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  序論 

 

 過去数百年の間に、世界的に人類の平均寿命は 2 倍程に延長している。これは医学

医術の進歩、公衆衛生活動の拡大、食生活の改善や社会保障の充実など様々な社会的

な発展に起因した恩恵であるが、一方で社会的な高齢化によって労働力となる人口比

率の減少や医療費の増大など多くの問題も抱えている。現在では、単に平均寿命を延

ばすことではなく、元気よく自立して過ごせる期間を示す健康寿命を延長することが

重要であると考えられており、老化や寿命に関する研究の重要性は高い。寿命の決定

に関与する遺伝子や化合物などの因子を同定し、その寿命制御機構を明らかにするこ

とで、新たな抗老化薬の発見やより良い生活習慣の提案などを介して、健康寿命の延

長、老年疾病の予防など社会への貢献が期待できる。 

ヒトを含むほとんどの生物の寿命は、様々な環境要因や遺伝要因の影響を受け、複

合的に決定される（Guarente, 2000）。寿命を制御する代表的な環境要因としては摂

取カロリーが挙げられる。線虫において摂取カロリーを制限すると寿命が延長し、逆

に増大させると短縮する（Schlotterer, 2009）。カロリー制限は、出芽酵母、線虫、シ

ョウジョウバエ、マウスなど様々な生物の寿命を延長し（Guarente and Kemyon, 

2000）、ヒトの健康寿命に対しても有益な効果を示すことが知られている（Redman, 

2018）。寿命を制御する最も有名な遺伝要因としては出芽酵母からヒトに至るまで保

存されたサーチュイン遺伝子が挙げられる。これは出芽酵母 Saccharomyces 

cerevisiae を用いた研究で NAD+依存性脱アセチル化酵素遺伝子（SIR2 遺伝子）とし

て初めてみつけられた（Imai, 2000）。出芽酵母の SIR2 遺伝子を破壊すると寿命は短

くなり、過剰発現すると寿命は長くなる（Kaeberlein et al, 1999）。サーチュインは

カロリー制限による寿命延長に必要であり（Guarente, 2005）、環境要因と遺伝要因

は必ずしも独立ではない。出芽酵母などのモデル生物を用いた研究によって多くの寿

命関連因子が明らかにされており、これまでに報告された寿命に関与する経路や機構

としては、インスリン経路、酸化ストレス、DNA 修復、ミトコンドリア機能およびア

ポトーシスなどが挙げられる（Carter, 2007; Kenyon, 2010）。 

これまでの研究で、老化した細胞の蓄積が個体の老年疾病や寿命に悪影響を及ぼす

ことがわかっており（McHugh, 2018）、個体レベルでの寿命と同様に細胞レベルでの

寿命に関する制御機構の解明もまた重要である。出芽酵母は、細胞レベルでの研究に
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有用な真核モデル生物であり、世代時間の短さや遺伝子操作の簡便性などの利点か

ら、様々な寿命関連遺伝子の発見に貢献してきた。出芽酵母の寿命には 2 つの定義が

あり、経時寿命および分裂寿命と呼ばれている。経時寿命は、細胞が増殖しない状態

で生存することができる時間（生存期間）と定義され、神経細胞のような非分裂細胞

における寿命モデルと考えられてる（Maclean, 2001）。分裂寿命は、1 つの母細胞が

死ぬまでに生む娘細胞の数（分裂回数）と定義され、分裂の活発な細胞の寿命モデル

となる（Guarente, 2000）。この細胞の分裂回数の限界は、ヒト細胞ではヘイフリッ

ク限界と呼ばれる。出芽酵母では、多くの遺伝子が真核生物でよく保存されている

（Kaeberlein, 2001）。加えて、出芽酵母はヒトなどの培養細胞とは異なり非対称に分

裂するため、母細胞と娘細胞の違いが明瞭であり、寿命の測定が簡便かつ正確に行え

る利点がある。そのため、出芽酵母はヒトなどの真核生物のモデルとして、特に分裂

寿命研究において有用なモデル生物である。 

生物において、栄養状態、pH および浸透圧などの環境の変化への対応は生存に不

可欠である。リン酸の一価または二価のアニオンである無機リン酸は、DNA および脂

質膜合成、高エネルギーリン酸エステルの生成およびタンパク質のリン酸化や脱リン

酸化による細胞内シグナル伝達のような細胞機能に必須である。血中のリン酸濃度の

上昇などは、マウスやショウジョウバエの寿命を短縮し（Bergwitz, 2012; Kuro-o, 

2010）、ヒトにおいてもリン酸の恒常性の破綻（リン酸の過多や過少）は、疾病や寿

命短縮の原因となる可能性がある（Bergwitz, 2013）。しかし、リン酸がどのように寿

命に関与するのか未だ明らかとなっていない。 

出芽酵母も非常に高い環境への適応性をもち、十分なリンを維持するため、酵母は

PHO システムと呼ばれるリン酸飢餓に応答する遺伝的な調節回路を有している

（Lenburg, 1996; Oshima, 1997; Persson, 2003）。低リン酸条件下では、転写因子

Pho4p によってリン酸飢餓応答遺伝子（PHO 遺伝子）が発現し、リン酸飢餓に対応

する（図 0-1）。Pho4p は DNA 結合ドメインとタンパク質相互作用に働く HLH モチ

ーフを有する転写因子であり（Berben, 1990）、ホメオドメインタンパク質である

Pho2p と共にリン酸飢餓応答遺伝子の転写を活性化する（Vogel, 1989）。高リン酸条

件下では、Pho80p（サイクリン）と Pho85p（サイクリン依存性キナーゼ）の複合体

が Pho4p をリン酸化し、Pho4p はリン酸化されることで Pho2p との結合が弱まり、

DNA への結合活性が低下する。また、リン酸化された Pho4p は核外輸送因子 Msn5p
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との親和性が高まり核から細胞質へ移行するのでリン酸飢餓応答遺伝子の転写は抑え

られる（Komeili, 1999）。低リン酸条件では、Pho80p-Pho85p 複合体は Pho81p によ

って不活性化されている。よって、Pho4p はリン酸化されず核内輸送因子である

Pse1p によって核内に移行し、リン酸飢餓応答遺伝子の発現が誘導される（Vogel, 

1989; Kaffman,1994）。 

PHO 遺伝子には、分泌型酸性ホスファターゼ（APase）遺伝子（PHO5 、

PHO11 、PHO12 ）や高親和性リン酸トランスポーター遺伝子（PHO84 、

PHO89 ）などが含まれ（Petersson, 1999; Wykoff ,2001; Serra-Cardona, 2014）、そ

れらの発現によってリン酸飢餓に対応している（Lenburg, 1996: Oshima, 1997）。リ

ン酸トランスポーターのうち、高親和性の Pho84p および Pho89p が主に低リン酸条

件下での無機リン酸の取り込みを担う（Bun-ya,1991; Serra-Cardona, 2014）。低親和

性リン酸トランスポーターである Pho87p、Pho90p、および Pho91p は、細胞外無機

リン酸濃度に関わらず、構成的に発現している（Tamai, 1985）。Pho84p は低親和性

リン酸トランスポーターよりも細胞外無機リン酸に対して約 10〜100 倍低い Km 値を

有する (Martinez, 1998: Serrano, 2002)。培地中の無機リン酸濃度が低下すると、

PHO84 と PHO89 遺伝子が発現される（Petersson, 1999; Lagerstedt, 2002）。細胞

外のリン酸濃度が上昇すると高親和性リン酸トランスポーターPho84p の分解が起こ

ることが知られている（Pratt et al,2004）。Pho84p は細胞膜から取り除かれ、その

後、液胞で分解されると言われているが詳しい機構は分かっていない（Lagerstedt, 

2002; Persson, 2003）。リン酸トランスポーターによって取り込まれた無機リン酸の

一部は、VTC（Vacuolar Transporter Chaperone）複合体によってポリリン酸とな

り、液胞に貯蔵される。それにより、液胞のポリリン酸がリン酸飢餓条件でのリン酸

の蓄えとして働く（Kulaev, 1979; Kulaev, 1983; Kulaev, 2000）。実際に、低リン酸条

件下に細胞を移すと、液胞のポリリン酸含量の急速な減少がみられる（Kulaev, 

1999）。この貯蔵されたポリリン酸は、ポリリン酸ホスファターゼ（Ppn1p、Ppn2p

と Ppx1p）によって分解され、無機リン酸に変換される（Oshima, 1997; Lichko, 

2000; Lichko, 2008; Gerasimaitė, 2017）。 

本研究室の先行研究によって、出芽酵母を用いてリン酸による寿命制御が検討され

た（丸橋翼修士論文, 2017; Nakajima, 2020）。高リン酸条件（無機リン酸濃度: 11 

mM）と低リン酸条件（無機リン酸濃度: 0.22 mM）の合成培地における野生型株の分
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裂寿命に差はみられず、環境中のリン酸濃度は酵母の分裂寿命に影響しなかった。し

かし、リン酸飢餓応答を負に制御する PHO80 と PHO85 遺伝子をそれぞれ破壊する

と短寿命となった。これらの遺伝子破壊株では、高リン酸条件においてもリン酸飢餓

遺伝子の転写因子 Pho4p がリン酸化されず、リン酸飢餓応答遺伝子が過剰に発現して

いる。そのため、リン酸飢餓応答遺伝子の過剰な発現が短寿命を引き起こすと考えら

れ、短寿命の pho80 破壊株において、破壊することで寿命を回復させるリン酸飢餓応

答遺伝子が探索された。pho80 破壊株においてすべての APase 遺伝子（PHO3、

PHO5、PHO11、PHO12 ）を破壊しても分裂寿命は回復せず、APase の過剰発現が

pho80 破壊株の短寿命原因ではなかった。しかし、興味深いことに、野生型株におい

て 4 つの APase 遺伝子をすべて破壊した APase 四重破壊株は、野生型株に対して約

70%の短寿命となることを見出した。本博士論文研究では、APase がどのように酵母

の分裂寿命を制御するのかを解明することを目指した。 
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図 0-1. 出芽酵母のリン酸飢餓応答 

 酸性ホスファターゼが細胞外の有機リン酸を脱リン酸化し、無機リン酸を生成す

る。リン酸トランスポーターが無機リン酸を細胞内に取り込む。ポリリン酸ポリメラ

ーゼ複合体、細胞質の無機リン酸からポリリン酸を生成し液胞に貯蔵する。 
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第 1 章 分泌型酸性ホスファターゼは分裂寿命の維持に必要である 

 

第 1 節 緒言 

本研究室の先行研究によって、出芽酵母を用いてリン酸による寿命制御が検討され

た（丸橋翼修士論文, 2017; Nakajima, 2020）。高リン酸条件（無機リン酸濃度: 11 

mM）と低リン酸条件（無機リン酸濃度: 0.22 mM）の合成培地における野生型株の分

裂寿命に差はなく、環境中のリン酸は酵母の寿命に影響しなかった。しかし、リン酸

飢餓応答を負に制御する PHO80 および PHO85 遺伝子をそれぞれ破壊すると短寿命

となることが見出された。これらの遺伝子破壊株では高リン酸条件においてもリン酸

飢餓遺伝子の転写因子 Pho4p がリン酸化されないため、核内に留まる。それによっ

て、高リン酸条件にも関わらず、リン酸飢餓応答遺伝子が過剰に発現している。その

ため、リン酸飢餓応答遺伝子の過剰な発現が短寿命を引き起こすと考え、pho80 破壊

株および pho85 破壊株の短寿命の原因遺伝子が探索された。pho80 破壊株におい

て、出芽酵母がもつ 4 つすべての酸性ホスファターゼ（APase）遺伝子を破壊しても

寿命の回復は見られなかった。従って、APase の過剰発現が pho80 破壊株の短寿命

原因ではないことが示されたが、興味深いことに、これら 4 つの APase 遺伝子をすべ

て破壊した APase 四重破壊株は、野生型株に対して約 70%の短寿命となった。 

APase は全分子量の約半分が糖鎖によって構成される糖タンパク質であり

（Kozulic, 1984）、細胞壁と細胞内膜の間のペリプラズムに局在する他、細胞外にも

分泌される（Oshima, 1984; Semenova, 1986）（図 1-1）。APase には、リン酸飢餓に

よって発現が誘導される PHO5 、PHO11 、PHO12 遺伝子と、チアミン（ビタミン

B1）飢餓によって発現が誘導される PHO3 遺伝子がある（Oshima, 1997; Lemire, 

1985; Nosaka, 1989）。出芽酵母がもつ 4 つすべての APase はアミノ酸配列レベルで

約 80％の相同性を有している（図 1-2）。また、APase は基質特異性が広く、リン酸

抑制性 APase 活性の約 90％を占める Pho5p（Svaren, 1997）は、グルコース 6 リン

酸、ヌクレオチド、ATP など幅広い低分子化合物を脱リン酸化する（Andreeva, 

2019; Kennedy, 2005）。Pho3p はチアミンリン酸に高い親和性をもち、オルトリン酸

（orthoP）およびチアミンを生成する（Nosaka, 1990）。従って、APase の生物学的

機能は、細胞外の有機リン酸（Po）化合物を脱リン酸化して、細胞に無機リン酸

（Pi）を供給することであると考えられている。 
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酵母の分泌型 APase は、細胞外の Po 化合物の脱リン酸化を介して Pi を細胞に供給

するため、APase の欠損によって細胞外からの供給される Pi 量が減少し、分裂寿命が

短くなると予想した。また、APase 四重破壊株が短寿命であることをみつけたもの

の、どの APase が寿命に関与するのかわかっていない。本章では、細胞外の Po 化合

物の有無や Pi 濃度が APase 破壊株の寿命に影響を及ぼすかを調べた。加えて、4 つ

の APase のうちどの APase が分裂寿命に関与しているのかを調べた。 
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図 1-1. 出芽酵母の酸性ホスファターゼ 

 リン酸飢餓によって、Pho4p を介して PHO5、PHO11、PHO12 は発現が誘導され

る。チアミン欠乏によって、Thi2p を介して PHO3 は発現が誘導される。 
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Pho3p            MFKSVVYSVLAAALVNAGTIPLGELADVAKIGTQEDIFPFLGGAGPYFSFPGDYGISRDLPEGCEMKQLQMLARHGERYPTYSKGATIMK     1-90 

Pho5p            MFKSVVYSILAASLANAGTIPLGKLADVDKIGTQKDIFPFLGGAGPYYSFPGDYGISRDLPEGCEMKQLQMVGRHGERYPTVSLAKTIKS     1-90 

Pho11p           MLKSAVYSILAASLVNAGTIPLGKLSDIDKIGTQTEIFPFLGGSGPYYSFPGDYGISRDLPESCEMKQVQMVGRHGERYPTVSKAKSIMT     1-90 

Pho12p           MLKSAVYSILAASLVNAGTIPLGKLSDIDKIGTQTEIFPFLGGSGPYYSFPGDYGISRDLPESCEMKQVQMVGRHGERYPTVSKAKSIMT     1-90 

                 *:**.***:***:*.********:*:*: ***** :*******:***:**************.*****:**:.******** * . :* . 

