
〈研究の目的と進め方〉
カルシニューリンは酵母を含むすべての真核細胞生物

に存在するプロテインホスファターゼである．モデル生
物として分裂酵母を用いて，カルシニューリン経路の分
子機構を明らかにすることが本研究の目的である。研究
代表者らは，カルシニューリンの特異的阻害薬であるタ
クロリムスを用いたスクリーニングから，15種の免疫抑
制薬感受性変異体を取得している．その原因遺伝子の機
能解析により，カルシニューリンが細胞内輸送，細胞質
分裂，細胞壁integrity維持，細胞形態形成および細胞周
期など多彩な細胞機能に関与することが明らかになって
いる．具体的には以下の２つのテーマを進めている．（１）
モデル生物である分裂酵母のゲノム全体の網羅的スクリ
ーニングによる免疫抑制薬感受性遺伝子座位の同定と解
析および（２）カルシニューリンにより発現が制御され
るタンパク質のプロテオーム解析

〈研究開始時の研究計画〉
１．新たな免疫抑制薬感受性遺伝子座位の同定とその機

能解析
２．分裂酵母プロテオーム解析による全タンパク質の網

羅的同定
３．カルシニューリンにより発現が制御されるタンパク

質のプロテオーム解析
４．カルシニューリンが関与するタンパク質脱リン酸化

およびタンパク質リン酸化ネットワークの網羅的解析

〈研究期間の成果〉
１．免疫抑制薬感受性遺伝子座位の解析

its8変異体の原因遺伝子はGPIアンカー合成酵素である
Pig-n（ヒト）及びMCD4（出芽酵母）の分裂酵母ホモ
ログをコードしており，細胞質分裂と細胞壁integrity
の維持において重要な機能をCNとシェアしていること
が示唆された (1-4)．

its5変異体の原因遺伝子は哺乳動物Rab11低分子量
GTP結合蛋白質の分裂酵母ホモログであるYpt3をコー
ドしていた．Its5/Ypt3は分泌経路の複数のステップに
おいて機能し，カルシニューリンと機能的に関連して
いることを明らかにした (5)．

２．分裂酵母のプロテオーム解析
分裂酵母発現タンパク質のプロファイリング：分裂酵
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母可溶性および膜画分をSDSゲル電気泳動後，LC/MS
法で解析した結果，可溶性画分から573種類，全体で
1,302種類のタンパク質を同定出来た．検出したタンパ
ク質の機能別分類から，多くのシグナル伝達系タンパ
ク質を検出することが出来たことがわかった．

カルシニューリンにより発現が制御されるタンパク
質のプロテオーム解析：野生株とカルシニューリン破
壊株のそれぞれからの可溶性及び膜画分を二次元電気
泳動で解析し発現タンパク質を比較した．その結果，
カルシニューリン欠損で発現量が減少したタンパク質
31種類，増加したタンパク質　17種類，等電点が変化
したタンパク質　11種類が検出された．

３．低分子量GTP結合タンパク質Rabファミリーである
Ypt3/Its5の機能解析を行った．Its5は細胞質分裂，細
胞壁形成、および液胞の融合などの生理機能に重要な
役割を果たすことが明らかとなり，カルシニューリン
が細胞内輸送系の制御に重要な役割を果たしているこ
とが示唆された (5).

４．細胞隔壁形成に関与するタンパク質リン酸化酵素
Its10/Cdc7の機能解析を行った．その結果，カルシニ
ューリンがseptation initiation network経路をターゲッ
トにして機能することが示唆された．この結果より，
カルシニューリンは隔壁形成とcell separationの両方の
ステップで重要な役割を果たしていることが示唆され
た(6)．

５．カルシニューリン依存性発現を示すZinc finger型転
写因子Prz1の機能解析を行った．Prz1はカルシニュー
リンにより脱リン酸化され核内に移行し，Pmc1 Ca2+
ポンプの発現を調節して，Ca2+ホメオスタシスに関与
することが示唆された．さらに，prz1破壊株とカルシ
ニューリン破壊株の解析から，カルシニューリンシグ
ナリングカスケードには少なくとも２つの経路が存在
することが示唆された (7)．
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〈国内外での成果の位置づけ〉
研究代表者らは免疫抑制薬感受性変異体を用いた研究

成果によりカルシニューリンの分子遺伝学的及び分子生
物学的研究において世界をリードしている．また，谷口
寿章博士（理研播磨）との共同研究により研究代表者ら
は分裂酵母のプロテオーム解析の成果を挙げている．こ
れまでに出芽酵母のプロテオーム解析で約1,500種類のタ
ンパク質を同定した報告がある．ゲノムサイズを考える
と，分裂酵母全ORF (4,824個)のうちの1,302タンパク質
の同定は世界的レベルであると考えられる．

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
細胞抽出液を二次元電気泳動法で分離する手法では，

発現量の少ないタンパク質の検出は不可能であった．細
胞抽出液をfractionationしSDS-PAGEで分離した後，ゲル
片に切り分ける方法により，検出タンパク質の数は飛躍
的に増加したが，微量発現タンパク質の検出（例えばシ
グナル伝達系タンパク質）は依然として困難である．
三連四重極型質量分析計による解析が困難なため、脱リ
ン酸化およびリン酸化ネットワークの網羅的解析が行え
なかった。

〈今後の課題〉
免疫抑制薬感受性変異体の変異遺伝子同定とその機能

解析を引き続き行う．
カルシニューリン経路により転写調節を受ける遺伝子群
をDNAマイクロアレイを用いて網羅的に解析する．
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