める (図 3C)。このような手法の違いにより、FCS では数百 nm スケー

ルでの拡散、FRAP では数十 μm スケールでの拡散を定量することができる。 
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 このような passive microrheology、FCS、FRAP を組み合わせることで、分裂酵母

の胞子内部において数 nm〜数十 nm 程度の分子がどのように動いているのかを定量

することができると考えた。 
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図 3 細胞質流動性の評価方法 

(A) passive microrheology の模式図。細胞内に蛍光性の粒子を導入し、それらの動き

を顕微鏡で観察した後、一つ一つの粒子を追跡することで、粒子の拡散係数を求め

ることができる。更には、集団間における粒子の平均的な挙動を比較することで細

胞質の流動性を評価することができる。(B) FCS の模式図。共焦点領域内における蛍

光分子の輝度の変動を定量する。その後、自己相関関数を計算することで細胞質に

おける蛍光分子の拡散係数を求めることができる。蛍光分子の拡散が遅い場合は自

己相関関数の減衰が緩やかであり、逆に、拡散が速い場合は減衰が速やかである。

(C) FRAP の模式図。 細胞の一部の領域をフォトブリーチし、その領域の蛍光輝度の

回復を観察することで、蛍光分子の拡散係数を測定できる。拡散が遅い場合は蛍光

輝度の回復が緩やかであり、逆に拡散が速い場合は回復が速やかである。 
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2.1.4 cAMP-PKA 経路による発芽開始の制御 

 分裂酵母の発芽開始には、グルコース感知機構として知られる cAMP-PKA 経路が

必要である [10]。本経路は、グルコース受容体 GPCR (Git3)、ヘテロ三量体 G タン

パク質 (α subunit Gpa2、β subunit Git5、γ subunit Git11)、cAMP 合成酵素 (adenylate 

cyclase Cyr1)、PKA複合体 (catalytic subunit Pka1、regulatory subunit Cgs1) 、そして

cAMP 分解酵素 (phosphodiesterase Cgs2) から構成される [40–46] (図 4)。グルコース

存在下では Git3受容体が活性化し、細胞内で cAMP が合成され、その結果、Pka1 が

活性化し下流のターゲットとなるタンパク質がリン酸化される。Pka1 の抑制機構と

して、phosphodiesterase Cgs2 による cAMP の分解が知られている。cAMP-PKA 経路

の胞子形成や発芽に対する寄与は、主に遺伝学的な手法で調べられてきた [10]。

Pka1 に対し抑制的に働く cgs1 や cgs2 の遺伝子破壊株では、Pka1 の活性が常に高く

なっており、それらの細胞は窒素飢餓時でも細胞同士の融合が起きず、結果として

胞子が形成されない [47–49]。gpa2、cyr1、pka1 の遺伝子破壊株から作製した胞子で

は、Pka1 の活性が上がらなくなり、発芽開始が大きく遅れる [10]。このように、

cAMP-PKA 経路は胞子形成の過程では活性が抑制され、発芽開始では対照的に活性

が上昇することが必要であると考えられる。 

 胞子形成における cAMP-PKA 経路の下流因子は同定されているが、発芽過程では

いまだ見つかっていない。 [48,50]。増殖期では転写因子 Rst2 が Pka1 からリン酸化

され転写活性が抑制されるが、窒素源枯渇に応答して Pka1 活性が抑制されると Rst2

が活性化し、接合・減数分裂に必要な遺伝子の転写が始まる 。しかし、発芽過程で

は cAMP-PKA 経路が必要であることは示されているものの、下流でどのような因子

が活性化され、発芽が始まるのかは明らかになっていない。 
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図 4 分裂酵母の cAMP-PKA 経路 

グルコース受容体 (Git3) がグルコースを感知して活性化すると、ヘテロ三量体 G タ

ンパク質の β subunit (Git5) と γ subunit (Git11) を介して α subunit (Gpa2) が活性化す

る。活性化型 Gpa2 が adenylate cyclase (Cyr1) を活性化すると cAMP が細胞内で産出

される。cAMP が PKA regulatory subunit (Cgs1) に結合すると catalytic subunit (Pka1) 

が活性化し、下流のターゲットタンパク質をリン酸化する。cAMP が

phosphodiesterase (Cgs2) によって分解されることで Pka1 の活性が抑制される。 
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2.1.5 トレハロースによる細胞質流動性の制御 

 トレハロースはグルコース 2 分子が 1,1-グリコシド結合した二糖である。分裂酵

母ではトレハロース-6-リン酸合成酵素 Tps1 を介して細胞内でトレハロースが合成さ

れ、逆に、トレハラーゼ Ntp1 によって分解される (図 5) [51–53]。トレハロースは増

殖期の酵母細胞からはほとんど検出されず [51,54]、ストレス環境において合成が促

進されることが知られている。実際に、分裂酵母の胞子ではトレハロースが蓄積し 

[52,55,56]、また、トレハロースを蓄積できない変異体 (tps1Δ) では胞子状態を維持

できず、結果として生存率が低下する [51]。トレハロースは、胞子だけでなく、グ

ルコース枯渇 [57]、窒素源枯渇 [58]、熱ショック [59]、定常期 [51] など様々なスト

レス環境で分裂酵母の細胞内に蓄積する。このことから、トレハロースは様々なス

トレス耐性に寄与することが推測される。加えて、分裂酵母だけでなく、大腸菌 

[60]、出芽酵母 [61]、更には、ネムリユスリカ (Polypedilum vanderplanki) [62] やクマ

ムシ (Hypsibius exemplaris) [63] などの多細胞生物でも、トレハロースが熱ショック

や乾燥といったストレス環境で細胞内に蓄積し、生存率やストレス耐性に関与す

る。自然界から単離された酵母の高ストレス耐性はトレハロースの蓄積によるもの

だという報告もある [64]。このように、トレハロースは生物のストレス耐性獲得と

密接に関わっているが、その細胞内での機能は推論の域を出ない。近年、増殖期の

出芽酵母に熱ショックを与えるとトレハロースの蓄積によって細胞内の粘度が上昇

し、細胞質の流動性が低下することが報告されている [65]。また、出芽酵母や分裂

酵母のグルコース枯渇、窒素源枯渇、定常期、熱ショック時に細胞質の流動性が低

下することを粒子や蛍光タンパク質を用いて測定されている [20,21,31,39,65]。これ

らを踏まえると、胞子ではトレハロースを蓄積することで細胞質の流動性を抑え、

それが胞子の生存率へ影響を与えるという仮説が考えられた。また、ntp1破壊株で

はトレハロースを分解できず発芽開始が遅延することから、増殖期へ復帰する前に

トレハロースを細胞内から除去することが必要であると考えられる [52]。 
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図 5 分裂酵母のトレハロース代謝経路 

トレハロース合成は、ウリジン二リン酸グルコース (UDP-Glucose) とグルコース-6-

リン酸 (Glucose-6-phosphate) からトレハロース-6-リン酸 (Trehalose-6-phosphate) を作

り出す反応から始まる。その後、トレハロース-6-リン酸が脱リン酸化されることで

トレハロース (Trehalose) が合成される。トレハロース-6-リン酸の合成には Tps1 

(alpha,alpha-trehalose-phosphate synthase) が必須であり、tps1欠損株ではトレハロー

スを合成できなくなる。トレハロース-6-リン酸は Tpp1 (trehalose-6-phosphate 

phosphatase) によって脱リン酸化される [66]。また、トレハロースの分解は Ntp1 

(alpha,alpha-trehalase) が担っており、トレハロースをグルコース 2 分子へと分解す

る。 
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2.1.6 本研究の目的 

 本研究では、分裂酵母の胞子と発芽過程で細胞質の流動性がどのように制御され

ているのかについて解析した。過去の増殖期の酵母細胞を用いた研究から、環境中

の栄養源が枯渇すると細胞質の流動性が低下することが知られており、分裂酵母の

胞子でも流動性が低下していることが予想された。しかし、実際に胞子内部の流動

性が低下しているのか、また、流動性がどのように制御されているのかは明らかで

ない。また過去の研究でも、栄養源の枯渇に応じて一過的に流動性を失った細胞質

が再び流動化する分子機構は明らかになっていない。そこで、胞子と発芽過程にお

ける細胞質の流動性をナノ粒子と蛍光タンパク質を用いて評価した。流動性の評価

方法を確立するにあたり、分裂酵母の染色体上に DNA配列を簡便に挿入するための

新規プラスミドベクター (pSKI) を開発した。また、cAMP-PKA 経路とトレハロース

代謝経路に着目し、これらの経路が細胞質流動性と発芽開始を制御するのかを調べ

た。 
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2.2 材料と方法 

2.2.1 プラスミド 

 本研究で使用したプラスミドを表 1 にまとめた。40 nm-GEM_sp_opt は、FASMAC

に外注して分裂酵母用にコドンを最適化した 40 nm-GEM の配列を保持している。40 

nm-GEM のアミノ酸配列は pCDNA3.1-pCMV-PfV-GS-Sapphire (Addgene plasmid 

#116933) を参考にした。pMNAT2LA21-40nm-GEM_sp_opt は、pMNAT2LA21(ver.2)

と 40 nm-GEM_sp_opt をそれぞれ Xhol-Notl で制限酵素処理し、Ligation high Ver.2 

(TOYOBO) を用いてライゲーションすることで作製した。pHBCO2-HA-

spmNeonGreen は、胞子特異的に発現誘導されるプロモーターの下流に mNeonGreen

を連結したプラスミドである。まず、過去に報告されたマイクロアレイデータを再

解析し [16]、胞子形成時に発現が強力に誘導される上位 4 つの遺伝子を見出した。

これら遺伝子のプロモーター配列を含むと想定される、ORF上流の 1000 bp 程度の

配列を PCR で増幅し、それぞれ Posi1〜4 と命名した。得られた DNA断片を

HindⅢ-BamHⅠで制限酵素処理した pHBCA1-HA-spmNeonGreen-new と NEBuilder HiFi 

DNA Assembly Master Mix (New England Biolabs) を用いて連結することで作製した。

pHBCO2-ntp1 は、BamHⅠ-NotⅠで制限酵素処理した pHBCO2-HA-spmNeonGreen と、

分裂酵母ゲノムから PCR で増幅した ntp1配列を NEBuilder を用いて連結することで

作製した。pSKIベクターは、Amp、colEI ori (pUC119由来)、薬剤選択マーカーカセ

ット (pFA6a-3FLAG-bsd、pFA6a-kan、pAV0587 (pHis5Stul-bleMX)、pMNATZA1、

pHBCN1由来)、Padh1、Tadh1 (pNATZA1由来)、Pnmt1、Tnmt1 (pREP1由来)、MCS (合成

したオリゴ DNA、Fasmac) を含む。 

2.2.2 分裂酵母株と培地 

 本研究で使用した分裂酵母株を表 2 にまとめた。分裂酵母は通常、32℃で栄養培

地である YEA培地を用いて培養した。形質転換時の培養には SD培地を適宜用い

た。分裂酵母の胞子形成は、SPA培地に塗布することで誘導した。分裂酵母の発芽

は、精製した胞子を YEA-Glucose培地に懸濁し、終濃度 2%となるようにグルコー

スを添加することで誘導した。なお、各培地の組成 (1 L当たり) については以下に
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まとめた。寒天培地を作製する場合は、以下の組成に加えて寒天を 20 g添加した 

(SPA培地の場合は 30 g)。また、薬剤耐性遺伝子を導入した細胞を選択する場合に

使用した各種薬剤についても以下にまとめた。 

  

・YEA培地 

 Yeast extract      5 g 

 Glucose      30 g 

 Adenine      225 mg 

 * YEA-Glucose培地を作製する場合は Glucose を除いた。 

 * YEA+Glycerol培地は Glucose の代わりに Glycerol を 2% (w/v)添加した。 

  

・SD培地 

 Yeast nitrogen base without amino acids  6.7 g 

 Glucose      5 g 

 

・SPA培地 

 Glucose      10 g 

 KH2PO4      1 g 

 1,000× Vitamine stock (*1)    1 ml 

 

(*1) 1,000× Vitamine stock     (100 ml当たり) 

 パントテン酸     100 mg 

 ニコチン酸      1000 mg 

 イノシトール     1000 mg 

 ビオチン      1 mg 

 

・薬剤耐性遺伝子   薬剤終濃度 

kanr     0.1 mg/ml G418 (Geneticin) 

hygr    0.2 mg/ml Hygromycin-B (Wako) 

natr    0.1 mg/ml ClonNat (重松貿易) 

bsdr    0.05 mg/ml Blastcidine (フナコシ) 
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bler    0.1 mg/ml Zeocin (INVIVOGEN) 

2.2.3 分裂酵母の形質転換 

 細胞を 1.0 × 107 cells/ml 程度まで培養して遠心集菌し、滅菌水で洗浄した後に、酢

酸-リチウム-TE 30% Glycerol 溶液 50 μl (100 mM Lithium-acetate, 10 mM Tris-HCl (pH 

7.5), 1 mM EDTA (pH 8.0), 30% Glycerol) に懸濁した。懸濁液にサケ精子 DNA 5 μl 

(Sonicated Salmon Sperm DNA, BioDynamics Laboratory Inc.)、DNA断片もしくはプラ

スミド 5 μl、および酢酸-リチウム-TE 50% PEG 溶液 145 μl (100 mM Lithium-acetate, 

10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 1 mM EDTA (pH 8.0), 50% PEG4000) を添加してよく懸濁し

た。42℃で 10 分間熱ショックを与えて、遠心集菌し、滅菌水 50 μl で懸濁した。懸

濁液を YEA寒天培地に塗布し、32℃で半日ほど静置培養した。その後、選択培地へ

レプリカし、生えてきたコロニーに目的の遺伝子が導入されているかを確認した

後、-80℃へ保管した。細胞株は Fission yeast stock solution (0.5% Yeast extract, 3% 

Glucose, 20% Glycerol, Ampicillin 100 μg/ml) に懸濁して保存した。 

 分裂酵母の染色体上にプラスミドを組み込む場合は、使用するプラスミドを Apal

で制限酵素処理し、線状化されたプラスミドをエタノール沈殿で回収して、形質転

換に用いた。相同組み換えによって目的の染色体上の位置 (z, c, 1L, 2L, 3R locus) へ

正しく組み込まれたかはコロニーPCR で確認した。また、内在性遺伝子の C末端領

域に蛍光タンパク質などのタグを融合するために、内在性遺伝子との相同配列 (500 

bp 程度)、タグ遺伝子、adh ターミネーターおよび薬剤耐性遺伝子発現用カセット 

(kanr, hygr, natr, bsdr,bler) を PCR で増幅し形質転換した。同様に、遺伝子破壊には、

対象の遺伝子の上流および下流の 500 bp 程度の相同配列と薬剤耐性遺伝子発現用カ

セットを PCR で増幅し形質転換した。タグ融合および遺伝子破壊どちらについて

も、該当部位の外側から増幅できるようなプライマーを設計して、コロニーPCR に

よって正しい組み換えが起きているのかを確認した。 

2.2.4 分裂酵母のゲノム抽出 

 寒天培地に生えたコロニーを少量掻き取り、Breaking buffer 0.2 ml (500 mM NaCl, 

20 mM Tris-HCl (pH 7.5), 10 mM EDTA, 1% SDS) に懸濁した。グラスビーズ 50 μl お

よびフェノール/クロロホルム 0.2 ml を添加し、2 分間激しく撹拌した。9,560 g、室
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温、5 分間遠心し、上清を回収した。その後、エタノール沈殿によって DNA を回収

し、風乾後、TE 50 μl に溶解して 4℃で保管した。 

2.2.5 分裂酵母の増殖速度の測定 

 分裂酵母を YEA培地中で 32℃で OD600 = 1.0 になるまで前培養した後、YEA培地

で 20 倍希釈した。Compact Rocking Incubator Biophotorecorder TVS062CA (Advantec) 

を使い、32℃、70 rpm の条件で振とう培養し、OD660を 30 分毎に測定した。増殖曲

線はロジスティック関数 𝑥 = 𝐾/(1 + (𝐾/𝑥! − 1)𝑒"#$) を使いフィッティングした 

(𝑥：細胞数, 𝐾：環境収容力, 𝑥!：初期細胞数, 𝑟：内的自然増加率, 𝑡：時間)。倍加時

間 (𝑙𝑛2/𝑟) は Python3 (https://www.python.org/) と Scipy (https://scipy.org/) を使って計

算した。 

2.2.6 分裂酵母の胞子精製 

 細胞を YEA培地中で 1.0 × 107 cells/ml 程度まで培養し、遠心集菌し、滅菌水で 1

〜2回洗浄した。滅菌水で懸濁して、SPA寒天培地に塗布し、26℃で 3日間静置培

養した。SPA寒天培地上の細胞を回収して滅菌水に懸濁し、終濃度 2%となるように

グルスラーゼ (PerkinElmer) を加え、室温で 3 時間程度、回転培養した。細胞を遠心

回収して、0.5% Triton-X100 で 3回洗浄後、懸濁した。その後、100% Percoll 溶液 1 

ml に細胞懸濁液を重層し、9,560 g、4℃、5 分間遠心した。一番下層の胞子層を回収

し、再度、同様の遠心操作を行った。0.5% Triton-X100 で 3回洗浄後、懸濁して 4℃

で保存した。 

2.2.7 分裂酵母の蛍光イメージング 

 分裂酵母の観察には、sCMOSカメラ (ORCA-Fusion BT; Hamamatsu Photonics) 、対

物レンズ (UPLXAPO 100×, NA = 1.45, WD = 0.13 mm; or UPLXAPO 60× PH, NA = 

1.42, WD = 0.15 mm; Olympus)、共焦点スキャナユニット (CSU-W1; Yokogawa Electric 

Corporation) を備えた、IX83倒立顕微鏡 (Olympus) を使用した。40 nm-GEM もしく

は mNeonGreen を発現する細胞の観察では、励起レーザ (488 nm, Coherent)、励起フ

ィルター (525/50, Yokogawa Electric Corporation) 、ダイクロイックミラー 

(DM405/488/561/640, Yokogawa Electric Corporation) を使用した。また、40 nm-GEM
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を発現させた細胞の観察では、Metamorph の Stream Acquisition (Stream to RAM) を使

用した。100 msec のインターバルで 10 sec観察し、合計 101枚の画像を一度の測定

で取得した。 

 分裂酵母の増殖期および胞子を蛍光顕微鏡で観察する場合は、遠心して集めた細

胞をスライドガラス (MAS コートスライド, 76 × 26 mm, Matsunami Glass Ind., Ltd.) に

載せ、カバーガラス (18 × 18 mm No.1, Matsunami Glass Ind., Ltd.) を上から被せてか

ら観察した。阻害剤を使う場合は、2-Deoxy-D-glucose (2-DG, Wako) は終濃度 1%と

なるように、Cycloheximide (CHX, Nacalai Tesque, #06741-91) は 100 μg/ml となるよう

に、Torin1 (Selleckchem, #S2827) は終濃度 25 μM となるように添加した。 

2.2.8 細胞内トレハロースの定量 

 細胞内トレハロースの定量には Trehalose assay kit (K-TREH, Megazyme) を使用

し、メーカーの説明書と過去の研究 [65] を参考にして実施した。 

 増殖期と胞子とでトレハロース量を比較する場合は、細胞を対数増殖期まで YEA

培地で培養することで増殖期の細胞として使用し、胞子は精製してから使用した。 

それぞれ細胞数をセルアナライザーMoxi GO Ⅱ (ORFLO) を用いて計測し、増殖期は

1.0 × 108、胞子は 1.0 × 107の細胞を使用した。この時、細胞の体積も同装置で計測

した (増殖期：30〜40 fL 程度、胞子：10〜12 fL 程度)。細胞を YEA-Glucose培地 1 

ml で洗浄し、その後、95℃で熱した蒸留水 100 μl を添加して激しく攪拌した。95℃

のインキュベーターで 15 分間静置してから、遠心して上清 100 μl 程度を別の 1.5 ml

チューブへ回収した。残ったペレットへ 95℃で熱した蒸留水 100 μl を添加して 5 分

間、室温で攪拌した。遠心してから上清 100 μl 程度を 1.5 mlチューブへ回収し、合

わせて 200 μl 程度の細胞抽出液を得た。この抽出液を Trehalose assay kit で使用し

た。基本的に抽出した日に測定まで行い、使用するまでは 4℃で保管した。96ウェ

ルマイクロプレート (Thermo Fisher Scientific, #167008) を使用し、サンプルはそれぞ

れ 20 μl、3連 (Technical triplicate) で、吸光マイクロプレートリーダーThermo 

Scientific Multiskan FC (Thermo Fisher Scientific) を用いて 340 nm の吸光を測定した。

細胞内トレハロースを絶対定量する場合は、トレハロース溶液 (1.25, 2.5, 5.0, 10, 20 

μg) も合わせて測定して検量線を作製した。また、細胞数 (胞子の方が 10 倍多い) と

細胞体積についても補正してトレハロース濃度を算出した。 
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 発芽過程における細胞内トレハロースを測定する場合は、精製した胞子の細胞数

をセルアナライザーMoxi GO Ⅱ (ORFLO) を用いて計測し、胞子を蒸留水で 2回洗浄

してから YEA-Glucose培地に懸濁し、1.0 × 107ずつ 1.5 mlチューブに分けた。グル

コースを 2%となるように添加することで発芽を誘導し、32℃のインキュベーターで

静置した。各タイムポイントでチューブを遠心して細胞を回収し、上で記載した通

りの方法で細胞抽出液の回収およびトレハロースの定量を行った。 

2.2.9 FCS 

 Leica SP8 Falcon 共焦点顕微鏡を用いて FCS測定を行った。対物レンズは HC PL 

APO 63×/1.20 W motCORR CS2 (Leica) を使用した。以前と同様に [67,68]、データの

解析は Leica のソフトウェアを使用した。mNeonGreen を発現する細胞の観察では、

488 nm の波長で励起し、Leica高感度検出器 HyD を使って 500〜600 nm の範囲の蛍

光を検出した。Structural parameter と Effective confocal volume の較正には、蒸留水で

希釈した 500 nM Rhodamine 6G (TCI, R0039) を用いた。室温における蒸留水中での

Rhodamine 6G の拡散係数は 414 μm2/s であることが報告されており [69]、これを参

考にした。本研究では、Structure parameter は 1.88、Effective confocal volume は 0.88 

fL と見積もられた。 

 蛍光輝度の変動は 30秒間測定し、Leica FCS 解析ソフトウェアの photobleach 

correction algorithm を使って補正した。その後、同ソフトウェアを使って自己相関関

数を計算、および、以下に示した 1 成分 Nomal diffusion のトリプレットモデルを使

いフィッティングし、拡散係数を算出した。 

𝐺(𝜏) = 1 +
21 − 𝑇 + 𝑇𝑒𝑥𝑝 5 −𝜏

𝜏$#%&'($
67

𝑁(1 − 𝑇) × :
1

1 + 𝜏
𝜏)
;<

1

1 + =1𝑠?
*
= 𝜏𝜏)

?
@

+
*

 

𝑁：観察領域内に存在する蛍光分子の平均分子数、𝑇：トリプレット状態にある蛍光

分子の割合、𝜏$#%&'($：トリプレット状態にある蛍光分子の寿命、𝜏)：相関時間、𝑠：

structure parameter 
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2.2.10 FRAP 

 FRAP では共焦点レーザー走査型顕微鏡 FV3000 (Olympus) を用いた。対物レンズ

は UPLXAPO60XO (×60, NA = 1.42, WD = 0.15 mm; Olympus) を使用した。

mNeonGreen を発現する細胞の観察では、488 nm の波長で励起し、500〜540 nm の範

囲の蛍光を検出した。光刺激で細胞の半分程度をブリーチした。胞子ではレーザー

強度 40%、刺激時間 12 msec、増殖期細胞ではレーザー強度 100%、刺激時間 19 

msec で光刺激した。スキャンスピードは 50〜100 msec で、20フレーム撮影後に光

刺激して、合計 150フレーム撮影した。 

 FRAP の解析は同研究室の近藤 洋平助教と協力して行った。光刺激前の蛍光画像

20フレームを時間平均したものに大津の方法を適用して二値化することで、細胞領

域を検出した。この領域について輝度パターン c(x, y, t)の時間発展を次の拡散方程

式モデルでシミュレーションした。 
𝜕𝒄
𝝏𝒕
= 𝐷𝛥𝑐 − 𝑘𝑐, 

ここで D は拡散係数である。減衰項 kc は観察中の光褪色を考慮するためのものであ

り、輝度減衰率 k は細胞全体の輝度和の光刺激後の時系列から最小二乗法によって

推定した。モデルの数値積分には FTCS差分法 (Δt = 0.005、ここではフレーム間隔

を単位時間としている) を用いた。シミュレーション結果から光刺激領域における

FRAP 時系列 Fsimを抽出し、観測された FRAP 時系列 Fexpとの二乗誤差 

"
𝑡

#𝐹𝑒𝑥𝑝(𝑡)− 𝐹𝑠𝑖𝑚(𝑡)&

2

 

