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1．はじめに

酵母 Yeastは単細胞性の fungiであり，厳密にいうと「出
芽・分裂によって増殖し，性接合を行う ascomycetousあ
るいは basidiomycetous fungi」の微生物細胞である．出
芽酵母の代表として Saccharomyces cerevisiae（パン酵
母）が，分裂酵母の代表として Schizosaccharomyces
pombeがよく知られている．酵母は大腸菌のように取り扱
いが簡単な細胞であるにもかかわらず，高等真核細胞との
類似性が高くかつ分子生物学・細胞生物学の解析手法が応
用できることから，真核細胞のモデル細胞として多用され
ている．特筆すべきは遺伝子破壊や変異導入などの分子遺
伝学（特に，逆遺伝学）である．また，酵母 Two-Hybrid
Assayは結合する蛋白質をライブラリから探索する方法と
してよく知られているところである．
出芽酵母には内在性 RNAウイルス（L-Aウイルスやレ

トロエレメント Ty1-5）が存在することが古くから知られ
ている．これらは細胞外感染経路をもたず，接合などの細
胞質混合で伝達される．酵母の細胞外からのウイルス感染
を最初に報告したのはタバコモザイクウイルスを用いてで

ある 5）．下等真核細胞である酵母は細胞壁があるという点
では植物細胞であり，植物ウイルスの報告があるのはなる
ほどと思われる．しかし近年，動物ウイルスの増殖も酵母
で再現できることが明らかとなってきた．本稿では，酵母
が動物ウイルスの研究にどう利用されているのか，またど
う利用できるのか，実例と利用の利点・注意点などを概説
する．

2．酵母における遺伝子発現

ウイルス研究者にとって，高等真核細胞はウイルスを増
殖させるための宿主細胞であり，大腸菌はウイルス遺伝子
をクローニングするための細胞である．しかし，酵母には
馴染みが薄いと思う．酵母におけるウイルス遺伝子の発現
を紹介する前に，酵母自体の遺伝子発現について少し解説
する．

1）酵母の遺伝子発現系
① DNA複製
出芽酵母は DNA複製開始部位の構造がわかっている唯

一の真核生物である．酵母細胞内で複製開始点となる DNA
配列を自律複製配列（Autonomously Replicating Sequence:
ARS）と呼び，5’-（T/A）TTTA（C/T）（A/G）TTT（T/A）-3’-
という共通配列が見出されている．ただし，分裂酵母の
ARSとは一般的に交換できない．この ARSに加え，分極
に関与するセントロメア CENと染色体安定性に関与する
テロメア TELが染色体機能として必要である．酵母におけ
る DNA複製機構の解析から同様の複製機構がヒト細胞で
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も存在すると推測されている．
②転写
酵母から動物細胞まで，DNA依存性 RNAポリメラーゼ
の基本的な構造や機能は共通であり，酵母 RNAポリメラ
ーゼは Pol A, B, C（動物細胞の Pol I, II, IIIに相当）と呼ば
れている．mRNAの 5’末端にはm7GpppNのキャップ構造
が付加され，モノシストロニックである．
動物細胞に比べ，出芽酵母の遺伝子にはイントロン-エク
ソン構造が少ない（約 3％）．スプライシング機構は動物細
胞の場合とほとんど同じであるが，スプライシングシグナ
ルの配列がやや異なる．分裂酵母では遺伝子の 3-4割がイ
ントロンをもつ．
③翻訳
原核生物では翻訳開始点の上流にリボソーム結合部位が
存在するのに対し，酵母を含め真核生物ではそれが認めら
れない．また酵母では，転写開始点と翻訳開始コドン AUG
の間の距離は長くても短くても翻訳レベルは変わらない．
しかしながら，mRNAの 2次構造（特に，Gと多く含む配
列）は翻訳を強く阻害する．高等真核細胞では翻訳開始コ
ドン AUGの周辺には Kozakのコンセンサス配列 CCACCA
UGGC が認められるが，酵母ではこれが AAAAAAA
UGUCUである 13）．ただし，変異させても翻訳効率の低下
はわずかである 3）．酵母のリボソームは一度翻訳を終結す
ると翻訳を再開できないといわれている．

