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要約 

 

出芽酵母 (Saccharomyces cerevisiae) の ESU1 は、PSI に依存するコドン非特異的停

止サプレッサー sup111 の働きを増強する遺伝子として、出芽酵母ゲノムライブラリーか

ら単離された。ESU1 は転写補助因子 GAL11 遺伝子の 3’ 側約半分に相当し、独自の転

写開始信号 TATA 様配列および、翻訳開始コドン ATG を持ち、GAl11 と同じ TGA を

翻訳終結コドンとすることが明らかになった。また、ウェスタンブロット解析とノーザン

ブロット解析によって、ESU1 が GAl11 とは独立して転写・翻訳されることが明らかと

なり、また、ESU1 が転写活性化能を有することが示唆された。 

今回、私は ESU1 の PSI sup111 による leu2-1 (UAA 停止変異を有する) に対するサ

プレッションの増強は、ESU1 の転写活性化能によるものか否かを、多コピープラスミド

によって leu2-1 遺伝子のコピー数を増やすことで検証した。 

その結果、leu2-1 遺伝子のコピー数を増やすことで leu2-1 に対するサプレッションが

増強することが明らかになった。この結果から、ESU1 の PSI sup111 による leu2-1 に

対するサプレッションの増強は、ESU1 の転写活性化能であると結論した。 
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緒言 

 

 タンパク質合成 (翻訳) は、RNA 合成 (転写) と、DNA 合成 (複製) とともに生命活動

の根幹をなす細胞機能である。タンパク質合成は mRNA の塩基配列をコドン単位でアミ

ノ酸配列に変換する過程であり、60 種類以上ものアミノアシル tRNA、3 種類の rRNA と 

70 種類以上のタンパク質分子からなる複合体であるリボソーム、および数種類の可溶性タ

ンパク質分子が関与している非常に複雑な機能である【1】。この機能の解明には停止サプ

レッサーが大きな役割を果たしている。野生型の株の遺伝子にある変異が起こり、表現型

が変化する。その後、その変異の原因遺伝子とは異なった遺伝子に 2 番目の変異が起こる

ことで、1 番目の変異による表現型の変化が野生型の表現型に戻ることがある。この場合、

2 番目の変異をサプレッサーという。また、1 番目の変異が停止変異であるとき、2 番目

の変異を停止サプレッサーという。停止サプレッサーには作用する停止コドンを特定して

働く特異的なものと、作用する停止コドンを特定しない非特異的なものがある。前者の大

半は tRNA の突然変異であることが明らかになっており【2】、後者の大半は、リボソーム

タンパク質【3 - 11】、伸長因子【12 - 16】や停止因子【17, 18】の突然変異であることが明

らかになっている。また、停止変異をもつ mRNA を分解する NMD (nonsense mediated 

mRNA decay) 機構に関与する遺伝子の変異が、コドン非特異的サプレッサーとして働くこ

とが明らかになってきている【19, 20】。 

 なお、細胞質性停止サプレッサーとして見出された出芽酵母プリオン様因子 PSI は、翻

訳終結因子 eRF3 がコンフォーメーション変化を起こし、重合体を形成したものであるこ

とが明らかになっている【17, 18, 21】。変異型 eRF3 は、正常型 eRF3 に付着してその 

eRF3 の構造を変異型に変換させながら重合を繰り返し PSI を形成する。そのため、PSI 

を持つ細胞では、正常型 eRF3 の数が減尐しており、それがタンパク質合成の終結の異常

を引き起こし、さらに変異停止コドンの読み飛ばしが起こると考えられている。これが停

止サプレッサーとしての PSI の役割である。ところで、PSI 存在下でのみ停止サプレッサ

ーとして働く興味ある一群のコドン非特異的停止サプレッサー (sup111、sup112、sup113 ) 