を最小化する D をグリッドサーチによって決定し、拡散係数の推定値とした。ここ

でシミュレーション FRAP 時系列は光刺激領域における輝度平均の時系列 I(t)を 

𝐹7%8(𝑡) =
𝐹(9&(∞) − 𝐹(9&(0)
𝐼(∞) − 𝐼(0) I𝐼(𝑡) − 𝐼(0)J + 𝐹(9&(0) 

によって観測 FRAP 時系列に合わせてスケール変換したものである。 

2.2.11 画像とデータの解析 

 画像解析は Fiji (Image J; https://fiji.sc/) を使って行った。蛍光画像のバックグラン

ドは Rolling boll法を用いて除いた。40 nm-GEM のトラッキングでは、Fijiプラグイ

ンの Mosaic suite を使用し、パラメーターは基本的に Radius：3、Cutoff：0、
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Per/Abs：0.2〜0.5、Link Range：1、Displacement：6、Dynamics：Brownian、とし

た。データの可視化・グラフ作製には Python を用いた。 
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表 1 本研究で使用したプラスミド 

Plasmid name  Description Source Benchling Link 

40nm-GEM_sp_opt 40 nm-GEM 
optimized for 
fission yeast 
codon usage 

this study https://benchling.com/s/seq-
H7eSS3SCpeZZJwuEK6n5 

pMNAT2LA21(ver.2)  Lab stock https://benchling.com/hironorisugi
yama/f/lib_On3abtER-pombe-
gene/seq_AOJoR6q2-
pmnat2la21ver-2/edit 

pMNAT2LA21-40nm-GEM_sp_opt 2L::Padh21-
40nm-
GEM<<nat 

this study  

 pMNATZA1-GFP-uNS  
this study https://benchling.com/s/seq-

B1IjgWLExt3H0W0Y9PlS 

 pMNAT2LT1-20nm-GEM-yeGFP  
this study 

 

pSKI-KAN-1L-A1-M pSKI this study 
https://benchling.com/s/seq-
G3P9JqxX51ObX5Sz96MA 

pSKI-NAT-1L-A1-M pSKI this study 
https://benchling.com/s/seq-
8eBCjMRKikhCkkluJGhW 

pSKI-BSD-1L-A1-M pSKI this study 
https://benchling.com/s/seq-
HhBJcOmn70PBjUtaRdFR 

pSKI-BLE-1L-A1-M pSKI this study 
https://benchling.com/s/seq-
bhdt76l7rpG8s7St32bv 

pSKI-KAN-2L-A1-M pSKI this study 
https://benchling.com/s/seq-
TreXp3COB6wHS3lOhASP 

pSKI-NAT-2L-A1-M pSKI this study 
https://benchling.com/s/seq-
HLDrXgZxwWWQzFpCQmxk 

pSKI-BSD-2L-A1-M pSKI this study 
https://benchling.com/s/seq-
eDFPR3eDDbwOpHn3wELo 

pSKI-BLE-2L-A1-M pSKI this study 
https://benchling.com/s/seq-
tU4cqJD4RsS3y9AFcgvD 

pSKI-KAN-3R-A1-M pSKI this study 
https://benchling.com/s/seq-
QLwzrxGXyx0TpSjNMzAH 

pSKI-NAT-3R-A1-M pSKI this study 
https://benchling.com/s/seq-
Hvoe4y6Rfz9HRKKXmM8Q 

pSKI-HYG-3R-A1-M pSKI this study 
https://benchling.com/s/seq-
EkO6jh5uMmuXF5brQFBq 

pSKI-BSD-3R-A1-M pSKI this study 
https://benchling.com/s/seq-
NUrSW450XbywsQzxnyX9 

pSKI-BLE-3R-A1-M pSKI this study 
https://benchling.com/s/seq-
G4LydqOGtHxT2v7SHikY 
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pSKI-KAN-1L-N1 pSKI this study 
https://benchling.com/s/seq-
lajqCWRwNsuhe2ckb9nk 

pSKI-NAT-1L-N1 pSKI this study 
https://benchling.com/s/seq-
X1w13cdTQVw4wgGpBfZR 

pSKI-BSD-1L-N1 pSKI this study 
https://benchling.com/s/seq-
QQZRlvatv7zHfuA7bMnI 

pSKI-BLE-1L-N1 pSKI this study 
https://benchling.com/s/seq-
MfQgtyoBCoIVSDIujzjg 

pSKI-KAN-2L-N1 pSKI this study 
https://benchling.com/s/seq-
CFloX6NrLvuJrnI5JaPD 

pSKI-NAT-2L-N1 pSKI this study 
https://benchling.com/s/seq-
YbDO5EX4oqDfJJguRrf0 

pSKI-HYG-2L-N1 pSKI this study 
https://benchling.com/s/seq-
8e48M8moxUXOqsybHbYO 

pSKI-BSD-2L-N1 pSKI this study 
https://benchling.com/s/seq-
a5dfK1ki5ow43Px6o0tl 

pSKI-BLE-2L-N1 pSKI this study 
https://benchling.com/s/seq-
KocnJoOdrJwaDPHHGeke 

pSKI-KAN-3R-N1 pSKI this study 
https://benchling.com/s/seq-
BZmnME31WCynpEwW7GfH 

pSKI-NAT-3R-N1 pSKI this study 
https://benchling.com/s/seq-
kVuyYx3nHglfwjYI0MYP 

pSKI-BSD-3R-N1 pSKI this study 
https://benchling.com/s/seq-
7M97ws9s2eY5ZfqXlQBq 

pSKI-HYG-3R-N1 pSKI this study 
https://benchling.com/s/seq-
1eL7D3ki8KLvb3Uh3etM 

pSKI-BLE-3R-N1 pSKI this study 
https://benchling.com/s/seq-
kMwFYBeWLuaYDoegFvdl 

pMNATZA1 
 

this study 
https://benchling.com/s/seq-
F7zeXNTMu66Gs0zKvIpx 

pMNATZA1-spmNeonGreen 
 

this study 
https://benchling.com/s/seq-
eNXfcf6oImjRKuJpX9k5 

pSKI-NAT-1L-A1-M-spmNeonGreen 
(S.p codon optimized) 

 
this study 

https://benchling.com/s/seq-
5RTHLQjGhwtHW5hpF9XC 

pSKI-NAT-2L-A1-M-spmNeonGreen 
(S.p codon optimized) 

 
this study 

https://benchling.com/s/seq-
5KTJy6ykRRzXgNaRUUeV 

pSKI-NAT-3R-A1-M-spmNeonGreen 
(S.p codon optimized) 

 
this study 

https://benchling.com/s/seq-
8eBCjMRKikhCkkluJGhW 

pHBCO2-HA-spmNeonGreen  this study https://benchling.com/s/seq-
7gisa0JjhVq0WrDyNKFO?m=sl
m-rsrsB6YOySqwzfHa05l4 

pHBCO2-ntp1 c::Posi2-
ntp1<<hyg 

this study https://benchling.com/s/seq-
jvtAd53Mw9VgFl4YFw1X?m=sl
m-oXvW89tp4XNoEnRFF3wo 



 
 

32 

pMNATZA1-spmNeonGreen z::Padh1-
spmNeonGreen
<<nat 

Lab stock https://benchling.com/s/seq-
eNXfcf6oImjRKuJpX9k5 

 

表 2 本研究で使用した分裂酵母株 

Strain name Genotype Fig. Source 

L968 h90 

Fig. 11B, 11C, 
Fig. 12C, 12E, 
12F, 12H, Fig. 
13A, 13B 

NBRP 

L972 h- Fig. 7C, 7D NBRP 

SK445 h90 2L::Padh21-40nm-GEM<<nat 

Fig. 6B, Fig. 8B, 
8C, 8D, 8E, Fig. 
9, Fig. 10A, 10B, 
10C, Fig. 11D, 
Fig. 12B, 12D, 
12E, 12G, 
Fig.13D, 13E, 
13F, Fig. 15A, 
15B, Fig. 16A, 
16B, Fig. 17A, 
17B, Fig. 19A, 
19B 

this study, L968 

SK064 h- 1L::Padh1<<nat Fig. 7C, 7D this study, L972 

SK098 h- 2L::Padh1<<nat Fig. 7C, 7D this study, L972 

SK100 h- 3R::Padh1<<nat Fig. 7C, 7D this study, L972 

SK062 h- z::Padh1<<nat Fig. 7D this study, L972 

SK063 h- z::Padh1-spmNeonGreen<<nat Fig. 7E this study, L972 

SK027 h- 1L::Padh1-spmNeonGreen<<nat Fig. 7E this study, L972 

SK099 h- 2L::Padh1-spmNeonGreen<<nat Fig. 7E this study, L972 

SK101 h- 3R::Padh1-spmNeonGreen<<nat Fig. 7E this study, L972 

SK425 h90 z::Padh1-GFP-uNS<<nat Fig. 9 this study, L968 

SK447 h90 2L::Ptdh1-20nm-GEM-yeGFP<<nat Fig. 9 this study, L968 

YG008 h90 ade6-M210 leu1-32  Lab stock 

SK009 h90 ade6-M210 leu1-32 pka1::hyg Fig. 11B, 11C this study, YG008 

SK012 h90 ade6-M210 leu1-32 cyr1::nat Fig. 11B, 11C this study, YG008 

SK028 h90 cyr1::kan  this study, L968 

SK520 h90 git3::kan  this study, L968 
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SK533 h90 pka1::kan Fig. 13A, 13B this study, L968 

SK570 h90 cyr1::kan 2L::Padh21-40nm-GEM<<nat Fig. 11D this study, SK028 

SK571 h90 git3::kan 2L::Padh21-40nm-GEM<<nat Fig. 11D this study, SK520 

SK577 h90 pka1::kan 2L::Padh21-40nm-GEM<<nat Fig. 11D this study, SK533 

SK528 h90 ntp1::kan Fig. 12F, 12H this study, L968 

SK575 h90 ntp1::kan 2L::Padh21-40nm-GEM<<nat 
Fig. 12B, 12D, 
12G this study, SK528 

SK590 h90 gpa2::kan  this study, L968 

SK612 h90 gpa2::kan 2L::Padh21-40nm-GEM<<nat 
Fig.13D, 13E, 
13F this study, SK590 

SK668 
h90 gpa2::kan 2L::Padh21-40nm-GEM<<nat 
c::Posi2-ntp1<<hyg 

Fig.13D, 13E, 
13F this study, SK612 

SK037 h90 z::Padh1-spmNeonGreen<<nat 

Fig. 14A, 14B, 
14C, 14D, Fig. 
18A, 18B, 18C, 
18D, 18E this study, L968 

YG430 h90 c::Posi1-HA-spmNeonGreen<<hyg 
Fig. 14A, 14B, 
14C, 14D this study, L968 

YG431 h90 c::Posi2-HA-spmNeonGreen<<hyg 
Fig. 14A, 14B, 
14C, 14D this study, L968 

YG432 h90 c::Posi3-HA-spmNeonGreen<<hyg 
Fig. 14A, 14B, 
14C, 14D this study, L968 

YG433 h90 c::Posi4-HA-spmNeonGreen<<hyg 
Fig. 14A, 14B, 
14C, 14D this study, L968 

SK597 h90 pabp-spmNeonGreen<<kan Fig. 19A, 19B this study, L968 

* 株名が「SK」から始まるものは著者が、「YG」から始まるものは同研究室の後藤 

祐平助教が作製した。 

 

表 3 本研究で使用したプライマー 

Primer name  Primer sequence (5’ → 3’) 

TtefF ATGCGAAGTTAAGTGCGCAG 

1Llocus-check-R TCGGATAGTAGTTGCCAACAGC 

2Llocus-check-R CGTATTTCGCTGTACATAGCATAATTTC 

3Rlocus-check-R TGCAGCTGTAGTAAATTTCGAAGTC 

HO1-seq-F  AGGCTGAGAAAGTGCATGATCGTCTTTTC 

HO1-seq-R  GAACGCAGTCTTGGCCTCTTCTATCAC 
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2.3 結果 

2.3.1 分裂酵母胞子の精製法の検討 

 過去の報告を参考にして [70]、簡便で高純度に分裂酵母の胞子を精製する手法を

検討した。本研究で使用した胞子の精製方法を図 6A に示している。まず、対数増

殖期まで培養した酵母細胞を回収し、胞子形成を誘導するため SPA寒天培地に塗布

した。SPA寒天培地上で 26℃で 3日間静置培養した後、位相差顕微鏡で細胞を観察

した。位相差顕微鏡下では胞子は白色に見え (図 6B, SPA plate, 赤矢印)、増殖期細胞

は黒色に見える (図 6B, SPA plate, 緑矢印) ことが以前に報告されているため [10]、顕

微鏡観察によって胞子と増殖期細胞を判別した。接合子は４つの胞子が膜状の構造

に包まれた細胞形態を示す (図 6B, SPA plate, 青矢印)。次に、SPA寒天培地上から細

胞を回収し、2%グルスラーゼ溶液に懸濁して 3 時間反応させた。この操作により胞

子形成しなかった増殖期細胞を死滅させた (図 6B, Glusulase treatment)。その後、胞

子を 0.5% Triton-X100 で懸濁し、100% Percoll 溶液に重層して遠心することで胞子と

死滅した増殖期細胞を分離した。遠心後、沈殿した層を回収すると、概ね 100%の純

度で胞子を回収することができた (図 6B, After purification)。過去に報告されている

胞子の精製方法では、密度勾配遠心によって胞子と増殖期細胞を分離している 

[10,70,71]。本手法では、100% Percoll の単一層に細胞溶液を重層するだけで胞子の

みを下層に沈殿させることができる。加えて、従来の方法では超遠心 (25,000 g, 30

分間、など) を用いているが [10,70,71]、本手法では通常の遠心機 (9,560 g, 5 分間) を

用いて精製することができる。このように、過去の手法よりも簡便かつ高純度に胞

子を精製することに成功した。以降、胞子を用いた実験では本手法を用いて胞子を

精製している。 
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図 6 分裂酵母胞子の精製法の検討 

(A) 分裂酵母の胞子の精製法の模式図。SPA寒天培地上に増殖期細胞を塗布し、

26℃で 3日間静置培養した。その後、細胞を 2%グルスラーゼ溶液に懸濁し、室温で

3 時間反応させて、胞子形成しなかった増殖期細胞を死滅させた。胞子と死滅した

増殖期細胞を分離する目的で、100% Percoll の上に細胞溶液を重層して遠心した。胞

子は下層に沈殿し、死滅した増殖期細胞は沈殿せずに上層に残った。(B) 胞子精製の

過程での位相差顕微鏡による細胞の観察。SPA寒天培地上で 3日間静置培養した後 

(SPA plate)、グルスラーゼ処理後 (Glusulase treatment)、Percoll遠心後 (After 

purificaiton) の細胞を示している。胞子は赤矢印、接合子は青矢印、増殖期細胞は緑

矢印で示されている。なお、Percoll遠心後は胞子のみが観察されているため、赤矢

印は表記していない。 
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2.3.2 染色体上の特定の位置へ DNA配列を挿入するためのプラスミドの開発 

 続いて、酵母細胞内の細胞質流動性を評価するに向け、ナノ粒子をコードする

DNA配列を染色体上に安定的に挿入する手法を開発した。詳細は 2.3.3 で述べる

が、ナノ粒子を細胞内で自己集合的に生合成するには、1.8 kb 程度の DNA配列を細

胞に導入、発現する必要があった。これまでにも分裂酵母の染色体上へ DNA配列を

挿入するためのプラスミドベクターは開発されているが [72–78]、偶発的にプラスミ

ドを脱落してしまう (不安定性)、複数のプラスミドが挿入される場合がある (多コピ

ー性)、栄養要求性株を使用しなければならない (栄養要求性) などの問題があった。

本研究で開発した新規プラスミドベクターは、1) 安定的に 1 コピーのみを挿入で

き、2) 細胞株の栄養要求性によらず使用でき、3) 細胞株間の交雑を容易に行えるよ

う離れた染色体上の複数の位置にも挿入できる、という点で他にない利点を備えて

いる。まず、分裂酵母が持つ 3本の染色体で遺伝子が存在しない領域を見つけ、そ

れぞれ、1L locus (1番染色体 1,508,522 〜 1,508,641, mug165 の近傍)、2L locus (2番染

色体 447,732 〜 447,827, pho4 の近傍)、3R locus (3番染色体 1,822,244 〜  1,822,343, 

nup60 の近傍) と命名した (図 7A)。次に、これら locus に目的の DNA配列を挿入す

るためのプラスミドベクターを作製した。本プラスミドベクターは、大腸菌内での

プラスミド複製維持に必要な遺伝子 (Amp, ori)、構成的発現プロモーター (Padh1) もし

くは誘導的発現プロモーター (Pnmt1)、マルチクローニングサイト (MCS)、転写ター

ミネーター (TADH)、分裂酵母の薬剤耐性マーカー遺伝子、および制限酵素の切断配

列を含むホモロジーアームから構成される (図 7B)。染色体上へ挿入する場合は、制

限酵素処理してプラスミドを線状化して用いる。染色体上の目的の位置に挿入され

たかは、表 3 にまとめたプライマーを用いて PCR することで確認できる (図 7C)。

プラスミドを染色体上へ挿入しても細胞増殖に影響が見られないことを確認した (図

7D)。また、1L、2L、3R locus からのタンパク質発現量は、以前に報告されていた染

色体上の挿入位置 Z locus (2番染色体, zfs1 の近傍) [79] と比較して、同程度もしくは

やや高い値を示した (図 7E)。これらのプラスミドシリーズを pSKI (plasmid for Stable 

Knock-In, 表 1) と命名し、以降の実験で使用した。 
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図 7 分裂酵母の染色体上へ DNA配列を組み込むための新規プラスミド (pSKI) 

(A) 各染色体上の DNA配列の組み込み位置 (Integration locus)。上図で Integration 

locus を黒線で示しており、その近傍の遺伝子の名前も表記した。下図で Integration 

locus を赤矢印で示しており、その周辺の遺伝子情報も示した。(B) プラスミドマッ

プと染色体上へ組み込む実験手順。プラスミド上にはホモロジーアーム (HA-L と

HA-R) に挟まれた制限酵素サイトがある。制限酵素で線状化したプラスミドで分裂

酵母を形質転換すると、特定の Integration locus でプラスミドが相同組み換えするこ

とで染色体上に組み込まれる。プラスミドは表 1 に一覧で示した。(C) PCR による

染色体への組み込みの確認。プライマーは B に示すように、TTEF領域に結合する

Primer1 と HA-R の外側に結合する Primer2 を合わせて用いる。Primer1 は全ての

locus (1L、2L、3R) で共通であり、Primer2 はそれぞれの locus特異的である。使用

するプライマーは表 3 に一覧で示した。(D) 各 locus (1L、2L、3R) に空ベクターを組
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み込んだ細胞株の代表的な増殖曲線を示した。各細胞株の倍加時間を平均値と標準

偏差で示した (n = 3)。倍加時間の計算方法は材料と方法に示した。最大 OD660値の

半分の時点をゼロ時間目として示している。(E) 各 Integration locus からのタンパク

質発現量の比較。1L、2L、3R、Z (コントロール) locus から緑色蛍光タンパク質

mNeonGreen (mNG) を発現させ、蛍光輝度値を定量した。グラフのそれぞれの点は 1

細胞毎の mNG蛍光輝度値を示している。また、箱ひげ図では、中央の線が中央値

を、”箱”が四分位範囲を、”ひげ”が最小値と最大値を示している。四分位範囲の 1.5

倍よりも外れた値は外れ値とした。それぞれ 150 細胞以上を定量した。 
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2.3.3 分裂酵母胞子では 40 nm-GEM の拡散が低下する 

 分裂酵母胞子の細胞質流動性を評価するため、本研究では genetically encoded 

multimeric nanoparticles (GEM) を使用した [39]。GEM は、N末側の scaffold domain と

C末側の蛍光タンパク質 T-Sapphire からなり、細胞内では scaffold domain を介して

120個程度の GEM モノマーが自己集合し、直径 40 nm 程度の一定サイズの粒子が形

成される (図 8A)。本ツールは 40 nm-GEM と呼ばれ、細胞質における GEM粒子の拡

散係数を算出することで、細胞内の分子混雑や粘度を推定することができる 

[27,39,80]。まず、GEM モノマーをコードする DNA配列を様々な発現強度のプロモ

ーターの下流から発現させ、酵母胞子内で粒子を形成するかを観察した。発現強度

が高いプロモーター (Padh1, Padh11) から発現させると、細胞内のバックグラウンドが

高く、また、GEM が凝集してしまうことがわかった。逆に、発現強度が低いプロモ

ーター (Padh41, Padh81) では、形成された粒子の数が少なく、細胞全体の輝度が低く観

察が困難であった。最終的に、中程度の発現強度のプロモーター (Padh21) が適当な発

現量であることがわかった。過去にも 40 nm-GEM は増殖期の分裂酵母細胞で使用さ

れており [27]、本研究でも増殖期細胞と胞子の細胞内で一定サイズの粒子が形成さ

れることを確認した (図 8B, 40 nm-GEM)。また、40 nm-GEM以外にも 20 nm (20 nm-

GEM) [39] と 100 nm (GFP-μNS) [32] 程度の粒子を胞子で形成させることを試みた

が、前者は粒子にならず細胞質に散らばり、また後者は巨大な凝集体を形成してし

まうため発芽過程の解析には使用できなかった (図 9)。次に、40 nm-GEM を用いて

増殖期細胞と胞子とで細胞質の流動性を比較した。その結果、増殖期細胞では数 μm

程度の GEM粒子の軌跡が観察され、GEM が細胞内で動いていることがわかった 

(図 8B, Tracking)。胞子では各々の GEM粒子が一部の狭い区画からほとんど動か

ず、短い軌跡しか観察されなかった (図 8B, Tracking)。さらに、得られた軌跡から増

殖期と胞子における GEM の拡散係数を推定した。40 nm-GEM の拡散係数の中央値

は、増殖期細胞で 0.63 μm2/s、胞子で 0.023 μm2/s であり、胞子では 40 nm-GEM の拡

散係数は 30 倍程度低下していた (図 8C,D,E)。したがって、増殖期から胞子へと変わ

る胞子形成の過程で細胞質の流動性が低下していることが明らかになった。 
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図 8 分裂酵母胞子では 40 nm-GEM の拡散が低下する 

(A) 40 nm-GEM の模式図。(B) 40 nm-GEM を発現させた分裂酵母。DIC画像、40 nm-

GEM の蛍光画像、20フレーム以上トラッキングできた代表的な 40 nm-GEM の画像

を示している。スケールバー：5 μm。(C, D) 増殖期細胞 (C) と胞子 (D) における 40 

nm-GEM の拡散係数の分布。カーネル密度推定によって平滑化し、分布内の面積が

1 となるように正規化している。増殖期細胞：n = 218、胞子：n = 221。 (E) 40 nm-

GEM の拡散係数の累積分布関数 (Cumulative distribution function, CDF)。(p < 0.001、

Kolmogorov-Smirnov test) 
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図 9 20 nm粒子 (20 nm-GEM)と 100 nm粒子 (GFP-μNS) の検討 

20 nm-GEM、40 nm-GEM、GFP-μNS を発現する分裂酵母胞子の観察。スケールバ

ー：5 μm。 
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2.3.4 発芽開始直後に 40 nm-GEM の拡散が上昇する 