2）酵母におけるウイルス遺伝子の発現
①ウイルス遺伝子の複製・転写
一般的に DNAウイルスの遺伝子の複製は，ウイルスゲ

ノム長が短いウイルス（パポーバ科やパルボ科）では宿主
細胞酵素系への依存性が高く，宿主の DNAポリメラーゼ
を利用する．転写はポックス科を除いてすべての DNAウ
イルスが宿主細胞の RNA Pol IIに依存している．出芽酵
母における DNAウイルスの複製・転写は，最も宿主細胞
依存性が高いと思われるパポーバ科のパピローマウイルス
を用いて成功している 2, 22, 49, 50）．酵母細胞内で安定して
複製するには自律複製配列 ARSなどが必要であるが，パピ
ローマウイルス DNAの L1-LCR領域に酵母細胞内での自
律複製に関与する配列 22）つまり弱いながらも ARSとの塩
基配列相同性のある部位が見出されている 49）．この酵母に
おけるウイルス mRNAの転写を直接証明した報告はない
が，驚くべきことに，細胞壁を消化した酵母スフェロプラ
スト細胞にパピローマウイルス粒子を取り込ませると，ウ
イルスゲノム DNAがパッケージングされた感染性ウイル
ス粒子が回収されることから 50），酵母細胞で完全なウイル
ス複製過程が進行すると思われる．
出芽酵母における（+）鎖 RNAウイルスの複製・転写

は，この分野の第 1人者である P. Ahlquistらが植物ウイ
ルスのブロモモザイクウイルス（BMV）を用いて精力的に

解析している．このウイルスの蛋白質 1a（RNA helicase
とキャッピング機能をもつ）と蛋白質 2a（RNA 依存性
RNA合成酵素）を共発現させた酵母細胞では，これら蛋白
質がウイルスゲノム RNAと複合体を形成し，転写・複製
がおこることが明らかになっている 12, 19, 20, 39, 46）．さらに，
酵母細胞における完全なウイルス複製過程がノダ科の昆虫
ウイルスを用いて示されており，感染性ウイルス粒子が回
収されている 36, 37, 38）．これに対し，（-）鎖 RNAウイルスの
複製・転写ついて詳細な報告はないが，水泡性口炎ウイル
ス（VSV）粒子を取り込ませた酵母スフェロプラスト細胞
ではウイルス蛋白の発現が観察されている．ただし，その
著者らはウイルスゲノムが複製されたとはあまり考えてい
ないようである 27）．
②ウイルスmRNAの翻訳
上記のように，酵母で感染性ウイルスが産生されること

から，間接的ではあるが，多くのウイルスmRNAは正確に
翻訳されると考えられる．気をつけねばならない点は
Internal Ribosome Entry Site（IRES）である．上述した
ように，酵母では転写開始点と翻訳開始点の距離はさほど
問題ではないが，mRNAの 2次構造は翻訳に致命的である．
そのせいなのか不明だが，酵母においてはヒト C型肝炎ウ
イルス（HCV）IRESの翻訳成功例 17, 40）とポリオウイル
ス IRESの翻訳不成功例 6）が報告されている．後者の不成
功例では，酵母細胞から La自己抗原の IRESへの結合を阻
害する 60塩基長 RNAが見出されている 7, 8, 9）．筆者らも
ヒト免疫不全ウイルス 1型（HIV-1）mRNAが酵母で翻訳
されないことを見出している．ウイルス mRNAと酵母の
RNA helicaseとの相性も指摘されている 33）．

3．酵母を用いた蛋白質発現とその応用

酵母は真核細胞のモデルとして代用されるだけでなく，
蛋白質産生の細胞としても利用されてきた．異種蛋白質発
現のための酵母の遺伝子操作については多くの総説がある
と思うのでそれを参考にしてほしい．入門書としては柴垣
と水本による総説「酵母発現系とその実際」がわかりやす
い 42）．
蛋白質発現のための細胞として，大腸菌や高等真核細胞

