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中文摘要 

真核細胞裡核醣體生合成 (Ribosome biogenesis) 過程中，需要很多非核醣

體蛋白幫助，這一類協助核醣體生合成的蛋白稱為輔助蛋白(transacting factors) 。

當這些輔助蛋白發生問題時，會導致核醣體生合成的缺失並進而影響蛋白質的生

成，使細胞生長受阻，更嚴重的甚至導致細胞死亡。BCP1 是發芽酵母菌 

(Saccharomyces cerevisiae) 的一個必需基因 (enssetial gene)，當BCP1有缺失時會

導致酵母菌死亡。前人研究指出Bcp1與60S核醣體蛋白Rpl23 (large subunit 

ribosomal protein 23) 之間有交互作用，此外也跟酸肌醇磷酸激酶蛋白Mss4 

(Phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase) 的出核運輸有關，因此Bcp1應為一個

輔助蛋白，其在核醣體生合成過程中可能的功能與角色是本研究的主要研究方

向。 

在本研究首先重複前人的研究成果，證明Bcp1蛋白的缺失會造成大核醣體

無法被運輸至細胞質而累積在細胞核裡，並造成60S生成的缺陷。 

本研究並針對Bcp1蛋白本身可能具有特定功能胺基酸序列進行刪除或突變，

製作成bcp1Δn40、bcp1Δc、bcp1Δnls、bcp1 nes突變株，研究這些特定胺基酸對

於Bcp1蛋白功能上的影響。結果發現這些胺基酸序列的改變都會導致60S 核醣

體生合成受損，但是我們意外的發現在生長測試結果中BCP1Δnls突變株卻能夠

存活，其餘的突變株皆會造成細胞死亡，因此，我們認為Bcp1蛋白在細胞質中

可能有重要的功能。 

接著，本研究針對BCP1與export factors (NMD3, ECM1, ARX1, MEX67, MTR2) 

之間基因關聯性的分析，結果顯示BCP1和export factors有基因關聯性並且當同時

產生缺失時會產生synthetic sick現象，而且60S核醣體生成變的更差。我們想藉由

大量表現export factors蛋白來修補Bcp1蛋白失活造成的生長缺陷，但是沒有效果，

因此，我們認為Bcp1缺失時可能影響其他途徑，間接影響60S出核運輸。 

為了找尋Bcp1的另一個參與的途徑，我們針對能與Bcp1蛋白結合的Rpl23蛋

白著手研究，結果顯示Rpl23可以修補Bcp蛋白失活所導致細胞死亡的現象，是
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Bcp1蛋白的高量抑制子 (high copy suppressor) ，且在分析核醣體生合成圖譜時，

亦觀察到60S合成的缺失有被修復的現象。 

本研究又針對結合於Rpl23上，防止未成熟的60S核醣體與40S結合的Tif6蛋

白進行研究。本研究發現在Bcp1蛋白失活的情況下，會造成Tif6留在細胞質的比

例增加。而且Bcp1蛋白失活也會導致在核醣體成熟過程中在Tif6下游被釋出的

Nmd3蛋白在細胞質分布的比例上升。接著本研究針對協助Tif6從60S釋出的蛋白

Sdo1以及Efl1進行研究，發現在bcp1ts突變株中Sdo1以及Efl1表現狀況與野生珠

沒有差異。 

根據以上結果，Bcp1參與60S核醣體的生合成，且其缺失可以被Rpl23抑制。

Bcp1缺失會造成Tif6及Nmd3的位置改變，進而影響其功能，但其機制為何，尚

待進一步的實驗說明。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

關鍵字：Bcp1蛋白、核醣體生合成 (ribosome biogenesis) 、出核運輸蛋白(export 

factors)、Rpl23、高量抑制子 (high copy suppressor)、Tif6。 
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英文摘要 

BCP1 is an essential gene in Saccharomyces cerevisiae. According to the 

previous research, Bcp1 is involved in the export of Mss4. Furthermore, when Bcp1 

has defects, 60S subunits can't be exported from the nucleus. It implies that Bcp1 is 

also involved in 60S biogenesis.  

   First, we mutated or deleted the function domains of Bcp1 and made mutant 

constructs: bcp1Δn40、bcp1Δc、bcp1Δnls、bcp1nes. All these mutants showed 60S 

ribosomal biogenesis defects. Except bcp1Δnls all other mutatnts can’t complement 

the growth of bcp1ts at nonpermissive temperature. .  

Then we analyzed the genetic interaction between BCP1 and 60S export factors 

( NMD3, ECM1, ARX1, MEX67, MTR2 ). We found the double mutants grew much 

sicker than those single mutants, which means Bcp1 has tight functional connection 

with these export factors. However, overexpression of any of the export factors can’t 

rescue bcp1ts and vice versa. Therefore, Bcp1 may involve in another pathway. The 

accumulation of 60S might be from the secondary effects of the block of primary 

pathway. 