が見出されている【22】。これらの変異の分子機構は明らかになっていないが、sup111 の

サプレッション能を増強する DNA クローンが出芽酵母ゲノムライブラリーから単離され

た【23】。そして、その機能を持つ ORF が同定され、ESU1 (enhancement of omnipotent 

suppressor) と命名された。ESU1 は転写調節遺伝子 GAL11 の内部に存在し、独自の転

写開始信号 TATA 様配列および、翻訳開始コドン ATG を持つこと、さらに GAL11 と同

じ TGA を翻訳終結コドンとすることがあきらかになった【24】。つまり、ESU1 は、GAL11 

の 3’ 側半分が独立の遺伝子として働いている遺伝子であると考えられる。なお、抗 GAL11 

抗体を用いたウェスタンブロット解析の結果によって、ESU1 が GAL11 とは独立して翻

訳されること【25】、GAL11 をプローブにしたノーザンブロット解析によって、ESU1 が 

GAL11 とは独立して転写されることが明らかになった【26】。 
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 そして、ESU1 は GAL11 の転写活性化能をもつことが示されている【25】。これに対

して、GAL11 は ESU1 の転写を抑制し、また、PSI sup111 による leu2-1 のサプレッ

ションを弱めた。二瀬【27】は ESU1 を導入した株と野生株との生育検定とノーザンブロ

ット解析との結果から、ESU1 による PSI sup111 の leu2-1 へのサプレッションの増強

は、ESU1 の leu2-1 への転写活性化によるものであるとしている。すなわち、leu2-1 遺

伝子の mRNA の増加がサプレッションを増強しているとして、図 1 に示す ESU1 遺伝

子による PSI sup111 サプレッション増強のモデルを提唱している。 

 今回、私は、多コピープラスミドを用いて、leu2-1 遺伝子のコピー数を増やすことによ

って、結果的に leu2-1 のサプレッションが起こるか否かを検証した。ここに、その結果を

報告する。 

 

 

 

図 1  ESU1 遺伝子によるサプレッション増強モデル 
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材料と方法 

1. 使用した株とプラスミド 

  本研究で使用した Saccharomyces cerevisiae 株、および Escherichia coli 株を表 1 

に示す。 

 表 1  使用した株 

菌株 遺伝子型 文献 

S. cerevisiae   

YC13-6C MAT leu2-1 sup111 ura3-52 ade2-1 

aro7-1 can1-100 ilv1-2 met8-1 trp1- 

【23】 

E. coli   

JM109 recA1 endA1 gyrA96 thi hsdR17 supE44 

relA1  lac-proAB) F'(traD36 proAB+ lacIq 

lacZ15 

【28】 

 

  表 2 に本研究で使用したプラスミドを示す。 

 表 2  使用したプラスミド 

 

プラスミド 

選抜マーカー  

文献 E. coli S. cerevisiae 

YEp24 Ampr,Tetr URA3 【29】 

 

2. 使用したプライマー 

  PCR 反応とシークエンス反応で使用したプライマーはプロリゴ・ジャパン株式会社 

(京都) から購入した。それらの塩基配列を表 3 に示す。 

 表 3  使用したプライマーの塩基配列 

名前 配列 Tm (℃) 

leu2-1-0F 5’ -TCTTGACCGCG GATCCCTGTGGGAATACTC -3’ 

                 (BamHI サイト) 

71.0 

leu2-1-500F 5’ -CCAGGTGACCACGTTGGTCAAGAAATCACA -3’ 69.0 

leu2-1-900F 5’ -GTCGCTTGGGATAGTGAACAATACACCGTT -3’ 65.0 

leu2-1-600R 5’ -CACAGCACCTAACAAAACGGCATCAGCCTT -3’ 69.0 

leu2-1-1750R 5’ -GTGGTGCCCTCCTCCTTGTCAATATTAATG -3’ 64.0 

leu2-1-2250R 5’ -GGATCTCCG GATCCTCGTTATCCAGGGTGT -3’ 

              (BamHI サイト) 