 

Pho3p            TWYKLSNYTRQFNGSLSFLNDDYEFFIRDDDDLEMETTFANSDNVLNPYTGEMDAKRHAREFLAQYGYMFENQTSFPIFAASSERVHDTA     91-180 

Pho5p            TWYKLSNYTRQFNGSLSFLNDDYEFFIRDDDDLEMETTFANSDDVLNPYTGEMNAKRHARDFLAQYGYMVENQTSFAVFTSNSKRCHDTA     91-180 

Pho11p           TWYKLSNYTGQFSGALSFLNDDYEFFIRDTKNLEMETTLANSVNVLNPYTGEMNAKRHARDFLAQYGYMVENQTSFAVFTSNSNRCHDTA     91-180 

Pho12p           TWYKLSNYTGQFSGALSFLNDDYEFFIRDTKNLEMETTLANSVNVLNPYTGEMNAKRHARDFLAQYGYMVENQTSFAVFTSNSNRCHDTA     91-180 

                 ********* **.*:************** .:******:*** :*********:******:********.******.:*::.*:* **** 

 

Pho3p            QYFIDGLGDQFNISLQTVSEAMSAGANTLSAGNACPGWDEDANDDILDKYDTTYLDDIAKRLNKENKGLNLTSKDANTLFAWCAYELNAR     181-270 

Pho5p            QYFIDGLGDQFNITLQTVSEAESAGANTLSACNSCPAWDYDANDDIVNEYDTTYLDDIAKRLNKENKGLNLTSTDASTLFSWCAFEVNAK     181-270 

Pho11p           QYFIDGLGDKFNISLQTISEAESAGANTLSAHHSCPAWDDDVNDDILKKYDTKYLSGIAKRLNKENKGLNLTSSDANTFFAWCAYEINAR     181-270 

Pho12p           QYFIDGLGDKFNISLQTISEAESAGANTLSAHHSCPAWDDDVNDDILKKYDTKYLSGIAKRLNKENKGLNLTSSDANTFFAWCAYEINAR     181-270 

                 *********:***:***:*** ********* ::**.** *.****:.:***.**..****************.**.*:*:***:*:**: 

 

Pho3p            GYSDVCDIFTEDELVRYSYGQDLVSFYQDGPGYDMIRSVGANLFNATLKLLKQSETQDLKVWLSFTHDTDILNYLTTAGIIDDKNNLTAE     271-360 

Pho5p            GYSDVCDIFTKDELVHYSYYQDLHTYYHEGPGYDIIKSVGSNLFNASVKLLKQSEIQDQKVWLSFTHDTDILNFLTTAGIIDDKNNLTAE     271-360 

Pho11p           GYSDICNIFTKDELVRFSYGQDLETYYQTGPGYDVVRSVGANLFNASVKLLKESEVQDQKVWLSFTHDTDILNYLTTIGIIDDKNNLTAE     271-360 

Pho12p           GYSDICNIFTKDELVRFSYGQDLETYYQTGPGYDVVRSVGANLFNASVKLLKESEVQDQKVWLSFTHDTDILNYLTTIGIIDDQNNLTAE     271-360 

                 ****:*:***:****::** *** ::*: *****:::***:*****::****:** ** **************:*** *****:****** 

 

Pho3p            YVPFMGNTFHKSWYVPQGARVYTEKFQCSNDTYVRYVINDAVVPIETCSTGPGFSCEINDFYDYAEKRVAGTDFLKVCNVSSVSNVTELT     361-450 

Pho5p            YVPFMGNTFHRSWYVPQGARVYTEKFQCSNDTYVRYVINDAVVPIETCSTGPGFSCEINDFYDYAEKRVAGTDFLKVCNVSSVSNSTELT     361-450 

Pho11p           HVPFMENTFHRSWYVPQGARVYTEKFQCSNDTYVRYVINDAVVPIETCSTGPGFSCEINDFYDYAEKRVAGTDFLKVCNVSSVSNSTELT     361-450 

Pho12p           HVPFMENTFHRSWYVPQGARVYTEKFQCSNDTYVRYVINDAVVPIETCSTGPGFSCEINDFYGYAEKRVAGTDFLKVCNVSSVSNSTELT     361-450 

                 :**** ****:***************************************************.********************** **** 

 

 

Pho3p            FYWDWNTTHYNDTLLKQ     451-467 

Pho5p            FYWDWNTTHYNASLLRQ     451-467 

Pho11p           FFWDWNTKHYNDTLLKQ     451-467 

Pho12p           FFWDWNTKHYNDTLLKQ     451-467 

                 *:*****.*** :**:* 

図 1-2. 出芽酵母の 4 つの酸性ホスファターゼのアミノ酸配列の比較 

* :すべての酸性ホスファターゼでアミノ酸が保存されていることを示す。 

: :アミノ酸の性質が同じであることを示す。 

. :アミノ酸の性質が似ていることを示す。 

無印 :アミノ酸が保存されておらず、性質も類似していないことを示す。 

ホスファターゼに典型的な RHGXRXP モチーフと HD モチーフは黄色で示した。 
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第 2 節 材料と方法 

 

使用菌株とプライマー

本章において用いた出芽酵母菌株を表に示した。遺伝子の破壊には、PCR によ

り増幅した薬剤耐性（KanMX ）および栄養選択 （Candida glabrata HIS3 

[CgHIS3 ], CgLEU2, CgURA3 ）マーカー遺伝子を用いた相同組み換え法（Wach, 

1994）により作製した。また、本章において使用したプライマーを表に示した。



表 1-1 第 1 章で使用した菌株 

Strain Genotype 

BY4742 MATα ura30 leu20 his30 lys20 

BY2-pho3 MATα pho3::kanMX ura30 leu20 his30 lys20 

BY2-pho5 MATα pho5::kanMX ura30 leu20 his30 lys20 

BY2-pho11 MATα pho11::kanMX ura30 leu20 his30 lys20 

BY2-pho12 MATα pho12::kanMX ura30 leu20 his30 lys20 

BY2-pho3-5 MATα pho3-pho5::kanMX ura30 leu20 his30 lys20 

BY2-pho3-5-11 
MATα pho3-pho5::kanMX pho11::kanMX ura30 leu20 his30 
lys20 

BY2-pho3-5-12 
MATα pho3-pho5::kanMX pho12::kanMX ura30 leu20 his30 
lys20 

BY2-pho3-11-12 
MATα pho3::kanMX pho11::CgHIS3 pho12::CgLEU2 ura30 
leu20 his30 lys20 

BY2-pho5-11-12 
MATα pho5::kanMX pho11::kanMX pho12::kanMX ura30 
leu20 his30 lys20 

BY2-APQ 
MATα pho3-pho5::kanMX pho11::CgHIS3 pho12::CgLEU2 
ura30 leu20 his30 lys20 

BY2-APQ-TpPHO5 
MATα pho3-pho5::kanMX pho11::CgHIS3 pho12::CgLEU2 
ura30::[URA3, TDH3p-PHO5-3HA] leu20 his30 lys20 
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表 1-2 第 1 章で使用したプライマー 



使用培地

YPD 培地は酵母を培養するための完全培地として用い、50 g の YPD Broth

Name of primers Sequence Gene 

For construction of gene knockout and overexpression strain 

 
PHO3-

PHO5KOf 

GGTATTTATTTATATTTGCAATATTATTTATTTAT

ACAATCACAGGAAACAGCTATGACC 
PHO3 

 PHO3KOf 
AAAAATACTACAGTAAAGAAAGGGCCATTCCAA

ATTACCTGTTGTAAAACGACGGCCAGT 
PHO3 

 
PHO3-

PHO5KOr 

AGAACAACAACAAATAGAGCAAGCAAATTCGA

GATTACCAGTTGTAAAACGACGGCCAGT 
PHO5 

 PHO11KOf 
AACAACAGCAAAGAGAGCAAGAACATCATCAG

AAATACCACACAGGAAACAGCTATGACC 
PHO11 

 PHO11KOr 
TCATAATTAGTTTCTAAAATTACATAATCATATT

ATCTATGTTGTAAAACGACGGCCAGT 
PHO11 

 PHO12KOf 
AACAACAGCAAAGAGAGCAAGAACATCATCAG

AAATACCACACAGGAAACAGCTATGACC 
PHO12 

 PHO12KOr 
TATTTAGTTTCTAAAATTACATAAATCATATTAG

GTCTATGTTGTAAAACGACGGCCAGT 
PHO12 

 
TDH3p-

PHO5f 

ACATAAACAAACAAAATGTTTAAATCTGTTGTTT

ATTCAATTTTA 
PHO5 

 
TDH3p-

PHO5r 

AACAGATTTAAACATTTTGTTTGTTTATGTGTGT

TTATTCG 
TDH3 

 PHO5-3HAf 
CTATTGAGACAATAGTACCCATACGATGTTCCTG

A 
3HA 

 PHO5-3HAr 
AACATCGTATGGGTACTATTGTCTCAATAGACTG

GCG 
PHO5 

For confirmation of gene knockout and overexpression strain 

 PHO3Cr TTATACGGGAGCTCCGATATCTATTTCAGC PHO3 

 PHO5pf GGAATTCCCGAAAGTTGTATTCAACAA PHO5 

 PHO11Cr ATAGAGTAATCACATACTGCGCCTTTGTGC  PHO11 

 PHO12Cr CTGTGTTTGTTGTTCCAACTTGGTACTTCTC  PHO12 

 PHO5RTf TCGTGGTGTGCATTTGAAGTGAACG PHO5 

 PHO5RTr CTGGACCCTCATGGTAATAAGTGTG PHO5 

 APaseRTf TGGTACGTTCCACAAGGTGCTC PHO3/5/11/12 

 APaseRTr CTGCTGACGTTACAGACCTTTAGG PHO3/5/11/12 
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（Difco）を加えて作製した。寿命測定用に用いる際は、成分の偏りを防ぐため、脱イ

オン水 1 L あたり Yeast extract（Difco）を 10 g、Peptone（Difco）を 20 g、

Dextrose（和光純薬）を 20 g 加えて作成した。 

YPD-Pi 培地は、低無機リン酸の完全培地として用い、脱イオン水 500 mL ほどに

Yeast extract（Difco）を 10 g、Peptone（Difco）を 20 g、1M 硫酸マグネシウム（和

光純薬）水溶液を 10 mL、28％アンモニア水（和光純薬）を 10 mL を加え、1 時間放

置後、濃塩酸（和光純薬）で pH5.8 に合わせ、脱イオン水で 1 L にメスアップした。

リン酸イオンは硫酸マグネシウムイオンとアンモニアイオンと反応して、リン酸マグ

ネシウムアンモニウムが沈殿として生じる。この反応を利用して YPD 培地から無機リ

ン酸を取り除いた後、塩酸で pH を調整した。 

 高リン酸合成培地は、有機リン酸化合物を含まない高無機リン酸培地として用い、

脱イオン水 1 L あたり Dextrose を 20 g、L-アスパラギン（和光純薬）を 2.0 g、4×

high Pi stock soln.を 250 mL 加えて、そこに栄養要求性に応じたアミノ酸や核酸を添

加し、オートクレーブした。オートクレーブ後に×1000 vitamin mix を 1 mL 加え

た。合成培地には、YPD 培地と異なり組成が明白であること、リン酸濃度を自由に調

整できるなどの利点がある。 

4×high Pi stock soln.は脱イオン水 1L あたりにリン酸二水素カリウム（和光純

薬）を 6 g、硫酸マグネシウム七水和物（和光純薬）を 2 g、塩化カルシウム二水和

物（和光純薬）を 1.32 g、KI 溶液（10 mg/mL）を 0.1 mL、×1000 trace metal を

4.0 mL 加えた。 

×1000 vitamin mix は脱イオン水 1 L あたりにニコチン酸（ナカライテスク）を

0.2 g、ピリドキシン（ナカライテスク）を 0.2 g、チアミン（ナカライテスク）を

0.2 g、パントテン酸（ナカライテスク）を 0.2 g、イノシトール（ナカライテスク）

を 10 g、ビオチン（ナカライテスク）を 0.02 g 加えてフィルター濾過滅菌した。 

×1000 trace metal は脱イオン水 1 L あたりにホウ酸（ナカライテスク）を 0.6 

g、硫酸マグネシウム七水和物（和光純薬）を 0.3 g、硫酸亜鉛（ナカライテスク）

を 3.0 g、硫酸銅（Ⅱ）（ナカライテスク）を 0.4g、塩化鉄（Ⅲ）（ナカライテスク）

を 2.5 g、モリブデン酸ナトリウム（ナカライテスク）を 0.25 g 加えてオートクレ

ーブした。 

KI 溶液（10 mg/mL）は脱イオン水 10 mL あたりにヨウ化カリウム（和光純薬）
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を 100 mg 加えた。 

低リン酸合成培地は、有機リン酸化合物を含まない低無機リン酸培地として用い、

脱イオン水 1 L あたり Dextrose を 20 g、L-Asparagine を 2.0 g、4×high Pi stock 

soln.を 5 mL、4×low Pi stock soln.を 250 mL 加えて、そこに栄養要求性に応じたア

ミノ酸や核酸を添加し、オートクレーブした。オートクレーブ後に×1000 vitamin 

mix を 1 mL 加えた。 

  4×low Pi stock soln.は脱イオン水 1L あたりに塩化カリウム（和光純薬）を 6.0 

g、硫酸マグネシウム七水和物を 2.0 g、塩化カルシウムを 1.32 g、を分けて溶かし

た。いずれかの溶液に KI 溶液（10 mg/ml）を 0.1 mL 加え、オートクレーブし

た。オートクレーブ後にすべての溶液を混ぜ、×1000 trace metal を 4.0 mL 加え

た。 

G418（ジェネティシン）耐性株選択培地（YPD 培地+G418）は、YPD をオートク

レーブ後、65℃以下になったら G418（50 mg/mL）を終濃度 200 µg/mL になるよう

に加えた。kanMX で形質転換した株は G418 耐性をもつ。 

最少培地（SD 培地）は、脱イオン水 1 L あたり、Dextrose を 20 g、Yeast 

Nitrogen Base w/o Amino Acids（Difco）を 6.7 g 加え、栄養要求性に応じたアミノ酸

や核酸を添加した。 

添加する場合のアミノ酸や核酸の量(脱イオン水 1 L あたり)を下記に示した。 

L-Arginine（ナカライテスク）0.02 g、L-Methionine（ナカライテスク）0.02 g、

L-Tyrosine（ナカライテスク）0.03 g、L-Isoleucine（ナカライテスク）0.03 g、L-

Lysine（ナカライテスク）0.03 g、L-Phenylalanine（和光純薬）0.06 g、L-Valine

（ナカライテスク）0.15 g、L-Threonine（和光純薬）0.2 g、L-Tryptophan（ナカ

ライテスク）0.04 g、Uracil（ナカライテスク）0.02 g、L-Leicone（和光純薬）

0.04 g、L-Histidine（ナカライテスク）0.02 g、Adenine（和光純薬）0.04 g 

胞子形成誘導培地（Spo 培地）は、脱イオン水 1 L あたり、酢酸カリウム（ナカラ

イテスク）を 5.0 g 加えた。 

 培地はすべて 121℃にて 20 分間のオートクレーブ（BS-325, TOMY）により滅菌し

た。寒天平板培地の場合は 1 L あたり 20 g の Agar（Difco）を加えた。 
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ポリメラーゼ連鎖反応（polymerase chain reaction: PCR）法による DNA 断片の増

幅 

PCR チューブに PrimeSTAR GXL DNA Polymerase（1.25 U /µL）を 0.5 µL、5×

PrimeSTAR GXL Buffer を 5µL、forward primer（10 µM）を 0.75 µL 、reverse 

primer（10 µM）を 0.75 µL 、2 mM dNTPs を 2 µL、鋳型 DNA（10-50 ng/mL）を

1 µL 加え、滅菌水を反応液量が合計 25 µL になるよう加えた。この反応液をサーマル

サイクラー（PCR Thermal Cycler Dice, TaKaRa）にセットし、98℃ 10 秒と 68℃  

1 分/kbp の反応を 30～40 回繰り返した。DNA 断片の両端には、酵母のゲノムと相同

な配列を 40bp もつように作成した。この DNA 断片を用いて、相同組み換えにより酵

母のゲノム遺伝子の破壊やゲノムへの遺伝子の導入を行った。 

 