など様々な細胞が用いられる．表 1にそれらの特徴をまと
めた．酵母も大腸菌と同じで操作は簡単であり，寒天プレ
ートで形質転換コロニーを形成させ，これを液体培地で大
量に振盪培養する．ただし，酵母の生育は大腸菌より遅い
ので各ステップは overnightではなく 2日はかかる．酵母
の欠点として，①分厚い細胞壁をもつので細胞粉砕が困難
である，②蛋白質分解酵素の活性が高く蛋白質を精製しづ
らい，③さほど発現量が高くないなどが挙げられる．昆虫
細胞や哺乳類細胞での発現は，transfectionによる一過性
発現（大量発現に不向き）か，transfectantの細胞株を樹
立する（時間がかかる）かであり，そうでなければウイル
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スベクターに因らねばならないという難点があり，選択に
迷うところである．
大腸菌とは異なる利点として，酵母では翻訳後修飾がお
こることが挙げられる．ただし，酵母における糖鎖付加は
問題で，その付加シグナル配列は高等真核細胞と同じであ
るが，マンナンと呼ばれる巨大なマンノースポリマー構造
が形成される．例えば，HIV-1のエンベロープ蛋白 gp120
（高等真核細胞では 120kDaの蛋白質として生成されこの分
子量の約半分を糖鎖が占める）を酵母で発現させると
600kDa以上になり抗体で認識されない 14）．しかし，糖鎖
付加部位が少ない場合は活性あるエンベロープ蛋白となる
ようで，VSV G蛋白を発現させた酵母スフェロプラスト
細胞では膜融合による多核巨細胞が形成される 27）．酵母に
おける糖鎖付加のもう 1つの問題は，複合型の糖鎖付加が
おこらないことである（ただし，この点は昆虫細胞で発現
させた場合も同じで，昆虫細胞でも複合型の糖鎖付加はお
こらない）．こうした問題点を解決する目的で，糖鎖改変酵
母株の分子育種がさかんに行われている．すなわち，マン
ナン型糖鎖ができないように酵母染色体遺伝子（OCH1,
MNN1, MNN4遺伝子など）を破壊し，さらに複合型糖鎖が
生成されるようヒト遺伝子（Mannosidase I, IIを含む 7つの
遺伝子）を導入した酵母株の作出が試みられている 4, 21, 32）．
ヒト遺伝子をもたせた酵母株はまだ市販されていないが，
酵母の糖鎖遺伝子破壊株は American Type Culture
Collection（ATCC）から入手できる．
酵母の蛋白質発現系が大変有用であると認識されたのは，
酵母を用いたヒト B型肝炎ウイルス（HBV）ワクチンの製
造によってである．当時はヒト感染血清から危険を冒しな
がら HBV粒子を精製しそれを不活化してワクチンとして
いた．しかし，P. Valenzuelaらは HBVの表面抗原である
HBsAgを酵母で発現させたところ，球状の HBsAg粒子が
形成されていることを見出した 31, 45）．さらに，その細胞
破砕液から精製したウイルス様粒子（VLP）はヒト感染血

清由来不活化ワクチンと同等の力価をもつことが明らかに
され 29），現行の HBVワクチンとなっている．酵母細胞に
おける VLP形成はパピローマウイルス 15, 16）や BMV23）

でも報告されている．また近年，HIV-1でも示され 41），そ
の VLPの免疫原性が検討されている 43）．

3．酵母における細胞生物学

1）細胞の構造と機能
酵母は核と細胞質が核膜で分離された真核細胞であるが，
①有糸分裂の時も核膜（ラミンの裏打ち構造はない）が消
失しないこと，②細胞は厚い細胞壁に覆われていることが，
動物細胞との決定的な違いである．しかし，その他の細胞
内構造はよく似ている．粗面小胞体は核膜と連続したもの
と，網状のネットワークが形質膜近くに存在する．ゴルジ
装置はシス・ミディアム・トランスに分かれた層状構造と
して認められる．初期エンドソームや後期エンドソームの
存在も知られており，液胞は動物細胞のリソソームに相当
する．酵母オルガネラマーカーの抗体はMolecular Probes
から市販されている．

2）酵母細胞におけるウイルス蛋白質の動態
ウイルスの吸着・侵入過程の解析に酵母を積極的に用い

た研究は少ない．酵母には細胞壁があるからである．しか
しながら，酵母は細胞壁を除去しても活発にエンドサイト
ーシスがおこる細胞であり，それによると思われる酵母ス
フェロプラスト細胞へのウイルス感染成立が，パピローマ
ウイルス 49, 50）と VSV26, 28）で報告されている．特に VSV
では，その感染成立が温度依存性・低 pH依存性の膜融合
によることが明らかにされている 28）．
ウイルス蛋白質の細胞内輸送や局在は，その蛋白質がエ

ンベロープ蛋白か，キャプシド蛋白か，複製・転写酵素か
によって様々だが，それぞれ酵母でも解析されている．例
えば，一般的に（+）鎖 RNAウイルスの RNA依存性 RNA合