69.0 
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3. 培地と培養条件 

  本研究で使用した培地の組成を表 3 に示す。S. cerevisiae には完全栄養培地として

YPD 培地を用い、最小栄養培地として SD 培地に必要な栄養素を適量加えた培地を用

いた【30】。2 % Agar を加え固形培地とした。培養は 30 ℃で行い、液体培地は振とう

培養し、固形培地は静置培養した。E. coli の培養には LB 培地を用いた。必要に応じて

アンピシリン、テトラサイクリンそれぞれを 50 g/ml、20 g/ml となるように加えた。

また、2 % Agar を加え固形培地とした。培養は 37 ℃で行い、液体培地は振とう培養し、

固形培地は静置培養した。 

 表 4  培地の組成 

培地 組成 

YPD 培地 1 % Yeast Extract、2 % Peptone、2 % Glucose 

SD 培地 0.67 % Yeast Nitrogen Base、2 % Glucose 

LB 培地 1 % Tryptone、0.5 % Yeast Extract、0.5 % NaCl 

 

4. S. cerevisiae からの染色体 DNA の抽出 

   S. cerevisiae を 5 ml YPD 液体培地に植菌し、30 ℃で 40 時間振とう培養した。そ

の培養液をエッペンドルフチューブに移し、4 ℃ 3000 rpm で 5 分間遠心して集菌し、

菌体を 300 l の 50 mM EDTA (pH 7.5) に完全に溶かした。4 ℃ 5000 rpm で 5 分

間遠心し、上清を捨て、沈さに滅菌水 200 l、0.5 M EDTA (pH 9.0) 20 l、2-merecapt 

ethanol 5 l を順番に加え懸濁した。室温で 7 分間静置した後、懸濁し再び 7 分間室

温で静置した。それを 4 ℃ 5000 rpm で 5 分間遠心し、上清を捨て、緩衝液 (1 M 

sorbitol、0.1 M EDTA (pH 7.5)) を 200 l 加え懸濁した。その後 Zymolyase 20 T (40 

mg/ml) を 200 l 加え懸濁し、37 ℃で 1 時間酵素反応させた。反応溶液を 4 ℃ 3000 

rpm で遠心し、上清を捨て、沈さを 300 l の混合 buffer (50 mM Tris-HCl と 50 mM 

EDTA (pH 8.0) を等量ずつ混合した buffer) に溶かし、10 % SDS を 30 l 加え懸濁し

た。それを 68 ℃で 30 分間ヒートショックさせた。反応後、5 M 酢酸カリウムを 100 

l 加え軽く撹拌し、氷中で 1 時間静置した。その後、4 ℃ 15000 rpm で 20 分間遠

心し、上清 390 l を別のエッペンドルフチューブに移した。それに 100 % cold ethanol 

を 400 l 加え軽く混ぜ、10 分間静置した後、4 ℃ 10000 rpm で 10 分間遠心し、上

清を完全に取り除いた。沈殿物に 50 % cold ethanol を 1 ml 加え、4 ℃ 10000 rpm で 

2 分間遠心し、上清を完全に取り除いた。沈殿物を 5 分間吸引乾燥させ、TE Buffer 300 

l に溶かした。RNaseA (20 mg/ml) を 2 l 加え、37 ℃ で 30 分間反応させた。反応

後、100 % 2-propanol を 300 l 加え軽く撹拌し、4 ℃ 10000 rpm で 10 分間遠心し

た。沈殿物に 50 % 2-propanol を 1 ml 加え、4 ℃ 15000 rpm で 2 分間遠心した。

上清を完全に取り除き、5 分間吸引乾燥させた後、TE Buffer 20 l に溶かした。 

 



 8 

5. PCR 

  PCR には Pyrobest DNA Polymerase (タカラバイオ、滋賀) を用いた。0.5 ml 容エ

ッペンドルフチューブに表 5 に示す試薬を加え、軽く撹拌してサンプルを調整した。反

応は、PTC-100TM (MJ RESEARCH、東京) を用いて、表 6 に示す Cycle Program に

よって行った。 

 表 5  PCR 反応液 

Template DNA 2 l 

10×Pyrobest Buffer II 6l 

dNTP Mixture 4l 

Primer (Forward/Reverse) 10l/10l 

Pyrobest DNA Polymerase 0.4l 

滅菌水 27.6l 

  