アガロース電気泳動 

Agarose S（ニッポンジーン）を 1×TAE 溶液（ニッポンジーンの 50×TAE を希

釈）で加熱溶解させて固めたアガロースゲルを使用した。アガロースは検出するバン

ドの大きさに応じて 1%(<1kbp)もしくは 2%(>1kbp)になるように加えた。アガロース

ゲルは十分に固まった後、冷蔵庫で 5 分以上冷却した。DNA 試料に対して 6×Loding 

buffer（ナカライテスク）を混合してアプライした。電気泳動後はエチジウムブロマ

イド(ナカライテスク)水溶液で 10 分以上染色してトランスイルミネーター(AE-

6911CX 型プリントグラフ CX、ATTO)で DNA のバンドを確認した。DNA 断片の分

子量の推定には予想される DNA 断片の大きさに応じて Gene Ladder 100（2、1.5、

1、0.9、0.8、0.7、0.6、0.5、0.4、0.3、0.2、0.1 kbp、和光純薬.）または 1 kbp 

DNA ladder （10、9、8、7、6、5、4、3、2、1 kbp、ナカライテスク）をサイズマ

ーカーとして使用した。 

 

形質転換法による酵母遺伝子破壊および過剰発現株の構築 

出芽酵母の形質転換は酢酸リチウム法により実施した。2 mL の YPD 液体培地に酵
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母を植菌し、30℃で一晩振盪培養した。その培養液を 5 mL の YPD 液体培地に 2％植

菌し、OD600が 1.0±0.2 になるまで 30℃で振盪培養した。丸底チューブに移し、室温

で 2,000 rpm、5 分間遠心分離し、上清を取り除いた。5 mL の滅菌水に懸濁し、再度

室温で 2,000 rpm、5 分間遠心分離し、上清を取り除いた。100 mM 酢酸リチウム

（SIGMA)を 500 µL 加え、1.5 mL エッペンドルチューブに移して 14,000 rpm、10

秒間遠心分離した。上清を取り除き、50 % ポリエチレングリコール（SIGMA) 240 

µL、1.0 M 酢酸リチウム 36 µL、2.0 mg/mL キャリア DNA （Deoxyribonucleric 

Acid Sodium Salt from Salmon Spermary, 和光純薬)25 µL、DNA 溶液またはプラス

ミド DNA 23 µL、滅菌水 47 µL を順番に加えてボルテックスでよく混合した。30℃

で 30 分保温し、その後 42 ℃で 20 分間ヒートショックした。懸濁液を 14,000 rpm、

10 秒間遠心分離し、上清を取り除いた。薬剤耐性マーカー（kanMX など）をマーカ

ーとして使用する場合、沈殿に YPD を 1 mL 加えて懸濁後、丸底チューブに移して 1

時間、30℃で浸とう培養した。栄養要求性マーカー(Candida glabrata の HIS3 

[CgHIS3 ]、CgLEU2、CgURA )を使用した場合は、培養を挟まず細胞を集菌し、滅

菌水 100 µL に懸濁した。懸濁液を適切な選択培地にプレーティングビーズ（Bac’

n’Roll Beads, ニッポンジーン）を用いて塗布し、30℃で培養した。 

 

四分子解析による多重変異株の構築 

二倍体のコロニーを胞子形成誘導培地に塗り、3～7 日 25℃で静置した。胞子形成

を確認後、1.5 mL エッペンドルチューブに分注した 10 µL の Zymolyase（酵母の細

胞壁を溶解する）酵素溶液 （0.3 mg/mL）に細胞を懸濁し、30℃で 5 分間反応させ

た。反応液を YPD 寒天培地に 5 µL 滴下し、マイクロマニピュレーター（光学顕微

鏡:OLYMPUS BX51、マニピュレーター（粗動用）:ナリシゲ MMN-1、三次元ジョイ

スティック油圧マイクロマニピュレーター（懸架式）:ナリシゲ MMO-202ND、針:シ

ンガー）を用いて胞子嚢を解剖し、四分子を 1 つずつ分けた。胞子細胞を 30℃で 3 日

間生育させ、コロニーを形成させた。得られたコロニーを YPD 寒天培地に並べて、
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30℃で一晩培養した。 

 

コロニーPCR による遺伝子型解析 

PCR チューブに Tks Gflex DNA Polymerase（1.25 U /µL）を 0.2 µL、2×Gflex 

PCR Buffer を 5 µL、forward primer（10 µM）を 0.25 µL、reverse primer（10 

µM）を 0.25 µL、滅菌水を反応液量が合計 10 µL になるよう加えた。PCR 反応液に

直接コロニーを少量懸濁し、この反応液をサーマルサイクラー（PCR Thermal Cycler 

Dice, TaKaRa）にセットし、94℃で 1 分の変性後、98℃ 10 秒と 68℃ 30 秒/kbp の

反応を 30~40 回繰り返した。 

 

DNA 塩基配列の決定 

ゲノムへの遺伝子導入時など必要に応じて、シーケンシングによって DNA 配列を

決定した。PCR 産物 4.5 µL に ExonucleaseⅠ（GE Healthcare）0.25 µL と Alkaline 

phosphatase （GE Healthcare）0.25 µL 加えた。PCR 産物中の過剰なプライマーを

消化し、未反応の dNTP を脱リン酸化するために、37℃で 30 分反応させて、

ExonucleaseⅠと Alkaline phosphatase を失活させるために 80℃で 15 分反応させて

から氷冷した。これを鋳型 DNA とし、直接塩基配列の決定に用いた。シーケンスサ

ンプルの調整には Big Dye Terminator（Applied Biosystems ver.3.1）を使用した。

Big Dye Premix1.0 µL、5×buffer（Applied Biosystems）3.5 µL、1 µM プライマー

3.2 µL、鋳型 DNA 2 µL に、全量が 20 µL なるよう滅菌水を加えた。サーマルサイク

ラーを用い、96℃で 1 分間の変性後、96℃ 10 秒、50℃ 5 秒、60℃ 4 分の反応を 30

回繰り返した。DNA クリーナー（和光純薬）もしくは一般的なプロトコールのエタノ

ール沈殿によって蛍光ターミネーターを除去した。使用方法は説明書に従った。反応

液と等量の DNA クリーナーを加えて懸濁し、10 分間静置した。12,000 rpm で 10 分

間遠心分離し、ピペッティングにより上清を取り除いた。70%エタノールを反応液の

2 倍量加えて 10 秒間ボルテックスを用いて懸濁した。12,000 rpm で 10 分間遠心分離
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を行い、ピペッティングにより上清を取り除き、風乾させた。沈殿を 20 µL の Hi-Di

ホルムアミド（Applied Biosystems）に溶解し、94℃で 2 分間の熱処理後、すばやく

氷冷した。この溶液を 8 連 PCR チューブに移し、シークエンサー（ABI PRISM 

3100 ジェネティックアナライザー、 Applied Biosystems）を用いて DNA 塩基配列

を決定した。 



酸性ホスファターゼ活性染色

酸性ホスファターゼ活性を検出する酵母株を高リン酸培地に並べて 30℃で保温し生

育させておいた。0.2 g の Bacto Agar（Difco）を 10 mL の滅菌水で加熱融解したもの

に、10 mg の-ナフチルリン酸二ナトリウム n 水和物（和光純薬）と 0.1 g の Fast 

blue salt B（SIGMA）を含む 10 mL の 0.1 M 酢酸緩衝液（pH4.0）を加え、軽くか

き混ぜた。これを染色液とし、形質転換体コロニーの上に重層した。-ナフチルリン

酸がホスファターゼによって脱リン酸化されることでナフトールが生成し、ナフトー

ルが Fast Blue Salt B とジアゾカップリング反応を起こし、赤く発色する。そのた

め、酢酸によって酸性となった条件では酸性ホスファターゼを産生しているコロニー

のみ赤色に染まる。 

 

分裂寿命測定 

-80℃で保存していたグリセロールストックを YPD 培地に画線して 30℃で 2 日間培

養し、シングルコロニーを形成させた。kanMX 遺伝子を用いた遺伝子破壊株の場合

は YPD+G418 培地に画線した。このシングルコロニーを YPD 培地に塗り拡げ、30℃

で 1 日培養した。測定開始日の前日の午後 5 時に、少量の細胞を爪楊枝でかきとっ

て、測定に使用する培地の隅に塗り拡げ、30℃で一晩培養した。翌朝、マイクロマニ

ピュレーター（光学顕微鏡:OLYMPUS BX51、マニピュレーター（粗動用）:ナリシゲ 

MMN-1、三次元ジョイスティック油圧マイクロマニピュレーター（懸架式）:ナリシ

ゲ MMO-202ND、針:シンガー）を用いて、ステージの目盛りを目安にして 5 目盛間

隔で 6 行 8 列の 48 箇所に、出芽しかかっている酵母細胞を 3 細胞ずつ配置した。
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30℃で 2 時間培養した後、出芽した娘細胞を残して、母細胞を取り除いた。この娘細

胞を母細胞として分裂寿命を測定した。酵母細胞は 30℃で培養し、世代時間に合わせ

約 2 時間ごとに母細胞から出芽した娘細胞を取り除いてその細胞数を数えた。培地の

乾燥を防ぐために、滅菌水で濡らしたガーゼをプレートのふたの内側に置き、プレー

トにパラフィルムを巻いて封をした。1 日の測定は培養時間と作業時間を合わせて 9

時間ほど行い、1 日の測定終了後は娘細胞の出芽を防ぐために 4℃で保存した。翌日の

測定は 30℃で 30 分以上培養してから開始した。母細胞が 3 日以上出芽しなければ死

んだと判断した。死んだ母細胞から娘細胞が出芽していた場合、マイクロマニピュレ

ーターで取り除くことができなくても数を数え、出芽回数に加えた。48 細胞の分裂寿

命測定を 2 回行い、合計 96 細胞の平均の出芽回数を分裂寿命とした。得られた結果

に対して Wilcoxon の順位和検定を行い、p 値が 0.01 未満のときに有意差があると判

断した。 

 

細胞内全ポリリン酸とオルトリン酸定量 

OD600=1 に達した溶液 10 mL を集菌し、1.5 mL エッペンドルフチューブに移し

た。500 µL の 0.1% TritonX-100 を加え、500 µL のジルコニアビーズを加えたスクリ

ューキャップ付き 2 mL チューブ（TOMY、TM-625S）に移した。ビーズ破砕機

（Micro SmashTM MS-100R）にて細胞破砕（3,000 rpm、 5 分、4℃、1 回）し

た。細胞が破砕されたことを顕微鏡で確認し、細胞懸濁液から 50 µL をオルトリン酸

定量用に 1.5 mL チューブに分注した。分注した細胞懸濁液 50 µL（1 OD 分）を遠心

分離（13,000 rpm、5 分、4℃）し、水層画分（上清）を新しい 1.5 mL エッペンドル

フチューブに移し、オルトリン酸抽出液とした。残り 450 µL の細胞懸濁液に 5 µL の

1 M Tris-HCl（pH 8.0）、10 µL の 0.5 M EDTA、10 µL の 5 M LiCl、25 µL の 10% 

SDS と 500 µL の acid phenol を加え、再度、Micro SmashTM MS-100R （3,000 

rpm、 5 分、4℃）にかけた。遠心分離（14,000 rpm、 5 分、 4℃）の後、水層画

分（上層）を新しい 1.5 mL エッペンドルフチューブに移した。500 µL のクロロホル

ムを加えて vortex で 30 秒間混合し、遠心分離（14,000 rpm、 5 分、 4℃）の後、

水層画分（上層 約 200 µL）を新しい 1.5 mL エッペンドルフチューブに移した。2.5
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倍量の 99.5%冷エタノールを加え、-20℃にて 3 時間以上静置した後、遠心分離

（14,000 rpm、 10 分、 4℃）にて、沈殿を回収した。0.5 mL の 70%冷エタノール

を加えてリンスした後、遠心分離（14,000 rpm、 5 分、 4℃）して溶液をできるだ

け取り除き、沈殿を風乾（約 30 分）させる。沈殿に 50 µL の TE/SDS buffer（10 

mM Tris-HCl [pH7.4]）、1 mM EDTA、0.1% SDS を加えて vortex で懸濁し、Nano 

Drop TM Light（Thermo Fisher Scientific）で RNA 濃度を測定した。15 µL の 2 M

過塩素酸水溶液に、5 µgRNA 相当の抽出液を加え、TE/SDS buffer を追加し 30 µL に

調製した。そして、ヒートブロック（Cool Thermo Unit  CTU-N: TAITEC）で加水

分解（30 分、90℃）した。その後、70 µL の滅菌水を加えて全量 100 µL のポリリン

酸抽出液とした。標準リン酸水溶液（800 µM）を適当な buffer （ポリリン酸：0.3M 

過塩素酸水溶液 /オルトリン酸；0.1% TrironX-100）で 10 倍希釈して 80 µM のリン

酸水溶液を作製した。その溶液を希釈し、80µM、40µM、20µM および 0µM のリン

酸標準液の希釈系列を調製した。BIOMOL green（リン酸定量試薬 : Enzo）を 200 

µL ずつ分注しておいた 1.5 mL エッペンドルフチューブに、20 µL の希釈した標準リ

ン酸溶液および試料を加えて軽く転倒混和し、室温にて 20 分間反応させた。20 分

後、A620値を測定し、リン酸濃度を決定した。 
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第 3 節 結果 

 

第 1 項 出芽酵母の APase 遺伝子四重破壊株は短寿命である 

まず初めに、APase 四重破壊株が APase 活性をもたないことを確認するため、4 つ

の APase 遺伝子の破壊をすべて組み合わせた株を作製し、それらの株の APase 活性

を評価した（図 1-3）。APase 活性の確認には、培地中のリン酸量を厳密に制御でき、

リン酸飢餓応答系による寿命制御に関する先行研究で使用していた合成培地を使用し

た。APase 活性染色を行ったところ、以前の報告（Nosaka, 1990; Toh-e,1973）と同

様に、高リン酸（11 mM）条件下では野生型 PHO3 遺伝子をもつ株のコロニーは赤く

染色された。低リン酸（0.22 mM）条件下では野生型 PHO5 遺伝子をもつ株のコロニ

ーは真っ赤に染色され、APase 遺伝子の破壊を重ねる毎に、染色の程度は低下してい

った。APase 四重破壊株はリン酸濃度に関わらず正常に生育したが、いずれの培地で

も全く染色されなかった。これらの結果から、APase 四重破壊株が APase 活性をもた

ないこと、また APase をコードする遺伝子がこれら 4 つのみであることを確認した。 

次に、APase が分裂寿命に及ぼす影響を知るため、すべての APase を破壊した

APase 四重破壊株の分裂寿命を測定した。表現型が表れるとしたら、低リン酸条件で

より顕著であると予想した。しかし、APase 四重破壊株は、低リン酸および高リン酸

合成培地の両方で、同程度の短寿命を示した（図 1-4、表 1-3）。これらの結果は、

APase 遺伝子が分裂寿命の維持に必要であること、そして、細胞外の Pi 濃度が

APase 破壊株の寿命に影響しないことを示した。 
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図 1-3.  高リン酸および低リン酸合成培地における APase 遺伝子破壊株の APase 活

性染色 

野生型株および APase 遺伝子の破壊を組み合わせた株を、高リン酸（無機リン酸濃

度: 11 mM）および低リン酸（無機リン酸濃度: 0.22 mM）培地にそれぞれ植菌し

30℃で培養した。翌日、それらを同様の培地に再度植菌した。翌日、APase 活性染色

した。酸性ホスファターゼを産出しているコロニーは、その程度に応じて赤色に染ま

る。 
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図 1-4. 合成培地における APase 四重破壊株の寿命曲線 