表 1 蛋白質発現系の比較

大腸菌 酵母 昆虫細胞 哺乳類細胞

培養形式

細胞倍加時間

蛋白質発現量

蛋白質の翻訳後修飾

糖鎖付加

リン酸化

アシル化

浮遊

30分

大

なし

His, Asp

なし

浮遊

90-180分

小

マンナン型

Ser, Thr, Tyr

あり

浮遊

24時間

中

高マンノース型

Ser, Thr, Tyr

あり

接着

24時間以上

極小

複合型

Ser, Thr, Tyr

あり
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成酵素は細胞内の膜小器官に結合して複製・転写複合体を
形成するが，どの膜小器官に targetingするかは個々のウ
イルスによって異なっている．この膜小器官に対する特異
性は酵母細胞でも再現され，かつこの複製・転写複合体を
人為的に本来とは異なる膜小器官に retargetingさせても
活性ある複製・転写複合体として維持されることから，こ
の膜小器官特異性はゲノムの複製・転写に必要な現象では
なく，その他の段階（ゲノムのパッケージングやアッセンブ
リー）に必要な現象だと考えられるようになってきた 25, 30）．
脂質二重膜をもたないウイルスでは，ウイルス粒子は細
胞質内で形成され細胞破壊によって放出される．これに対
し，脂質二重膜をもつウイルスでは，キャプシド蛋白が小
胞体やゴルジ体あるいは形質膜に targetingし粒子を形成
しながら出芽する．筆者らはこのようなウイルスキャプシ
ド蛋白の膜 targetingを酵母で解析し，HIV-1のキャプシド
蛋白が形質膜に targetingし，細胞壁を除去すると VLPが
出芽することを報告している 41）．

4．酵母遺伝学の利用

酵母をウイルスの宿主細胞として使用する，その真価は
酵母の分子遺伝学（特に，逆遺伝学）の利用にあるといっ
ても過言でないと思う．ウイルスは細胞内寄生生物であり，
その増殖過程において様々な宿主因子を利用する．こうし
た宿主因子を同定する目的で，ウイルスの研究に染色体遺
伝子を破壊させた酵母株を宿主として用いる実験である．

1）遺伝子破壊株の利用
酵母は相同組換えの頻度が非常に高い生物であり，酵母
の染色体遺伝子をクローニングしその遺伝子を改変（欠損

や点変異を導入）して再び酵母の染色体に戻すと，遺伝子
改変の酵母が作出できる．自分が調べたい宿主因子がある
程度予想できるならば，こうした遺伝子改変酵母株を分与
してもらうか（大抵もらえる）あるいは作成して実験に使
ってみると良い．筆者らも細胞内輸送に関連する遺伝子破
壊株を分与してもらい実験に使っている．

2）突然変異株の分離
しかし，調べたい宿主因子が予想できない場合にはもっ

と積極的なアプローチが必要となる．すなわち，エチルメ
タン硫酸やニトロソグアニジンあるいは紫外線照射によっ
て突然変異を誘発し，ウイルス増殖を許容しなくなった酵
母細胞を分離する試みである．知恵を絞らねばならないの
はその突然変異株の選択方法である．最も理想的なのは，
ウイルス増殖を許容しなくなった突然変異株だけが生育し
てくるといった条件設定であるが，そんなに都合良くいか
ない．ウイルス遺伝子あるいはウイルス蛋白を薬剤耐性や
栄養要求性のマーカーで標識し，それを指標に突然変異株
を分離するのが現実的である．ただし，こうした変異誘発
で分離された突然変異株は，その表現型が単一遺伝子の変
異によるものか，戻し交配と四分子解析が必要となること
が多い．前者は突然変異株と親株の backcrossでまだ簡単
だが，後者は慣れないと難しい．次に，その遺伝子を同定
する．酵母では突然変異株が得られた場合，その遺伝子を
特定するのは比較的容易である．酵母の遺伝子ライブラリ
を導入してその突然変異を相補するのである．すなわち，
その突然変異株に親株のゲノム DNAライブラリを導入し
突然変異の表現型が打ち消されたものを分離するか（その
突然変異が劣性の場合）（図 1），逆に，親株に突然変異株

図 1 酵母相補性試験による遺伝子の同定
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のゲノム DNAライブラリを導入し突然変異の表現型が出
現したものを分離する（その突然変異が優性の場合）．こう
した解析方法により，BMVではウイルスmRNAの安定性
に関与する宿主因子 Sm蛋白 10, 18）や転写・複製に関する
分子シャペロン DNA J43）が同定されている 1）．

3）全遺伝子破壊株ライブラリを用いた網羅的解析
もっと全遺伝子を網羅的に調べたいという要求が出てく
るかもしれない．これを可能にするのがここに述べる全遺
伝子破壊株ライブラリの利用である．
出芽酵母のゲノム解析は 1988年より国際共同プロジェク
トとして開始され 1996年に全塩基配列データが公開され
た．出芽酵母のゲノム長はリボソーム DNAの反復配列の
長さによって幅があるものの，12-16 Mbpで真核生物の中
で最も短い．出芽酵母のゲノムは 16本の染色体から構成さ
れており，全 ORF数は 6000以上でそれぞれに規則的な ID
番号がついている．出芽酵母のゲノムのデータベースとし
て http://mips.gsf.de/genre/proj/yeast/（欧州マックスプ
ランク研究所）と http://www.yeastgenome.org/（米国ス
タンフォード大学）がある．一方，分裂酵母のゲノムは 14