 分裂酵母胞子では増殖期細胞よりも細胞質の流動性が低下していたことより (図

8C,D)、発芽が開始してから増殖期へと復帰するどこかの段階で細胞質が流動化する

と予想された。この考えを検証するため、発芽開始から 1〜2 時間おきに胞子内の

40 nm-GEM の動きを顕微鏡下で観察し、各タイムポイントでの GEM粒子の拡散係

数を算出した。胞子の発芽は 2%グルコースの添加で誘導し、発芽開始から 4 時間後

に細胞サイズの膨張、6 時間後に germ tube (突起状構造) の形成、8 時間後に septum 

(隔壁) が観察され (図 10A)、その後、10〜12 時間で最初の分裂を完了する [1,11]。

40 nm-GEM の拡散係数は、グルコース添加後から 1 時間以内に 15 倍程度上昇し、

その後、さらに 2 倍程度の範囲内で緩やかに上昇し、6 時間目に増殖期細胞と同程

度の値を示した (増殖期細胞 0.63 μm2/s; 発芽 6 時間目 0.52 μm2/s) (図 10B,C)。発芽過

程は平均すると 10〜12 時間程度で完了することを踏まえると、細胞質流動性は発芽

初期に急速に上昇していると言える。また、これまで発芽開始の指標として細胞内

の屈折率の変化に起因する、位相差顕微鏡下での胞子の黒色化が利用されてきた 

[5,10]。この黒色化は発芽後の 2 時間目から観察されるため、すなわち、40 nm-GEM

の拡散係数の上昇はこれまで知られている発芽開始の指標の中で最初期の現象であ

る。 
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図 10 発芽開始直後に 40 nm-GEM の拡散が上昇する 

(A) 発芽過程における分裂酵母の形態変化と 40 nm-GEM の蛍光画像。スケールバ

ー：10 μm。(B) 発芽誘導後の 40 nm-GEM の拡散係数の分布。カーネル密度推定に

よって平滑化し、分布内の面積が 1 となるように正規化している。1 hr：n = 385、2 

hr：n = 306、4 hr：n = 353、6 hr：n = 263、8 hr：n = 303。(C) 発芽誘導後の 40 nm-

GEM の拡散係数の中央値。 
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2.3.5 cAMP-PKA 経路が発芽開始直後の 40 nm-GEM の拡散上昇に必要である 

 発芽後の細胞質の流動化を引き起こす分子機構を明らかにするため、分裂酵母の

グルコース感知機構として知られる cAMP-PKA 経路に着目した (図 11A)。本経路の

構成因子である pka1 (PKA catalytic subunit) や cyr1 (adenylate cyclase) を欠失すると、

グルコースの存在を感知できず、発芽開始が著しく遅延する (図 11B,C) [10]。その

ため、本経路を欠失した胞子では、グルコースを添加しても発芽開始のシグナルが

細胞内に伝播されず、細胞質の流動化が起きない、もしくは遅延することが考えら

れた。この考えを検証するため、git3 (G-protein coupled receptor)、cyr1、pka1 の遺伝

子破壊株を作製し、発芽誘導後の 40 nm-GEM の拡散係数を算出した。その結果、い

ずれの変異体においてもグルコース添加から 6 時間目まで、40 nm-GEM の拡散係数

が胞子時と比較して変化しなかった (図 11D)。したがって、発芽時の細胞質の流動

化は cAMP-PKA 経路を介して誘導されることが明らかになった。また本結果は、グ

ルコースが栄養源として細胞内に取り込まれ ATP産生などの代謝活動に利用される

ことよりも、シグナル分子として細胞膜上の受容体に認識され細胞内へ情報を伝え

ることが細胞質の流動化に必要であることを示唆している。 
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図 11 cAMP-PKA 経路が発芽開始直後の 40 nm-GEM の拡散上昇に必要である 

(A) 分裂酵母の cAMP-PKA 経路の模式図。(B) 位相差顕微鏡による発芽過程のタイム

ラプス観察。pka1：PKA触媒サブユニット (cAMP-dependent protein kinase catalytic 

subunit)、cyr1：cAMP 合成酵素 (adenylate cyclase)。(C) 発芽誘導から 15 時間目にお

ける胞子の発芽率。WT：n = 147 cells、pka1Δ：n = 356 cells、cyr1Δ：n = 163 cells。

(D) 発芽誘導後の 40 nm-GEM の拡散係数の中央値。git3：(G-protein coupled 

receptor)。 
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2.3.6 トレハラーゼ Ntp1 が発芽開始直後の 40 nm-GEM の拡散上昇に必要である 

 次に、細胞質の流動化を引き起こす分子機構として、トレハロース分解酵素であ

るトレハラーゼ Ntp1 に着目した (図 12A)。ntp1破壊株は発芽遅延を示すことから、

トレハロースの分解が発芽開始に必要であると考えられる (図 12B) [52]。先行研究

で胞子内にトレハロースが蓄積することが報告されており [52,55,56]、本研究でも増

殖期と比較して胞子でトレハロースが 1000 倍程度増加していることが確認された 

(図 12C)。また近年、増殖期の出芽酵母細胞内にトレハロースが蓄積して細胞質流動

性が低下することが知られている [65]。これらを踏まえ、胞子内に蓄積したトレハ

ロースが発芽誘導後に分解されることで、細胞質が流動化し、発芽が開始するとい

う仮説を立てた。本仮説を検証するため、ntp1破壊株を用いて発芽誘導後の 40 nm-

GEM の拡散係数を定量した。その結果、発芽誘導から 8 時間目まで ntp1破壊株の拡

散係数は野生株よりも低いままであった (図 12D)。加えて、野生株では、GEM の拡

散係数が上昇するのと同じ時期にトレハロースが分解されるが (図 12E)、ntp1破壊

株ではトレハロース量は 8 時間目まで減少していなかった (図 12F)。よって、Ntp1

は発芽開始時の主要なトレハロース分解経路であり、トレハロース分解が細胞質の

流動化と発芽開始に必要であることが示唆された。 

 ntp1破壊株の 40 nm-GEM の拡散係数は、細胞集団レベルで見ると発芽誘導後に

徐々に上昇しているようであった (図 12D)。そこで、1 細胞毎の 40 nm-GEM の拡散

係数を定量したところ、発芽誘導から 6 時間目で、ntp1破壊株の 1/3 程度が野生株

の拡散係数の中央値と同程度の値を示していた (図 12G)。また、ntp1破壊株であっ

ても発芽誘導から 24 時間目にはトレハロースが野生株と同程度まで分解されていた 

(図 12H)。つまり、Ntp1非依存的なトレハロース分解経路の存在とその経路を介し

た細胞質の流動化が起きることが示唆された。分裂酵母において ntp1以外のトレハ

ラーゼ遺伝子は同定されていないが [53]、ntp1破壊株の細胞抽出液もトレハラーゼ

活性を示すことが報告されている [52,81]。未知のトレハラーゼ遺伝子もしくはトレ

ハラーゼ非依存的なトレハロース分解が起きていることが推測される。しかし、

Ntp1非依存的分解経路はトレハロースが分解されるまでに時間がかかると共に、ト

レハロース分解効率は細胞毎にばらつきが見られる (図 12G)。よって、胞子が発芽

を速やかに開始するためには Ntp1 が必要であると考えられる。 



 
 

47 

 

 

図 12 トレハラーゼ Ntp1 が発芽開始直後の 40 nm-GEM の拡散上昇に必要である 

(A) トレハラーゼ Ntp1 によるトレハロース分解。トレハロースはグルコース 2 分子

へと分解される。(B) ntp1Δ株の発芽過程における形態変化。スケールバー：10 

μm。(C) 増殖期細胞と胞子における細胞内トレハロースの定量。3回の独立した実験

の平均値と標準偏差を示している。3回の実験のそれぞれの測定値は緑の点で示し

ている。(D) ntp1Δ株の発芽過程における 40 nm-GEM の拡散係数の中央値。(E) 野生

株の発芽過程における 40 nm-GEM の拡散係数 (中央値) と細胞内トレハロース量。

トレハロース量は 3回の独立した実験の平均値と標準偏差を示している。(F) ntp1Δ

株の発芽過程における細胞内トレハロース量。3回の独立した実験の平均値と標準

偏差を示している。(G) 1 細胞毎の 40 nm-GEM の拡散係数の中央値。それぞれの点
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が 1 細胞における拡散係数に相当する。また、箱ひげ図では、中央の線が中央値

を、”箱”が四分位範囲を、”ひげ”が最小値と最大値を示している。四分位範囲の 1.5

倍よりも外れた値は外れ値とした。0 hr：n = 10 cells、6 hr：n = 30 cells。(H) 発芽誘

導から 24 時間後の ntp1Δ株における細胞内トレハロースの定量。3回の独立した実

験の平均値と標準偏差を示している。 
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2.3.7 cAMP-PKA 経路の不活性化に起因した発芽の異常は ntp1 過剰発現により部分

的に回復する 

 cAMP-PKA 経路と Ntp1 の関係性について検討した。cAMP-PKA 経路は、細胞膜

上の受容体 Git3 がグルコースを感知すると、そのシグナルを cAMP などを介して細

胞内へ伝播する。本経路は発芽誘導直後に活性化する経路であると想定され、Ntp1

はその下流で活性化することが考えられた。そこで、cAMP-PKA 経路が不活性化さ

れた状態で、発芽誘導後にトレハロースが分解されるかを検証した。PKA の

catalytic subunit である pka1 の破壊株では、トレハロースの分解が発芽誘導後の 8 時

間目まで見られなかった (図 13A)。発芽誘導から 24 時間目でもトレハロース量を測

定したが、pka1破壊株では 0 時間目と比較して変化していなかった (図 13B)。つま

り、cAMP-PKA 経路の下流でトレハロース分解が誘導されることが明らかになっ

た。トレハロース分解経路として、Ntp1依存的経路と非依存的経路の存在が示唆さ

れており (図 12F,H)、これら両経路が cAMP-PKA 経路の下流であると考えられる。 

 次に、cAMP-PKA 経路の主要な下流因子が Ntp1 であるかについて検証した (図

13C)。ヘテロ三量体 G タンパク質の α subunit Gpa2 は cAMP-PKA 経路の活性化に必

要であり、gpa2 を欠失すると発芽が著しく遅延する (図 13D) [10]。gpa2破壊株で

ntp1 を過剰発現させることで発芽が正常に進むのであれば、cAMP-PKA 経路の下流

では Ntp1 が活性化すれば発芽を進行するには十分であると言える (図 13C)。そこ

で、gpa2破壊株で ntp1 を胞子特異的発現プロモーターの制御下で発現させた。本プ

ロモーターについては、同研究室の後藤 祐平助教と協力し、過去のマイクロアレイ

データ [16] を再解析することで同定した。胞子形成後に発現が強力に誘導される遺

伝子のうち、上位 4 つの遺伝子について、ORF上流の 1000 bp 程度の塩基配列をプ

ロモーター領域とし、それぞれ Posi (Promoters for only spore induction) 1〜4 と命名し

た。これらプロモーター下流に緑色蛍光タンパク質 mNeonGreen を連結して蛍光輝

度を増殖期と胞子で比較したところ、いずれも胞子での発現量が 5〜20 倍程度上昇

していた (図 14A,B,C,D)。その中でも増殖期と胞子とでの発現量比に最も違いがあ

った Posi2 を本研究で使用した (図 14D)。Posi2 の下流で ntp1 を発現した胞子では、

わずかではあるが発芽速度の回復が見られた (図 13D)。40 nm-GEM を観察したとこ

ろ、ntp1 過剰発現株は発芽開始後 6〜8 時間目に gpa2破壊株よりもやや高い拡散係
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数を示した (図 13E)。1 細胞毎の拡散係数を見ると、ntp1 過剰発現株では 1/3 程度の

胞子が gpa2破壊株よりも高い値を示した (図 13F)。このように、ntp1 過剰発現によ

って部分的ではあるが gpa2破壊株の発芽異常が回復したため、ntp1 が cAMP-PKA

経路の主要な下流因子の一つであることが示唆された。
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図 13 cAMP-PKA 経路の不活性化に起因した発芽の異常は ntp1 過剰発現により部分

的に回復する 

(A) pka1Δ株の発芽過程における細胞内トレハロース量。3回の独立した実験の平均

値と標準偏差を示している。(B) 発芽誘導から 24 時間後の pka1Δ株における細胞内

トレハロースの定量。3回の独立した実験の平均値と標準偏差を示している。(C) 

gpa2Δ株に ntp1 を過剰発現した細胞の模式図。(D) gpa2Δ株と gpa2Δ ntp1 過剰発現株

の発芽過程における形態変化。スケールバー：10 μm。gpa2Δ株と gpa2Δ ntp1 過剰発
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現株については、発芽した胞子を赤矢印で示した。 (E) gpa2Δ ntp1 過剰発現株の発

芽過程における 40 nm-GEM の拡散係数の中央値。(F) 1 細胞毎の 40 nm-GEM の拡散

係数の中央値。それぞれの点が 1 細胞における拡散係数に相当する。また、箱ひげ

図では、中央の線が中央値を、”箱”が四分位範囲を、”ひげ”が最小値と最大値を示

している。四分位範囲の 1.5 倍よりも外れた値は外れ値とした。0 hr：n = 10 cells、6 

hr：n = 30 cells。  

 

 
 

図 14 胞子特異的発現プロモーター (Posi シリーズ) からの mNeonGreen の発現  

(A) Posi1〜4 の下流から mNeonGreen (mNG) を発現させた増殖期細胞と胞子 (SPA に

塗布してから 1日後) の代表的な画像。DIC と mNG の蛍光画像を示している。スケ

ールバー：10 μm。(B,C) 増殖期 (B) と胞子 (C) の細胞内における mNG の蛍光輝度の

定量。コントロールとして構成的発現プロモーター (Padh1) の下流から mNG を発現

する細胞も定量した。n = 25 cells。(D) 胞子と増殖期細胞における mNG の発現量

比。各株について胞子の平均値を増殖期細胞の平均値で除算した。 
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2.3.8 発芽誘導後の細胞質の急速な流動化には新たなタンパク質の合成と ATP産生

は必要ない 

 細胞質流動化と発芽開始に必要となる分子機構をさらに調べることを目的に、各

種阻害剤を使った実験を行った。まず、タンパク質合成阻害剤である cycloheximide 

(CHX) 添加時の胞子の形態変化と 40 nm-GEM を観察した。CHX の存在下では、発

芽誘導から 20 時間後でさえ、胞子の形態変化は起きなかった (図 15A)。よって、新

たなタンパク質の合成は胞子サイズが大きくなる過程に必要であることが明らかに

なった。しかし、CHX の存在下でも非存在下と同様に、発芽誘導から 1 時間以内に

細胞質は流動化した (図 15B)。つまり、発芽時の細胞質の流動化には、新たなタン

パク質の合成は必要ないことが示された。同様の結果は、リボソーム生合成・タン

パク質合成に関わるキナーゼである TORC1 の機能を、Torin1添加によって阻害した

際にも見られた (図 16A,B)。次に、分裂酵母の主要な ATP産生経路である解糖系 

[82] を 2-Deoxy-D-glucose (2-DG) 添加によって阻害した。2-DG添加時は、CHX添加

時と同様に胞子の形態変化は見られず (図 17A)、胞子の成長過程で解糖系を介した

ATP産生が必要であることがわかった。40 nm-GEM の動きを観察したところ、発芽

誘導後 1 時間目までは 2-DG の有無によらず GEM粒子の拡散係数の上昇が見られた 

(図 17B)。しかし、2-DG 存在下では、1 時間目以降の GEM粒子の拡散係数の上昇は

見られなかった (図 17B)。本結果は、発芽誘導後の細胞質の流動化は 2段階で起き

ることを示唆している。1段階目は、cAMP-PKA 経路が活性化し、それに続く Ntp1

を介したトレハロースの分解による 1 時間以内の急速な細胞質の流動化である (図

11D, 図 12D,E)。2段階目は、解糖系を介した ATP産生によって起きる緩やかな流動

化である。また、2-DG の存在下でも 1段階目の流動化は見られるため、トレハロー

ス分解の結果できたグルコースが ATP産生に利用されて細胞質が流動化する訳では

ないことを示唆している。 
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図 15 CHX添加時の発芽過程における 40 nm-GEM の拡散 

(A) CHX添加時の発芽過程における形態変化。精製した胞子を YEA-Glucose培地に

懸濁して 2 つに分け、片方に CHX を添加し (100 μg/ml)、グルコースを 2%となるよ

うに添加して発芽を誘導した。スケールバー：10 μm。(B) CHX添加時の発芽過程に

おける 40 nm-GEM の拡散係数の中央値。 

 

 
 

図 16 Torin1添加時の発芽過程における 40 nm-GEM の拡散 

(A) Torin1添加時の発芽過程における形態変化。精製した胞子を YEA-Glucose培地

に懸濁して 2 つに分け、片方に Torin1 を添加し (終濃度 25 μM)、グルコースを 2%と

なるように添加して発芽を誘導した。スケールバー：10 μm。(B) Torin1添加時の発

芽過程における 40 nm-GEM の拡散係数の中央値。 

 

 
 

図 17 2-DG添加時の発芽過程における 40 nm-GEM の拡散 
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(A) 2-DG添加時の発芽過程における形態変化。精製した胞子を YEA-Glucose培地に

懸濁して 2 つに分け、片方に 2-DG を添加し (終濃度 1%)、グルコースを 2%となる

ように添加して発芽を誘導した。スケールバー：10 μm。(B) 2-DG添加時の発芽過

程における 40 nm-GEM の拡散係数の中央値。 
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2.3.9 胞子内で数百 nm スケールで mNeonGreen の拡散は制限されない 

 ここまでは 40 nm 程度の粒子 (40 nm-GEM) の拡散係数を定量し、細胞質の流動性

を評価してきた。続いて、40 nm-GEM よりも小さいタンパク質として、緑色蛍光タ

ンパク質 mNeonGreen (直径 5 nm 程度) の拡散係数を胞子で定量した。mNeonGreen

の拡散係数の定量には、FCS と FRAP の 2 種類の手法を使用した。FCS は共焦点領

域内の 400 nm 程度の範囲における蛍光分子の拡散係数を算出でき、FRAP は細胞内

の一部の領域をフォトブリーチし、その後の蛍光の回復を観察するため μm スケー

ルでの蛍光分子の拡散係数を算出できる。まず、FCS で mNeonGreen の拡散係数を

定量した。増殖期細胞と胞子に mNeonGreen を発現させ、その蛍光輝度値の変動を

顕微鏡で観察し、得られた輝度値データから自己相関関数を算出し、mNeonGreen の

拡散係数を推定した (図 18A)。その結果、胞子では mNeonGreen の拡散係数が増殖

期細胞と比較して 4 倍程度低下していた (図 18B)。しかし、40 nm-GEM の拡散係数

は胞子で 30 倍程度低下していたことから (図 8C,D, 表 4 に結果をまとめた)、5 nm 程

度の分子の拡散は 40 nm 程度の分子ほどは低下していないことが示唆された。次

に、FRAP で mNeonGreen の拡散係数を定量した。酵母細胞の一部の領域をフォトブ

リーチしたところ、細胞サイズが小さいために、最終的に細胞全体の輝度が下がっ

てしまうことがわかった (図 18C)。拡散速度を比較するための指標として、蛍光回

復後に達する最大輝度値の半分になるまで要した時間 (T-half) が利用されるが [65]、

細胞全体の輝度が下がってしまうと見かけ上、T-half の値が低く見積もられてしま

うと考えられた。そこで、本研究ではフォトブリーチ後の蛍光回復をシミュレーシ

ョンし、実際の実験データと比較することで、mNeonGreen の拡散係数を定量するこ

とにした (図 18D)。なお、シミュレーションの解析については、同研究室の近藤 洋

平助教と協力して行った。FRAP で mNeonGreen の拡散係数を定量した結果を図 18E

に示した。胞子では増殖期細胞と比較して拡散係数が 40 倍程度低下していた (胞子 

〜0.5 μm2/s; 増殖期細胞 〜20 μm2/s)。このように、FCS と FRAP で定量した

mNeonGreen の拡散係数には乖離があることが判明した (表 4)。この乖離は、両手法

で観察している拡散のスケールの違いに起因すると考えられる。つまり、

mNeonGreen は数百 nm スケールでは比較的自由に拡散できるため、FCS では増殖期
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との違いが数倍程度しか見られないが、数 μm スケールでは胞子特異的な細胞質の

構造によって拡散が制限されていると推測される。 
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図 18 胞子内で数百 nm スケールでの mNeonGreen の拡散は制限されない 

(A) mNeonGreen (mNG) を発現する増殖期細胞と胞子から得られた代表的な FCS の

データ。左のグラフは mNG の蛍光輝度値の変動の生データを示している。右は自

己相関関数 (Auto-correlation function, ACF, 実線) とフィッティングした曲線(点線) を

示している。(B) FCS による増殖期と胞子での mNeonGeen の拡散係数の定量。2回

の独立した実験の平均値と標準偏差を示している。各実験で 10 細胞程度の測定を行

い、それぞれ別の色で示している。(C) 胞子の一部の領域 (ROI) をフォトブリーチし
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た時の mNG の蛍光輝度。左は ROI 内での蛍光輝度の変化、右は細胞全体での蛍光

輝度の変化を示している。(D) 分裂酵母の FRAP のシミュレーション解析。フォトブ

リーチ後の細胞内の蛍光輝度の分布 (Data) とそれをもとにした蛍光輝度の変化のシ

ミュレーション (Simulation) を示している。フォトブリーチした領域をピンクで示し

ている。(E) FRAP による増殖期と胞子での mNeonGeen の拡散係数の定量。それぞ

れ 10 細胞の拡散係数を定量した。 

 

表 4 本研究で得られた細胞内における mNeonGreen と 40 nm-GEM の拡散係数 

増殖期細胞と胞子における mNeonGreen (mNG) (5 nm) と 40 nm-GEM (40 nm) の拡散

係数の中央値をまとめた。mNG については FCS と FRAP から得られたそれぞれの値

を示した。また、増殖期細胞が胞子に対してどの程度 mNG と 40 nm-GEM の拡散係

数が高いのかを Vegetative cell / Spore に示した。 
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2.3.10 発芽中のストレス顆粒の消失は 40 nm-GEM の拡散上昇と同時期に起きる 

 最後に、胞子内で細胞質の流動性が低下し、また発芽誘導後に流動化することで

どのような細胞機能が影響を受けるのかを検討した。過去の研究で、細胞質の流動

性が低下することで、液液相分離が亢進したり [39]、微小管の重合・脱重合が阻害

されたり [27] することが報告されている。胞子で細胞質の流動性が低下すること

で、こうした細胞内の生化学反応やプロセスが影響を受けることが予想された。そ

こで本研究では、ストレス顆粒に着目した。ストレス顆粒は、細胞が熱ショックな

どのストレスに晒された時に、細胞質中に一過的に形成される 100〜200 nm 程度の

凝集体である [83]。ストレス顆粒は液液相分離によって形成されるため、胞子では

細胞質の流動性が低下することでストレス顆粒の形成が亢進し、発芽後に細胞質が

流動化することでストレス顆粒が消失すると考えられた。主要なストレス顆粒の構

成因子として知られる Pabp (poly(A) binding protein) に蛍光タンパク質 mNeonGreen

を融合して蛍光顕微鏡で観察したところ、ほぼ全ての胞子でストレス顆粒が形成さ

れていたが、発芽誘導から 1 時間以内に 9割以上の胞子でストレス顆粒が消失して

いた (図 19A,B)。また、ストレス顆粒の消失は 40 nm-GEM の拡散係数の上昇と同時

期であった (図 19B)。したがって、発芽中の細胞質の流動化に伴い、ストレス顆粒

の分解が促進されることが示唆された。 
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図 19 発芽中のストレス顆粒の消失は 40 nm-GEM の拡散上昇と同時期に起きる 

(A) 発芽過程におけるストレス顆粒の代表的な画像。Pabp：ストレス顆粒の局在マ

ーカー (major poly(A) binding protein)。スケールバー：10 μm。(B) 発芽中のストレス

顆粒を持つ細胞の割合と 40 nm-GEM の拡散係数の定量。 
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2.4 考察 