高リン酸合成培地（無機リン酸濃度 11 mM）および低リン酸（無機リン酸濃度: 

0.22 mM）合成培地において、野生型株と APase 四重破壊株の分裂寿命を測定した。

横軸に世代数、縦軸に生存率をプロットしたグラフを示した。WT、High Pi（―、平

均寿命 24.3 ± 11.0）、WT、Low Pi（―、平均寿命 24.3 ± 10.5）、pho3,5,11,12、

High Pi（―破線、平均寿命 15.6 ± 4.4）、pho3,5,11,12、Low Pi（―破線、平均寿命 

17.0 ± 4.7） Pi は無機リン酸を表す。 
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表 1-3 第 1 章における分裂寿命測定結果 

Relevant genotype 

Averaged  

lifespan 

(Generations) 

± SD 

Maximum 

lifespan 

(Generations) 

P valuea) 

Synthetic high-Pi medium      

 Wild type 24.3 ± 11.0 53 - 

 pho3 24.9 ± 6.9 37 2.9E-01 

 pho5 26.7 ± 9.4 52 1.1E-01 

 pho11 22.6 ± 8.7 43 5.0E-01 

 pho12 23.0 ± 8.1 42 8.4E-01 

 pho3 pho5 21.6 ± 9.3 41 2.6E-01 

 pho3 pho5 pho11 20.6 ± 7.4 34 1.1E-01 

 pho3 pho5 pho12 20.6 ± 7.2 39 1.0E-01 

 pho3 pho11 pho12 21.8 ± 5.2 34 4.8E-01 

 pho5 pho11 pho12 20.4 ± 8.0 45 6.0E-02 

 pho3 pho5 pho11 pho12 15.6 ± 4.4 28 7.3E-10 

 
pho3 pho5 pho11 pho12 
[TDH3p-PHO5] 

19.9 ± 7.0 37 2.0E-02 

Synthetic low-Pi medium    

 Wild type 24.3 ± 10.5 47 - 

 pho3 pho5 pho11 pho12 17.0 ± 4.7 29 1.2E-03 

YPD medium    

 Wild type 25.0 ± 9.1 40 - 

 pho3 pho5 pho11 pho12 16.9 ± 4.7 32 1.2E-07 

Pi-depleted YPD medium      

 Wild type 25.2 ± 6.7 41 - 

 pho3 pho5 pho11 pho12 15.8 ± 4.1 24 8.9E-12 

a) Wilcoxon rank-sum 検定を用いて、野生型株 BY4742 に対する p 値を算出した。TDH3p-は

過剰発現（OE）を示す。 
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第 2 項 APase 破壊株の短寿命は環境中のリン酸濃度に依存しない 

上記の分裂寿命測定に用いた合成培地は、APase の基質となる Po 化合物を一切含

まない。そのため、APase 破壊株の短寿命が、合成培地に特有な現象ではないことを

確かめるために、酵母の培養において最も一般的であり、APase の基質となる Po 化

合物を含む YPD 完全培地と YPD-Pi 培地（ほとんどの Pi を除去した YPD 培地）に

おいても APase 破壊株の寿命を測定したところ、合成培地での結果と同様に有意な短

寿命を示した（図 1-5、表 1-3）。以前に報告したように、野生型株の寿命は、環境中

の Pi 濃度に関わらず正常であった（Nakajima, 2020）。これらの結果から、APase 四

重破壊株の短寿命は、細胞外の Po 化合物の脱リン酸化および Pi の生成の欠陥による

ものではなく、環境中の Po 化合物および Pi の濃度に依存しないことが示された。 

APase の破壊による細胞内のリン酸量の変動を調べたところ、高リン酸および低リ

ン酸合成培地において、細胞内のオルトリン酸およびポリリン酸量は APase 四重破壊

株と野生型株で同程度であった（図 1-6）。このように、APase は細胞内のリン酸レベ

ルの維持には寄与しておらず、細胞外の有機リン酸化合物の脱リン酸化や細胞内の無

機リン酸レベルの制御ではなく、新規の機構を介して寿命に関与すると予想した。 
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図 1-5. YPD および YPD-Pi 培地における APase 四重破壊株の寿命曲線 

YPD および YPD-Pi 培地において、野生型株と APase 四重破壊株の分裂寿命を測

定した。横軸に世代数、縦軸に生存率をプロットしたグラフを示した。WT、

YPD(―、平均寿命 26.1 ± 9.3）、WT、YPD-Pi（―、平均寿命 28.6 ± 11.1）、

pho3,5,11,12、YPD（―破線、平均寿命 16.9 ± 4.7）、pho3,5,11,12、YPD-Pi（―破

線、平均寿命 15.8 ± 4.1） Pi は無機リン酸を表す。 

 

  



29 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-6. APase 四重破壊株の細胞内オルトリン酸およびポリリン酸量 

高リン酸（無機リン酸濃度: 11 mM）および低リン酸（無機リン酸濃度: 0.22 mM）

合成培地において、野生型株と APase 四重破壊株の細胞内オルトリン酸（無機リン

酸）およびポリリン酸をリン酸定量キット（BIOMOL Green）によって測定した。1

つの菌株について 3 回測定し、その平均と、標準誤差を示した。Student-T 検定から

野生型株に対する有意差を求めた。高リン酸培地における野生型株と APase 四重破壊

株の細胞内オルトリン酸量の p 値は、1.2 x 10-1であった。 ns=有差なし 
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第 3 項 4 つの APase は分裂寿命制御に関して重複した役割をもつ 

出芽酵母のすべての APase はアミノ酸配列レベルで約 80％の相同性を有してお

り、基質特異性は広い（Andreeva, 2019; Kennedy, 2005）。一方で、Pho3p はチアミ

ンリン酸に高い親和性をもつなど特異性の違いも報告されている（Nosaka, 1990）。

従って、寿命制御に特異的な APase が存在する可能性を考えた。そこで、４つの

APase 遺伝子のうち、どの APase が分裂寿命の維持に貢献するかを検討した。高リン

酸合成培地では、単一遺伝子破壊株は野生型株と同等の正常な寿命を示し（図 1-7、

表 1-3）、様々な組み合わせの二重および三重破壊株も、野生型株との有意な差は認め

られなかった（図 1-8、表 1-3）。したがって、すべての APase を破壊したときにの

み、短寿命となることが明らかとなった。 

本研究で作成した APase 四重破壊株の寿命短縮が他の遺伝子変異によるものではな

いことを確認するために、構成的かつ強い転写活性をもつ TDH3 （グリセルアルデヒ

ド−３−リン酸デヒドロゲナーゼ）プロモーターの制御下に連結した PHO5 遺伝子を 4

重破壊株の ura3 遺伝子座に組み込んだ。この PHO5 相補株は、高リン酸培地でも

APase 活性を有し、低リン酸培地での野生型と同程度の活性を示した（図 1-3）。この

PHO5 相補株は、pho3 pho11 pho12 の 3 重破壊株と同程度にまで分裂寿命が回復し

た（図 1-9、表 1-3）。従って、APase 四重破壊株の短寿命は、APase 遺伝子の欠損が

原因であり、4 つの分泌型 APase は分裂寿命の維持において共通の機能をもつことが

示された。 
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図 1-7. 高リン酸合成培地における APase 遺伝子単独破壊株の分裂寿命曲線 

高リン酸合成培地（無機リン酸濃度: 11 mM）において、野生型株、pho3 遺伝子破

壊株、pho5 遺伝子破壊株、pho11 遺伝子破壊株と pho12 遺伝子破壊株の分裂寿命を

測定した。横軸に世代数、縦軸に生存率をプロットしたグラフを示した。WT（―、平

均寿命 24.3 ± 11.0）、pho3（―、平均寿命 21.5 ± 8.1）、pho5（―、平均寿命 

26.7 ± 9.4）、pho11（―、平均寿命 22.6 ± 8.7）、pho12（―、平均寿命 21.3 

± 8.2） 
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図 1-8. 高リン酸合成培地における APase 遺伝子二重および三重破壊株の分列寿命曲

線 

 高リン酸合成培地（無機リン酸濃度: 11 mM）において、pho3,5 遺伝子破壊株、

pho3,5, 11 遺伝子破壊株、pho3,5,12 遺伝子破壊株、pho3,11,12 遺伝子破壊株と

pho5,11,12 遺伝子破壊株の分裂寿命を測定した。野生型株は以前測定したものを使用

した。横軸に世代数、縦軸に生存率をプロットしたグラフを示した。WT（―、平均寿

命 24.3 ± 11.0）、pho3,5（―、平均寿命 21.6 ± 9.3）、pho3,5,11（―、平均寿

命 21.0 ± 7.5）、pho3,5,12（―、平均寿命 20.6 ± 7.2）、pho3,11,12（―、平均

寿命 21.8 ± 5.2）、pho5,11,12（―、平均寿命 19.9 ± 7.0） 
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図 1-9. 高リン酸合成培地における APase 遺伝子四重破壊株および PHO5 相補株の分

裂寿命曲線 

高リン酸合成培地（無機リン酸濃度: 11 mM）において、APase 四重破壊株に PHO5 

遺伝子を導入した株の分裂寿命を測定した。野生型株および pho3,11,12 遺伝子破壊

株と APase 四重破壊株は以前測定したものを使用した。横軸に世代数、縦軸に生存率

をプロットしたグラフを示した。WT（―、平均寿命 24.3 ± 11.0）、pho3,11,12

（―、平均寿命 21.8 ± 5.2）、pho3,5,11,12（―、平均寿命 15.6 ± 4.4）、

pho3,5,11,12  +PHO5（―、平均寿命 19.9 ± 7.0） 
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第 3 節 考察 

APase 四重破壊株は細胞外のリン酸濃度に関わらず短寿命であり、細胞内のリン酸

量は野生型株程度であった。APase が細胞外の Po 化合物の脱リン酸化による Pi の生

成以外の役割を介して分裂寿命に関与することが示された。つまり、APase は細胞外

だけでなく、細胞内でも機能している可能性がある。APase は細胞外に分泌されるだ

けでなく、ペリプラズム空間にも存在することが知られているため（Oshima, 

1997）、APase はペリプラズム空間もしくはその近傍の細胞表層において、おそらく

内因性の細胞内基質の脱リン酸化を介して分裂寿命の維持に関与している可能性があ

る。 

高リン酸合成培地において、リン酸抑制性 APase（Pho5p, Pho11p, Pho12p）の発

現は抑えられるため、APase 活性はチアミン抑制性 APase（Pho3p）に由来する。

pho3 破壊株が高リン酸合成培地にて APase 活性をほとんど示さなかったにも関わら

ず、APase 四重破壊株だけが顕著な短寿命であった。これは、APase 活性染色法では

検出できない程、ごく少量の APase が寿命に関与している可能性がある。今回の実験

において APase 活性染色では、-ナフチルリン酸を APase の基質として用いた。

APase は一般に基質特異性が広いとされてはいるが、 -ナフチルリン酸と実際の寿命

に関与している基質に対する APase の特異性も異なる可能性がある。そのため、高リ

ン酸培地において、正常な寿命を有する pho3 破壊株の APase 活性がほとんど検出さ

れなかったのかもしれない。 
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第 2 章 イノシトール六リン酸合成酵素遺伝子 IPK1 の破壊により APase 破壊株の 

短寿命は回復する 

 

第 1 節 緒言 

これまで、APase は細胞外の Po 化合物を脱リン酸化することで Pi を供給すると考

えられていた。しかし、第 1 章の結果より、APase は細胞外の Po 化合物の脱リン酸

化による Pi の供給を介さずに細胞の分裂寿命を維持することが明らかとなり、APase

が細胞内において分裂寿命を制御する可能性が示唆された。本章では、APase 破壊株

の短寿命の原因を知るために、短寿命の原因として知られる、ストレス感受性の増

加、呼吸能の欠損、ゲノムの不安定化や代謝の変動などの表現型を検討した。また、

APase は細胞外に分泌される他に、ペリプラズム空間に局在している。従って、

APase の寿命に関与する基質がペリプラズム空間に存在する可能性を考え、ペリプラ

ズムに存在する低分子化合物のキナーゼに着目し、寿命への関与について調査した。

さらに、APase のオルソログの基質に着目し、寿命への関与について検討した。 

 

第 2 節 材料と方法 

第 1 章で記述したものについては省略する。 

 

使用菌株とプライマー

本章において用いた出芽酵母菌株を表に示した。本章において使用したプライマ

ーは表に示した。



表 2-1 第 2 章で使用した菌株 

Strain Genotype 

BY4742 MATα ura30 leu20 his30 lys20 

BY2-APQ 
MATα pho3-pho5::kanMX pho11::CgHIS3 pho12::CgLEU2 
ura30 leu20 his30 lys20 

BY2- fob1 MATα fob1::CgHIS3 ura30 leu20 his30 lys20 

BY2-APQ-fob1 
MATα pho3-pho5::kanMX pho11::CgHIS3 pho12::CgLEU2 
fob1::CgURA3 ura30 leu20 his30 lys20 

BY2-ldb19 MATα ldb19::kanMX ura30 leu20 his30 lys20 

BY2-yap1 MATα yap1::kanMX ura30 leu20 his30 lys20 
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BY2-hog1 MATα hog1::kanMX ura30 leu20 his30 lys20 

BY2-rnr1 MATα rnr1::kanMX ura30 leu20 his30 lys20 

BY4742-0 MATα rho0 ura30 leu20 his30 lys20 

BY2-TpLSB6 MATα TDH3p-LSB6::CgURA3 ura30 leu20 his30 lys20 

BY2-TpSTT4 MATα TDH3p-STT4::CgURA3 ura30 leu20 his30 lys20 

BY2-TpMSS4 MATα TDH3p-MSS4::CgURA3 ura30 leu20 his30 lys20 

BY2-ipk1 MATα ipk1::CgURA3 ura30 leu20 his30 lys20 

BY2-APQ-ipk1 
MATα pho3-pho5::kanMX pho11::CgHIS3 pho12::CgLEU2 
ipk1::CgURA3 ura30 leu20 his30 lys20 

BY2-TpIPK1 MATα TDH3p-IPK1::CgURA3 ura30 leu20 his30 lys20 

BY2-APQ-TpIPK1 
MATα pho3-pho5::kanMX pho11::CgHIS3 pho12::CgLEU2 
TDH3p-IPK1::CgURA3 ura30 leu20 his30 lys20 

BY2-arg82 MATα arg82::kanMX ura30 leu20 his30 lys20 

BY2-kcs1 MATα kcs1::kanMX ura30 leu20 his30 lys20 

BY2-vip1 MATα vip1::kanMX ura30 leu20 his30 lys20 

BY2-TpKCS1 MATα TDH3p-KCS1::CgURA3 ura30 leu20 his30 lys20 

BY2-APQ-TpKCS1 
MATα pho3-pho5::kanMX pho11::CgHIS3 pho12::CgLEU2 
TDH3p-KCS1::CgURA3 ura30 leu20 his30 lys20 

BY2-TpVIP1 MATα TDH3p-VIP1::CgURA3 ura30 leu20 his30 lys20 

BY2-APQ-TpVIP1 
MATα pho3-pho5::kanMX pho11::CgHIS3 pho12::CgLEU2 
TDH3p-VIP1::CgURA3 ura30 leu20 his30 lys20 
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表 2-2 第 2 章で使用したプライマー 