表 6  PCR Cycle Program 

 温度 (℃) 時間 (sec) 

1 94.0 60 

2 98.0 10 

3 60.0 30 

4 72.0 150 

Go To 2 25 times 

5 72.0 600 

6 20.0 ∞ 

 

6. DNA の制限酵素処理 

  DNA 溶液 10 l、滅菌水 34 l、10×制限酵素 buffer 5 l、制限酵素 1 l を混合し、

37 ℃で 12 時間静置し、反応させた。 

 

7. プラスミドの構築 

7-1. インサートの調整 

  インサートである leu2-1 遺伝子は、YC13-6C 株の Total DNA を鋳型として、表 3  

に示したプライマー leu2-1-0F、leu2-1-2250R を用いて、表 6 に示した PCR Cycle 

Program によって増幅した。反応液に 2.5 倍量の 100 % ethanol と 0.1 倍量の水酸化ナ

トリウム水溶液を加え、氷中で 5 分間静置した。それを 4 ℃ 15000 rpm で 5 分間遠心

し、上清を捨てた。沈殿物に 70 % ethanol を 1 ml 加え、4 ℃ 15000 rpm で 2 分間遠

心し、上清を完全に取り除き、沈さを 10 分間吸引乾燥させた。その後、TE Buffer 100 l 
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に溶かした。この DNA サンプルを BamHI で制限酵素処理した。その後、反応溶液に 2.5 

倍量の 100 % ethanol と 0.1 倍量の水酸化ナトリウム水溶液を加え、氷中で 5 分間静置

した。それを 4 ℃ 15000 rpm で 5 分間遠心し、上清を捨てた。沈殿物に 70 % ethanol 

を 1 ml 加え、4 ℃ 15000 rpm で 2 分間遠心し、上清を完全に取り除き、沈殿物を 10 分

間吸引乾燥させた。その後、TE Buffer 10 l に溶かした。 

 7-2. ベクターの調整 

  ベクターである YEp24 を BamHI で制限酵素処理し、その反応溶液に、2.5 倍量の 

100 % ethanol と 0.1 倍量の水酸化ナトリウム水溶液を加え、氷中で 5 分間静置した。そ

れを 4 ℃ 15000 rpm で 5 分間遠心し、上清を捨てた。沈殿物に 70 % ethanol を 1 ml 

加え、4 ℃ 15000 rpm で 2 分間遠心し、上清を完全に取り除き、沈殿物を 10 分間吸引

乾燥させた。その後、TE Buffer 10 l に溶かした。 

 7-3. ライゲーション 

  ベクターとインサートの混合溶液に Ligation solution I 液 (Takara DNA Ligation 

Kit Ver.2) を混合溶液と等量加え、16 ℃で 16 時間反応させた。 

 

8. 大腸菌の形質転換 

  大腸菌の形質転換には、生体機能工学研究室から分譲してもらった JM109 株のコン

ピテントセルを用いた。この JM109 株のコンピテントセル 100 l に 20 l のライゲー

ション産物を加え、軽く撹拌後、氷中に 30 分間静置した。42 ℃で 30 秒間ヒートショッ

クし、直ちに 3 分間氷中で冷やした。それに 500 l の LB 液体培地を加え、37 ℃で 40 

分間加温した後、LB 選択寒天培地に全量塗布し、37 ℃で 16 時間培養した。 

 

9. プラスミドの増幅 

 プラスミドの増幅には大腸菌 JM109 株を用いた。 

 