 本研究では分裂酵母の胞子と発芽において細胞質流動性を評価し、また流動性の

制御機構の解明を目指した。40 nm-GEM を用いて見積もった流動性は、増殖期細胞

と比較して胞子で大きく低下していた。しかし、発芽誘導から 1 時間以内に胞子の

細胞質は急速に流動化することが明らかになった。この急速な流動化には、cAMP-

PKA 経路によるグルコース感知と Ntp1 によるトレハロース分解が必要であった (図

20)。発芽誘導から 1 時間目以降にも細胞質が緩やかに流動化した。この緩やかな流

動化には解糖系を介した ATP産生が必要であることが示唆された (図 20)。 

2.4.1 分裂酵母胞子の細胞質流動性の解析手法の確立  

 分裂酵母の胞子で細胞質流動性を解析する手法が確立していなかったため、技術

的な基盤を開発した。初めに、分裂酵母の胞子を高純度かつ簡便に精製する手法を

開発した (図 6)。本研究では cAMP-PKA 経路やトレハロース代謝経路を始めとし、

様々な遺伝子破壊株などの変異体から胞子を精製する必要があった。従来の超遠心

や密度勾配遠心を用いた精製手法と比べ、短時間で胞子を精製できるため、円滑に

実験・解析を進めることが可能になった。発芽研究が進んでいない一つの理由とし

て簡便な実験手法が開発されていないことも挙げられ、今回開発した精製法を使う

ことで発芽研究が進展することが期待される。次に、分裂酵母の染色体上の特定の

位置に任意の DNA配列を挿入するため、新規のプラスミドベクターを開発した (図

7)。分裂酵母へ外来の遺伝子を導入するには、プラスミドとして保持させる手法が

一般的に利用される [78]。しかし、細胞毎に導入されるプラスミドのコピー数が違

うため、遺伝子の発現量を細胞間で一様にすることは難しい。今回の実験で使用し

た 40 nm-GEM のように発現量によって細胞内での形成に違いが見られる場合、染色

体上に遺伝子を挿入し、発現量を揃えることが望ましい。また、細胞間でタンパク

質の蛍光輝度値を比較したい場合にも細胞毎の発現量のばらつきは問題になり得

る。過去にも染色体上に DNA配列を挿入するためのプラスミドベクターは報告され

ているが [72–78]、ものによっては多コピーで挿入されてしまう。また今回、3 つの

染色体上の locus (1L, 2L, 3R locus) に DNA配列を挿入できることを示した。過去に

報告されている Z locus [79] と合わせて、最大 4 種類の外来の DNA配列を 1 つの細
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胞株に導入することが可能となった。それぞれの locus は染色体上の離れた位置にあ

るため、細胞同士を掛け合わせて株を取得するのも比較的容易である。このよう

に、pSKIプラスミドベクターを使うことで分裂酵母で外来の DNA配列を導入する

選択肢が広がり、実験を円滑に進める上で幅広く利用されることが期待される。 

2.4.2 分裂酵母胞子の細胞質流動性 

 分裂酵母胞子は増殖期と比較して細胞質流動性が低下していることが明らかにな

った (図 8C,D)。同様の流動性の低下 (粘性の増加) は、菌類 (Talaromyces 

macrosporus) や出芽酵母の胞子でも報告されている [33,84]。これらの知見を踏まえ

ると、一般的に休眠時の胞子では細胞質の流動性が失われていると考えられる。こ

れまでの菌類や出芽酵母の研究では、1 種類のみの粒子や蛍光色素を用いて流動性

を評価している [33,84]。そして、拡散係数と粘性が反比例の関係にあるというスト

ークス-アインシュタインの式より、胞子の細胞質の粘性が増加することで分子の拡

散が一様に遅くなると考えられていた [33,84]。本研究では大きさの異なる 2 種類の

粒子 (40 nm)・蛍光タンパク質 (5 nm) を用いて流動性を評価した。その結果、分裂

酵母胞子では 40 nm 程度の分子 (40 nm-GEM) の動きは制限されるが (図 8C,D)、5 nm

程度の分子 (mNeonGreen) の動きは数 μm の範囲では制限されるものの、数百 nm で

は比較的自由であった (図 18B,E)。このような距離に依存した 5 nm の分子の動き

は、細胞質の粘性の増加だけでは説明できない。つまり、分裂酵母胞子では、細胞

質の粘性が増加するだけでなく、増殖期細胞では存在しない特異的な構造体が細胞

内に形成されていることが示唆された。本研究では、胞子の細胞質では 2 つの特徴

を持った構造体が形成されているというモデルを提案する (図 21)。1 つ目は、分子

サイズのふるい分けをする、障害物となる構造体である。図 21 ではその一つの例と

してメッシュ様の構造体を示しているが、他にも膜様の構造体などが想定される。

こうした構造体により、40 nm の分子の動きは構造体に捕捉され動きが阻害される

が、5 nm 程度の小さい分子は構造体の網目を抜け、比較的自由に動くことができる

と考えられる。この構造体によって 40 nm-GEM と mNeonGreen の FCS の結果の違い

を説明できると考える (表 4)。2 つ目は、生体物質と非特異的に相互作用する構造体

である。図 21 ではその一つの例として、メッシュ様構造が粘着性を持っていると想

定している。粘着性のように相互作用する性質を持った構造体が胞子で形成される
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ことで、5 nm 程度の小さい分子であっても移動する距離が長くなるにつれ、拡散係

数が低く見積もられると考えられる。この構造体によって mNeonGreen の FCS と

FRAP の結果の乖離を説明できると考える (表 4)。これまでにも、増殖期の酵母や哺

乳類細胞の細胞質がメッシュ様構造であることは示唆されていた [36,85]。しかし、

粘着性のような生体物質と非特異的に相互作用する構造体との複合的な構造を形成

するという報告例はなく、胞子は特殊な細胞質状態であることが推測される。 

 このような特殊な細胞質内の構造体を生み出す分子機構の候補として、トレハロ

ースが考えられる。過去の研究で、増殖期の出芽酵母では、熱ショック時にトレハ

ロースとグリコーゲンが協調的に働くことで細胞質の粘性が増加し、分子の拡散が

遅くなることが報告されている [65]。分裂酵母胞子では増殖期細胞と比較してトレ

ハロースが蓄積するが (図 12C)、グリコーゲン量は増殖期と比べて変化しないこと

が過去に報告されている [55]。加えて、トレハロース単体では 45%という高濃度溶

液であっても GFP の拡散係数は半分程度しか低下しないが [65]、胞子内のトレハロ

ース濃度は 5%であった (図 12C)。よって、トレハロース単体で細胞質の粘性の増加

を引き起こすことは難しいと言える。現在、トレハロースと細胞内成分が相互作用

することで胞子特異的な構造体を形成すると予想している。トレハロースはタンパ

ク質の安定化に寄与するため [86]、タンパク質と相互作用することで構造体を形成

すると考えている。このようなトレハロースを介した構造体が上述した胞子の特異

的な構造体であると考えている (図 21)。 

2.4.3 細胞質の流動性が低下する意義 

 胞子内にトレハロースが蓄積することで細胞質の流動性が低下することがわかっ

た。流動性が低下することで細胞質では何が起きているのだろうか。一つの可能性

として本研究ではストレス顆粒に着目した。ストレス顆粒の消失は細胞質の流動化

とタイミングが一致することから (図 19B)、流動性低下時にストレス顆粒の形成が

促進されていることが示唆された。また、出芽酵母の胞子では増殖期よりも転写・

翻訳速度が低下することが知られている [87]。リボソームは 30 nm、RNAポリメラ

ーゼは 20 nm 程度のタンパク質・RNA複合体であるため [88,89]、40 nm粒子の拡散

が制限される胞子の細胞質では、拡散律速となることで転写・翻訳が抑制されてい

ることも考えられる。こうした代謝活動の抑制は、ATP などのエネルギー源の節約
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に繋がり、結果として栄養源が枯渇した環境で胞子が生存するための一因になって

いる可能性がある。 

2.4.4 cAMP-PKA 経路による Ntp1 の活性制御 

 グルコース感知機構である pka1 遺伝子の破壊株では発芽誘導後のトレハロース分

解が見られなかった (図 13A,B)。つまり、トレハラーゼ Ntp1 は cAMP-PKA 経路の

下流で活性制御されていると考えられる。先行研究で、分裂酵母、出芽酵母におい

て Ntp1 およびその相同遺伝子 Nth1 の活性が cAMP量や PKA 活性によって制御され

ることが報告されている [90–92]。出芽酵母では PKA からトレハラーゼ Nth1 への直

接的なリン酸化を示唆する研究例もある [93]。分裂酵母の Ntp1 のアミノ酸配列中に

は PKA のリン酸化モチーフ (RRXS*/T*) [94] があり、これに該当する S71 を別のア

ミノ酸へ置換するとトレハラーゼ活性を失う [95]。そのため、Ntp1 は PKA によって

直接的にリン酸化されて活性制御される可能性が考えられる。また本研究で、gpa2

破壊株で Ntp1 を過剰発現させただけでは発芽開始時の急速な細胞質の流動化が見ら

れず、また正常に発芽が進行しないことが判明した (図 13D,E,F)。先行研究を踏まえ

ると、gpa2 を欠失して cAMP-PKA 経路が不活性化していると、Ntp1 は不活性化状

態のままであると想定される。そのため、Ntp1 を過剰発現させただけでは細胞質が

十分に流動化しなかったと考えられる。また、CHX を添加して新たなタンパク質の

合成を阻害しても細胞質は流動化する (図 15B)。よって、Ntp1 は胞子形成の段階で

既に細胞内に作られていると予想される。胞子で作られた Ntp1 は不活性型である

が、グルコースを感知してから PKA が活性化し、Ntp1 が PKA から翻訳後調節され

活性化型となることで、トレハロースが分解され、その結果、細胞質の流動化へと

繋がると考えている。 

 



 
 

66 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

図 20 発芽過程における細胞質流動性の制御機構 

発芽誘導前の胞子では、細胞内にトレハロースが蓄積することで流動性が低下して

いる。グルコースを添加して発芽を誘導すると、トレハロースが急速に分解され、

その結果、細胞質が流動化する (1段階目の流動化)。トレハロースの分解には、グル

コース感知機構 cAMP-PKA 経路とトレハラーゼ Ntp1 が必要である。その後、解糖

系を介して ATP が細胞内で産生されることで、様々な細胞内の生化学反応・プロセ

スが活性化し、緩やかに細胞質が流動化すると考えられる (2段階目の流動化)。な

お、細胞質の流動化にはタンパク質合成は必要ない。 
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図 21 胞子内の粘着性のメッシュ様構造 (Sticky mesh-like structure) 

分裂酵母の胞子は増殖期とは異なる細胞質の物性を示す。本研究の結果から主に 2

つの特徴的な構造が形成されていると考える。① 粒子の動きを制限し、障害物とな

るような「メッシュ様構造」：粒子のサイズが大きいと網目に捕われて自由に動く

ことができないが、網目の大きさよりも小さい粒子は比較的自由に拡散できる。② 

粒子が非特異的に吸着するような「粘着性構造」：網目の大きさよりも小さい粒子

であっても、長距離での拡散は制限され、拡散速度が増殖期よりも遅くなる。これ

は、胞子内では粒子が粘着性を持った構造に吸着しながら動くため、距離に依存し

て拡散速度への影響が見られるためと考えられる。 
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第三章 近赤外蛍光タンパク質 iRFP を利用した分裂酵母の cAMP-PKA

経路の可視化・操作法の確立 

3.1 序 

 第二章では、分裂酵母の胞子と発芽過程における細胞質の流動性について記述し

た。発芽過程における流動性の制御には、グルコース感知機構として知られる

cAMP-PKA 経路が必要であることが明らかになった。cAMP-PKA 経路の必要性につ

いて主に遺伝子破壊株を用いて解析したが、第三章では本経路の活性動態まで解析

することを目的に行った、cAMP-PKA 経路の可視化・操作法の確立について記述す

る。また、それに付随して得られた近赤外蛍光タンパク質 iRFP の高輝度化について

も記述する。 

3.1.1 分裂酵母の cAMP-PKA 経路の可視化と操作 

 cAMP-PKA 経路は分裂酵母の主要な炭素源となるグルコースの感知機構として知

られる (図 4)。本経路はこれまで主に遺伝学的および生化学的な手法を用いて解析

されてきた [10]。しかし、これらの手法の性質上、1) 遺伝子の破壊に基づく定性的

な情報しか得られず、また、2) 大多数の細胞からの平均的な振る舞いを測定するた

め、細胞間の cAMP量や PKA 活性のばらつきを考慮できていない。分裂酵母の発芽

開始は、たとえクローナルな細胞集団であっても数時間程度のばらつきが見られる 

[1,11]。そのため、細胞集団を用いて発芽過程における cAMP量や PKA 活性を測定

しようとしても正確に定量することは困難である。 

 cAMP・PKA などの小分子の濃度やキナーゼの活性変化を 1 細胞レベルで解析す

る上で、蛍光顕微鏡イメージングは強力な手法の一つである。これまで、哺乳類細

胞や出芽酵母では、cAMP濃度や PKA 活性の変化を可視化する目的でバイオセンサ

ーが利用されてきた [96–98]。これらのバイオセンサーは、cAMP との結合ドメイン

や PKA のリン酸化モチーフを含むペプチドを蛍光タンパク質と連結することで作ら

れる。刺激に応答したバイオセンサーの局在 [99] や蛍光輝度 [100–102]、Förster 

resonance energy transfer (FRET) 効率 [96–98] の変化を cAMP濃度や PKA 活性の変化

へと変換し定量することができる。こうしたバイオセンサーの一つとして、kinase 
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translocation reporter (KTR) が知られている [99]。KTR は対象とするキナーゼの活性

変化に応じて細胞質と核との間で局在が変化する。その細胞質と核内の蛍光輝度の

比率 (C/N比) を算出することで、キナーゼの活性強度を 1 細胞レベルで推定でき

る。しかし、分裂酵母では KTR を含め、cAMP量や PKA 活性を定量するためのバ

イオセンサーは開発されておらず、1 細胞レベルでの解析は報告されていない。

cAMP-PKA 経路は発芽過程だけでなく、減数分裂・胞子形成 [47–49]、ストレス耐性 

[103,104]、極性成長 [105]、など分裂酵母の様々な細胞内現象や機能に関わる。よっ

て、cAMP-PKA 経路を可視化するバイオセンサーを開発できれば、分裂酵母の細胞

内機能を解析する上で有用な手法の一つになると考えられる。 

 また、バイオセンサーで可視化された cAMP量や PKA 活性の動態を細胞内で人為

的に再構成できれば、その動態が発芽開始を誘導するのに十分であることまで明ら

かにできる。cAMP量や PKA 活性の動態を操作する上で、光遺伝学が有用な手法の

一つである。光遺伝学は、光照射に応答して構造変化する光受容タンパク質を用い

て、細胞内機能を制御する技術である。これまでに、青色照射依存的に cAMP の産

生を促す、bacterial photoactivated adenylate cyclase (bPAC) が開発され、哺乳類細胞や

出芽酵母で利用されている [106,107]。bPAC は硫黄酸化細菌 (Beggiatoa) 由来の光活

性化型の cAMP 合成酵素であり、青色光を吸収するために必要な BLUF (blue light 

receptor using FAD) ドメインと cAMP 合成活性を持つ adenylyl cyclaseドメインから

構成される [107]。バイオセンサーと光遺伝学を用いた cAMP-PKA 経路の可視化・

操作法が確立すれば、発芽開始のシグナル動態を詳細に調べることが可能となる。 

 KTR 型バイオセンサーの観察では、KTR の局在を追跡するために核局在マーカー

が必要となり、バイオセンサー、光遺伝学と合わせて同時に 3色の蛍光タンパク質

や光刺激を用いることになる。光遺伝学 bPAC では青色光照射によって光刺激を行

うため、同じ励起波長が必要となる GFP などの緑色蛍光タンパク質は同時に観察す

ることが難しい。そこで、本研究では赤色蛍光タンパク質を用いて KTR 型バイオセ

ンサーを開発した。これらに加え、本研究では以下 (3.1.2〜3.1.3) に述べる近赤外蛍

光タンパク質 iRFP を核局在マーカーとして用い、分裂酵母における cAMP-PKA 経

路の可視化・操作法を構築することを目指した。 
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3.1.2 近赤外蛍光タンパク質 iRFP 

 蛍光タンパク質は細胞内での生体物質の局在、量、機能などを調べる目的で幅広

く利用される。数ある蛍光タンパク質の中でも、最も長波長の蛍光を発するものと

して、近赤外蛍光タンパク質が知られている (図 22)。近赤外蛍光タンパク質は他の

蛍光タンパク質の蛍光波長との分離が比較的容易なため、多重蛍光イメージングを

する上で有用である。また、一般的に BFP を代表とする青色蛍光タンパク質を観察

するには、紫外線等の短波長の光を細胞へ照射する必要があり、光照射が細胞に対

して毒性となる場合がある。よって、緑色や赤色蛍光タンパク質と併用可能な近赤

外蛍光タンパク質は、3色以上の蛍光タンパク質を同時に可視化する上で、優先的

に選択される蛍光タンパク質である。 

 近赤外蛍光タンパク質は、植物、菌類、細菌が持つ光受容タンパク質であるフィ

トクロムや、シアノバクテリアの集光装置フィコビリソームの構成成分であるアロ

フィコシアニンなどを基にして開発されてきた [108,109]。中でも、光合成細菌由来

の光受容タンパク質 RpBphP2 (別名 PhyB1) の一部のドメインを切り出し、それに変

異を導入することで開発された iRFP (別名 iRFP713) がよく知られている [110]。

iRFP はこれまでに哺乳類細胞や出芽酵母などで利用されているが [110–115]、分裂

酵母での利用例は報告されていない。 
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図 22 様々な蛍光タンパク質の蛍光スペクトル 

これまで報告されている様々な蛍光タンパク質の蛍光スペクトルを併せて記載し

た。iRFP は最も長波長側の蛍光を発することがわかる。なお、本図は FPbase 

(https://www.fpbase.org/) を用いて作製した。 
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3.1.3 iRFP の発色団の形成 

 GFP を始めとする、クラゲやサンゴ由来の蛍光タンパク質は、ペプチド鎖の一部

が自発的に発色団を形成して蛍光性となる。しかし、フィトクロムやアロフィコシ

アニンは発色団として開環テトラピロール構造を持つ化合物を必要とする (図 23)。

具体的には、バクテリオフィトクロムはビリベルジン (BV)、アロフィコシアニンや

シアノバクテリオクロムはフィコシアノビリン (PCB)、植物フィトクロムはフィト

クロモビリン (PΦB) を発色団として利用し蛍光を発する。これら光受容タンパク質

は非酵素的に発色団と共有結合する [116]。 

 これらの開環テトラピロール構造を持つ発色団は、中心金属として鉄を持つポル

フィリン錯体であるヘムを前駆体として細胞内で作られる (図 23) [117,118]。ヘムオ

キシゲナーゼ (HO) が、電子供与体であるフェレドキシン (Fd) と酸化還元酵素であ

るフェレドキシン-NADP+ レダクターゼ (Fnr) と共に、ヘムの酸化開裂を触媒するこ

とで BV が合成される [119]。シアノバクテリアでは、Fd と Fnr と共に、PCB：Fd オ

キシドレダクターゼである PcyA の働きによって BV から PCB が合成される 

[120,121]。植物では、Fd と Fnr と共に、PΦB：Fd オキシドレダクターゼである HY2

の働きによって BV から PΦB が合成される [122–124]。これまでに、細菌、哺乳類

細胞、カエル卵、出芽酵母、メタノール資化性酵母、分裂酵母などで、上記の遺伝

子を発現させることで BV、PCB、PΦB を細胞内で合成できることが報告されてい

る [120,121,125–132]。 

 バクテリオフィトクロム由来の iRFP の場合は、発色団として BV を必要とする 

[110]。つまり、細胞内で作られた発色団と結合していない iRFP (アポ iRFP) が BV

と結合して (ホロ iRFP)、初めて蛍光性となる。このように iRFP が蛍光を発するか

は BV との結合に依存するため、iRFP を使ったイメージングでは細胞内 BV濃度が

重要になる (図 24)。実際に、BV を培地中に添加することで iRFP や他の近赤外蛍光

タンパク質の蛍光輝度が増加することが報告されている [133,134]。また、ヘムオキ

シゲナーゼ (HO1) を過剰発現させて BV の合成を促進する、あるいは、BV をビリル

ビンへ分解する酵素であるビリベルジンレダクターゼ A (BLVRA) の遺伝子を破壊す

ることで、細胞内に BV が蓄積して iRFP蛍光が増加することが報告されている 

[134,135]。逆に、BV の合成能が低い、もしくは全く合成できない生物種では iRFP



 
 

73 

を使ったイメージングは不可能である。例えば、線虫 (Caenorhabditis elegans) は BV

を合成できないため 、iRFP だけを導入しても蛍光を観察できない [136,137]。加え

て、BV は組織への浸透性が低いため、線虫のような多細胞生物では外から BV を添

加するのではなく、BV 合成遺伝子を導入する方が効率的である。しかし、iRFP の

発色団を細胞内で合成させる手法として、HO1 遺伝子を導入する手法しか報告され

ておらず、その改良や最適化はされていない。 

3.1.4 本研究の目的 

 本研究では、分裂酵母の cAMP-PKA 経路の可視化・操作法の確立を目指し、また

それに付随して得られた iRFP の高輝度化について解析した。まず、分裂酵母では

cAMP-PKA 経路の活性を可視化できるバイオセンサーが報告されていなかったた

め、PKA の KTR 型バイオセンサーspPKA-KTR を開発した。加えて、青色光照射に

よって細胞内 cAMP量を操作可能な bPAC を分裂酵母で適用し、PKA 活性を操作で

きるかを検証した。spPKA-KTR の核局在マーカーとして iRFP の利用を試みたとこ

ろ、分裂酵母では iRFP が蛍光を発しないことを発見した。そこで、iRFP を分裂酵

母で利用するための手法を探索した。 
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図 23 フィトクロムやアロフィコシアニンの発色団の生合成 

バクテリオフィトクロムはビリベルジン (BV)、アロフィコシアニンやシアノバクテ

リオクロムはフィコシアノビリン (PCB)、植物フィトクロムはフィトクロモビリン 

(PΦB) を発色団として利用し蛍光を発する。これらの発色団はヘムを前駆体として

細胞内で作られる。HO：ヘムオキシゲナーゼ、Fd：フェレドキシン、Fnr：フェレ

ドキシン-NADP+ レダクターゼ、PcyA：PCB：Fd オキシドレダクターゼ、HY2：

PΦB：Fd オキシドレダクターゼ 

 

 

 
図 24 iRFP の BV を利用した発色団形成  

iRFP の PASドメインの N末端にシステイン残基があり、BV と共有結合する。結合

した BV は GAFドメインのポケットに入って安定化し、iRFP は蛍光を発する。
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3.2 材料と方法 

3.2.1 プラスミド 

 本研究で使用したプラスミドを表 5 にまとめた。PcyA、HO1、Fd、Fnr の cDNA

は T. elongatus BP-1株由来である [132]。これら遺伝子と SynPCB2.1 の塩基配列は所

属研究室の先行研究でヒト用にコドンが最適化されている。ミトコンドリア局在化

配列 (MTS; MSVLTPLLLRGLTGSARRLP) はヒトの cytochrome C oxidase subunit VIII

由来である。cDNA は Ligation highVer.2 (TOYOBO) か NEBuilder HiFi DNA Assembly 

(New England Biolabs) を使用してベクターへサブクローニングした。蛍光タンパク

質 mNeonGreen と Turquoise2-GL の塩基配列は分裂酵母用にコドンを最適化した。

pSKI-SynPCB2.1-Lifeact-iRFP の作製では、Pact1 (開始コドンの上流 822 bp の領域) を

分裂酵母のゲノムからクローニングし、Lifeact をオリゴ DNA をアニールして使用

した。miRFP670 と miRFP703 の cDNA は、それぞれ pmiRFP670-N1 と pmiRFP703-

N1 (Addgene plasmids #79987 and #79988, deposited by Vladislav Verkusha) から得て、

サブクローニングして pMNATZA1-miRFP670 と pMNATZA1-miRFP703 を作製し

た。pMNATZA1-iRFP-mNeonGreen は、iRFP の cDNA を mNeonGreen の上流に挿入

することで作製した。pCold-TEV-linker-iRFP と pCold-TEVlinker-iRFP-mNeonGreen

は、iRFP と iRFP–mNeonGreen の cDNA を pCold-TEV へサブクローニングすること

で作製した。 

3.2.2 分裂酵母株と培地 

 本研究で使用した分裂酵母株を表 6 にまとめた。分裂酵母の培地、培養、胞子形

成、発芽誘導方法については 2.2.2 と同様に行った。 

 発色団として BV と PCB を用いた。ビリベルジン塩酸塩は Sigma-Aldrich (30891-

50MG) から購入し、DMSO に 25 mM となるように溶かして-30℃で保管した。PCB

は Santa Cruz Biotechnology (sc-396921) から購入し、DMSO に 5 mM となるように溶

かして-30℃で保管した。分裂酵母の培地に 625 μM となるように BV や PCB を添加

すると溶けきらずに沈殿が確認された。 
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3.2.3 出芽酵母株と培地 