Mbpであり，3本の染色体から成り立っている．代表的な
データベースとして http://www.sanger.ac.uk/Projects/
S_pombe/（英国サンガーセンター）がある．
これらのポストゲノム研究はすべての遺伝子の体系的機

能解析研究であり，出芽酵母では European Functional
Analysis Network（EUROFAN）プロジェクトにより全遺
伝子破壊株コレクションが作成された．この遺伝子破壊株
作製には，PCR法による遺伝子破壊アレルの作製をベース
としながら，全遺伝子共通配列（約 20 bp）と個別識別の
ための分子バーコード（約 20 bp）の挿入などの技術を駆
使して作製された 11, 48）（図 2）．この破壊株ライブラリは
ゲノム解析によって明らかにされた約 6000個の遺伝子ORF
をそれぞれ薬剤耐性遺伝子で破壊した 1倍体あるいは 2倍
体のセット（96穴フォーマット）で，Invitrogenやフナコ
シを通じて入手できる．この破壊株ライブラリを pooledで
用いた場合には，遺伝子同定には蛍光標識分子バーコード
をプローブとした DNAマイクロアレイが使用できる 48）．
こうした遺伝子破壊株ライブラリを用いて，細胞形態 34）や
ヒト疾患 47）に関与する遺伝子の high-throughputな解析が
始まっている．2003年にはこの酵母遺伝子破壊株ライブラ

図 2 分子バーコードをもつ酵母遺伝子破壊株の作出法
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リ（約 4500株）を用いて BMV RNAの複製・転写に関与
する宿主因子の網羅的解析が行われ，約 100個の宿主因子
が発表された 24）．

4）全遺伝子破壊株ライブラリ VS siRNAライブラリ
上述のように，酵母は真核生物における遺伝学研究を担
ってきた．それは酵母では相同組換え頻度が高く gene
targetingが容易だったからである．哺乳類細胞における相
同組換え頻度は残念ながら今なお低く，遺伝子破壊株ライ
ブラリを作成できるまでに至っていない．しかし近年，
RNA干渉法による mRNAの knock-down法が確立され，
この技術は哺乳類細胞における標的宿主因子の depletionを
可能にした．また，網羅的解析を目的とした siRNAライブ
ラリの構築も開始された．それを用いて，VSVによるクラ
スリン依存性エンドサイトーシスと SV40によるラフト/カ
ベオラ依存性エンドサイトーシスに関与してくるキナーゼ
群が解析されたところ，調べた 590個のキナーゼのうち 208
個がこれらのウイルス感染によるエンドサイトーシスに関
与していることが明らかとなった 35）．酵母の遺伝子破壊株
か siRNAか，どちらが良いか筆者にはまだ結論が出せない．

5．おわりに

筆者はフツウのウイルス研究者であり，酵母学者ではな
い．ただ，当時ラボに来てくれた櫻木小百合博士（現，阪
大微研）と「酵母から HIV-1の粒子を出芽させる」といっ
た実験を組んだことから酵母も扱うようになった．そうし
た経験から，ウイルス研究者が酵母に対して疑問に思うこ
とや不安に思うことはできる限り書いたつもりであるが，
書き漏らしはあると思うし，酵母学としては体系的に書け
ていないと思う．また，酵母 Two-Hybrid Assayとその細
胞質内 Assayバージョンである酵母 CytoTrap Two-
Hybrid Assayの利用については紙面（時間か？）の関係
から書けなかった．これらの点はどうぞお許しいただけれ
ばと願う．足りない点などご指摘いただければ幸いである．
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Yeast is often considered to be a model eukaryotic organism, in a manner analogous to E. coli as a
model prokaryotic organism.  Yeast has been extensively characterized and the genomes completely
sequenced.  Despite the small genome size, yeast displays most of features of higher eukaryotes.  The
facts that most of cellular machinery is conserved among different eukaryotes and that the powerful
technologies of genetics and molecular biology are available have made yeast model eukaryotic cells in
biological and biomedical sciences including virology.  Cumulative data indicate that yeast can be a
host for animal viruses.  I briefly describe yeast gene expression and review viral replication in yeast.
Great discovery include complete replication of animal viruses and production of virus-like particle
vaccines in yeast.  Current studies on yeast focus on identification of host factors and machinery used
for viral replication.  The studies are based on traditional yeast genetics and genome-wide identifica-
tion using a complete set of yeast deletion strains.
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