Name of primers Sequence Gene 

For construction of gene knockout and overexpression strain 

 IPK1KOf 
AATTGTCAGAGATAAGTTCCTTTTTTGAAAAGA
AAGATCGCACAGGAAACAGCTATGACC 

IPK1 

 IPK1KOr 
GCATCTGCCAGTACCAAAGGTGGAAAGAAAAGT
ATACAGTGTTGTAAAACGACGGCCAGT 

IPK1 

 
TDH3p-
IPK1r 

CAATCAGTATATTTGCCCCACCACGTCCGATGA
CTTGCATTTTGTTTGTTTATGTGTGTT 

IPK1 

 KCS1KOf 
TTTTTATTTTTTGTATATATAAAACTAAAGCTAAA
AGACTCACAGGAAACAGCTATGACC 

KCS1 

 
TDH3p-
KCS1r 

TATCGGGTATTTTATCATGAATTTCGTGAGAGGT
ATCCATTTTGTTTGTTTATGTGTGTT 

KCS1 

 VIP1KOf 
CAAAAGCATCTCGTAGCATATTAATATATTGCAG
AAGGTCCACAGGAAACAGCTATGACC 

VIP1 

 
TDH3p-
VIP1r 

CCTCATCAGATTCAATCGGTTCCTTCTTTATCCC
ACTCATTTTGTTTGTTTATGTGTGTT 

VIP1 

 KO-TDH3pf 
GTTTTACAACAACTTTATTTAGTCAAAAAATTAG
C 

TDH3 

 
KO-
TDH3pr 

TGACTAAATAAAGTTGTTGTAAAACGACGGCCA
GT 

 - 

 FOB1KOf 
TTAACGATTGTGTGAGTGTGAATTTGTGCTGAG
GATAACACACAGGAAACAGCTATGACC 

FOB1 

 FOB1KOr 
ACCTATGGTGACTCCTCCTTTCATTCTATCCTAC
ATATTAGTTGTAAAACGACGGCCAGT 

FOB1 

 LSB6KOf 
CATAAAGTGAACTAGACACTTTCAAGAAGCCAA
CCAAAGCCACAGGAAACAGCTATGACC 

LSB6 

 
TDH3p-
LSB6r 

GATTTACGGTATGATCATGCTGGTAAGCTTCGT
TACTCATTTTGTTTGTTTATGTGTGTT 

LSB6 

 STT4KOf 
GATAACTACAGCAATCGAAAACGCCACTCGTTT
AAGGCAGCACAGGAAACAGCTATGACC 

STT4 

 
TDH3p-
STT4r 

TTAAAGATGAAGAGGCTTTCAATCCTCTGGTAA
ATCTCATTTTGTTTGTTTATGTGTGTT 

STT4 

 MSS4KOf 
TTGCCCTATATCGCTTTTCCCTATCAATAGTTTC
TAACTCCACAGGAAACAGCTATGACC 

MSS4 

 
TDH3p-
MSS4r 

GCGGTACAACTGAAGGAGGTTGTGATCGCAAG
ACTGACATTTTGTTTGTTTATGTGTGTT 

MSS4 
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

ストレス感受性試験

様々なストレスに対する感受性はスポットアッセイによって観察した。1 mL の YPD

液体培地に酵母を植菌し、30℃で一晩振盪培養した。その培養液全量を 1.5 mL エッペ

ンドルチューブに移し、13,000 rpm、1 分間遠心分離した。1 mL の滅菌水で洗浄後、

1 ml の滅菌水に懸濁し、OD600を測定した。その後、OD600が 5 になるように希釈した。

For confirmation of gene knockout and overexpression strain 

 IPK1Cf AATGTGATGTAAAAGGCACGTAGGAAAGCG IPK1 

 IPK1RTf TTGGCCCGATCTGTTATCATC IPK1 

 IPK1RTr CACTGAGAATTGGCCTTATAGCTTC IPK1 

 ARG82Cf TCTCAGAAGTAGGCTGGGTAACTAAGTATC ARG82 

 KCS1Cf TCCAACAAAAGGGAAAATCCCAGTTTGACC KCS1 

 KCS1RTf GCAACTCTTTATCACCCATTCTCAC KCS1 

 KCS1RTr TTCGTTTCCCGTATCTTCATCC KCS1 

 VIP1Cr TTAATGTGCTCTGACGCATATCCTTATGGC VIP1 

 VIP1KOf 
CAAAAGCATCTCGTAGCATATTAATATATTGCAG
AAGGTCCACAGGAAACAGCTATGACC 

VIP1 

 VIP1RTf GGATCGCCCCATTTACCTC VIP1 

 VIP1RTr CACATACCCCAATCTTCCCTACC VIP1 

 LDB19Cr TAACAAAGCTATGTACCTACGACG LDB19 

 YAP1Cf CGTTTACCGATTAAGCACAGTACCTTTACG YAP1 

 HOG1Cr CATAAGTGACGGTTCTTGGAGTC HOG1 

 RNR1Cr 
ATAGGTACCTTTTAGCTTGGCATTAGAATGGAA
AC 

RNR1 

 FOB1Cf CCAGAGTATCTTTACCCCCACATTCAATA FOB1 

 LSB6Cr CATGAATCCGCTAAGATCTGTTTGG LSB6 

 LSB6RTf AAGTGGGTCGTACTTTGTGTATGG LSB6 

 LSB6RTr GTTCCTCATCCTTGGGCTTG LSB6 

 STT4Cr AAATGGCTTGGCACAATCGAGAATC STT4 

 STT4RTf ACGACAAAGCAGGTATCAACAGAG STT4 

 STT4RTr AAATAGTGTGCCCTCGAAATGG STT4 

 MSS4Cr TATTAGCTAGCGTGGCTTATGCAAG MSS4 

 MSS4RTf TTTCCACCACACTTAGACATTCAC MSS4 

 MSS4RTr TTCGCCAACCTTTCTTTATCC MSS4 
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OD600=5 から 5 倍希釈を 5 回行い、6 段階の希釈系列を作製した。スタンプピンを用い

て全段階（OD600=5,1,0.2,0.04,0.008,00016）を各条件（4 mM H2O2 [ 酸化ストレス ]、

1 M ソルビトール[ 浸透圧ストレス ] 、100 mM ヒドロキシウレア[ DNA 複製ストレ

ス] ）の YPD 培地（プレート）において 30℃で培養し、熱ストレス条件は、YPD 培地

において、40℃で培養した。 



呼吸能の確認

 YPD 培地と、グリセロールを炭素源とした YPGly 培地に酵母を塗り広げ、30℃で培

養し、生育を確認した。 

グリセロールは非発酵性の炭素源であるため、発酵しかできない呼吸欠損株はYPGly

培地においてエネルギー（ATP）を生成できず生育することができない。そのため、

YPGly 培地での生育によって呼吸能を有するかを判断した。 

 

1H-核磁気共鳴(1H-NMR)法を用いたメタボローム解析 

 1 mM TSP を含む重水（D2O）で作製した 600 µL の 0.1 M リン酸カリウムバッフ

ァー（pH 7.0）を集菌した酵母細胞に加え懸濁し、200 µL のジルコニアビーズが入っ

た 2 mL スクリューキャップ付きチューブに移した。ビーズスマッシャー（Micro 

Smash MS-100R、TOMY）を用いて 3,000rpm、4℃、5 分間の条件で細胞を十分に

破砕した。細胞破砕溶液を 13,000 rpm、5 分間遠心し上清を 560 µL 回収後、NMR

試料管（PS-001-7、SHIGEMI)に移し、NMR 解析（JNM-ECS400、JEOL）に用い

た。1H-NMR のスペクトルは、90 度パルス幅、データ採取時間 0.8 秒、5 kHz の観測

範囲で、共鳴周波数 500 MHz で 65,536 データポイントを得た。パルスの繰り返し時

間は 5 秒とし、積算回数は 64 回とした。測定の間は 25 ℃を保持した。ケミカルシフ

ト値は内部標準物質である TSP のシグナルを基準とし 0.0 ppm に設定した。このと

き、TSP のピークを見て測定の精度を判断した。明らかに形の崩れているデータやピ

ークの先が割れているデータは再測定した。1H-NMR 法により得られたデータは

ALICE for Metabolome（日本電子株式会社）を用いてデータ処理した。それぞれの

スペクトルを 0.04 ppm 幅に分割し、領域内のすべてのシグナルを積分して絶対値表
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示で数値化した。4.40～5.50 ppm の領域は軽水（H2O）のシグナルを含んでいるため

データから取り除いた。スペクトルデータ全体の積分値の合計を 100 とした。同様に

1.18～1.22 ppm と 3.58～3.70 ppm はエタノールの領域シグナルを含んでいるためデ

ータから取り除いた。その結果、スペクトルから 217 個の変量が得られた。0.04 ppm

幅に分割した各変量をスペクトルデータ全体の積分値を足した合計で割り標準化し、

得られた結果を菌株ごとに平均値を出した。1H-NMR 法により得られたスペクトルデ

ータを SIMCA-P+12.0.1（Umetrics）を用いて主成分分析と判別分析によって解析を

した。主成分分析では、まず多変量のなかで分散が一番大きい軸を第一主成分という

合成変量とし、次に第一主成分軸の位置から 90 度の直交座標のなかで分散の最も大き

い軸を第二主成分とする。さらに第二主成分軸の位置から 90 度の直交座標のなかでも

最も分散の大きい軸を第三主成分軸とする。この作業を繰り返し、合成変量をできる

限り高くする。そして、最も高い組み合わせの二つの合成変量でグラフ（スコアプロ

ット）を作成した。 

 

ゲノムの安定性試験 

ADE2 遺伝子を破壊した株に pASZ11 プラスミドを形質転換する。形質転換体を

YPD 液体培地 10 mL で 24 時間培養し、それを 3 回繰り返す。YPD 寒天培地に塗布

し、プラスミドの欠失した赤色のコロニーとプラスミドの欠失していない白色のコロ

ニーの比率を計算する。ゲノムが不安定になっている場合、プラスミドの欠失頻度が

高くなる。 

 

リボソーム DNA 領域の安定性試験 

 東京大学定量生命科学研究所（小林武彦先生、細山田舜研究員）との共同研究により

行った。リボソーム DNA（rDNA）リピートの安定性は、パルスフィールド電気泳動

によって、rDNA リピートを含む XII 染色体の長さの均質性を決定することによって

推定した（Kobayashi, 2017）。 
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第 3 節 結果 

 

第 1 項 APase 破壊株における短寿命に関連する表現型の解析 

APase 四重破壊株の短寿命の原因を知るため、分裂寿命との関連が知られているい

くつかの表現型を調べた。まず、APase 破壊株は、熱ストレス（40℃）、酸化ストレ

ス（4 mM H2O2）、浸透圧ストレス（1 M ソルビトール）、DNA 複製ストレス（100 

mM ヒドロキシウレア）などに対し感受性がないか調べた。ストレス感受性株は分裂

寿命が短くなる例があるため（Kruegel, 2011）、APase 破壊株のストレス条件におけ

る生育を評価した。それぞれのストレスに対して感受性をもつコントロール株とし

て、lbd19（熱ストレス）、yap1（酸化ストレス）、hog1（浸透圧ストレス）、rnr1

（DNA 複製ストレス）破壊株を使用した。しかし、いずれのストレス条件において

も、APase 破壊株は、野生型株と同程度の生育を示した（図 2-1）。従って、APase 破

壊株は上記のストレスに対して感受性ではないと結論した。 

第 2 に、APase 破壊株におけるミトコンドリア機能を確認した。ミトコンドリアの

機能不全は短寿命を引き起こすことが知られているため（Yi, 2018）、呼吸能を指標に

ミトコンドリア機能を評価した。炭素源としてグルコースの代わりに好気的呼吸での

み利用可能なグリセロールを使用すると、ミトコンドリアをもたない株（0）は生育

できない（図 2-2）。このグリセロール培地において、APase 破壊株は野生型株と同様

に生育したため、ミトコンドリア機能は正常であると判断した。 

第 3 に、APase 破壊株のゲノムの安定性を確認した。ゲノムが不安定になると短寿

命となるだけでなく、プラスミドの欠失率が増加することが報告されている（Bru, 

2016）。そのため、プラスミドの欠失率からゲノムの安定性を評価した。APase 破壊

株のプラスミド欠失率は野生型と同程度であり（図 2-3）、ゲノムは安定的に維持され

ていることが示唆された。 

第 4 に、リボソーム DNA（rDNA）領域の安定性についても調査した。酵母におい

て、XII 染色体に位置する rDNA クラスターのコピー数が不安定であると短寿命とな

る（Kobayashi, 2013）。複製フォークのブロックに必要な FOB1 遺伝子を欠損させる

と、rDNA のコピー数は安定化する。APase 破壊株において、FOB1 遺伝子を破壊す

ると、分裂寿命は回復した（図 2-4、表 2-3）。従って、APase 破壊株では rDNA 領域

のコピー数が不安定性であると予想した。しかし、rDNA のコピー数を、XII 染色体
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の長さから実際に確認すると、APase 破壊株の rDNA 領域は野生型株と同程度に安定

であった（図 2-5）。従って、FOB1 の破壊による APase 破壊株の寿命回復は、APase

の欠損による短寿命の原因とは独立した効果によるものであると考えた。 

最後に、APase 破壊株の代謝変動について検討した。短寿命株は代謝変化を伴うこ

とがある。そのため、1H-NMR メタボローム解析によって、APase 破壊株の代謝プロ

ファイルを調べたが、野生型との違いはなく、この解析では寿命に関連した代謝の変

動はみられなかった（図 2-6）。 

以上の結果から、ストレス感受性の増加、呼吸能の欠損、ゲノムおよび rDNA 領域

の不安定化や代謝変動が APase 破壊株の短寿命の原因ではないと結論した。 
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図 2-1. APase 四重破壊株のストレス感受性試験 

様々なストレス条件下における野生型株と APase 四重破壊株の生育観察によって、

ストレスの感受性を試験した。1 M のソルビトール(浸透圧ストレス)、4 mM の過酸化

水素(酸化ストレス)、100 mM のヒドロキシウレア（HU）（DNA 複製ストレス）を含

む YPD 培地プレートに酵母細胞懸濁液をスポットし、その後、熱ストレスとして

30℃および 40℃でインキュベートした。熱ストレス、酸化ストレス、浸透圧ストレ

ス、DNA 複製ストレスについては、それぞれ lbd19、yap1、hog1、rnr1 破壊株をコ

ントロールとして用いた。それぞれ、培地に植菌後 3 日目の生育を比較した。 
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図 2-2. グリセロール合成培地での生育観察による呼吸能の確認 

非発酵性の炭素源であるグリセロールを唯一の炭素源とする高リン酸合成培地で

APase 四重破壊株を培養し、培養 3 日目の生育を比較した。ミトコンドリア DNA を

もたない0変異株は呼吸能を欠損した株は生育することができない。 
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図 2-3. プラスミド欠失率を指標にしたゲノム安定性試験 

ゲノムが不安定にあると、プラスミドの保持能が低下することが知られている

（Bru, 2016）。従って、野生型株および APase 四重破壊株において、プラスミドの欠

失率からゲノムの安定性を評価した。両菌株において、ADE2 遺伝子を破壊した。

ade2 破壊株は、赤色コロニーを形成する。その後、ADE2 遺伝子をもつ pASZ11 プ

ラスミドを用いて形質転換した。 形質転換体を 24 時間増殖させ、プラスミド欠失を

可能にするために YPD 液体培地で 3 回リフレッシュした。 YPD 寒天培地にプレーテ

ィングし、赤色コロニー（ade2：プラスミドの欠損）を計数した。1 つの菌株につい

て 3 回計測し、その平均と、標準誤差を示した。Student-T 検定から野生型株に対す

る有意差を求めた。ns=有意差なし 
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図 2-4. 合成培地における FOB1 を破壊した APase 四重破壊株の分裂寿命曲線 