 本研究で使用した出芽酵母株を表 7 にまとめた。出芽酵母は 32℃で栄養培地であ

る YPDA培地を用いて培養した。YPDA培地の組成 (1 L当たり) は以下に示した。

寒天培地を作製する場合は、以下の組成に加えて寒天を 20 g添加した。また、薬剤

耐性遺伝子を導入した細胞を選択する場合、分裂酵母と同様の薬剤濃度を使用した 

(2.2.2参照)。 

 

・YPDA培地 

 Yeast Extract      10 g 

Glucose      20 g 

 Pepton       20 g 

  Adenine      400 mg 

3.2.4 分裂酵母の形質転換 

 2.2.3 と同様に行った。  

3.2.5 分裂酵母のゲノム抽出 

 2.2.4 と同様に行った。  

3.2.6 出芽酵母の形質転換 

 前日から YPDA寒天培地に細胞株を塗布して 32℃で静置培養した。生えてきたコ

ロニーを少量かき取り、YPDA液体培地 5 ml に植菌して 32℃で 8 時間程度、振とう

培養した。遠心して培養液を回収し、その後、滅菌水で細胞を洗浄した。細胞を酢

酸-リチウム-TE 100 μl (100 mM Lithium-acetate, 10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 1 mM EDTA 

(pH 8.0)) で懸濁し、30℃で 1 時間程度静置した。プラスミドもしくは DNA断片 10 

μl とサケ精子 DNA 10 μl を加え、さらに、酢酸-リチウム-TE 50% PEG 溶液 680 μl 

(100 mM Lithium-acetate, 10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 1 mM EDTA (pH 8.0), 50% PEG4000) 

を加え、静かに混合した。30℃で 30 分間静置した後、42℃で 15 分間の熱ショック

を与え、遠心して細胞を回収し、滅菌水で懸濁した。懸濁液を YPDA寒天培地に塗

布し、32℃で半日ほど静置培養した。その後、選択培地へレプリカし、生えてきた

コロニーに目的の遺伝子が導入されているかを確認した後、-80℃へ保管した。 
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 染色体上へ DNA配列を組み込むためのベクターp304TEFp-NatMX およびこのベク

ターから作製したプラスミドで形質転換する場合は、再度組み換えが起きてプラス

ミドが脱落することを防ぐために、基本的に-80℃で保存するまで ClonNat を添加し

た培地で培養した。 

3.2.7 タンパク質の精製 

 His タグを付加した iRFP の精製では、pCold-TEV-linker-iRFP で大腸菌 BL21(DE3) 

pLysS (Promega、L1195) を形質転換し、0.1 mg/ml のアンピシリンを含む LB寒天培

地で 37℃で一晩培養した。生えてきたコロニーの内の一つを、0.1 mg/ml のアンピシ

リンと 30 μg/ml のクロラムフェニコールを含む LB液体培地 2.5 ml に植菌し 37℃で

一晩培養した。培養液をアンピシリンとクロラムフェニコールを含む LB液体培地 

250 ml に植菌し、OD600が 0.6〜1.0 に達するまで、37℃で 2〜4 時間、振とう培養し

た。培養液を 18℃へ冷やし、0.25 mM isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG、

Wako、094-05144) を添加し His タグを付加したタンパク質の発現を誘導した。18℃

で一晩振とう培養した後、細胞を遠心して回収し 20 mM イミダゾール (Nacalai 

Tesque、19004-22) を含む PBS (Takara、T900) に懸濁した。細胞をソニケーション 

(VP-300N、TAITEC) を使って破砕処理し、遠心 (215,000 g、15 分間、4℃) して上清

を回収し、250 µl Ni-NTA Agarose (Qiagen、1018244) を添加して 4℃で 2 時間反応さ

せた。タンパク質が結合したビーズを 20 mM イミダゾールを含む PBS で洗浄し、

その後、300 mM イミダゾールを含む PBS でタンパク質を溶出した。 

溶出画分を分子量マーカー Precision Plus Protein™ All Blue Standards (Bio-Rad、

#1610373) と共に SDS-PAGE し、ゲルを Coomassie Brilliant Blue (CBB) 染色 

(BIOCRAFT、CBB250) することでタンパク質を確認した。タンパク質を含む画分を

Slide-A-Lyzer Dialysis Cassette 3500 MWCO (Thermo Scientific、66110) を使って透析

し、イミダゾールを除いた。さらにタンパク質を濃縮するために Amicon ultra 3 K 

500 µl (Millipore、UFC500308) を使用した。タンパク質の濃度は、Pierce BCA 

Protein Assay Kit (Thermo Scientific、23227) を使って測定した。精製した His-iRFP を

BV もしくは PCB と結合させるには、His-iRFP を過剰量の発色団と混ぜて (分子比 

1:5)、NAP-5 columns (Cytiva, 17085301) を使ったサイズ排除クロマトグラフィーで結

合していない BV や PCB を除いた。 
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 FCS 解析で使用する His-iRFP-mNeonGreen を精製する場合は、pCold-TEV-linker-

iRFP-mNeonGreen で大腸菌 BL21(DE3) pLysS を形質転換し、上と同様の方法で前培

養まで行った。培養液をアンピシリンとクロラムフェニコールを含む LB液体培地 1 

L に植菌し、OD600が 0.6 に達するまで、37℃で 2〜4 時間、振とう培養した。培養液

を急速に 15℃まで冷やして 30 分間静置した。1 mM となるように IPTG を添加して

タンパク質の発現を誘導した。15℃で一晩培養し、上と同様の方法で集菌と細胞の

破砕処理を行った。得られた上清に 500 µl Ni-NTA Agarose を混ぜ、4℃で一晩反応

させた。タンパク質が結合したビーズを 20 mM イミダゾールを含む PBS で洗浄

し、その後、50 mM イミダゾールを含む PBS でタンパク質を溶出した。タンパク質

の抽出画分は目視で mNeonGreen の蛍光を確認した。タンパク質を Amicon ultra 3 K 

500 µl で濃縮し、透析を行った。タンパク質の濃度は、アルブミンスタンダード 

(Thermo Fisher Scientific、#23209) をリファレンスとして CBB染色で測定した。 

3.2.8 in vitro での iRFP の蛍光特性の評価 

 BV (100 μM)、PCB (100 μM)、発色団と結合した His-iRFP (12 μM) の吸収スペクト

ルは、10 mm の石英ガラスキュベット (TOSOH, T-29M UV10) に入れ、P330 

nanophotometer (IMPLEN) を使い、200〜950 nm の波長範囲で測定した。絶対蛍光量

子収率は、BV もしくは PCB と結合した His-iRFP (1 μM) を PBS に入れ、Quantaurus-

QY C11347-01 絶対 PL量子収率測定装置 (Hamamatsu Photonics) を使って測定した。

励起波長は 640 nm とした。BV もしくは PCB と結合した His-iRFP (12 μM) の励起・

蛍光スペクトルは、分光蛍光光度計 F-4500 (Hitachi) を使って測定した。励起スペク

トルの測定では、タンパク質溶液を 500〜720 nm の波長範囲を励起し、730 nm の蛍

光を検出した。蛍光スペクトルの測定では、タンパク質溶液を 640 nm の波長で励起

し、660〜800 nm の波長範囲の蛍光を検出した。  

3.2.9 ウェスタンブロット解析 

 分裂酵母からのタンパク質抽出は以前に報告された手法を参考にした [138]。分裂

酵母を 32℃で培養し、2.5〜5.0 × 107 程度の細胞を遠心して回収した。必要であれ

ば、培養液に終濃度 125 μM となるように BV もしくは PCB を添加し、室温で 1.5 時

間反応させた後に細胞を回収した。細胞の溶解のため、氷冷した 20% トリクロロ酢
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酸 (TCA) 1 ml で細胞を懸濁し、その後、1 M Tris-HCl (pH7.5) 1 ml で細胞を洗浄し

た。細胞を 2 × SDS sample buffer 200 μl (25 mM Tris-HCl (pH 6.8), 24% glycerol, 4% 

SDS, 0.008% Bromophenol Blue, 10% 2-mercaptoethanol) で懸濁し、95℃で 10 分間加熱

した。7.0 mm ジルコニアビーズ (bio medical science) を入れたチューブにサンプルを

移し、Cell Destroyer PS2000 (bio medical science) を使って細胞を破砕処理した。その

後、95℃で 10 分間加熱し、遠心 (16,000 g、10 分間、4°C) して上清を回収した。こ

れを 5〜20% ポリアクリルアミドゲル (Nacalai Tesque、13063-74) にロードし、SDS-

PAGE を行った。その後、ポリフッ化ビニリデン膜 (PVDF) (Merck Millipore、

IPFL00010) に転写し、TBSブロッキングバッファー (LI-COR、927-60001) に浸して

ブロッキング処理をした。PVDFメンブレンを T7 タグ (1:1000、rabbit、Cell 

Signaling、13246) と α-チューブリン (1:1000、mouse、Sigma-Aldrich、T5168) に対す

る一次抗体と反応させ、その後、IRDye800CW donkey anti-mouse secondary antibody 

(1:5000、LI-COR、926-32212) と IRDye680RD goat anti-rabbit secondary antibody 

(1:5000、LI-COR、 926-68071) で反応させた。タンパク質は、近赤外蛍光スキャナー

Odyssey DLx イメージングシステム (LI-COR) を使って検出した。 

3.2.10 Zinc blot 解析 

 Zinc blot 解析は以前に報告された手法を参考にした [131]。His-iRFP-mNeonGreen 

(5.1 μM) を様々な濃度の BV もしくは PCB と混合し、室温で 30 分間静置した。その

後、等量の 2×SDS sample buffer を加えて、95℃で 5 分間加熱し、SDS-PAGE を行っ

た。ゲルを Zinc solution (150 mM zinc acetate (Wako, 268-01882), 150 mM Tris-HCl (pH 

6.8)) に浸して 3 時間室温で振とうした。BV もしくは PCB の蛍光は、近赤外蛍光ス

キャナーOdyssey DLx イメージングシステム (LI-COR) で検出した。励起波長は 680 

nm とした。 

3.2.11 分裂酵母の細胞内での蛍光スペクトルの測定 

 Leica SP8 Falcon 共焦点顕微鏡のラムダスキャン機能を使って蛍光スペクトルを測

定した。励起波長は 633 nm とし、650 nm から 768 nm の波長範囲において 20 nm の

検出幅を 3 nmずつスライドさせて蛍光を検出した。得られた蛍光スペクトルは最大

蛍光波長で正規化した。 
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3.2.12 分裂酵母と出芽酵母の蛍光イメージング 

 酵母の観察には、sCMOSカメラ (ORCA-Fusion BT; Hamamatsu Photonics) 、対物レ

ンズ (UPLXAPO 100×, NA = 1.45, WD = 0.13 mm; or UPLXAPO 60×, NA = 1.42, WD = 

0.15 mm; Olympus)、共焦点スキャナユニット (CSU-W1; Yokogawa Electric 

Corporation) を備えた、IX83倒立顕微鏡 (Olympus) を使用した。mNeonGreen、

mScarlet-I、iRFP (miRFP670、miRFP703 も同様) の励起レーザとして、それぞれ、

488 nm、561 nm、640 nm を使用した。励起ダイクロイックミラーとして

DM405/488/561/640 (Yokogawa Electric Corporation) を使用した。励起フィルターとし

て、mNeonGreen、mScarlet-I、iRFP (miRFP670、miRFP703 も同様) のそれぞれで

525/50、617/73、685/40 を使用した (Yokogawa Electric Corporation)。 

 分裂酵母のライブセルイメージングでは、CellASIC® ONIX2マイクロ流体システ

ム (CAX2-S0000; Millipore) を使い、Y04T 酵母用 CellASIC ONIX トラッププレート

に培養液を入れて観察した。9 psi の圧力でプレート内に酵母を入れ、培地は 1 psi で

灌流した。温度の管理には CellASIC ONIX2 Manifold XT (CAX2-MXT20; Millipore) 

を使い、32℃で培養した。培地を切り替える時は、切替後の培地を 8 psi で 15秒間

流し、その後、1 psi で灌流した。また、bPAC 発現細胞に対し青色照射で刺激する

際は、LEDライト (450 nm, LED-41VIS450; OptoCode) を使用した。 

 多重蛍光イメージングでは、Leica SP8 Falcon 共焦点顕微鏡を使用した。対物レン

ズは HCPL APO CS2 100×/1.40 OIL を使用した。mTagBFP2、Turquoise2-GL、 

mNeonGreen、mCherry、iRFP のそれぞれの励起レーザとして、 405 nm、470 nm、

488 nm、560 nm、633 nm を使用した。またそれぞれ、420〜450 nm、480〜500 nm、

500〜550 nm、580〜650 nm、680〜780 nm の波長範囲で検出した。0.5 μm の間隔で z

方向に 10枚撮影した。得られた画像を Lightning 機能 (Leica) を使ってデコンボリュ

ーションした。 

 酵母を蛍光顕微鏡で観察する場合は、遠心して集めた細胞をスライドガラス 

(MAS コートスライド, 76 × 26 mm, Matsunami Glass Ind., Ltd.) に載せ、カバーガラス 

(18 × 18 mm No.1, Matsunami Glass Ind., Ltd.) を上から被せてから観察した。 
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3.2.13 画像とデータの解析 

 画像解析では Fiji (Image J; https://fiji.sc/) を使った。蛍光画像のバックグラウンド

は Rolling boll法を用いて除いた。いくつかの画像では、0.2 μm の間隔で z方向に 10

〜30枚程度撮影した画像を Maximal intensity projection して示した。分裂酵母や一部

の出芽酵母の蛍光輝度の定量では、マニュアルで適当な Regions of interest (ROI) を

設定し、その平均輝度値を測定した。出芽酵母の蛍光輝度の定量では、Stardist 

[139,140] を用いて mNeonGreen のシグナルで細胞を認識し、iRFP の蛍光輝度を測定

した。Hta2-iRFP の定量では、iRFP のシグナルを Stardist で認識した。また、spPKA-

KTR の定量では CellTK を使用した [141]。CellTK を使った C/N比の算出では、核内

と核の周囲 (細胞質) の spPKA-KTR の蛍光輝度を定量し、その比率 (細胞質の蛍光輝

度/核内の蛍光輝度) を求めた。データの可視化・グラフ作製には Python を用いた。 

3.2.14 FCS 解析 

 Leica SP8 Falcon 共焦点顕微鏡を用いて FCS測定を行った。対物レンズは HC PL 

APO 63×/1.20 W motCORR CS2 (Leica) を使用した。以前と同様に [67,68]、データの

解析は Leica のソフトウェアを使用した。 

 iRFP-mNeonGreen を発現する分裂酵母の FCS では、488 nm (mNeonGreen) と 640 

nm (iRFP) の波長で励起し、Leica高感度検出器 HyD で 500〜620 nm (mNeonGreen) 

と 680〜768 nm (iRFP) の波長範囲の蛍光を検出した。Structural parameter と Effective 

confocal volume の較正には、蒸留水で希釈した 500 nM Rhodamine 6G (TCI, R0039) を

用いた。室温における蒸留水中での Rhodamine 6G の拡散係数は 414 μm2/s であるこ

とが報告されており [69]、これを参考にした。Rhodamine 6G 溶液は、561 nm の波長

で励起し 580〜700 nm の蛍光を検出した。本研究では、Structure parameter は 3.70、

Effective confocal volume は 0.616 fL と見積もられた。iRFP-PCB と比べて iRFP-BV は

蛍光強度が低かったため、iRFP-BV を測定する際は励起レーザ強度を上げた。 

 His-iRFP-mNeonGreen (5.1 µM) 溶液の FCS では、35 mmガラスベースディッシュ 

(IWAKI) にサンプルを入れ、蛍光ビーズを混ぜた (Invitrogen, I14785)。Structure 

parameter は 8.57、Effective confocal volume は 1.63 fL と見積もられた。 

His-iRFP-mNeonGreen の測定では、まず、488 nm の波長で励起し、Leica高感度検出

器 HyD で 500〜620 nm の波長範囲の蛍光を検出し、その後、160 μM となるように
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BV もしくは PCB を添加して、640 nm の波長で励起し、680〜795 nm の波長範囲の

蛍光を検出した。mNeonGreen から iRFP への FRET が起こることを懸念し、このよ

うに先に mNeonGreen のみ測定した後、発色団を添加し iRFP を測定した。それぞれ

の発色団について、2回の独立した実験を行い、各実験で 3回ずつ測定した。iRFP-

PCB と比べて iRFP-BV は蛍光強度が低かったため、iRFP-BV を測定する際は励起レ

ーザ強度を上げた。 

 蛍光輝度の変動は 30秒間測定し、Leica FCS 解析ソフトウェアの photobleach 

correction algorithm を使って補正した。その後、同ソフトウェアを使って自己相関関

数 G(τ)を計算、および、以下に示した 1 成分 Nomal diffusion のトリプレットモデル

を使いフィッティングした。Confocal volume 内の蛍光分子の数 (N) は自己相関関数

の y軸切片 G(τ = 0)と逆数の関係にある (N = 1/G(τ = 0)) ため、自己相関関数から

confocal volume 内の分子数が推定できる。ホロ iRFP の割合は、蛍光性 iRFP の分子

数を mNeonGreen の分子数 (全ての mNeonGreen が発色団を形成していると想定して

いる) で徐算することで推定した。 

𝐺(𝜏) = 1 +
21 − 𝑇 + 𝑇𝑒𝑥𝑝 5 −𝜏

𝜏$#%&'($
67
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1

1 + 𝜏
𝜏)
;<
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1 + =1𝑠?
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𝑁：観察領域内に存在する蛍光分子の平均分子数、𝑇：トリプレット状態にある蛍光

分子の割合、𝜏$#%&'($：トリプレット状態にある蛍光分子の寿命、𝜏)：相関時間、𝑠：

structure parameter 

3.2.15 HO 様タンパク質配列の解析 

 代表的な菌類において HO 様タンパク質配列を持つかを BLASTp を使って調べ

た。ヒトの HO1 (Uniprot P09601) と出芽酵母の HMX1 (Uniprot P32339) をクエリーと

した (e-value<1 × 10−5)。菌類の系統関係は近年の研究を参考にした [142,143]。近年

のゲノムスケールでの系統に基づき [142]、代表的な種について進化的関係をマニュ

アルで書いた [143]。これは現在の菌類の系統樹の一般的な見解と一致する [144]。

HO1ホモログの配列が多様化していることが示唆されたため、BLASTp でヒットし

た Laccaria bicolor と Saitoella complicata の HO 様タンパク質配列を使ったが、新し

くヒットした配列はなかった。HO 様タンパク質を A. nidulans は持っておらず、C. 
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albicans は持っているという結果は、以前の研究と一致する [145,146]。C. elegans に

ついても、ヒトの HO1 と出芽酵母の HMX1 をクエリーとして WormBase 

(http://www.wormbase.org; release WS280、date 20-Dec-2020、database version WS279) 

の BLASTp 機能を使って HO 様タンパク質配列を探したがヒットしなかった (e-

value<1 × 10−2)。 
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表 5 本研究で使用したプラスミド 

Plasmid name  Description Source Benchling Link 

pFA6a-iRFP-kan iRFP C-terminal 
tagging this study 

https://benchling.co
m/s/seq-
bkYIYdFO0LlSW
LRgqKf2 

pFA6a-iRFP-hyg iRFP C-terminal 
tagging this study 

https://benchling.co
m/s/seq-
emc65aNbjBFYkdt
8Ooib 

pFA6a-iRFP-nat iRFP C-terminal 
tagging this study 

https://benchling.co
m/s/seq-
hb5KLMGZXpgTF
mQN9MH5 

pFA6a-iRFP-bsd iRFP C-terminal 
tagging this study 

https://benchling.co
m/s/seq-
MB0yvsIASTKHV
yJnvflU 

pFA6a-mNeonGreen (S.p codon optimized)-kan mNeonGreen C-
terminal tagging this study 

https://benchling.co
m/s/seq-
r5vPvd2m4SeMm6
VxVhiN 

pSKI-KAN-1L-A1-M-SynPCB2.1 

SynPCB2.1 

this study 

https://benchling.co
m/s/seq-
iAht1qGQ6taledZR
Bjhy 

pSKI-NAT-1L-A1-M-SynPCB2.1 

SynPCB2.1 

this study 

https://benchling.co
m/s/seq-
6Ds1klA3foLeFG
MjNRY4 

pSKI-BSD-1L-A1-M-SynPCB2.1 

SynPCB2.1 

this study 

https://benchling.co
m/s/seq-
t5O2P2WzKmrmT
YCcEtUk 

pSKI-BLE-1L-A1-M-SynPCB2.1 

SynPCB2.1 

this study 

https://benchling.co
m/s/seq-
TeeZbKcTCjCZxR
oCQ9ua 

pSKI-BSD-1L-A1-M-SynPCB2.1-Lifeact-iRFP 
pSKI-
SynPCB2.1-
Lifeact-iRFP 

this study 

https://benchling.co
m/s/seq-
kazB0PhzppnUokA
cnZBp 

pSKI-BSD-1L-A1-M-SynPCB2.1-Tadh1-Padh1-NLS-
iRFP-NLS-Tadh1 

pSKI-
SynPCB2.1-NLS-
iRFP-NLS 

this study 

https://benchling.co
m/s/seq-
gGVpZDolap5t4mj
7bGFK 

pSKI-BSD-2L-A1-M-NLS-iRFP-NLS 

 

this study 

https://benchling.co
m/s/seq-
obPOLIX96PllBre
CKNXY 
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pSKI-NAT-1L-A1-M-MTS-HO1 

 

this study 

https://benchling.co
m/s/seq-
A38a1P9LQU1mh
RfdWPBb 

pSKI-NAT-3R-A1-M-MTS-btFnr-bFd 

 

this study 

https://benchling.co
m/s/seq-
6MjlWH76M7373
w9WG02R 

pMNATZA1-MTS-PcyA 

 

this study 

https://benchling.co
m/s/seq-
sRCmN6qpFCs6D
p5yVqzO 

pSKI-KAN-1L-A1-M-MTS-HO1 

 

this study 

https://benchling.co
m/s/seq-
U8xwbETwRXjlZ
mqHhQ2O 

pSKI-KAN-3R-A1-M-MTS-btFnr-bFd 

 

this study 

https://benchling.co
m/s/seq-
SuqW1exP3iAJHv
nDvxeD 

pNATZA15-mCherry-atb2  this study 

https://benchling.co
m/s/seq-
0XMOLayGLNMT
0Jx5xFa8 

pHBCA11-NLS-mTagBFP2-NLS  this study 

https://benchling.co
m/s/seq-
vsO72fejJfzTcSFP
qF5X 

pMBLE-3R-A1-Turquoise2-GL-ras1delN200  this study 

https://benchling.co
m/s/seq-
KXyKpjnMwc3D1
kstue68 

pCold-TEV-linker-iRFP  this study 

https://benchling.co
m/s/seq-
2HCLXjM6wnXr2
mMIa5QH 

pCAGGS-iRFP-P2A-EGFP  this study 

https://benchling.co
m/s/seq-
CwGlEm2qwVg6
M8Cq2fVL 

pMNATZA1-iRFP  this study 

https://benchling.co
m/s/seq-
ognHEdGiwTv53g
9u6Izg 

pMNATZA1-miRFP670  this study 

https://benchling.co
m/s/seq-
TMYFXlJAgrnfJM
U2sspa 

pMNATZA1-miRFP703  this study 
https://benchling.co
m/s/seq-
KF8bwpeSBJsn4I



 
 