10. 大腸菌からのプラスミド抽出 

  大腸菌からのプラスミド抽出は、アルカリ抽出法【31】に準じて行った。大腸菌を 2 ml 

の LB+amp 液体培地に植菌し、37 ℃で一晩振とう培養した。培養液全量を 4 ℃ 8000 

rpm で 2 分間遠心した。上清を捨て、solution I (50 mM Glucose、10 mM EDTA、25 mM 

Tris-HCl (pH 8.0)) を 100 l 加えて十分に懸濁し、氷中で 5 分間静置した。これに 

solution II (0.2 N NaOH、1 % SDS) を 200 l 加え、軽く混ぜ氷中に 5 分間静置した。

さらに solution III (3 M NaOAc (pH 4.8)) を 150 l 加え、穏やかに混ぜ氷中で 5 分間静

置した。これに 200 l のフェノールクロロホルム溶液を加え、氷中で 5 分間静置した後、

4 ℃ 15000 rpm で 10 分間遠心した。上清 400 l を別のエッペンドルフチューブに移し

た。これに RnaseA (20 mg/ml) を 2 l 加え、37 ℃で 1 時間酵素反応させた。反応後、

2-propanol を 400 l 加えてよく混ぜ、室温で 10 分間放置し、4 ℃ 15000 rpm で 15 分
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間遠心した (MRX-150、TOMY、東京)。上清を捨て、沈殿物に 70 % cold ethanol を加え

撹拌し、4 ℃ 15000 rpm で 2 分間遠心した。その後、上清を完全に取り除き、10 分間

吸引乾燥させた。沈殿物を TE Buffer 15 l に溶解させ、-20 ℃で保存した。 

 

11. DNA のアガロースゲル電気泳動 

  アガロースゲル電気泳動装置は Mupid (ADVANCE、東京) を用いた。電気泳動には 

1 % ゲル (1 % Agar、1×TAE buffer (40 mM Tris-acetate、1 mM EDTA)) を使用した。

電圧 100 V、1×TAE buffer 中で泳動の先端がゲルの約 3 分の 2 に達するまで泳動した。

泳動終了後、ゲルを 0.5 g/ml Ethidume bromide 溶液に 20 分間浸し、UV トランスレ

ーターで照射し、バンドを観察した。サイズマーカーとして、HindIII digested を用いた。 

 

12. アガロースゲルからの DNA 抽出 

  Ethidume bromide で染色したアガロースゲルを UV トランスイルミネーターで照

射しながら、目的のバンドを滅菌したナイフで切り取り、それを 1.5 ml 容エッペンドルフ

チューブに入れ、GENECLEAN II KIT (フナコシ株式会社、東京) を用いて DNA を抽出

した。 

 

13. DNA シークエンシング 

 13-1. シークエンス用 DNA の調整 

  シークエンス用  DNA サンプルの調整には  BigDye Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing kit (Applied Bio Systems Japan、東京) を用いた。0.5 ml 容エッペンドルフ

チューブに BigDye Terminator v1.1,v3.1 5×Sequencing Buffer を 2 l、DNA 溶液を 

0.5 l、プライマー 0.5l、Terminator Ready Reaction Mix を 1 l、滅菌水を全量が 20l 

になるように加え、シークエンス反応を PTC–100TM を用いて行った。反応プログラムは、

1 サイクルを 96 ℃で 1 分、50 ℃を 5 秒、60 ℃を 1 分として、25 サイクル行った。

反応終了後、反応液をエタノール沈殿し、沈殿物を遮光状態で乾燥させ、10 l の Hi-Di 

Formamide に溶解させ、試料を調整した。 

 13-2. シークエンシング 

  シークエンシングには ABI PRISM 3100-Avant Genetic Analyzer (Applied Bio 

Systems Japan、東京) を用いて行った。Hi-Di Formamide 10 l に溶解している DNA 試

料を全量アプライして、シークエンシングを行った。なお、データの解析には、Sequencing 

Analysis 3.7 ソフトウェアを用いた。 

 

14. 出芽酵母の形質転換 

  酢酸リチウム法によって出芽酵母の形質転換を行った【32】。YC13-6C 株を YPD 液

体培地 2 ml に植菌し、30 ℃で二晩振とう培養した。その培養液 100 l を 5 ml の YPD 
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液体培地に加え、約 4.5 時間 30 ℃で 振とう培養した。その培養液を 2 ml 容エッペン