高リン酸合成培地（無機リン酸濃度: 11 mM）において、FOB1 遺伝子を破壊した

株および APase 四重破壊株において FOB1 を破壊した株の分裂寿命を測定した。

FOB1 を破壊すると、rDNA 領域が安定化することが知られている（Kobayashi, 

1998; Defossez, 1999）。野生型株と APase 四重破壊株は以前測定したものを使用し

た。横軸に世代数、縦軸に生存率をプロットしたグラフを示した。WT（―、平均寿命 

24.3 ± 11.0）、pho3,5,11,12（―、平均寿命 15.6 ± 4.4）、fob1（―、平均寿命 

28.6 ± 7.7）、pho3,5,11,12 fob1（―、平均寿命 30.9 ± 7.9） 
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図 2-5. rDNA 領域の不安定性試験 

rDNA リピートを含む XII 染色体の長さの均一性から rDNA 領域の安定性を推定し

た。 
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図 2-6. 野生型株および APase 四重破壊株の代謝プロファイル 

高リン酸合成培地で培養した酵母を用いた 1H-NMR メタボロームデータの主成分分

析から野生型株と APase 四重破壊株の代謝プロファイルを比較した。 
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表 2-3 第 2 章における分裂寿命測定結果 

Relevant genotype 

Averaged  

lifespan 

(Generations) 

± SD 

Maximum 

lifespan 

(Generations) 

P valuea) 

Synthetic high-Pi medium      

 Wild type 24.3 ± 11.0 53 - 

 pho3 pho5 pho11 pho12 15.6 ± 4.4 28 7.3E-10 

 fob1 28.6 ± 7.7 45 4.3E-03 

 
pho3 pho5 pho11 pho12 
fob1 

30.9 ± 7.9 47 7.5E-05 

 TDH3p-LSB6 25.0 ± 5.8 42 2.0E-01 

 TDH3p-STT4 22.2 ± 7.2 45 4.2E-01 

 TDH3p-MSS4 22.6 ± 7.1 41 6.1E-01 

 ipk1 23.0 ± 9.1 46 6.0E-01 

 
pho3 pho5 pho11 pho12 
ipk1 

20.8 ± 6.7 42 4.8E-02 

 TDH3p-IPK1 14.2 ± 3.5 21 2.4E-09 

 
pho3 pho5 pho11 pho12 
TDH3p-IPK1 

12.6 ± 3.6 22 2.3E-12 

 arg82 22.0 ± 6.9 39 6.0E-01 

 kcs1 6.7 ± 3.2 16 2.3E-19 

 vip1 23.0 ± 7.7 42 7.7E-01 

 TDH3p-KCS1 22.6 ± 6.2 39 8.0E-01 

 
pho3 pho5 pho11 pho12 
TDH3p-KCS1 

22.0 ± 6.9 38 3.8E-01 

 TDH3p-VIP1 23.0 ± 6.1 37 9.6E-01 

 
pho3 pho5 pho11 pho12 
TDH3p-VIP1 

20.9 ± 7.2 39 1.2E-01 

a) Wilcoxon rank-sum 検定を用いて、野生型株 BY4742 に対する p 値を算出した。TDH3p-は

過剰発現（OE）である。 
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第 2 項 ホスファチジルイノシトールリン酸を介した寿命制御の検討 

APase は細胞外に分泌されるだけでなく、ペリプラズム空間に局在する（Oshima, 

1997）。細胞外の有機リン酸化合物は APase の寿命に関与する基質ではなかったの

で、寿命を制御する APase の基質がペリプラズム空間に存在する可能性を考えた。細

胞膜およびその近傍に存在する低分子化合物のキナーゼを探索したところ、ホスファ

チジルイノシトール（PI）やそのリン酸塩であるホスファチジルイノシトール 4-リン

酸（PIP）のキナーゼである Lsb6p、Stt4p と Mss4p がみつかった。そのため、

APase が PIP やホスファチジルイノシトール 4,5-ビスリン酸（PIP2）の脱リン酸化に

関与していると予想した。APase 破壊株の PIP や PIP2の増加が短寿命の原因であれ

ば、PI や PIP キナーゼを過剰に発現させれば、寿命が短くなると考えた。出芽酵母

は、2 つの PI キナーゼ（Lsb6p と Stt4p）と 1 つの PIP キナーゼ（Mss4p）をもって

いる（図 2-7A）（Strahl, 2007）。そのため、野生型株において、LSB6，STT4 ある

いは MSS4 を過剰発現させた株を構築し、分裂寿命を測定した。いずれの過剰発現株

（OE-LSB6、OE-STT4、OE-MSS4 ）も、野生型株と同程度の寿命を示し、寿命が

短くなることはなかった（図 2-7B、表 2-3）。これらの結果は、PIP と PIP2が寿命決

定に関係する APase の基質ではないことを示している。 
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図 2-7. 酵母の PI 代謝経路の模式図と LSB6、STT4 および MSS4 を過剰発現させ

た株の分裂寿命曲線 

(A) PI はホスファチジルイノシトール、PI(4)P1はホスファチジルイノシトール 4 リン

酸、PI(4,5)P2はホスファチジルイノシトール 4,5-二リン酸）を示す。(B) PI のキナー

ゼをコードする LSB6 および STT4 遺伝子、PIP のキナーゼをコードする MSS4 遺

伝子をそれぞれ過剰発現させた株の分裂寿命を測定した。野生型株は以前測定したも

のを使用した。横軸に世代数、縦軸に生存率をプロットしたグラフを示した。WT

（―、平均寿命 24.3 ± 11.0）、OE-LSB6（―、平均寿命 25.0 ± 5.8）、OE-

STT4（―、平均寿命 22.2 ± 7.2）、OE-MSS4（―、平均寿命 22.6 ± 7.1） 

 

 

  

A 

B 
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第 3 項 イノシトールポリリン酸代謝を介した寿命制御の検討 

酵母の APase はヒスチジン酸性ホスファターゼに典型的な RHGXRXP モチーフ

（基質の結合と触媒作用に関与)と HD モチーフ（プロトン供与に関与)をもち（図 1-

2）、multiple inositol polyphosphate（polyP）phosphatase 1（MINPP1）ファミリ

ーに属している。ヒトやマウスの MINPP タンパク質はイノシトールポリリン酸を基

質としており（Chi, 1999）、酵母の Pho5p は細胞外のイノシトール 1,2,3,4,5,6-ヘキサ

キスリン酸（IP6、フィチン酸）を脱リン酸化する（Andlid, 2004）。そのため、

APase 破壊株は、内因性の IP6レベルが上昇し、その結果、寿命が短くなるのではな

いかと考えた。 

IP6は、酵母のイノシトールポリリン酸代謝経路で合成される（図 2-8）。この経路

では、Arg82p が IP3（イノシトール三リン酸）から IP4（イノシトール四リン酸）、

IP4から IP5（イノシトール五リン酸）を生成し、Ipk1p が、IP5から IP6を生成する。

IP6は、Ksc1p および Vip1p によって、さらにリン酸化され、IP7（イノシトール七リ

ン酸）、IP8（イノシトール八リン酸）となる。酵母では、IP6は核から細胞質への

mRNA の輸送に関与する（York, 1999）他、金属イオンに対して強いキレート作用を

もつことが知られている。 

イノシトール 1,3,4,5,6-ペンタキスリン酸（IP5）をイノシトール 1,2,3,4,5,6-ヘキサ

キスリン酸（IP6）にリン酸化するイノシトール 2 キナーゼをコードする IPK1 遺伝子

を破壊すると、IP6が減少すると考えた。そこで、細胞内 IP6の増加が短寿命の原因で

あると仮定した APase 破壊株において IPK1 を破壊したところ、分裂寿命が回復した

（野生型株との有意差: 4.8 x 10-2）（図 2-9、表 2-3）。この寿命の回復が独立した寿命

延長効果ではないことを確かめるため、野生型株においても IPK1 を破壊した。ipk1

破壊株は野生型株程度の寿命であり、寿命は延長されなかった（図 2-9、表 2-3）。さ

らに、細胞内 IP6の増加が期待される IPK1 の過剰発現株では、野生型の寿命を

APase 破壊株の寿命まで有意に短縮した（図 2-10、表 2-3）。IPK1 を過剰発現させて

も、APase 破壊株の寿命に対する加算的な影響はみられなかった。一方、イノシトー

ル 1,4,5 三リン酸（IP3）をリン酸化し、イノシトール 1,3,4,5-テトラキスリン酸

（IP4）を経由して IP5を形成するイノシトールポリリン酸マルチキナーゼをコードす

る ARG82 遺伝子を破壊しても、野生型の寿命には影響を与えなかった（図 2-11、表

2-3）。従って、IP4や IP5の減少が短寿命の原因ではないことがわかった。IP6の合成
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を強化すると野生型株の寿命が短縮されるだけでなく、IP6の合成を止めると APase

破壊株の寿命は回復することから、細胞内 IP6の増加が寿命を短縮し、APase 破壊株

では細胞内 IP6が増加していることが示唆された。 

IP6は、キナーゼ Kcs1p および Vip1p によって、イノシトールピロリン酸塩、ジホ

スホイノシトールペンタキスリン酸塩（IP7または PP-IP5）およびビスジホスホイノ

シトールテトラキスリン酸塩（IP8または[PP]2-IP4）にリン酸化される（図 2-8）

（Mulugu, 2007; Shah, 2017; Steidle, 2016; Ye, 2013）。KCS1 または VIP1 を過剰発

現させると、APase 破壊株の分裂寿命が回復した（野生型株との有意差: 3.8 x 10-1, 

1.2 x 10-1）（図 2-12,13、表 2-3）。野生型株において、KSC1 遺伝子を破壊すると寿

命が劇的に短くなったが、VIP1 遺伝子を破壊しても寿命は変わらなかった（図 2-

14、表 2-3）。これまでの結果に加え、IP6から IP7および IP8の合成の強化によって

も、APase 破壊株の短寿命が回復したことから、細胞内 IP6の増加が短寿命の原因で

あり、APase が細胞内 IP6を脱リン酸化することで分裂寿命を維持すること遺伝学的

に強く支持された。 
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図 2-8. 酵母のイノシトールポリリン酸代謝経路 

PI(4,5)P2はホスファチジルイノシトール 4,5-二リン酸、IPn はイノシトールポリリン

酸を示す。 
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図 2-9. IPK1 を破壊した 野生型株および APase 四重破壊株の分裂寿命曲線 

高リン酸合成培地（無機リン酸濃度: 11 mM）において、IP5から IP6への変換を担

うキナーゼをコードする IPK1 遺伝子を破壊した株および APase 四重破壊株において

IPK1 を破壊した株の分裂寿命を測定した。野生型株と APase 四重破壊株は以前測定

したものを使用した。横軸に世代数、縦軸に生存率をプロットしたグラフを示した。

WT（―、平均寿命 24.3 ± 11.0）、pho3,5,11,12（―、平均寿命 15.6 ± 4.4）、

ipk1（―、平均寿命 23.0 ± 9.1）、pho3,5,11,12 ipk1（―、平均寿命 20.8 ± 

6.7） 
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図 2-10. IPK1 を過剰発現した野生型株および APase 四重破壊株の分裂寿命曲線 

高リン酸合成培地（無機リン酸濃度: 11 mM）において、IPK1 遺伝子を過剰発現し

た株および APase 四重破壊株において IPK1 を過剰発現した株の分裂寿命を測定し

た。野生型株と APase 四重破壊株は以前測定したものを使用した。横軸に世代数、縦

軸に生存率をプロットしたグラフを示した。WT（―、平均寿命 24.3 ± 11.0）、

pho3,5,11,12（―、平均寿命 15.6 ± 4.4）、OE-IPK1（―、平均寿命 14.2 ± 

3.5）、pho3,5,11,12 OE-IPK1（―、平均寿命 12.6 ± 3.6） 
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図 2-11. ARG82 を破壊した株の分裂寿命曲線 

高リン酸合成培地（無機リン酸濃度: 11 mM）において、IP3から IP4、IP4から IP5

への変換を担うキナーゼをコードする ARG82 遺伝子を破壊した株の分裂寿命を測定

した。野生型株は以前測定したものを使用した。横軸に世代数、縦軸に生存率をプロ

ットしたグラフを示した。WT（―、平均寿命 24.3 ± 11.0）、arg82（―、平均寿命 

22.0 ± 6.9） 
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図 2-12. KCS1 を過剰発現した野生型株および APase 四重破壊株の分裂寿命曲線 

高リン酸合成培地（無機リン酸濃度: 11 mM）において、KCS1 遺伝子を過剰発現

した株および APase 四重破壊株において KCS1 を過剰発現した株の分裂寿命を測定し

た。野生型株と APase 四重破壊株は以前測定したものを使用した。横軸に世代数、縦

軸に生存率をプロットしたグラフを示した。WT（―、平均寿命 24.3 ± 11.0）、

pho3,5,11,12（―、平均寿命 15.6 ± 4.4）、OE-KCS1（―、平均寿命 22.6 ± 

6.2）、pho3,5,11,12 OE-KCS1（―、平均寿命 22.0 ± 6.9） 
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図 2-13. VIP1 を過剰発現した野生型株および APase 四重破壊株の分裂寿命曲線 

高リン酸合成培地（無機リン酸濃度: 11 mM）において、VIP1 遺伝子を過剰発現し

た株および APase 四重破壊株において VIP1 を過剰発現した株の分裂寿命を測定し

た。野生型株と APase 四重破壊株は以前測定したものを使用した。横軸に世代数、縦

軸に生存率をプロットしたグラフを示した。WT（―、平均寿命 24.3 ± 11.0）、

pho3,5,11,12（―、平均寿命 15.6 ± 4.4）、OE-VIP1（―、平均寿命 23.0 ± 

6.1）、pho3,5,11,12 OE-VIP1（―、平均寿命 20.9 ± 7.2） 
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図 2-14. KCS1 および VIP1 を破壊した株の分裂寿命曲線 

高リン酸合成培地（無機リン酸濃度: 11 mM）において、IP6から IP7、IP7から IP8

への変換を担うキナーゼをコードする KCS1 および VIP1 遺伝子をそれぞれ破壊した

株の分裂寿命を測定した。野生型株は以前測定したものを使用した。横軸に世代数、

縦軸に生存率をプロットしたグラフを示した。WT（―、平均寿命 24.3 ± 11.0）、

kcs1（―、平均寿命 6.7 ± 3.2）、vip1（―、平均寿命 23.0 ± 7.7） 
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第 4 節 考察 

APase 破壊株において、IP6の合成キナーゼをコードする IPK1 遺伝子を破壊すると

分裂寿命が回復し、野生型株において、IPK1 を過剰発現すると分裂寿命が短縮され

た。これらの結果は、IP6が分裂寿命の維持に関連する APase の新たな細胞内基質で

ある可能性を遺伝学的に強く示唆している。しかし、IPK1 を欠損させると、IP5から

作られる 5-ジホスホイノシトール 1,3,4,6-テトラキスホスフェートが増加することか

ら（Saiardi, 2000）、イノシトールポリリン酸合成遺伝子の欠損による影響は、単一

のイノシトールポリリン酸に限定されない可能性もある。従って、APase 破壊株の細

胞内 IP6および他の IP 量の確認が必要である。また、APase がどのようにして細胞内

の代謝物にアクセスするかは明らかではないが、おそらく、ペリプラズム空間やその

近傍で IP6を脱リン酸化している可能性がある。 

酵母では、IP6は核から細胞質への mRNA の輸送に関与している（York, 1999）。哺

乳類では，IP6は DNA 依存性プロテインキナーゼ複合体に結合して DNA の二本鎖切

断の修復を促進し（Hanakahi, 2000）、クラスリンアセンブリープロテイン 3 に結合

してクラスリンケージの組み立てを阻害する（Norris, 1995）。従って、細胞内の IP6

は、タンパク質に結合し、その活性を制御することで寿命決定に関与している可能性

がある。また、IP6は、負電荷を帯びた 6 つのリン酸ラジカルをもつことから、カルシ

ウムや亜鉛などの微量金属イオンに対して強いキレート作用をもつ。細胞内の 2 価の

陽イオンをキレートすることで、IP6は分裂寿命を維持する酵素や制御タンパク質の機

能を阻害する可能性がある。Pho5p が IP6から生成する主な生成物は、1,2,4,5,6-ペン

タキスリン酸と 1,2,5,6-テトラキスリン酸である（Andlid, 2004）。これらのイノシト

ールポリリン酸は、イノシトールポリリン酸代謝経路で合成される中間体の 1,3,4,5,6-

ペンタキスリン酸や 1,3,4,5-テトラキスリン酸とは異なる。従って、酵母の APase

は、イノシトールポリリン酸合成の逆反応を触媒していないようである。注目すべき

は、kcs1 破壊株では寿命が極端に短くなったのに対し、vip1 破壊株では通常の寿命を

保っていたことである。この違いは，Kcs1p が C5 位で IP6をリン酸化するのに対

し、Vip1p は C1，C4，C6 位で IP6をリン酸化すること（Mulugu, 2007; Shah, 2017; 