86 

AVpCRh 

pMNATZA1-iRFP-spmNeonGreen  this study 

https://benchling.
com/s/seq-
LUTpnIp22MncJ
eIxnja8 

pX459-HO1  this study 

https://benchling.
com/s/seq-
m8fAQ0zPMX9j
XuU5dgxk 

p304TEFp-NatMX-NLS-iRFP-NLS  this study 

https://benchling.
com/s/seq-
u447ykUkwbQL
uY4TcRvo 

p304TEFp-NatMX-iRFP713-spmNeonGreen  this study 

https://benchling.
com/s/seq-
lPpKiqPuh3eWk
2xEx4tK 

pMNATZA1-iRFP-T7  this study 

https://benchling.
com/s/seq-
wATKwV60V3u
PR9M9MsZU 

pCold-TEV-linker-iRFP-spmNeonGreen  this study 

https://benchling.
com/s/seq-
0V5iMuBheANe
ZFN4cmST 

pMNATZA1-spPKA-KTR  this study 

https://benchling.
com/s/seq-
HEVuRywPSzKJ
efrQTHoL 

pMNATZA1-spPKA-KTR-T140A3-T253A  this study 

https://benchling.
com/s/seq-
sIk8riZ2Gud8dpr
QcioU?m=slm-
7JL8BJgORdEeJ
7RHt75m 

pMBSD-1L-A1-SynPCB2.1  this study 

https://benchling.
com/s/seq-
t5O2P2WzKmrm
TYCcEtUk 

pHBCA21-bPAC_sp_opt  this study 

https://benchling.
com/s/seq-
c7hwKyXTcOxH
fc7NncUy 
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表 6 本研究で使用した分裂酵母株 

Strain name Genotype Fig. Source 

L972 h- 
Fig. 30D, 
30E NBRP 

L975 h+  NBRP 

L968 h90  NBRP 

YG038 h- hta1-mNeonGreen-kan  this study, L972 

SK186 
h- hta1-mNeonGreen<<kan z::Padh1-spPKA-
KTR(mScarlet-I)<<nat 

Fig. 25C, 
25D, 25E, 
25F 

this study, YG038 

SK029 h+ cyr1::kan  this study, L975 

SK045 h+ cgs2::bsd  this study, L975 

SK077 h+ cgs1::kan  this study, L975 

SK023 h- pka1::kan  this study, L972 

SK188 h+ cyr1::kan z::Padh1-spPKA-KTR(mScarlet-I)<<nat 
Fig. 25C, 
25D, 25E, 
25F 

this study, SK029 

SK192 h+ cgs2::bsd z::Padh1-spPKA-KTR(mScarlet-I)<<nat Fig. 25E this study, SK045 

SK193 h+ cgs1::kan z::Padh1-spPKA-KTR(mScarlet-I)<<nat Fig. 25E this study, SK077 

SK194 h- pka1::kan z::Padh1-spPKA-KTR(mScarlet-I)<<nat Fig. 25E, 25F this study, SK023 

SK261 h+ cgs1::kan z::Padh1-spPKA-
KTR(T140A3+T253A)<<nat 

Fig. 25F this study, SK077 

SK264 h- pka1::kan z::Padh1-spPKA-
KTR(T140A3+T253A)<<nat 

Fig. 25F this study, SK023 

SK270 h- hta1-mNeonGreen-kan z::Padh1-spPKA-
KTR(T140A3+T253A)<<nat 

Fig. 25F this study, YG038 

SK276 h- 2L::Padh1-NLS-iRFP-NLS<<bsd 

Fig. 26A, 
26B, 26C, 
Fig. 27B, 
27C, 27D, 
Fig. 28B, 
28C, 28G, 
Fig. 31F, 
31H, Fig. 
32B, 32C 

this study, L972 

SK277 h+ 2L::Padh1-NLS-iRFP-NLS<<bsd  this study, L975 

SK284 h- 2L::Padh1-NLS-iRFP-NLS<<bsd 1L::Padh1-HO1<<nat 
Fig. 27B, Fig. 
28B, 28C, 
28G, Fig. 

this study, SK276 
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31G, 31I 

SK285 
h+ 2L::Padh1-NLS-iRFP-NLS<<bsd 3R::Padh1-btFnr-
bFd<<nat Fig. 27B this study, SK277 

SK287 h+ 2L::Padh1-NLS-iRFP-NLS<<bsd z::Padh1-PcyA<<nat Fig. 27B this study, SK277 

SK294 h- 2L::Padh1-NLS-iRFP-NLS<<bsd 1L::Padh1-HO1<<nat 
3R::Padh1-btFnr-bFd<<kan 

Fig. 27B this study, SK284 

SK296 h+ 2L::Padh1-NLS-iRFP-NLS<<bsd z::Padh1-PcyA<<nat 
1L::Padh1-HO1<<kan 

Fig. 27B this study, SK287 

SK295 h+ 2L::Padh1-NLS-iRFP-NLS<<bsd z::Padh1-PcyA<<nat 
3R::Padh1-btFnr-bFd<<kan 

Fig. 27B this study, SK287 

SK305 
h+ 2L::Padh1-NLS-iRFP-NLS<<bsd 1L::Padh1-HO1<<nat 
3R::Padh1-btFnr-bFd<<kan z::Padh1-PcyA<<nat 

Fig. 27B, Fig. 
28G, Fig. 
31G, 31I 

this study, SK294 
× SK295 

SK282 h- 2L::Padh1-NLS-iRFP-NLS<<bsd 1L::Padh1-
SynPCB2.1<<kan 

Fig. 28G, 
Fig. 31G, 
31I, Fig. 32B, 
32C 

this study, SK276 

SK408 h- 1L::Padh1-MTS-HO1<<kan  this study, L972 

YG658 h- 1L::Padh1-SynPCB2.1<<bsd  this study, L972 

SK409 h- z::Padh1-iRFP-spmNeonGreen<<nat 
Fig. 30A, 
30B, 30C, 
Fig. 31C 

this study, L972 

SK410 h- 1L::Padh1-SynPCB2.1<<bsd z::Padh1-iRFP-
spmNeonGreen<<nat 

Fig. 30A, 
30B, 30C, 
Fig. 31B, 
31C 

this study, YG658 

SK417 h- 1L::Padh1-MTS-HO1<<kan z::Padh1-iRFP-
spmNeonGreen<<nat 

Fig. 30A, 
30B, 30C, 
Fig. 31C 

this study, SK408 

SK428 h- z::Padh1-iRFP-T7<<nat 
Fig. 30D, 
30E this study, L972 

SK429 h- 1L::Padh1-MTS-HO1<<kan z::Padh1-iRFP-T7<<nat 
Fig. 30D, 
30E this study, SK408 

SK437 h- 1L::Padh1-SynPCB2.1<<bsd z::Padh1-iRFP-T7<<nat 
Fig. 30D, 
30E this study, YG658 

YG503 h- 1L::Padh1-SynPCB2.1<<kan 
Fig. 32B, 
32C this study, L972 

YG1074 h- 1L::Padh1-SynPCB2.1<<bsd cdc2-iRFP<<kan Fig. 33B this study, YG658 

YG1096 h- 1L::Padh1-SynPCB2.1<<bsd rpb9-iRFP<<kan Fig. 33B this study, YG658 

YG1095 h- 1L::Padh1-SynPCB2.1<<bsd rpa49-iRFP<<kan Fig. 33B this study, YG658 

YG1085 h- 1L::Padh1-SynPCB2.1<<bsd swi6-iRFP<<kan Fig. 33B this study, YG658 
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YG1093 h- 1L::Padh1-SynPCB2.1<<bsd pds5-iRFP<<kan Fig. 33B this study, YG658 

YG1083 h- 1L::Padh1-SynPCB2.1<<bsd cut11-iRFP<<kan Fig. 33B this study, YG658 

YG1094 h- 1L::Padh1-SynPCB2.1<<bsd mal3-iRFP<<kan Fig. 33B this study, YG658 

YG1084 h- 1L::Padh1-SynPCB2.1<<bsd sfi1-iRFP<<kan Fig. 33B this study, YG658 

YG1086 h- 1L::Padh1-SynPCB2.1<<bsd cox4-iRFP<<kan Fig. 33B this study, YG658 

YG1092 h- 1L::Padh1-SynPCB2.1<<bsd cnx1-iRFP<<kan Fig. 33B this study, YG658 

SK323 h- 1L::Padh1-SynPCB2.1-Lifeact-iRFP<<bsd Fig. 34A this study, L972 

YG1082 
h- 1L::Padh1-SynPCB2.1-Tadh1-Padh1-NLS-iRFP-NLS-
Tadh1<<bsd Fig. 34B this study, L972 

SK356 h- 3R::Padh1-Turquoise2-GL-ras1delN200<<ble  this study, L972 

YG1114 
h- 3R::Padh1-Turquoise2-GL-ras1delN200<<ble mis12-
spmNeonGreen<<kan 1L::Padh1-SynPCB2.1-Lifeact-
iRFP<<bsd 

 this study, SK356 

YG1124 
h- 3R::Padh1-Turquoise2-GL-ras1delN200<<ble mis12-
spmNeonGreen<<kan 1L::Padh1-SynPCB2.1-Lifeact-
iRFP<<bsd z::Padh15-mCherry-atb2<<nat 

 
this study, 
YG1114 

YG1127 

h- 3R::Padh1-Turquoise2-GL-ras1delN200<<ble mis12-
spmNeonGreen<<kan 1L::Padh1-SynPCB2.1-Lifeact-
iRFP<<bsd z::Padh15-mCherry-atb2<<nat c::Padh11-NLS-
mTagBFP2-NLS<<hyg 

Fig. 34C 
this study, 
YG1124 

SK402 h- z::Padh1-iRFP<<nat Fig. 35 this study, L972 

SK403 h- z::Padh1-miRFP670<<nat Fig. 35 this study, L972 

SK404 h- z::Padh1-miRFP703<<nat Fig. 35 this study, L972 

YG509 h- 1L::Padh1-SynPCB2.1<<bsd  this study, L972 

SK210 
h- 1L::Padh1-SynPCB2.1<<bsd c::Padh21-
bPAC_sp_opt<<hyg  this study, YG509 

SK211 
h+ cyr1::kan z::Padh1-spPKA-KTR(mScarlet-I)<<nat 
2L::Padh1-NLS-iRFP-NLS<<bsd  this study, SK188 

SK230 
h+ 1L::Padh1-SynPCB2.1<<bsd c::Padh21-
bPAC_sp_opt<<hyg cyr1::kan z::Padh1-spPKA-
KTR(mScarlet-I)<<nat 2L::Padh1-NLS-iRFP-NLS<<bsd 

Fig. 37B, 
37C 

this study, 
SK210×SK211 
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SK248 h90 hta1-mNeonGreen<<kan  this study, L968 

SK249 h90 hta1-mNeonGreen<<kan z::Padh1-spPKA-
KTR(mScarlet-I)<<nat 

Fig. 37D this study, SK248 

SK298 h90 hta1-mNeonGreen<<kan z::Padh1-spPKA-
KTR(T140A3+T253A)<<nat 

Fig. 37D this study, SK248 

 

* 株名が「SK」から始まるものは著者が、「YG」から始まるものは同研究室の後藤 

祐平助教が作製した。 

 

表 7 本研究で使用した出芽酵母株 

Strain name Genotype Fig. Source 

BY4741 MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0  Y. Kamada Lab 

SK418 
MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 TRP1::TEFp-
NLS-iRFP-NLS<<nat (p304) Fig. 36A, 36B 

this study, 
BY4741 

SK411 MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 hmx1::kan  
this study, 
BY4741 

SK436 
MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 hmx1::kan 
TRP1::TEFp-NLS-iRFP-NLS<<nat (p304)  Fig. 36A, 36B this study, SK411 

SK482 
MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 TRP1::TEFp-
iRFP713-spmNeonGreen<<nat (p304) Fig. 36C, 36D 

this study, 
BY4741 

SK483 
MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 hmx1::kan 
TRP1::TEFp-iRFP713-spmNeonGreen<<nat (p304) Fig. 36C, 36D this study, SK411 

SK484 MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 hta2-iRFP<<kan Fig. 36E, 36F 
this study, 
BY4741 
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3.3 結果 

3.3.1 分裂酵母の PKA 活性を可視化するバイオセンサーの開発 

 分裂酵母の cAMP-PKA 経路の活性動態を測定するため、PKA 活性を可視化するバ

イオセンサーを開発した。分裂酵母では PKA 活性の低下に応じて細胞質から核内へ

局在移行する転写因子 Rst2 が知られており [48,50]、Rst2 の局在変化を利用して、

PKA の活性を測定することができるのではないかと考えた (図 25A)。その際、バイ

オセンサーの発現が転写制御へ影響を与えないようにするため、Rst2 の転写活性化

ドメイン (Zinc finger C2H2 type domain, アミノ酸残基 98〜128) を除き、残りの C末

側の部位 (アミノ酸残基 131〜567) に赤色蛍光タンパク質 mScarlet-I を連結し、これ

を spPKA-KTR と命名した (図 25B)。まず、spPKA-KTR が PKA の活性化に応じて局

在変化を示すかを調べた。分裂酵母ではグルコース刺激によって PKA が活性化する

ことが知られている [40]。そこで、spPKA-KTR を発現する分裂酵母をグリセロール

を炭素源とする培地で培養後に、グルコース含有培地に移すことでグルコース刺激

を行った。その結果、spPKA-KTR はグルコース刺激後に核内から細胞質へと移行

し、つまり、PKA の活性化に応じた局在変化が観察された (図 25C)。この局在変化

は刺激から数分以内に起き、かつ可逆的であった (図 25D)。また PKA の活性化には

cAMP が必要であり [147]、adenylate cyclase をコードする遺伝子 cyr1 を欠失すると

グルコース刺激時の局在の変化は見られなかった (図 25C,D)。同様に、PKA の

catalytic subunit をコードする遺伝子 pka1 を破壊すると、野生株と比較して C/N比 

(cytoplasmic/nuclear ratio, 細胞質と核内の spPKA-KTR の蛍光輝度の比率) が低下した 

(図 25E)。逆に、PKA の regulatory subunit (cgs1) と phosphodiesterase (cgs2) をコード

する遺伝子 [41] を破壊すると C/N比が上昇した (図 25E)。さらに、Rst2 中の PKA に

よるリン酸化残基 (T140 と T253) と T140 の前後の PKA によってリン酸化される可

能性があるアミノ酸残基 (S139 と T141) (図 25B) [50] をアラニンへ置換した spPKA-

KTR 変異体 (T140A3+T253A) を作製した。この変異体を発現する細胞では、グルコ

ース存在下であっても C/N比が低いままであった (図 25F)。よって、spPKA-KTR の

局在の変化は PKA からの直接的なリン酸化によって起こることが示唆された。この

ように、spPKA-KTR は PKA の活性化に応じて局在を変化させるため、本バイオセ
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ンサーを用いることで PKA の活性動態を 1 細胞レベルで高い時間解像度で定量する

ことができると考えられた。 
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図 25 分裂酵母の PKA 活性を可視化するバイオセンサーspPKA-KTR の開発 

(A) PKA の KTR 型バイオセンサーの模式図。PKA 活性依存的に核内と細胞質を局在

変化するタンパク質をベースとしたバイオセンサーを開発した。バイオセンサーの

細胞質/核内の蛍光輝度の比 (C/N ratio) を算出することで、PKA 活性を見積もること

ができる。(B) Rst2 とそれを用いた PKA センサー (spPKA-KTR) の構造。Rst2 は

PKA 活性依存的に核内と細胞質を局在変化する転写因子であり、N末側に転写活性

化ドメイン (Zinc finger C2H2-type domain) 、また PKA によってリン酸化される 2箇

所のアミノ酸残基 (T140, T253) を持つ。spPKA-KTR は Rst2 の Zinc finger C2H2-type 

domain を削った、C末側の部位 (アミノ酸残基 131〜567) に赤色蛍光タンパク質
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mScarlet-I を連結している。(C) WT と cyr1Δ の分裂酵母の細胞内における spPKA-

KTR の局在の観察。マイクロ流体システム ONIX を使い、細胞を YEA+Glycerol培

地 (Glucose -) で 16 時間程度培養した後に観察を開始した。YEA培地 (2% Glucose) 

に変えてから 9 分後の画像を示した (Glucose +)。スケールバー：5 μm。(D) spPKA-

KTR を使った細胞内 PKA 活性の定量。マイクロ流体システム ONIX で WT と cyr1Δ

の分裂酵母株を YEA+Glycerol培地で 16 時間程度培養した後に、YEA培地 (2% 

Glucose、Glucose (緑線) ) と YEA+Glycerol培地 (黒線) を 30 分毎に切り替え、

spPKA-KTR の局在を観察した。細胞質と核内における spPKA-KTR の蛍光輝度値を

定量し、その蛍光輝度の比 (C/N比) を算出することで PKA 活性を見積もった。グラ

フは平均値と標準偏差を示している。WT：n = 67、cyr1Δ：n = 10。(E) cAMP-PKA

経路に関わる遺伝子破壊株における PKA 活性の定量。spPKA-KTR を発現する野生

株 (WT)、cyr1Δ株、pka1Δ株、cgs1Δ株、cgs2Δ株を YEA培地で培養後、spPKA-

KTR の局在を顕微鏡で観察し、C/N比を算出した。グラフのそれぞれの点は 1 細胞

毎の PKA 活性を示している。また、箱ひげ図では、中央の線が中央値を、”箱”が四

分位範囲を、”ひげ”が最小値と最大値を示している。四分位範囲の 1.5 倍よりも外れ

た値は外れ値とした。それぞれ 20 細胞ずつ定量した。(F) spPKA-KTR 中の PKAリ

ン酸化残基のアラニン変異体の検討。spPKA-KTR もしくは変異体 (T140A3+T253A) 

を発現する野生株 (WT)、cgs1Δ株、pka1Δ株を YEA培地で培養後、それらの局在を

顕微鏡で観察し、C/N比を算出した。グラフのそれぞれの点は 1 細胞毎の C/N比を

示している。また、箱ひげ図では、中央の線が中央値を、”箱”が四分位範囲を、”ひ

げ”が最小値と最大値を示している。四分位範囲の 1.5 倍よりも外れた値は外れ値と

した。それぞれ 20 細胞ずつ定量した。 
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3.3.2 iRFP は分裂酵母の細胞内で蛍光を発しない 

 前述の通り開発した spPKA-KTR に加え、光遺伝学 bacterial photoactivated adenylate 

cyclase (bPAC) を用いることで [107]、PKA 活性を 1 細胞レベルで可視化・操作でき

ると考えた。PKA の操作までできれば、観察された PKA の活性動態が発芽を誘導

するために十分であるかまで検証することができる。bPAC は青色光照射によって

活性化する adenylate cyclase であり、cAMP の合成を誘導することで PKA を活性化

することができると考えた。しかし、spPKA-KTR (赤色光) 、bPAC (青色光) に加え

て、spPKA-KTR の局在を判別するための核局在マーカーも同時に別の蛍光波長で観

察する必要があった。そこで、近赤外蛍光タンパク質 iRFP に NLS を 2 つ付加し 

(NLS-iRFP-NLS) [148]、 核の局在を観察することを試みた。予期しないことに、分

裂酵母の細胞内では iRFP が蛍光を発しないことを発見した (図 26A)。これまでに

iRFP は哺乳類細胞や出芽酵母で幅広く利用されているものの [110–115]、分裂酵母

での報告例はなかった。そこで以降 (〜3.3.8 まで) では、分裂酵母における PKA 活

性の可視化と操作の確立に向けて、初めに iRFP の可視化法の検討を行った結果につ

いて記述する。また、その過程で発見した iRFP の高輝度化現象、および他生物への

応用についても記述する。 

 iRFP が蛍光を発するには、発色団としてビリベルジン (BV) を必要とする (図

24)。分裂酵母では BV を合成できないために iRFP が蛍光を発しないと考えられ

た。そこで BV を培地中に添加したところ、BV が細胞内に取り込まれ、核と思われ

る場所で iRFP の蛍光が観察された (図 26A)。この iRFP蛍光は添加する BV の濃度

依存的 (125 μM まで) に増加した (図 26B)。また、500 μM という高濃度の BV 存在下

で、iRFP蛍光が 24 時間程度かけて徐々に増加した (図 26C)。また、細胞内において

BV はヘムを前駆体としてヘムオキシゲナーゼ (HO) によって合成される。同研究室

の近藤 洋平助教と協力し、分裂酵母を含む代表的な菌類のゲノムから HO 様タンパ

ク質をコードする遺伝子を探したところ、予想通り、分裂酵母では該当する遺伝子

は見つからなかった (図 26D)。また分裂酵母以外の菌類でも散発的に HO を失って

いた (図 26D)。以上より、分裂酵母は HO を欠失していることで、BV を細胞内で合

成できず、iRFP は蛍光を発しないと結論づけた。 
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図 26 分裂酵母の細胞内では iRFP は蛍光を発しない 

(A) NLS-iRFP-NLS を発現する分裂酵母の代表的な画像。BV添加と非添加 (DMSO) 

で比較した。スケールバー：10 μm。(B) BV の添加濃度に対する iRFP蛍光輝度値の

用量-反応 (Dose-response)。NLS-iRFP-NLS を発現する分裂酵母を YEA培地で培養

後、BV (8 nM、40 nM、200 nM、1 μM、5 μM、25 μM、125 μM、625 μM) を添加し 3

時間室温で静置し観察した。グラフは平均値と標準偏差を示している。それぞれ 50

細胞ずつ定量した。625 μM の BV添加時に iRFP蛍光が低下しているのは、過剰な

DMSO による毒性や細胞死が原因だと考えられる。(C) BV添加時の iRFP蛍光輝度

値の経時変化。NLS-iRFP-NLS を発現する分裂酵母を BV を 500 μM添加した YEA

培地で 32℃で振とう培養し、各タイムポイント (0.5 h、1 h、2 h、3 h、6 h、24 h) で

細胞を回収して観察した。グラフは平均値と標準偏差を示している。それぞれ 50 細

胞ずつ定量した。(D) 代表的な菌類における HO 様タンパク質配列の探索。Taph：

Taphrinomycotina、Sacc：Saccharomycotina、Pezi：Pezizomycotina。ヒト HO タンパ

ク質 (HO1) をクエリーとして BLASTp (e-value<1×10-5) でヒットしたものを緑の丸で

示した。また、同様に出芽酵母 HO タンパク質 (HMX1) をクエリーとしてヒットし

たものをオレンジの丸で示した。 
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3.3.3 分裂酵母の細胞内で PCB が iRFP を高輝度化する 

 BV を培地中に添加すれば分裂酵母内で iRFP が蛍光を発するものの、高濃度で

BV を添加すると (図 26B,C)、中には死んでしまった細胞も見られ、BV に毒性があ

ることがわかった。そこで、iRFP を観察する別のアプローチとして、BV 合成に必

要な遺伝子を染色体上に組み込み、細胞内で BV 合成を誘導することを考えた。BV

の合成では、ヘムのテトラピロール構造を線状化する反応を触媒する HO が不可欠

な酵素である (図 27A)。そこで、pSKIプラスミドベクター (図 7) を用いて分裂酵母

の細胞内で HO と NLS-iRFP-NLS を安定的に発現させて iRFP蛍光輝度を定量した。

BV の前駆体であるヘムがミトコンドリアに豊富に存在するため、好熱性シアノバク

テリア (Thermosynechococcus elongatus BP-1株) 由来の HO1 をミトコンドリアで発現

させた。HO1 発現株では培地中への BV添加と比較して高い蛍光輝度が観察された 

(図 27B, 2列目と 3列目の比較)。また、HO1 がヘムを BV へ変換するには還元型 Fd

が必要であることが知られている [149]。そこで、好熱性シアノバクテリア (T. 

elongatus) 由来の Fd (別名 PetF1) と Fd を還元する Fnr (別名 PetH) の一部を連結した

キメラタンパク質 tFnr-Fd を HO1 と共発現させた [132]。tFnr-Fd を共発現させること

で HO1 のみを発現させた時よりも高い蛍光輝度が観察されると予想したが、iRFP

蛍光輝度は変化しなかった (図 27B, 3列目と 6列目の比較)。よって、分裂酵母では

内在性の Fd で十分に HO1 による BV 合成が進行することが示唆された。 

 iRFP から派生した近赤外蛍光タンパク質では、フィコシアノビリン (PCB) の存在

下で BV 存在下より蛍光輝度が高いことが in vitro の解析で報告されていた [150]。

そこで、分裂酵母の細胞内で PCB によって iRFP が明るくなるのかを検討した。BV

を PCB へ変換する酵素である好熱性シアノバクテリア (T. elongatus) 由来の PcyA を

HO1 および tFnr-Fd と共にミトコンドリアで発現させると、HO1 のみを発現する細

胞と比べて iRFP の蛍光輝度が高かった (図 27B, 3列目と 9列目の比較)。さらに、

PCB を培地中に添加すると、BV添加と比較して高い iRFP の蛍光輝度が観察された 

(図 27C,D)。BV結合型の iRFP (iRFP-BV) と PCB結合型の iRFP (iRFP-PCB) では蛍光

輝度に大きな差があるものの、用量-反応 (Dose-response) (図 26B, 図 27C) と発色団

の細胞内への取り込み (図 26C, 図 27D) は同様の傾向を示した。このように、分裂酵

母では PCB によって iRFP が高輝度化することが明らかになった。 
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図 27 分裂酵母内において PCB は BV よりも iRFP を明るくする 