ドルフチューブに、3000 rpm で 5 分間遠心して集菌した。上清を捨てて、沈殿物に酢酸

リチウム緩衝液 (0.1 M LiOAc、10 mM Tris-HCl (pH 7.5)、1 mM EDTA (pH 8.0)) 1 ml を

加え懸濁し、3000 rpm で 5 分間遠心した。上清を捨て、100 l の酢酸リチウム緩衝液を

加えた。30 ℃で 30 分間放置した。これにプラスミド DNA を 4 l 加え、室温で 5 分

間静置した。50 % PEG 4000 酢酸リチウム溶液 (polyethylene glycol 4000 を酢酸リチウ

ム緩衝液に溶かし 50 % にしたもの) を 280 l 加え、穏やかに撹拌し、30 ℃で 45 分間

放置した。DMSO (Dimethyl Sulfoxide) を 39 l 加え穏やかに撹拌し、42 ℃で 5 分間ヒ

ートショックを行った。滅菌水 1 ml を加え、6000 rpm で 4 秒ほど遠心し、上清を捨て

た。そして、滅菌水で数回洗浄した後、滅菌水 500 ml に菌体を溶かし、SC 選択寒天培

地に全量塗布し、30 ℃で 3 日間培養した。 

 

15. 生育検定 

  YC13-6C 株に YEp24 (vector)、YEp24-leu2-1 (leu2-1 を組み込んだプラスミド) を

それぞれ形質転換し、YC13-6C/YEp24 株と、YC13-6C/YEp24-leu2-1 株を得た。これら

の株を、ウラシル以外の生育に必要な栄養素を全て含む培地 (以下、SC-URA と表記する) 

および、その培地からロイシンを抜いた培地 (以下、SC-URA-Leu と表記する) でそれぞ

れ 2 日間培養した。なお、対照として、vector を含まない YC13-6C 株はウラシル要求

性のため、+URA 培地で培養した。菌体を集菌し、滅菌水で数回洗浄した。菌体を滅菌水

に懸濁し、顕微鏡で菌数を数え、5.0×107 cells/ml に調整した。そして、100、10-1、10-2、

10-3 の希釈液を調整した。各希釈液 20 l を SC-URA 寒天培地、SC-URA-Leu 寒天培地

にスポットし、30 ℃で 2 日間静置培養した後、生育を観察した。 
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結果と考察 

 

1. YEp24-leu2-1 の構築 

 目的のプラスミド YEp24-leu2-1 を構築するための操作の流れを図 2 に示す。まず、

YC13-6C 株のゲノム  DNA を鋳型とし、表  3 に示したプライマー  leu2-1-0F と 

leu2-1-2250R とを用いて、leu2-1 遺伝子を含む約 2 kbp の領域を PCR により増幅した。

この断片を BamHI で処理した後、ベクターの BamHI サイトに組み込んだ。図 3 に示

すとおり、PCR 増幅断片（レーン①)、YEp24 (レーン②) をライゲーションさせ、ライゲ

ーション産物を大腸菌 JM109 株に形質転換した。目的のプラスミドはベクターのテトラ

サイクリン耐性遺伝子内にインサートが組み込まれるのでテトラサイクリン耐性遺伝子が

破壊されているため、アンピシリン非感受性かつ、テトラサイクリン感受性の株を選抜し、

その株からプラスミドを抽出した。このプラスミドを BamHI 処理すると、約 8 kbp と約 

2 kbp にバンドを確認した (図 3 のレーン③)。これらのバンドはインサートの DNA 断

片のサイズと、ベクターの  YEp24 のサイズと一致するため、このプラスミドを 

YEp24-leu2-1 だと結論づけた。また YEp24-leu2-1 を ClaI で処理すると、約 7 kbp と

約 3.3 kbp のバンドが見られた (図 3 のレーン④)。これは、インサートがベクターのテト

ラサイクリン耐性遺伝子の向きとは反対向きに組み込まれた場合の理論値と一致するため、

インサートの向きが確認でき、図 4 に YEp24-leu2-1 の物理地図を示す。 
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図 2  YEp24-leu2-1 の構築の流れ 