Steidle, 2016; Ye, 2013）、あるいは、Vip1p が Kcs1p とは異なり、IP7に対するホス

ファターゼ活性を有することに起因するかもしれない（Dollins, 2020）。また、以前の

研究で、私はリン酸飢餓応答遺伝子の過剰な発現が分裂寿命を短くすることを報告し
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た（Nakajima, 2020）。Vip1p 由来の IP7は、リン酸飢餓応答を活性化（負の制御を抑

圧）することが知られており（Lee, 2007）、kcs1 破壊株では IP7の生成は Vip1p に依存

している。そのため、kcs1 破壊株では、IP6の増加に加え、リン酸飢餓応答遺伝子の過

剰な発現が起こり、加算的に寿命が短縮された可能性がある。 

PI(4)P1を産生する PI キナーゼ（Lsb6p，Stt4p）の過剰発現や，PI(4,5)P2を産生

する PIP キナーゼ（Mss4p）の過剰発現は、酵母の寿命に影響を与えなかった。した

がって、PI(4)P1と PI(4,5)P2は、寿命の決定には関与しておらず、APase の基質では

ないことが示唆された。一方、PI(4,5)P2のリン酸化酵素（Inp51p、Inp52p、

Inp53p）は分裂寿命の決定に関与することが知られており、inp51 と inp53 破壊株は

長寿命であり、inp52 破壊株は短寿命であった（Ives, 2000; Hacioglu, 2010）。これら

の結果は、PI リン酸化経路が分裂寿命の調節に関連していることを示している。inp 

破壊株の寿命の違いは、他の PIP、おそらく PI(3)P1または PI(3,5)P2の脱リン酸化に

起因すると考えられるが、これらの Inp ホスファターゼは、PI(4,5)P2の 5 位のリン酸

を優先的に加水分解する（Strahl, 2007）。現在までのところ、酵母の APase（または

そのオルソログ）の細胞内での役割については、まだ解明されていない。したがっ

て、本研究は、ヒトやマウスの MINPP1 タンパク質のような高等真核生物の APase に関

する研究を後押しする可能性がある。さらに、イノシトールポリリン酸と分裂寿命の関係

を、特に APase 破壊株の細胞内 IP6や関連する IP を定量化することで明らかにし、

APase による分裂寿命維持の機構を解明する必要がある。 
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第 3 章 チアミンの過剰供給により酸性ホスファターゼ破壊株の短寿命は回復する 

 

第 1 節 緒言 

 出芽酵母のもつ 4 つの APase 遺伝子のうち、PHO5 、PHO11 、PHO12 遺伝子は

リン酸飢餓によって発現誘導されるが、PHO3 遺伝子はチアミン飢餓によって発現が

誘導される（Toh-e, 1975; Lemire, 1985; Nosaka, 1989）。また、Pho3p は、細胞外の

チアミンリン酸を脱リン酸化することにより細胞にチアミンと無機リン酸を供給する

と考えられている(Nosaka, 1990）。 

出芽酵母はチアミンを細胞外から取り込むだけではなく、生体内で新たに合成する

ことができる（図 3-1）。チアミンの取り込みは、Thi7p、Thi71p、Thi72p の 3 つの

チアミントランスポーターが担っている（Singleton, 1997; Enjo, 1997; Belenky, 

2008）。チアミンの生合成では、まずヒドロキシエチルチアゾールおよびヒドロキシ

メチルピリミジンがそれぞれ作られる（Wightman, 2003; Rodríguez-Navarro, 2002; 

Praekelt, 1994; Nosaka, 1994; Llorente, 1999）。それらは Thi6p によって結合されて

チアミン一リン酸（TMP: Thiamine monophosphate）となり、脱リン酸化を経てチ

アミンとなる。その後、Thi80p によって活性型のチアミン二リン酸（TDP: 

Thiamine diphosphate）となり、補酵素としてアルコール発酵や糖代謝に関与してい

る（Hohmann, 1998）。 

本章では、チアミンが APase による分裂寿命制御に関与するかを検討した。まず、

環境中のチアミン量が APase 破壊株の寿命に及ぼす影響について調べた。次に、補酵

素であるチアミン二リン酸（TDP）を生成するキナーゼ THI80 遺伝子を過剰発現

し、APase 破壊株の寿命への影響を調べた。最後に、チアミン依存性酵素をコードす

る遺伝子を過剰発現させ、APase 破壊株の寿命への影響を検討した。 
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図 3-1. 出芽酵母におけるチアミンの合成と取り込み 

 チアミン生合成経路では、まずピリミジン部（HMP-PP）とチアゾール部（HET-

P）がつくられ、Thi6p によって TMP が合成される。TMP は脱リン酸化されてチア

ミンとなり、Thi80p によって TDP がつくられる。また、チアミンは Thi7p、

Thi71p、Thi72p によって細胞外から取り込まれる。活性型の TDP は糖・アミノ酸代

謝の補酵素として働き、チアミンは抗酸化作用を有する。HET: 5-(2-hydroxyethyl)-4-

methylthiazole, HMP: 4-amino-5-hydroxymethyl-2-methylpyrimidine. 
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第 2 節 材料と方法 

第 1 章および第 2 章で記述したものについては省略する。 

 

使用菌株とプライマー

本章において用いた出芽酵母菌株を表に示した。本章において使用したプライマ

ーは表に示した。



表 3-1 第 3 章で使用した菌株 

Strain Genotype 

BY4742 MATα ura30 leu20 his30 lys20 

BY2-APQ 
MATα pho3-pho5::kanMX pho11::CgHIS3 pho12::CgLEU2 
ura30 leu20 his30 lys20 

BY2-thi6 MATα thi6::kanMX ura30 leu20 his30 lys20 

BY2-thi7H-71-72L 
MATα thi7::CgHIS3 thi71:: kanMX thi72::CgLEU2 ura30 
leu20 his30 lys20 

BY2-TpTHI80 MATα TDH3p-THI80::CgURA3 ura30 leu20 his30 lys20 

BY2-APQ-TpTHI80 
MATα pho3-pho5::kanMX pho11::CgHIS3 pho12::CgLEU2 
TDH3p-THI80::CgURA3 ura30 leu20 his30 lys20 

BY2-thi3 MATα thi3::kanMX ura30 leu20 his30 lys20 

BY2- APQ-thi3U 
MATα pho3-pho5::kanMX pho11::CgHIS3 pho12::CgLEU2 
thi3::CgURA3 ura30 leu20 his30 lys20 

BY2-TpPDA1 MATα TDH3p-PDA1::CgURA3 ura30 leu20 his30 lys20 

BY2-APQ-TpPDA1 
MATα pho3-pho5::kanMX pho11::CgHIS3 pho12::CgLEU2 
TDH3p-PDA1::CgURA3 ura30 leu20 his30 lys20 

BY2-TpPDB1 MATα TDH3p-PDB1::CgURA3 ura30 leu20 his30 lys20 

BY2-APQ-TpPDB1 
MATα pho3-pho5::kanMX pho11::CgHIS3 pho12::CgLEU2 
TDH3p-PDB1::CgURA3 ura30 leu20 his30 lys20 



 
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表 3-2 第 3 章で使用したプライマー 

Name of primers Sequence Gene 

For construction of gene knockout and overexpression strain 

 THI80KOf 
ATTGGTCACAAAGAACAATAAAAAGCTGAATAT

CACTGCTCACAGGAAACAGCTATGACC 
THI80 

 
TDH3p-

THI80r 

TTTTAATACGTTCAGGATTTTCAATACACTCCTCG

CTCATTTTGTTTGTTTATGTGTGTT 

 

THI80 

 THI7KOf 
ATCATTTAAAGGACTGTAGAGCCAATTGCATTATA

TCAATCACAGGAAACAGCTATGACC 
THI7 

 THI7KOr 
AAATTTTATTCTTAATTATTTTTTGCAATTTTATTTC

CCAGTTGTAAAACGACGGCCAGT 
THI7 

 THI72KOf 
ATATACTATCAAGCAAAAAAAACTCTAGCATTAC

ACCATTCACAGGAAACAGCTATGACC 
THI72 

 THI72KOr 
TGAACACTAAGTATGATCATTTTATTAGGTTTTTT

GCTCAGTTGTAAAACGACGGCCAGT 
THI72 

 THI3KOf 
AAGAACATAACTACTAAAACGCACCGTCGTCATT

CTGAAGCACAGGAAACAGCTATGACC 
THI3 

 THI3KOr 
TAATCATGAGGGTCCCTGGTAGTAGGGCGGAGA

GATCAGAGTTGTAAAACGACGGCCAGT 
THI3 

 PDA1KOf 
GTTGGATACAGCAATAAGAAAGGAAACCACATTT

GTGCCACACAGGAAACAGCTATGACC 
PDA1 

 
TDH3p-

PDA1r 

CCAATTGTGATGGTTGGCGTTTGAATGAAGCAGC

AAGCATTTTGTTTGTTTATGTGTGTT 
PDA1 

 PDB1KOf 
TTTAGTAAGTTCTTTTACTTTTGCAATAATTTTGTT

CAACCACAGGAAACAGCTATGACC 
PDB1 

    

 
TDH3p-

PDB1r 

CAACATTTCTGGCCAATGATGTTGGCAGTCTGGA

AAACATTTTGTTTGTTTATGTGTGTT 
PDB1 

 KO-TDH3pf 
GTTTTACAACAACTTTATTTAGTCAAAAAATTAG

C 
TDH3 

 KO-TDH3pr 
TGACTAAATAAAGTTGTTGTAAAACGACGGCCA

GT 
 - 

For confirmation of gene knockout and overexpression strain 

 THI6Cr TCGAAAAACTGACACCAAAGCAAGAGGAAG THI6 

 THI7Cr AGGACTAGTTAGACGCTGGCAATAAGATTG THI7 

 THI71Cr CAGTAAAGTATTTGCAGCTGAGGATCGATC THI71 

 THI72Cr CCAACAAGCTTAATAGTAGTGTTTCCTGGG THI72 

 THI80RTf TCAAGCTTTGTTACATGACTCCAAC THI80 

 THI80RTr TCCAATAGGCAACAACCCAC THI80 



67 

 

 

HPLC による細胞内チアミンの定量 

 2 mL の液体培地に酵母を植菌し、30℃で一晩振盪培養した。その培養液を 100 mL

の液体培地に初期 OD600＝0.05 となるように植菌し、OD600＝1.0±0.2 になるまで 30℃

で振盪培養した。1 本の 50 mL ファルコンチューブで 2 回に分けて遠心分離（3,500 

rpm、5min）し、集菌した。その後、25 mL の PBS(-)で、3 回洗浄した。そして、細

胞に 500 µL の PBS(-)に懸濁した。その細胞懸濁液を 500 µL のジルコニアビーズを加

えたスクリューキャップ付き 2 mL ビーズ破砕装置用サンプルチューブ（TOMY）に移

し、Micro smash MS-100R にて細胞破砕（3,000 rpm、300 sec、4℃を 2 回）繰り返

した。細胞破砕後、遠心分離（14,000 rpm、5 min, 4℃）して上清を回収し、細胞抽出

液とした。細胞抽出液 100 µL をコスモナイスフィルターW（ナカライテスク）に通し、

サンプルを調整した。 

高速液体クロマトグラフィーシステム（Valve / Event LC-NetⅡ/ADC、Pump PU-

4185-Binary、Column Oven CO 4060、Photo Diode Array Detector ND-4015、UV 

Detector UV-4075; 日本分光）を用いた。固定相には、ポリアミノ充填 HPLC カラム

（Asahipack、NH2P-50-4E 内径 4.6 mm×250 mm; Shodex）を用い、移動相には、pH 

8.6 リン酸カリウム緩衝液(90 mM) - アセトニトリル混合物（40:60、v/v）を使用した。

流速 1.2mL /min で無勾配溶出し、248 nm の波長を検出した。チアミン標品、および、

細胞抽出液+チアミン標品の測定によって、チアミンのピークを同定した。チアミン標

品で検量線を作成し、細胞抽出液におけるチアミン量を測定した。  

  

 THI3Cr GATATGTAGCAGACATAGATGAGGCTACAG THI3 

 PDA1RTf TCCAGGCTTCTATGGTGGTAATG PDA1 

 PDA1RTr GCGTCCTCGTTCTTGTATTGG PDA1 

 PDB1RTf GACCGTGATGATGATGTCTTCC PDB1 

 PDB1RTr CACCGAACCTGTCCAATAAACC PDB1 
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第 3 節 結果 

 

第 1 項 チアミンを過剰添加すると APase 破壊株の寿命は回復する 

 出芽酵母のもつ 4 つの APase 遺伝子のうち、PHO3 遺伝子はチアミン飢餓によっ

て発現が誘導される（Nosaka, 1990）。そこで、まず初めに、細胞外のチアミンが

APase 破壊株の分裂寿命に影響するか調べた。高リン酸合成培地には、通常 0.6 µM

のチアミンが含まれている。そこで、チアミンを一切含まない（0 µM）高リン酸合成

培地および、過剰にチアミンを添加した（6 µM [通常の 10 倍] ）高リン酸合成培地に

おいて、APase 破壊株の分裂寿命を測定した。チアミンを含まない培地では、APase

破壊株の寿命は通常のチアミン濃度の培地での寿命と同程度の短寿命であり、野生型

株の寿命にも影響しなかった（図 3-2、表 3-3）。チアミンを過剰に加えると、APase

破壊株の寿命は野生型株程度にまで回復したが、野生型株の分裂寿命は延長されなか

った（図 3-2、表 3-3）。従って、過剰なチアミンは APase 破壊株の短寿命を抑圧する

ことが明らかとなった。 

APase 破壊株は、過剰なチアミン添加により寿命が回復したため、細胞内チアミン

量が減少していると予想した。そのため、まず初めに、細胞内チアミンの減少が分裂

寿命に関与するかを検討した。チアミンは合成および取り込みによって獲得されるた

め、遺伝子破壊によりそれぞれの経路を断つことで、細胞内チアミン量を低下させた

株の作製を試みた。チアミン合成の要である THI6 遺伝子を破壊しても、細胞内チア

ミン量は減少せず、分裂寿命は野生株程度であった（図 3-3,4、表 3-3）。チアミント

ランスポーターをコードする THI7、THI71、THI72 遺伝子の三重破壊株は細胞内チ

アミン量が減少し、分裂寿命が短くなった（図 3-3,4、表 3-3）。さらに、培地にチア

ミンを過剰に添加することで、thi7 thi71 thi72 三重破壊株の寿命は野生型株程度に

まで回復した（図 3-5、表 3-3）。これらの結果から、細胞内チアミン量が減少すると

短寿命となると結論した。 

次に、APase 破壊株における細胞内チアミン量の減少を予想したが、APase 破壊株

の細胞内チアミン量は、細胞外チアミン量に関わらず、野生型と同程度であった（図

3-6）。細胞外のチアミンが過剰になると、APase 破壊株でも野生型でも、細胞内のチ

アミン濃度が劇的に増加していた。これらの結果は、チアミンが APase の欠損による

寿命短縮に対して、おそらく間接的に有益な効果をもたらすことを示している。 
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図 3-2. 高チアミンおよび低チアミン培地における APase 四重破壊株の分裂寿命曲線 