(A) PCB 生合成経路の模式図。HO1：ヘムオキシゲナーゼ、PcyA：PCB:フェレドキ

シン オキシドレダクターゼ、Fd：フェレドキシン、Fdox：酸化型フェレドキシン、

Fnr：フェレドキシン-NADP+ レダクターゼ (B) NLS-iRFP-NLS を発現する分裂酵母に

おける iRFP蛍光輝度値の定量。同一の細胞内で PCB 合成系遺伝子 (HO1、tFnr-Fd、

PcyA) も発現させた。BV添加条件では、125 μM の BV を添加してから室温で 1 時間

静置後に観察した。それぞれの点は 1 細胞毎の iRFP蛍光輝度値を示している。ま

た、箱ひげ図では、中央の線が中央値を、”箱”が四分位範囲を、”ひげ”が最小値と

最大値を示している。四分位範囲の 1.5 倍よりも外れた値は外れ値とした。それぞ

れ 50 細胞ずつ定量した。(C) BV もしくは PCB の添加濃度に対する iRFP蛍光輝度値

の用量-反応 (Dose-response)。NLS-iRFP-NLS を発現する分裂酵母を YEA培地で培養
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後、BV もしくは PCB (8 nM、40 nM、200 nM、1 μM、5 μM、25 μM、125 μM、625 

μM) を添加し 3 時間室温で静置し観察した。グラフは平均値と標準偏差を示してい

る。それぞれ 50 細胞ずつ定量した。625 μM の BV もしくは PCB添加時に iRFP蛍光

が低下しているのは、過剰な DMSO による毒性や細胞死が原因だと考えられる。

(D) BV もしくは PCB添加時の iRFP蛍光輝度値の経時変化。NLS-iRFP-NLS を発現

する分裂酵母を YEA培地で培養後、BV もしくは PCB を 125 μM添加して観察を始

めた。グラフは平均値と標準偏差を示している。それぞれ 50 細胞ずつ定量した。 
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3.3.4 PCB は BV と比較して iRFP の効率的な発色団として機能する 

 前述した結果は、PCB は BV よりも iRFP の発色団として適する可能性を示してい

る。それでは、なぜ PCB が BV よりも iRFP を明るくするのか、その理由を検討し

た。まず、発色団と結合した iRFP (ホロ iRFP) の形成効率が BV と PCB とで違うこ

とで、iRFP蛍光輝度に差が生まれるのかについて調べた。そこで、HO1 を発現する

細胞に PCB を添加する実験を行った。HO1 発現細胞では BV が細胞内で合成されて

いるため、PCB の添加前に既に iRFP は BV との複合体を形成していると考えられる 

(図 28A)。仮に、HO1 発現細胞で全ての iRFP が BV と結合しているのであれば、

PCB を培地中に添加しても、細胞内で PCB が iRFP との複合体を作れず、HO1 を発

現しない細胞と比較して PCB添加時の iRFP蛍光輝度の上昇が緩和されることが予

想された。予想した通り、HO1 を発現しない細胞では PCB の濃度依存的に iRFP の

蛍光輝度の上昇が見られるものの、HO1 発現細胞では PCB を添加してもほとんど

iRFP の蛍光輝度の上昇は見られなかった (図 28B,C)。よって、HO1 発現細胞ではほ

とんど全ての iRFP が BV と複合体を形成していることが明らかとなり、つまり、発

色団の iRFP への結合効率の違いが iRFP蛍光輝度の差を生み出している訳ではない

と考えられた。 

 iRFP-PCB が iRFP-BV よりも明るくなる理由をさらに調べるため、in vitro での解

析を行った。発色団と結合していない iRFP (アポ iRFP) を大腸菌から発現・精製し 

[110] (図 29A)、PCB もしくは BV と混合してホロ iRFP (iRFP-PCB もしくは iRFP-

BV) を得た (図 29B)。まず、iRFP-PCB と iRFP-BV の吸収スペクトル、励起スペクト

ル、蛍光スペクトルを測定した。本研究で使用した iRFP の励起波長 (640 nm) や顕

微鏡の蛍光フィルター条件 (665〜705 nm) において、iRFP-PCB の方が励起されやす

い、検出されやすいなどがあれば、PCB による iRFP の高輝度化の一つの要因となり

得る。PCB が iRFP に結合すると iRFP および PCB 溶液と比べて吸収スペクトルが変

化し (図 28D)、iRFP-PCB が形成されていることを確認した。iRFP-PCB の最大吸収

波長は iRFP-BV と比較して 10 nm 程度短波長側へシフトした (図 28E)。同様に、蛍

光スペクトルと励起スペクトルについても iRFP-PCB では iRFP-BV と比較して 10 

nm 程度短波長側へシフトした (図 29C)。iRFP-PCB の励起・吸収スペクトルが短波

長側へシフトすることで iRFP-BV よりも 640 nm の励起波長で効率的に励起され、
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また、蛍光スペクトルが短波長側へシフトすることで今回の蛍光フィルター条件 

(665〜705 nm) では検出されやすくなる。よって、iRFP-PCB と iRFP-BV の吸収スペ

クトル、励起スペクトル、蛍光スペクトルの違いが iRFP高輝度化の一つの要因であ

ると考えられた。次に、蛍光タンパク質の明るさに関わる 2 つのパラメーターであ

る蛍光量子収率 (Φ) とモル吸光係数 (ε) を測定した。蛍光量子収率は、蛍光タンパク

質に吸収された光子の数に対し、どのくらいの効率で蛍光によって光子が放出され

るのかを示す値であり、最大効率は 1 となる。モル吸光係数は、蛍光タンパク質が

特定波長において吸収する光量であり、光路 1 cm あたりの 1 M タンパク質溶液で規

格化される値である (cm-1M-1)。蛍光量子収率 (Φ) は iRFP-PCB で iRFP-BV と比較し

て 2 倍程度高かったが (0.094 vs 0.054)、モル吸光係数 (ε) は両者で大きく変化しなか

った (図 28F)。今回測定した iRFP-PCB と iRFP-BV の蛍光量子収率、モル吸光係数

の値は過去の報告と概ね一致していた [150]。したがって、iRFP-PCB の蛍光量子収

率の上昇も iRFP高輝度化の一つの要因であると考えられた。 
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図 28 PCB は BV よりも明るい発色団として機能する 

(A) B と C の実験手順の模式図。コントロール (野生株) では PCB を添加すると細胞

内で iRFP が蛍光を発する。HO1 発現株では細胞内で BV が合成され、PCB を添加す

る前から iRFP が BV と複合体を形成する。そのため、PCB を添加しても iRFP と結

合できず、結果として蛍光輝度の増加がコントロールほど見られないと考えられ

る。(B) NLS-iRFP-NLS を発現する分裂酵母の代表的な画像。125 μM PCB添加と非

添加 (DMSO) で比較した。スケールバー：10 μm。(C) PCB の添加濃度に対する iRFP

蛍光輝度値の用量-反応 (Dose-response)。NLS-iRFP-NLS を発現する分裂酵母を YEA

培地で培養後、PCB (8 nM、40 nM、200 nM、1 μM、5 μM、25 μM、125 μM、625 

μM) を添加し 1 時間室温で静置し観察した。グラフは平均値と標準偏差を示してい

る。それぞれ 50 細胞ずつ定量した。(D) iRFP-PCB、PCB 溶液、iRFP の正規化した

吸収スペクトル。まず、iRFP-PCB と iRFP のスペクトルを 280 nm (タンパク質の吸

収) で正規化した。その後、PCB 溶液のスペクトルを 375 nm で正規化した。(E) 

iRFP-PCB、iRFP-BV、iRFP の正規化した吸収スペクトル。全てのスペクトルは 280 

nm (タンパク質の吸収) で正規化した。また、D と E では、分光計の問題により全て

のスペクトルにおいて 450 nm付近にピークが見える。D と E はそれぞれ 2回実験を
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行った。(F) in vitro における iRFP-PCB と iRFP-BV の蛍光特性。ε：モル吸光係数、

Φ：蛍光量子収率。(G) (上) SynPCB2.1プラスミドの模式図。N末端にミトコンドリ

ア局在化配列 (MTS) が付加された tFnr-Fd、PcyA、HO1 を発現し、それぞれ自己切

断配列である P2A で区切られている。(下) 各細胞株と条件における iRFP蛍光輝度

の定量。BV と PCB はそれぞれ 125 μM BV もしくは PCB を添加して 1 時間室温で静

置してから観察した。それぞれの点は 1 細胞毎の iRFP蛍光輝度値を示している。ま

た、箱ひげ図では、中央の線が中央値を、”箱”が四分位範囲を、”ひげ”が最小値と

最大値を示している。四分位範囲の 1.5 倍よりも外れた値は外れ値とした。それぞ

れ 50 細胞ずつ定量した。 

 

 
 

図 29 in vitro で PCB は iRFP に結合する 

(A) 精製したリコンビナント His-iRFP (39 kDa) の CBB染色画像。(B) 左から順に、

精製した His-iRFP、PCB 溶液、iRFP-PCB、BV 溶液、iRFP-BV の画像。iRFP-PCB と

iRFP-BV については、結合しなかった PCB および BV をサイズ排除クロマトグラフ

ィーで除いた。(C) iRFP-PCB と iRFP-BV の励起スペクトル (左) と蛍光スペクトル 

(右)。蛍光輝度は最大値が 1 となるように正規化している。 
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3.3.5 PCB 合成システム (SynPCB2.1) を用いた iRFP の観察 

 分裂酵母において PCB を発色団として iRFP を簡便に観察するため、PCB 合成シ

ステムである SynPCB2.1 を細胞へ導入した。SynPCB2.1 は、ミトコンドリア局在化

配列 (mitochondrial targeting sequences, MTS) が N末に付加された、tFnr-Fd、PcyA、

HO1 の遺伝子から成り、これら遺伝子がタンデムに連結されており、また、ポリシ

ストロニックに発現されるよう自己切断のための P2Aペプチド配列で区切られてい

る [132] (図 28G)。NLS-iRFP-NLS を発現する細胞へ SynPCB2.1 を pSKIプラスミド

を用いてノックインし、iRFP蛍光輝度を観察した。その結果、SynPCB2.1 発現細胞

では、PCB の培地中への添加もしくは PCB 合成系の遺伝子を別々に発現させた時と

比較して、高い iRFP の蛍光輝度を示した (図 28G, 4列目と 5列目と 6列目の比較)。

また、いずれの株および条件においても iRFP の発現量に違いは見られなかった (図

30)。この結果は、分裂酵母において iRFP の発色団との結合はタンパク質の安定性

にはほとんど影響を与えないことを示している。 

 分裂酵母内でどの程度の iRFP が PCB もしくは BV と複合体を形成しているかを

調べるため、蛍光相関分光法 (FCS) によって蛍光性の iRFP の分子数を定量した。

FCS では、共焦点顕微鏡の観察領域 (〜1 fL) における蛍光分子の揺らぎを測定する

ことで、観察領域中の蛍光分子の数や拡散係数を推定できる [151–153]。そこで、

mNeonGreen を連結した iRFP (iRFP-mNeonGreen) を発現させた分裂酵母に対し、発

色団 (PCB もしくは BV) の添加、もしくは発色団の合成系 (SynPCB2.1 もしくは

HO1) を導入し、蛍光性の iRFP と mNeonGreen の分子数を FCS で定量した (図

31A)。発色団と結合し蛍光性となった iRFP の数が多いほど、mNeonGreen に対する

iRFP の割合が高くなり、その値は 1.0 に近づくと考えられる。SynPCB2.1 発現細胞

と PCB添加条件では、mNeonGreen に対する蛍光性 iRFP の分子数の比率が 0.8〜1.0

程度であったため (図 31B,C)、80〜100%の iRFP が PCB と複合体を形成しているこ

とが明らかになった。同様に、HO1 発現細胞でも SynPCB2.1 発現細胞と同程度の割

合の iRFP が BV と複合体を形成し蛍光性になっていることがわかった (図 31C)。ま

た、BV添加時には mNeonGreen に対する蛍光性 iRFP の比率が低かった (図 31C)。

この結果は、培地中に存在する BV の分裂酵母の細胞内への取り込みが遅いことを

示しており、HO1 発現株と BV添加時の iRFP蛍光輝度値の違いを生む一つの理由で
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あると考えられる (図 28G, 2列目と 3列目の比較)。また、精製した iRFP-

mNeonGreen を使い、in vitro における iRFP-PCB と iRFP-BV の複合体の形成効率を

Zinc blot 解析と FCS で測定した。細胞内と同様に、in vitro でも iRFP は BV と PCB

のどちらに対しても同程度に結合していた (図 31D,E)。 

 次に、分裂酵母の細胞内においても iRFP-PCB の蛍光スペクトルが iRFP-BV と比

較して変化しているのか調べた。in vitro での結果と同様に (図 29C)、PCB添加時の

細胞内における iRFP-PCB の蛍光スペクトルは、BV添加時の iRFP-BV よりも短波長

側へシフトしていた (図 31F)。同様に、SynPCB2.1 発現細胞は、HO1 発現細胞と比

較して蛍光スペクトルが短波長側へシフトしていた (図 31G,J)。興味深いことに、

HO1、tFnr-Fd、PcyA を別々に発現する細胞では中間の蛍光スペクトルを示した (図

31G)。この細胞株では iRFP-BV と iRFP-PCB の両方が形成されていることが示唆さ

れた。PCB 合成系遺伝子を別々に発現する細胞では、iRFP-BV が細胞内に存在する

ことが原因で、SynPCB2.1 発現細胞と比較して iRFP蛍光輝度が低下していると考え

られる (図 28G, 4列目と 6列目の比較)。また、蛍光スペクトルの実測値より (図

31H,I)、PCB添加もしくは SynPCB2.1 発現細胞において iRFP の蛍光スペクトルのピ

ークがそれぞれ BV添加や HO1 発現細胞よりも高い値を示した。よって、PCB によ

って iRFP の蛍光が増加することが蛍光スペクトルの解析からも得られた。 

 分裂酵母を用いて iRFP を観察する過程で、SynPCB2.1 発現細胞から PCB が細胞

外に漏れ出し、周りの細胞がその PCB を取り込むことを見出した。SynPCB2.1 のみ

を発現する細胞と NLS-iRFP-NLS のみを発現する細胞の 2 種類を共培養すると (図

32A)、PCB添加と同程度の iRFP の蛍光が観察された (図 32B,C)。NLS-iRFP-NLS 発

現細胞を単独で培養しても iRFP の蛍光は観察されなかった (図 32B,C)。よって、分

裂酵母から PCB が細胞外へ漏れ出し、それを周囲の細胞が取り込み発色団として利

用できることが明らかになった。 
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図 30 分裂酵母における iRFP 発現量の定量 

(A-C) iRFP-mNeonGreen を発現する分裂酵母で、iRFP蛍光輝度 (A) と mNeonGreen 

(mNG) 蛍光輝度 (B) を定量し、また iRFP蛍光輝度を mNG蛍光輝度を用いて正規化

した (C)。DMSO、BV、PCB はそれぞれ DMSO、125 μM BV、125 μM PCB を添加し

て 2 時間室温で静置した細胞であり、HO1、SynPCB2.1 はそれぞれの遺伝子 (群) を

発現する細胞である。グラフのそれぞれの点は 1 細胞毎の蛍光輝度値 (灰色：Apo-

iRFP、緑色：iRFP-BV、青色：iRFP-PCB) を示している。また、箱ひげ図では、中

央の線が中央値を、”箱”が四分位範囲を、”ひげ”が最小値と最大値を示している。

四分位範囲の 1.5 倍よりも外れた値は外れ値とした。それぞれ 50 細胞ずつ定量し

た。(D) iRFP 発現量 (緑) のウェスタンブロット解析の代表的な画像データ。内部コ

ントロールとして α-チューブリン (赤) も定量した。DMSO、BV、PCB はそれぞれ

DMSO、125 μM BV、125 μM PCB を添加して 1.5 時間室温で静置した細胞であり、

HO1、SynPCB2.1 はそれぞれの遺伝子 (群) を発現する細胞である。また、iRFP を発

現しない野生株 (-) をネガティブコントロールとして用いた。(E) ウェスタンブロッ

ト解析による iRFP 発現量の定量データ。iRFP由来のシグナルを α-チューブリン由

来のシグナルで正規化し、DMSO に対する相対値として示している。また独立した

3回の実験の平均値と標準偏差を示している。 
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図 31 分裂酵母における PCB結合型と BV結合型の iRFP の特徴付け 

(A) 蛍光相関分光法 (FCS) の実験手順の模式図。iRFP-mNeonGreen を発現する分裂酵

母に対し、125 μM BV か 125 μM PCB を添加して 3 時間室温で静置する、もしくは

HO1 か SynPCB2.1 を共発現させて、FCS を行った。共焦点顕微鏡で観察し、観察領

域内  (Confocal volume) における iRFP と mNeonGreen (mNG) の蛍光輝度の変動を測

定し、その時系列データから自己相関関数 (ACF) を計算した。自己相関関数の y軸

切片 (G(τ = 0)) は観察領域内の蛍光分子数と逆相関する。よって、蛍光性 iRFP と

mNG の分子数を比べることで、ホロ iRFP の割合を推定することができる。(B) 

SynPCB2.1 を発現する細胞から得られた代表的な FCS データ。左のグラフは iRFP 
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(赤) と mNG (緑) の蛍光輝度の変動の生データを、右のグラフは自己相関関数 (実線) 

とフィッティングカーブ (点線) を示している。(C) 分裂酵母内の蛍光性ホロ iRFP の

割合。蛍光性 iRFP の分子数を mNG の分子数で除算した。各細胞の値をピンクの点

で示しており、平均値と標準偏差も示した。BV：n = 15、PCB：n = 26、HO1：n = 

25、SynPCB2.1：n = 25。(D) 精製した His-iRFP-mNeonGreen の Zinc blot 解析。タン

パク質溶液 (5.1 μM) に BV もしくは PCB (0、5、10、20、40、80、160、320 μM) を

添加し、30 分間室温で静置した。SDS-PAGE をした後、Zinc solution でゲルを染め

た (Zinc blot)。内部コントロールとして、CBB染色で His-iRFP-mNeonGreen を可視

化した (CBB)。(E) BV もしくは PCB を添加した精製 His-iRFP-mNeonGreen 溶液 (5.1 

μM) の FCS 解析。mNG から iRFP への FRET が起きることを懸念し、発色団を添加

する前に mNG の蛍光変動のみを初めに測定し、その後、終濃度 160 μM となるよう

に BV や PCB を添加し (Zinc blot より推定した飽和濃度)、iRFP の蛍光変動を測定し

た。それぞれの発色団について独立した 2回の実験を行い、1回の実験で 3回測定

し、計 6回の測定を実施した。蛍光性ホロ iRFP の割合は、蛍光性 iRFP の分子数を

mNG の分子数で除算することで求めた。mNG の分子数は 6回の測定の平均値を使

用した。各測定値をピンクの点で示しており、平均値と標準偏差も示した。(F) 分裂

酵母の細胞内における iRFP-BV と iRFP-PCB の正規化した蛍光スペクトル。NLS-

iRFP-NLS を発現する細胞に BV か PCB を 125 μM となるように添加した。640 nm の

レーザーで励起し、20 nm の検出幅で 3 nm の間隔で蛍光を検出した。各条件で 10

細胞以上を測定した。正規化のためにスペクトルの最大値でそれぞれの蛍光輝度を

徐算した。(G) SynPCB2.1、HO1、PCB 合成系の遺伝子群 (HO1、tFnr-Fd、PcyA) を

発現する分裂酵母における iRFP の正規化した蛍光スペクトル。(H, I) H は F の正規

化する前のスペクトル、I は G の正規化する前のスペクトル。(J) 各細胞株と条件に

おける蛍光スペクトルの最大値をまとめた。 
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図 32 SynPCB2.1 を発現する分裂酵母から PCB が漏れ出す 

(A) NLS-iRFP-NLS 発現細胞と SynPCB2.1 発現細胞の共培養実験の模式図。どちらの

細胞株も単独では iRFP蛍光を示さないが、SynPCB2.1 発現細胞が合成した PCB が

培地中に漏れ出し、NLS-iRFP-NLS 発現細胞がそれを取り込むことで iRFP蛍光が観

察されると考えられた。(B) 各種条件下における NLS-iRFP-NLS 発現細胞の代表的な

画像。NLS-iRFP-NLS 発現細胞に対し DMSO、125 μM PCB の添加、SynPCB2.1 の共

発現、もしくは SynPCB2.1 発現細胞と共培養 (overnight) して、iRFP蛍光を観察し

た。スケールバー：10 μm。(C) NLS-iRFP-NLS蛍光輝度値の定量。それぞれの点は 1

細胞毎の iRFP蛍光輝度値を示している。また、箱ひげ図では、中央の線が中央値

を、”箱”が四分位範囲を、”ひげ”が最小値と最大値を示している。四分位範囲の 1.5

倍よりも外れた値は外れ値とした。それぞれ 50 細胞ずつ定量した。
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3.3.6 内在性遺伝子へ iRFP をタグ付けするためのプラスミドの開発 

 分裂酵母での iRFP を用いた観察をさらに簡便にするため、既存の手法を基に 

[154]、内在性タンパク質の C末に iRFP をタグ付けするためのプラスミドを開発し

た。本プラスミドは、iRFPカセットに加え、4 つの薬剤耐性マーカーカセットの内

いずれか一つを持っている (図 33A)。これらプラスミドを用いて、分裂酵母の様々

な内在性タンパク質を iRFP で可視化できるか検証した。SynPCB2.1 を発現する細胞

を用いて、cdc2 (CDK, 核)、rpb9 (RNAポリメラーゼⅡ, 染色体)、rpa49 (RNAポリメ

ラーゼⅠ, 核小体)、swi6 (ヘテロクロマチン)、pds5 (コヒーシン)、cut11 (核膜)、mal3 

(微小管プラス端)、sfi1 (スピンドル極体, SPB)、cox4 (ミトコンドリア)、cnx1 (別名

cal1, 小胞体 ER)、などの内在性タンパク質を観察できることを示した (図 33B)。タ

グ付けした内在性タンパク質の発現量によって signal-to-noise比 (S/N比) に違いはあ

るものの、今回観察した全てのタンパク質で予想通りの細胞内の局在を示した。 

 続いて、SynPCB2.1 と iRFP 融合タンパク質を一つのプラスミドから発現すること

ができる一体型プラスミド (all-in-one plasmid) を開発した。一体型にすることで、こ

れら 2 つの異なる遺伝子を別々のプラスミドを用いて発現して、限りのある薬剤耐

性マーカーや染色体上の挿入位置の内、2 つを占有してしまうことを避けることが

できる。そこで、Lifeact-iRFP (F-actinマーカー) もしくは NLS-iRFP-NLS (核マーカ

ー) をコードする DNA を SynPCB2.1 遺伝子カセットと共に pSKIプラスミドに導入

した (図 34A,B)。これらプラスミドを導入した分裂酵母では、アクチンパッチ、ア

クチンケーブル、アクチンリングといった F-アクチンの局在 (図 34A)、もしくは、

核の局在 (図 34B) を観察することができた。また、今回開発した一体型プラスミド

と他の蛍光タンパク質を組み合わせることで、核 (NLS-mTagBFP2-NLS)、細胞膜 

(Turquoise2-GL-ras1ΔN200)、動原体 (内在性 Mis12-mNeonGreen)、微小管  (mCherry-

Atb2)、そして F-アクチン (Lifeact-iRFP) といったように、5 つの異なるタンパク質や

細胞小器官を同時に可視化することが可能になった (図 34C)。 
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図 33 iRFP を使った分裂酵母の内在性タンパク質の可視化 