    B: BamHI 

 

 

図 3  YEp24-leu2-1 の確認 
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図 4  YEp24-leu2-1 の物理地図 

 

2. PCR 産物のシークエンス 

 PCR 産物には変異を含む確率があるため、シークエンスによって配列を確認する必要が

ある。そのため、YEp24-leu2-1 のインサートの全塩基配列を確認した。表 3 に示したプ

ライマーを用いてインサートの全塩基配列を解読し、PCR 産物に変異がないことを確認し

た。 

 

3. leu2-1 遺伝子導入によるサプレッションへの影響 

 YC13-6C 株、YC13-6C/YEp24 (vector) 株、YC13-6C/YEp24-leu2-1 (leu2-1 遺伝子を

組み込んだプラスミド) 株を SC-URA 培地と、SC-URA-Leu 培地に植菌し、静置培養し

た。培養 2 日目の生育状態を図 5 に示す。SC-URA 培地では、YC13-6C/YEp24 株 (レ

ーン②) と YC13-6C/YEp24-leu2-1 株 (レーン③) に生育の差は見られなかった。これに

対して、 SC-URA-Leu 培地での、 YC13-6C/YEp24-leu2-1 株  ( レーン ③ ) は、

YC13-6C/YEp24 株 (レーン②) と比べるとよく生育していた。従って、PSI sup111 によ

る leu2-1 のサプレッションが leu2-1 のコピー数をプラスミドによって増やすことで強

められると結論した。 
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多コピープラスミドによって leu2-1 遺伝子を YC13-6C 株に導入して、YC13-6C 株の 

leu2-1 遺伝子のコピー数を増加させると、PSI sup111 による leu2-1 へのサプレッション

は増強した。leu2-1 遺伝子のコピー数の増加による PSI sup111 の leu2-1 のサプレッシ

ョンの増強メカニズムは次のように考えられる。まず leu2-1 遺伝子のコピー数が増加して

いるため、leu2-1 mRNA が過剰に発現する。しかし、通常は NMD 機構が作用するため

leu2-1 mRNA は直ちに分解され【33】、タンパク質合成には使用されない。しかし、YC13-6C 

株では sup111 変異によって NMD 機構が機能しないため leu2-1 mRNA の分解が起こ

らない【34】。よって、leu2-1 mRNA は菌体に多量に存在することになり、タンパク質合

成に使用される。タンパク質合成時に YC13-6C 株には PSI が存在するため、翻訳終結因

子 eRF3 が欠乏しており【17, 18, 21】、停止コドンを超えてタンパク質合成が進行するこ

とがある (PSI による停止コドンの読み飛ばし)。それが変異停止コドンで起こることで、

機能を有する Leu2 タンパク質が合成され、サプレッションが起こる。さらに、leu2-1 

mRNA が多量に存在しているため、PSI による停止コドンの読み飛ばしが起こる回数が増

加し、機能を有する Leu2 タンパク質の合成量も増加して、サプレッションが増強される。 

ESU1 による PSI sup111 の leu2-1 に対するサプレッションの増強モデル (図 1) で

は、Esu1 タンパク質の leu2-1 遺伝子に対する転写活性化能によって leu2-1 mRNA が増

加してサプレッションは増強するとしている。今回の結果から、leu2-1 遺伝子のコピー数
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が増え leu2-1 mRNA が増加すると、PSI sup111 の leu2-1 に対するサプレッションの増

強が確認できた。従って、ESU1 による PSI sup111 の leu2-1 に対するサプレッション

の増強は、ESU1 の leu2-1 遺伝子に対する転写活性化能によるものであると結論し、

ESU1 による PSI sup111 の leu2-1 に対するサプレッションの増強モデル (図 1) を確

認できた。 
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