高リン酸合成培地にチアミンを過剰（10 倍）に添加した培地（チアミン濃度: 6 

µM）および、高リン酸合成培地からチアミンを除いた培地（チアミン濃度：0 µM）

において、野生型株と APase 四重破壊株の分裂寿命を測定した。通常の高リン酸合成

培地（Thiamin: 0.6 µM）での野生型株、APase 四重破壊株は以前測定したものを使

用した。横軸に世代数、縦軸に生存率をプロットしたグラフを示した。WT、Excess 

Thiamine（―、平均寿命 23.0 ± 6.1）、WT、Normal Thiamine（―、平均寿命 

24.3±11.0）、WT、Depleted Thiamine（―、平均寿命 23.0 ± 9.1）、pho3,5,11,12、

Excess Thiamine（―破線、平均寿命 21.2 ± 8.1）、pho3,5,11,12、Normal 

Thiamine（―破線、平均寿命 15.6 ± 4.4）、 pho3,5,11,12、Depleted Thiamine（―

破線、平均寿命 17.4 ± 4.4） 
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図 3-3. 高リン酸合成培地における thi6 遺伝子破壊株および thi7, 71, 72 遺伝子三

重破壊株の寿命曲線 

高リン酸合成培地（無機リン酸濃度: 11 mM）において、thi6 遺伝子破壊株と thi7, 

71, 72 遺伝子破壊株の分裂寿命を測定した。野生型株は以前測定したものを使用した。

横軸に世代数、縦軸に生存率をプロットしたグラフを示した。WT（―、平均寿命 24.3 

± 11.0）、thi6（―、平均寿命 23.5 ± 7.5）、thi7, 71, 72（―、平均寿命 14.8 ± 

3.6） 
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図 3-4. 高リン酸合成培地における thi6 遺伝子破壊株および thi7, 71, 72 遺伝子三重

破壊株の細胞内チアミン量 

高リン酸合成培地において培養した酵母細胞の細胞内チアミン量を HPLC によって

定量した。1 つの菌株について 3 回測定し、その平均と、標準誤差を示した。

Student-T 検定から野生型株に対する有意差を求めた。（**: p<0.01） 

 

  

** 

thi7, 71, 72 
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図 3-5. 高チアミン培地におけるチアミントランスポーター破壊株の分裂寿命曲線 

高リン酸合成培地にチアミンを過剰（10 倍）に添加した培地（チアミン濃度: 6 

µM）および高リン酸合成培地（チアミン濃度：0.6 µM）において、チアミントラン

スポーター三重破壊株の分裂寿命を測定した。野生型株は以前測定したものを使用し

た。横軸に世代数、縦軸に生存率をプロットしたグラフを示した。WT、Excess 

Thiamine（―、平均寿命 23.0 ± 6.1）、WT、Normal Thiamine（―、平均寿命 

24.3 ± 11.0）、thi7,71,72、Excess Thiamine（―破線、平均寿命 21.2 ± 7.6）、

thi7,71,72、Normal Thiamine（―破線、平均寿命 14.8 ± 3.6） 

 

  



73 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-6. APase 四重破壊株の細胞内チアミン量 

高リン酸合成培地にチアミンを過剰（10 倍)に添加した培地（チアミン濃度: 6 

µM)、高リン酸合成培地（チアミン濃度: 0.6 µM)、高リン酸合成培地からチアミンを

除いた培地（チアミン濃度：0 µM)において、野生型株と APase 四重破壊株の細胞内

チアミン量を HPLC によって定量した。1 つの菌株について 3 回測定し、その平均

と、標準誤差を示した。Student-T 検定によって通常のチアミン濃度で培養した野生

型株に対する有意差を求めた。（**: p<0.01） 
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表 3-3 第 3 章における分裂寿命測定結果 

Relevant genotype 

Averaged  

lifespan 

(Generations) 

± SD 

Maximum 

lifespan 

(Generations) 

P valuea) 

Synthetic high-Pi medium (Normal thiamine: 0.6 µM) 

 Wild type 24.3 ± 11.0 53 - 

 pho3 pho5 pho11 pho12 15.6 ± 4.4 28 7.3E-10 

 thi6 23.5 ± 7.4 35 9.1E-01 

 thi7 thi71 thi72 14.8 ± 3.6 21 2.3E-08 

 TDH3p-THI80 23.2 ± 9.0 41 7.0E-01 

 
pho3 pho5 pho11 pho12 
TDH3p-THI80 

21.6 ± 7.4 41 3.0E-01 

 thi3 23.4 ± 8.1 42 9.8E-01 

 
pho3 pho5 pho11 pho12 
thi3 

17.5 ± 5.2 31 1.3E-04 

 
pho3 pho5 pho11 pho12 
TDH3p-PDA1 

21.7 ± 7.3 41 3.1E-01 

 
pho3 pho5 pho11 pho12 
TDH3p-PDB1 

19.8 ± 7.8 39 2.5E-02 

Synthetic high-Pi medium (Excess thiamine: 6 µM) 

 Wild type 23.0 ± 6.1 36 9.2E-01 

 pho3 pho5 pho11 pho12 21.2 ± 8.1 42 1.1E-01 

 thi7 thi71 thi72 21.2 ± 7.6 43 1.8E-01 

Synthetic high-Pi medium (Depleted thiamine: 0 µM) 

 Wild type 23.2 ± 9.1 41 9.8E-01 

 pho3 pho5 pho11 pho12 17.4 ± 4.7 28 2.9E-04 

a) Wilcoxon rank-sum 検定を用いて、野生型株 BY4742 に対する p 値を算出した。TDH3p-は

過剰発現（OE）である。 
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第 2 項 THI80 遺伝子を過剰発現すると APase 破壊株の寿命は回復する 

 細胞外からのチアミンの過剰供給が APase 破壊株の分裂寿命を回復させたため、細

胞内における活性型チアミン二リン酸（TDP）の増強によっても APase 破壊株の分裂

寿命が回復するか検討した。チアミンは、細胞内でチアミンピロホスホキナーゼ

Thi80p によって補酵素である TDP に変換される（Nosaka, 1993）。THI80 遺伝子を

過剰発現させると、通常のチアミン培地において APase 破壊株の寿命が野生型程度に

まで回復した（図 3-7、表 3-3）。野生型株における THI80 遺伝子の過剰発現は寿命を

延長することはなかった。このことから、細胞内の TDP の増加が APase 破壊株の短

寿命の抑圧に関与することが示された。 
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図 3-7. 合成培地における THI80 遺伝子過剰発現株の分裂寿命曲線 

高リン酸合成培地において、チアミンからチアミン二リン酸に変換するキナーゼを

コードする THI80 遺伝子を過剰発現した株および APase 破壊株において THI80 を過

剰発現した株の分裂寿命を測定した。野生型株および APase 四重破壊株は以前測定し

たものを使用した。横軸に世代数、縦軸に生存率をプロットしたグラフを示した。WT 

（―、平均寿命 24.3 ± 11.0）、pho3,5,11,12 ) ―、平均寿命 15.6 ± 4.4）、OE-

THI80 （―、平均寿命 23.2 ± 9.0）、pho3,5,11,12 OE-THI80（―、平均寿命 

21.6 ± 7.4） 
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第 3 項 PDA1 あるいは PDB1 遺伝子を過剰発現すると APase 破壊株の寿命は回復

する 

 TDP は補酵素として糖やアミノ酸の代謝やアルコール発酵に関与する。また、TDP

は転写活性化因子である Thi3p と結合して不活性化し、チアミン代謝関連の THI 遺

伝子群の転写を抑制する（Nosaka, 2005; Nishimura, 1992）。まず初めに、培地への

チアミンの過剰添加や THI80 遺伝子の過剰発現により増加した TDP が THI 遺伝子

群の発現抑制を介して APase 破壊株の寿命を回復させる可能性を考えた。この場合、

THI3 遺伝子の破壊は、過剰なチアミン補給による寿命への影響を模倣すると予想さ

れた。しかし、THI3 遺伝子を欠失させても、APase 破壊株の短命は回復しなかった

（図 3-8、表 3-3）。次に、TDP が TDP 依存性の代謝酵素の活性化を介して、APase

破壊株の寿命を回復させている可能性について検討した。まず、APase 破壊株と野生

型株を通常および過剰なチアミン条件下で培養し、1H-NMR メタボローム解析を行っ

た。主成分分析のスコアプロットでは、チアミン過剰培地で培養した APase 破壊株

のクラスターのみが他のクラスターと明確に分離した（図 3-9）。このことは、過剰な

チアミンの添加が APase 破壊株の代謝を変化させていることを示しており、細胞内

TDP の増加による TDP 依存性酵素の活性化が APase 破壊株の短寿命を抑制している

可能性が示された。 

 11 個ある TDP 依存性酵素遺伝子のうち、寿命決定に関与するものを探索したとこ

ろ、ピルビンデヒドロゲナーゼの構成サブユニットをコードする PDA1 あるいは

PDB1 遺伝子を破壊すると分裂寿命が短くなることが報告されていた（Schleit, 

2013）。そのため、PDA1 もしくは PDB1 を過剰発現したところ、APase 破壊株の分

裂寿命が回復した（図 3-10、表 3-3）。これらの結果から、チアミンはおそらく糖代謝

酵素の活性を通じて、分裂寿命の維持に貢献することが示された。 
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図 3-8.合成培地における thi3 遺伝子破壊株の分裂寿命曲線 

高リン酸合成培地において、野生型株の THI3 を破壊した株および APase 四重破壊

株の THI3 を破壊した株の分裂寿命を測定した。野生型株および APase 四重破壊株は

以前測定したものを使用した。横軸に世代数、縦軸に生存率をプロットしたグラフを

示した。WT（―、平均寿命 24.3±11.0）、pho3,5,11,12 （―、平均寿命 

15.6±4.4）、thi3（―、平均寿命 23.4±8.1)、pho3,5,11,12 thi3 （―、平均寿命 

15.3±6.2） 

  



79 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-9. チアミンの過剰添加時の野生型株および APase 四重破壊株の代謝プロファイ

ル 

高リン酸合成培地にチアミンを過剰（10 倍）に添加した培地（チアミン濃度: 6 

µM）および高リン酸合成培地（チアミン濃度：0.6 µM）において培養した酵母を用

いた 1H-NMR メタボロームデータの主成分分析から野生型株と APase 四重破壊株の

代謝プロファイルを比較した。 
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図 3-10. 合成培地における PDA1 あるいは PDB1 遺伝子過剰発現株の分裂寿命曲線 

高リン酸合成培地において、ピルビンデヒドロゲナーゼの構成サブユニットをコー

ドする PDA1 あるいは PDB1 遺伝子を過剰発現した APase 破壊株の分裂寿命を測定

した。野生型株および APase 四重破壊株は以前測定したものを使用した。横軸に世代

数、縦軸に生存率をプロットしたグラフを示した。WT （―、平均寿命 24.3 ± 

11.0）、pho3,5,11,12  （―、平均寿命 15.6 ± 4.4）、pho3,5,11,12  OE-PDA1  

（―、平均寿命 21.7 ± 7.3）、pho3,5,11,12 OE-PDB1（―、平均寿命 19.8 ± 

7.8） 
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第 4 節 考察 

チアミンの過剰供給は細胞内チアミンを増加させ、APase 四重破壊株の短寿命を抑

圧した。さらに、TDP 合成酵素遺伝子 THI80 の過剰発現によっても APase 破壊株の

寿命は回復したため、細胞内の TDP の増加が APase 破壊株の寿命回復に重要である

と考えた。さらに、TDP 依存性酵素のうち、ピルビンデヒドロゲナーゼ複合体の構成

因子をコードする PDA1 もしくは PDB1 遺伝子の過剰発現が APase 破壊株の寿命を

回復させることを見出した。TDP 依存性酵素の過剰発現によっても、TDP 合成酵素

の過剰発現と同様に寿命が回復したため、細胞内 TDP 量の増加が APase 破壊株の寿

命回復に重要であることは強く支持されている。加えて、本研究では APase 破壊株に

おける短寿命の回復に貢献する TDP 依存性酵素として、ピルビンデヒドロゲナーゼを

同定した。 

ショウジョウバエにおいて、ピルビンデヒドロゲナーゼを活性化させると好気的な

解糖から酸化的なリン酸化へと代謝が変化し、敗血症モデルの寿命が改善することが

報告されている（Bakalov, 2020）。従って、チアミンはピルビン酸代謝の運命決定を

介して、分裂寿命の回復に貢献しているかもしれない。また、APase 破壊株ではピル

ビン酸がうまく代謝できていない可能性がある。取得できる老化細胞には限界がある

ため、本研究では、対数増殖期の野生型株と APase 破壊株の代謝プロファイルを比較

した。そのため、老化した APase 欠損細胞では代謝変化が確認できるかもしれない。 

チアミントランスポーターの破壊は細胞内のチアミン量を減少させ、寿命を短縮し

た。これまで、チアミンの減少が寿命を短縮させる報告はない。従って、本研究によ

ってチアミンが寿命決定に重要な因子であることが明らかとなった。今後は、チアミ

ンによる APase 破壊株の寿命抑制機構の解析によって、チアミンが寿命にもたらす有

益な効果について解析する他、チアミン依存性酵素の破壊や過剰発現によって、寿命

の維持や延長につなげられる可能性がある。 
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結論 

 

1. 酸性ホスファターゼは分裂寿命の維持に必要である。 

 

2. イノシトール六リン酸の合成酵素遺伝子 IPK1 を破壊すると酸性ホスファターゼ

破壊株の短寿命は回復する。 

 

3. チアミンは分裂寿命の維持に貢献する。 
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総合考察 

これまで、出芽酵母の分泌型ホスファターゼ（APase）は、細胞外の有機リン酸化

合物を脱リン酸化し、細胞に無機リン酸を供給すると考えられていた。しかし、本研

究の第 1 章では、APase の細胞内における新たな役割として、分裂寿命の維持に必要

であることを明らかにした。第 2 章において、APase が細胞内イノシトール六リン酸

（IP6）の脱リン酸化を介して分裂寿命の維持に貢献する可能性が強く示された。第 3

章では、過剰なチアミンがチアミン二リン酸（TDP）依存性酵素の活性化を介して、

APase 破壊株の短寿命に対し有益な効果をもつこと、そして、細胞内チアミンの減少

が分裂寿命を短縮することを見出した。現在のところ、IP6とチアミンの関連について

は明らかになっていない。しかし、これまでの結果から、おそらく細胞内 IP6の増加

が APase 破壊株の短寿命の原因であり、チアミンは短寿 APase 破壊株の短寿命を代

謝調節によって間接的に抑圧していると考えた。本研究において、細胞内の IP6およ

び TDP 量の定量には至っていない。そのため、今後は、細胞内の IP6および関連 IP

や、TDP を定量し、APase を介した分裂寿命の維持機構についてより理解する必要が

ある。また、IP6やチアミンがどのように分裂寿命に関与するのか、また、IP6とチア

ミンの関連について調査することで、APase による寿命制御だけでなく、未知の寿命

の決定要因の解明に繋がることが期待される。 
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