(A) 内在性タンパク質の C末端に iRFP をタグ付けするためのプラスミドの模式図。

水色の部分は過去に報告されている共通配列である [154]。P：プロモーター、T：タ

ーミネーター。プラスミドは表 5 に一覧で示した。(B) pFA6a-iRFP を使って内在性

タンパク質に iRFP をタグ付けし、その局在を観察した画像。iRFP蛍光画像 (上) と

DIC と iRFP蛍光のマージ画像 (下) を示している。Cut11-iRFP、Cnx-iRFP以外は、

iRFP蛍光画像の Maximal intensity projection を示している。2回の実験の内、代表的

な画像を示している。RNAP：RNAポリメラーゼ。スケールバー：5 μm。 
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図 34 一体型プラスミド (all-in-one plasmid) を使った iRFPイメージング 

(A) (上) SynPCB2.1 と Lifeact-iRFP を発現するためのプラスミド (pSKI-SynPCB2.1-

Lifeact-iRFP) の模式図。(下) Lifeact-iRFP を発現する分裂酵母の代表的な画像。蛍光

画像の Maximal intensity projection を示している。(B) (上) SynPCB2.1 と NLS-iRFP-

NLS を発現するためのプラスミド (pSKI-SynPCB2.1-NLS-iRFP-NLS) の模式図。(下) 

NLS-iRFP-NLS を発現する分裂酵母の代表的な画像。蛍光画像の Maximal intensity 

projection を示している。スケールバー：5 μm。(C) NLS–mTagBFP2–NLS (核)、

Turquoise2-GL–ras1ΔN200 (細胞膜)、Mis12–mNeonGreen (キネトコア)、mCherry–Atb2 

(チューブリン)、Lifeact–iRFP (F-アクチン) を発現する分裂酵母の多重蛍光イメージ

ング。Turquoise2-GL–ras1ΔN200以外は、蛍光画像の Maximal intensity projection を示

している。スケールバー：10 μm。(A)〜(C) 全てで 4回の実験の内、代表的な画像を

示している。
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3.3.7 PCB は他の近赤外蛍光タンパク質も高輝度化する 

 PCB が iRFP以外の近赤外蛍光タンパク質も高輝度化するかを調べるため、iRFP

とは異なり、バクテリオフィトクロム RpBphP1由来の miRFP670 および miRFP703

を用い [155]、これらの BV もしくは PCB結合型の蛍光輝度を比較した。分裂酵母に

miRFP670、miRFP703、もしくは iRFP (別名 iRFP713) を発現させ、BV もしくは

PCB添加時と SynPCB2.1 発現時におけるそれぞれの蛍光輝度を比較した。その結

果、iRFP と同様に、PCB添加もしくは SynPCB2.1 発現時に miRFP670 と miRFP703

の蛍光輝度が BV添加時と比較して上昇した (図 35)。よって、分裂酵母内で

SynPCB2.1 を使って PCB を合成することで、iRFP だけでなく、miRFP670 と

miRFP703 も明るく観察できることが明らかになった。 

 



 
 

114 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

図 35 PCB は miRFP670 と miRFP703 を BV よりも効率的に明るくする 

分裂酵母における miRFP の蛍光輝度の定量。miRFP670、miRFP703、iRFP (=  

iRFP713) を発現する細胞に対して DMSO、125 μM BV、125 μM PCB を添加して 3 時

間室温で静置、もしくは SynPCB2.1 を共発現した。それぞれのピンクの点は 1 細胞

毎の miRFP670、miRFP703、iRFP の蛍光輝度値を示している。また、箱ひげ図で

は、中央の線が中央値を、”箱”が四分位範囲を、”ひげ”が最小値と最大値を示して

いる。四分位範囲の 1.5 倍よりも外れた値は外れ値とした。それぞれ 50 細胞ずつ定

量した。 
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3.3.8 PCB は出芽酵母の細胞内でも iRFP を高輝度化する 

 他の生物でも PCB によって iRFP が高輝度化するかを調べるため、出芽酵母にお

いて iRFP蛍光を観察した。出芽酵母では既に iRFP を用いた観察は報告されている 

[111–114]。これは出芽酵母がヘムオキシゲナーゼ遺伝子 HMX1 を保持し細胞内で

BV を合成できるためであると考えられる (図 26D)。まず、NLS-iRFP-NLS を発現す

る出芽酵母を用いて、内在性の HMX1依存的に iRFP蛍光が観察されるかを確認し

た。HMX1 を欠失した細胞株 (hmx1Δ) では iRFP蛍光がバックグラウンド程度まで減

少したが、BV を培地中に添加することで元のレベルまで戻った (図 36A,B)。野生株

の培地中に BV を添加したところ、非添加時と比べてさらに iRFP蛍光が上昇した 

(図 36A,B)。よって、今回発現させている NLS-iRFP-NLS に対しては、内在性 Hmx1

による BV の合成量だけでは、iRFP蛍光輝度が最大になるのに十分でないことが明

らかになった。次に、PCB もしくは BV を培地中に添加して iRFP蛍光輝度を比較し

た。分裂酵母と同様に、PCB添加では、BV添加と比較して添加濃度 (図 36C) ある

いは時間 (図 36D) 依存的により高い iRFP の蛍光輝度が観察された。さらに、iRFP

をタグ付けした内在性の Hta2 (ヒストン H2A) は、PCB を培地中に添加することで

BV添加時と比べて 10 倍程度高い蛍光輝度が観察された (図 36E,F)。よって、出芽

酵母においても PCB を使うことで iRFP をより明るく観察できることが示された。 
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図 36 出芽酵母において PCB は BV よりも効率的に iRFP を明るくする 

(A) NLS-iRFP-NLS を発現する出芽酵母の代表的な画像。野生株 (WT) と hmx1破壊

株 (hmx1Δ) について、125 μM BV添加 (BV) もしくは非添加 (DMSO) で観察した。ス

ケールバー：10 μm。(B) A のデータの iRFP蛍光輝度の定量。それぞれのピンクの点

は 1 細胞毎の iRFP の蛍光輝度値を示している。箱ひげ図では、中央の線が中央値

を、”箱”が四分位範囲を、”ひげ”が最小値と最大値を示している。四分位範囲の 1.5

倍よりも外れた値は外れ値とした。それぞれ 50 細胞ずつ定量した。(C) BV もしく

は PCB の添加濃度に対する iRFP蛍光輝度値の用量-反応 (Dose-response)。WT もし

くは hmx1Δ を使用した。iRFP-mNeonGreen を発現する出芽酵母を YPDA培地で培養

後、BV もしくは PCB (8 nM、40 nM、200 nM、1 μM、5 μM、25 μM、125 μM、625 

μM) を添加し 1 時間室温で静置し観察した。iRFP蛍光輝度は mNeonGreen (mNG) の
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蛍光輝度で正規化している。グラフは平均値と標準偏差を示している。それぞれ

280 細胞以上を定量した。(D) BV もしくは PCB添加時の iRFP蛍光輝度値の経時変

化。WT もしくは hmx1Δ を使用した。iRFP-mNeonGreen を発現する出芽酵母を

YPDA培地で培養後、BV もしくは PCB を 125 μM添加して観察を始めた。iRFP蛍

光輝度は mNG の蛍光輝度で正規化している。グラフは平均値と標準偏差を示して

いる。それぞれ 240 細胞以上を定量した。(E) iRFP をタグ付けした内在性 Hta2 を発

現する出芽酵母の代表的な画像。125 μM BV添加 (BV)、125 μM PCB添加 (PCB) も

しくは非添加 (DMSO) で観察した。PCB添加と比較して BV添加と非添加の iRFP蛍

光が弱かったため、蛍光輝度を強めた画像 (intensified) も示した。スケールバー：10 

μm。(F) E のデータの iRFP蛍光輝度の定量。それぞれのピンクの点は 1 細胞毎の

iRFP の蛍光輝度値を示している。箱ひげ図では、中央の線が中央値を、”箱”が四分

位範囲を、”ひげ”が最小値と最大値を示している。四分位範囲の 1.5 倍よりも外れた

値は外れ値とした。それぞれ 60 細胞以上を定量した。 
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3.3.9 分裂酵母における PKA 活性の可視化と操作 

 前述の通り、分裂酵母で iRFP を利用する実験手法を確立したため、当初の目的で

あった PKA 活性の可視化と操作を同時に行えるかを検証した。spPKA-KTR 

(mScarlet-I)、bPAC (450 nm波長で活性化) に加えて、核マーカーとして NLS-iRFP-

NLS と SynPCB2.1 を発現する細胞を構築した。本株に青色光照射 (450 nm) をすると

cAMP が細胞内で合成され、PKA が活性化し、その活性化を spPKA-KTR で測定で

きると考えた (図 37A)。30 分毎に 450 nm光照射刺激をすると、光照射後に PKA 活

性が数分以内に上昇し、光照射を止めると数分以内に基底レベルまで低下した (図

37B)。また、光照射の強度を変えて 10 分毎に 450 nm光照射をすると、光照射の強

度依存的に PKA が活性化した (図 37C)。照射強度が弱いほど、PKA 活性が最大値に

達するまでに時間を必要とすることも観察された (図 37C)。このように、bPAC と

spPKA-KTR を用いた、分裂酵母における PKA 活性の可視化・操作の実験系を構築

することができた。 

3.3.10 分裂酵母胞子において spPKA-KTR は機能的でない 

 分裂酵母の胞子および発芽過程で PKA 活性の可視化ができるかを検証した。

spPKA-KTR (mScarlet-I) と核マーカーとして mNeonGreen をタグ付けした内在性の

Hta1 (ヒストン H2A) を発現する細胞株を構築した。胞子の中で、spPKA-KTR は細

胞質に局在しドット状に分布しており、凝集体を形成していることがわかった (図

37D, spPKA-KTR の 0 時間目)。グルコースを添加し発芽を誘導すると、1 時間後に

核内へも spPKA-KTR が局在し、また 4 時間目以降に凝集体が徐々に消失していく

ことがわかった (図 37D)。よって、これら凝集体は胞子特異的に形成されることが

示唆された。凝集体形成は spPKA-KTR の局在変化へ影響を及ぼす可能性があり、

本バイオセンサーを胞子および発芽過程で使用するのは適当でないと考えられる。

しかし、spPKA-KTR 変異体 (T140A3+T253A) は発芽誘導の 30 分後から核内へ集積

し始め、2 時間後には大部分の胞子で核内に局在変化することが観察された (図

37D)。よって、発芽過程で観察された spPKA-KTR の局在変化は、PKA 活性の変化

を反映している可能性がある。 
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図 37 分裂酵母における PKA 活性の可視化と操作 

(A) spPKA-KTR と bPAC を用いた PKA 活性の可視化・操作の模式図。(B) bPAC に

よる PKA 活性の操作。マイクロ流体システム ONIX で bPAC を発現する細胞を培養

し、青色光 (450 nm) を 30 分毎に照射し、PKA の活性変化を spPKA-KTR で測定し

た。細胞質と核内における spPKA-KTR の蛍光輝度を定量し、その蛍光輝度の比 

(C/N比) を算出することで PKA 活性を見積もった。グラフは平均値と標準偏差を示

している。(C) 青色照射光の強度を変化させた時の PKA 活性。青色光 (450 nm) を 10

分毎に照射し、その強度を 3段階で変化させた。また PKA の活性変化を spPKA-
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KTR で測定した。グラフは平均値と標準偏差を示している。(D) 胞子と発芽過程に

おける spPKA-KTR を用いた PKA 活性の可視化。spPKA-KTR もしくはそのアラニン

変異体 (T140A3+T253A) 、および核マーカー (Hta1-mNG) を発現する株から胞子を作

製した (0 時間目)。YEA (2% Glucose) 培地に胞子を懸濁して発芽を誘導し、各タイ

ムポイントで胞子を回収して顕微鏡で spPKA-KTR と核マーカーの局在を観察し

た。スケールバー：5 μm。 
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3.4 考察 

 本研究では、分裂酵母の発芽開始に必要となる cAMP-PKA 経路に着目し、PKA 活

性の可視化・操作法の確立と、その過程で発見した PCB による iRFP の高輝度化に

ついて解析した。まず、分裂酵母の PKA 活性を可視化するためのバイオセンサー

spPKA-KTR を開発し、グルコース刺激時に PKA が活性化することを観察した。

spPKA-KTR に加え、光遺伝学 bPAC と核局在マーカーを同時にイメージングするた

めには、合計 3色の蛍光タンパク質と光刺激を使用することになる。この目的のた

めに iRFP の利用を試みたところ、分裂酵母の細胞内では iRFP が全く蛍光を発しな

いことを発見した。そこで分裂酵母で iRFP の利用法を検討したところ、PCB によっ

て iRFP が高輝度化することを見出した。最終的に分裂酵母で spPKA-KTR と bPAC

を使うことで PKA 活性を可視化・操作することを達成した。しかし、spPKA-KTR

は胞子の中で凝集してしまい、発芽におけるシグナル伝達を研究するには実用的で

ないことがわかった。よって、発芽過程のシグナル伝達を解析するためには別のア

プローチが必要であると考えられた。 

3.4.1 分裂酵母における cAMP-PKA 経路の可視化と操作 

 分裂酵母の PKA 活性を可視化するためのバイオセンサーspPKA-KTR を開発し

た。これまでにも細胞内 cAMP量や PKA 活性を測定するバイオセンサーは報告され

ている。しかし、既存の FRET 型の cAMP センサー (CFP-Epac-YFP) [156] は、分裂

酵母の cAMP の基底レベルが低いために機能せず、また、既存の FRET 型の PKA セ

ンサー (AKAR3EV) [97] は他のキナーゼからの非特異的なリン酸化を受け、PKA 活

性を検出できなかった。そのため、spPKA-KTR は分裂酵母の PKA 活性を測定する

上で有用な手法になると考えられる。しかし、spPKA-KTR は分裂酵母の胞子では凝

集体を形成してしまい、発芽を解析するには実用的でないことがわかった (図

37D)。第二章で記述した通り、分裂酵母の胞子では細胞質の物性が増殖期と比較し

て変化しており、KTR のような局在を変化させるバイオセンサーは解析に適してい

ない可能性がある。よって、胞子や発芽過程で cAMP-PKA 経路の動態を可視化する

ためには別のアプローチを用いる必要がある。別のアプローチの有望な候補の一つ

として、局在変化を必要としない、cAMP との結合に伴う蛍光輝度の上昇を捉える
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バイオセンサー (GreenFalcon, G-Flamp1) が開発されており [100,157]、将来的に発芽

過程でのシグナル動態の解析に応用できることが期待される。 

 また、光遺伝学 bPAC を使うことで分裂酵母内の cAMP量の操作を通じて PKA 活

性を人為的に操作できることがわかった (図 37B,C)。従来、cAMP-PKA 経路へ摂動

を与える目的で、cAMP を培地中に添加して PKA を活性化させる、もしくは ATP ア

ナログ感受性の Pka1 変異体 (analogue-sensitive Pka1 mutant) を発現する細胞に ATP

アナログである 3MB-PP1 を添加して PKA 活性を阻害する、などの薬剤を用いた手

法が使われてきた [105]。bPAC を使うと、高い時間分解能で可逆的に PKA 活性を操

作でき、従来の薬剤を使った手法と比較して利点がある。今後、spPKA-KTR と

bPAC を用いることで分裂酵母の細胞内機能をより詳細に解明できることが期待さ

れる。 

3.4.2 PCB による iRFP の高輝度化 

 なぜ PCB によって iRFP が明るくなるのか、その理由を考察した。SynPCB2.1 発

現株と HO1 発現株の iRFP の発現量は同程度であることから (図 30)、PCB が結合し

iRFP の安定性が増すことが原因ではないと考えられる。また、細胞内で iRFP は

PCB および BV のどちらに対しても 80〜100%の効率で結合し蛍光を発することから 

(図 31C,E)、発色団の形成効率の違いが原因でないと考えられる。本研究では、

iRFP-PCB と iRFP-BV の蛍光特性の違いが、iRFP の高輝度化の原因であることを示

唆する結果が得られた。まず、iRFP-PCB では iRFP-BV と比較して励起スペクトル

が 10 nm 程度短波長側へシフトする (図 29C)。一般的に使用される赤色レーザーで

ある 640 nm の励起波長では、iRFP-PCB の方が 1.3 倍、効率的に励起される (図

38①)。次に、蛍光スペクトルも iRFP-PCB で 10 nm 程度短波長側へシフトし (図

29C)、本研究で使用した顕微鏡の蛍光フィルター条件 (665〜705 nm) では iRFP-PCB

の方が 2 倍、効率的に検出される (図 38②)。最後に、iRFP-PCB の方が蛍光量子収

率が 2 倍程度高く (図 28F)、またモル吸光係数も考慮すると、iRFP-PCB の方が 1.61

倍明るい (図 38③)。概算ではあるが、これらより、iRFP-PCB の方が iRFP-BV より

も観察される蛍光輝度が 4.2 倍 (1.3 × 2 × 1.61 = 4.2) 高くなると見積もられる。

SynPCB2.1 発現株と HO1 発現株を比較すると iRFP蛍光輝度が前者 (iRFP-PCB) で 4

倍程度高かったため (図 28G)、この見積もりとおおよそ一致した。PCB を用いるこ
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とで iRFP は高輝度化するが、いくつかデメリットがある。まず、iRFP-PCB は

iRFP-BV と比べて蛍光スペクトルが 10 nm 程度短波長側へシフトするため (図

29C)、赤色蛍光タンパク質の蛍光波長へ近づいてしまい、蛍光波長が分離しづらく

なることが挙げられる。加えて、SynPCB2.1 を細胞へ導入する必要があり手間がか

かること、そして生物種によっては毒性がある可能性は否定できない。したがっ

て、こうしたデメリットも考慮した上で、PCB と iRFP を使い、近赤外イメージング

をすることが望ましい。 

 PCB は iRFP だけでなく他の蛍光タンパク質や光遺伝学、バイオセンサーへも応用

できる可能性がある。実際に、iRFP とは異なるバクテリオフィトクロムを由来とす

る miRFP670 と miRFP703 についても、BV添加と比較して PCB添加によって蛍光輝

度が高くなることがわかった (図 35)。他にもシアノバクテリオクロム由来の近赤外

蛍光タンパク質 iRFP670nano は、元々、シアノバクテリオクロム自体が PCB と結合

するため、PCB を発色団として利用できる可能性がある [158]。また、バクテリオフ

ィトクロムを基にした光遺伝学やバイオセンサーは BV を使って機能するが [159–

162]、PCB も使うことができる可能性がある。BV の代わりに PCB を使うことでこ

れらの蛍光タンパク質の高輝度化や光遺伝学・バイオセンサーの機能向上が見込め

る。また、こうした蛍光タンパク質、光遺伝学、バイオセンサーに対し、BV と

PCB のどちらがより適した発色団として機能するかを調べるには、BV と PCB のど

ちらの合成能も持っていない分裂酵母は適した実験系になると考えられる。哺乳類

細胞や出芽酵母は BV を細胞内で合成するため、HO の遺伝子破壊株を用いるなどし

ないと BV の影響を完全には排除できない。 

 また、分裂酵母以外の BV を合成できない生物種でも、SynPCB2.1 を使うことで

iRFP を明るく観察できる可能性がある。例えば、モデル生物として知られる線虫

は、BV を合成できないため、iRFP を導入しただけでは蛍光を観察できない。線虫

で SynPCB は機能的であることは確認されているため [163]、PCB を合成することで

iRFP を簡便に観察できることが期待される。また他にも、代表的な菌類のゲノムか

ら HO を探すと、HO を失っている菌類が散見されるため (図 26D)、こうした BV を

合成できない生物種での iRFPイメージングに応用できる可能性がある。加えて、

HO を持つ出芽酵母でもヒストンなどの発現量が高いタンパク質を iRFP で観察する

には、PCB を培地中に添加しないと十分に明るくならないことも判明した (図



 
 

124 

36E,F)。したがって、BV を合成できる生物でも観察対象となるタンパク質によって

は PCB を使うことでより明るく観察できることが期待される。 

3.4.3 細胞外への PCB の漏出 

 SynPCB2.1 を発現する細胞と共培養することで、iRFP のみを発現している細胞で

も iRFP蛍光が観察されることが明らかになった (図 32)。これは PCB が分裂酵母の

細胞外に漏れ出すことを示している。このような PCB を始めとする発色団の細胞外

への漏出は、実験環境だけでなく、実際の自然環境中でも起こりうる。興味深いこ

とに、Aspergillus nidulans と Neurospora crassa は HOホモログを持っていないが (図

26D)、発色団を必要とするフィトクロムを保持している [145,164]。よって、これら

の菌類は他の生物種から漏れ出した BV や PCB などの発色団を利用していることが

予想される。複数の菌類で HO が散発的に失われているのは (図 26D)、他の生物か

ら漏れ出した発色団を利用できる環境に生息していることが一つの可能性として考

えられる。 
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図 38 PCB が iRFP を高輝度化する要因 

励起スペクトル、蛍光スペクトル、蛍光タンパク質の輝度に関わるパラメーター (蛍

光量子収率とモル吸光係数) について iRFP-PCB と iRFP-BV で比較した。励起スペク

トルでは励起波長 640 nm での両者の蛍光輝度を比較し (iRFP-PCB の方が 1.3 倍効率

的に励起される)、蛍光スペクトルでは顕微鏡の蛍光フィルター (665〜705 nm) にお

ける蛍光輝度を比較し (iRFP-PCB の方が 2 倍効率的に検出される)、蛍光量子収率と

モル吸光係数から両者の分子レベルでの明るさを計算した (iRFP-PCB の方が 1.61 倍

明るい)。これらを全て考慮すると、iRFP-PCB の方が iRFP-BV と比較して、4.2 倍程

度明るいと考えられる。 
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第四章 まとめと展望 

 本研究では、分裂酵母の発芽過程における細胞質流動性とシグナル伝達について

解析した。第二章では、胞子の細胞質流動性に着目し、40 nm の粒子の拡散を胞子

と増殖期とで比較した。その結果、胞子では増殖期と比べて粒子の拡散が低下して

いるが、発芽開始から 1 時間以内に粒子が活発に動き出すことがわかった。こうし

た細胞質の流動性は、トレハロースによって制御されており、発芽開始時にトレハ

ラーゼ Ntp1依存的にトレハロースが分解されることが流動性の上昇に必要であるこ

とを明らかにした。また、Ntp1 はグルコース感知機構である cAMP-PKA 経路の制御

下であることも明らかにした。第三章では、細胞質流動性と発芽開始の制御に必要

となる cAMP-PKA 経路の活性動態を明らかにすることを目指し、PKA センサー

spPKA-KTR を開発した。残念ながら、spPKA-KTR は胞子では凝集体を形成してし

まい、発芽を解析するには実用的でないことがわかった。PKA 活性の可視化と操作

の実験系を構築する過程で、iRFP が分裂酵母の細胞内では蛍光を発しないことを発

見し、また PCB が iRFP を高輝度化することを見出した。spPKA-KTR、bPAC、iRFP

を使うことで増殖期の分裂酵母で PKA 活性を可視化・操作する実験系を確立した。 

 胞子内で細胞質の流動性が低下しているならば、このような細胞内環境中で PKA

などのシグナル分子はどうやって活性化し、他のタンパク質と相互作用するのだろ

うか。cAMP-PKA 経路のグルコース受容体 (Git3)、ヘテロ三量体 G タンパク質 

(Gpa2、Git5、Git11)、adenylate cyclase (Cyr1) は細胞膜上に局在し活性化するため、

グルコースの感知から cAMP の産生までは、細胞質物性の変化の影響は比較的少な

いと考えられる。しかし、胞子の細胞質では蛍光タンパク質 mNeonGreen (27 kDa) 

の拡散が数 μm の距離では増殖期と比べて数十倍低下していた。PKA は Pka1 (58 

kDa) と Cgs1 (46 kDa) が 2 つずつ結合した 4量体を形成し、つまり mNeonGreen より

も大きな複合体であると想定され、局在変化やリン酸化の標的タンパク質との相互

作用に影響が出ることが予想される。PKA の活性動態を胞子と増殖期で比較するこ

とで、流動性が低下した細胞質において、PKA がどのようにして活性化するのかを

明らかにできると考えられる。そのためには、胞子で利用可能な PKA センサーを開

発・改良することが今後の課題であると考える。また、これまでのシグナル伝達経

路の研究では流動的な細胞質を想定して研究・議論されている。胞子を含め、流動
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性が低下した細胞質においてシグナル伝達経路がどのように機能するかを調べた研

究例はほとんどない。したがって、胞子において cAMP-PKA 経路の活性動態を解析

することは、シグナル伝達経路の研究という大きな枠組みにおいても有益な知見が

得られることが期待される。 
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