We tried to test if Bcp1 showed any functional connection with Rpl23, which 

shows physical interaction with Bcp1. Interesting, we found overexpression of Rpl23 

could rescue bcp1ts growth at nonpermissive temperature. Rpl23 protein levels were 

also highly elevated when Bcp1 function was inactivated. 

To futher dissect the mechanism about why Rpl23 could rescue bcp1ts, we tested 

Tif6. Tif6 is a 60S transacting factor which binds at Rpl23 at joining face. It escorts 

with 60S subunits to the cytoplasm and needs to be released before ribosome 

maturation. Failure of Tif6 release blocks 40S association with 60S and results in cell 

lethality. Interesting, Tif6 was mislocalized when bcp1 was inactivatded. However, 
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mutations of Bcp1 does not impact Tif6 release but stability.  

According to our studies, Bcp1 plays an important role in 60S ribosome 

biogenesis. Its function is tightly connect to Tif6 and Rpl23. However, the mechanism 

is still unclear and futher studies are required.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keywords: Bcp1, ribosome biogenesis, export factor, Rpl23, high copy suppressor, 

Tif6. 
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壹、前言 

一、釀酒酵母簡介 

    釀酒酵母（學名：Saccharomyces cerevisiae），又稱麵包酵母或出芽酵母，釀

酒酵母是與人類關係最廣泛的一種酵母菌，不僅因爲傳統上它用於製作麵包 、

饅頭、 釀酒等發酵食品，在現代分子生物學中作為真核模式生物，其作用相當

於原核模式生物大腸桿菌(Escherichia coli)。釀酒酵母的細胞爲球形或者卵形，

直徑 5–10 μm ，生活史可分成單倍體 (haploid)及雙倍體(diploid)無性繁殖的方法

及有性生殖兩種。單倍體的生活史簡單且以細胞分裂 (mitosis) 行出芽生殖方式

產生子代，或相反的 matting type: MATa 和 MATα 能交配形成雙倍體；雙倍體能

以出芽生殖 方式產生子代，或當外在環境養分缺乏形成壓力時，行減數分裂

(meiosis) 產生單倍體孢子(haploid spores)增加存活率。釀酒酵母主要營養來源是

glucose、maltose、和 trehalose 等單醣，有氧情況下利用氧氣行呼吸作用產生能

量；缺乏氧氣時則進行發酵作用產生能量以維持生長。 釀酒酵母是第一個完成

基因組定序的真核生物，其基因組包含大約 1200 萬鹼基對，分成 16 組染色體，

共有 6275 個基因，其中可能約有 5800 個具有真正功能。此外釀酒酵母具有以下

特色因而被用作研究真核生物的模式生物：單細胞、體積小、且生活史短，容易

被轉殖  (Transformation) 入基因、剃除染色體上基因，或者進行基因重組 

(Recombination)，還有釀酒酵母與同爲真核生物的動物和植物細胞具有很多同源

性的基因。據估計釀酒酵母基因約有 23%與人類同源，人體中重要的蛋白質很多

都是在酵母中先被發現其同源物，因此，研究者可藉由利用釀酒酵母這類模式生

物來研究高等真核生物在分子生物學及細胞生物學上的現象。 

 

二、核醣體(Ribosome)簡介 

    核醣體(Ribosome)是細胞裡的一種胞器，由大的次單位體(large subunit )及小

的次單位體(small subunit)共同組成，其組成次單位體在真核與原核生物中不同。

http://zh.wikipedia.org/wiki/%E5%AD%A6%E5%90%8D
http://zh.wikipedia.org/wiki/%E9%85%B5%E6%AF%8D
http://zh.wikipedia.org/wiki/%E9%BA%B5%E5%8C%85
http://zh.wikipedia.org/wiki/%E9%A5%85%E9%A0%AD
http://zh.wikipedia.org/wiki/%E9%85%BF%E9%85%92
http://zh.wikipedia.org/wiki/%E5%88%86%E5%AD%90%E7%94%9F%E7%89%A9%E5%AD%B8
http://zh.wikipedia.org/wiki/%E7%9C%9F%E6%A0%B8%E7%94%9F%E7%89%A9
http://zh.wikipedia.org/wiki/%E7%9C%9F%E6%A0%B8%E7%94%9F%E7%89%A9
http://zh.wikipedia.org/wiki/%E5%8E%9F%E6%A0%B8
http://zh.wikipedia.org/wiki/%E5%A4%A7%E8%85%B8%E6%A1%BF%E8%8F%8C
http://en.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli
http://zh.wikipedia.org/wiki/%E5%BE%AE%E7%B1%B3
http://en.wikipedia.org/wiki/Haploid
http://en.wikipedia.org/wiki/Mitosis
http://zh.wikipedia.org/wiki/%E5%87%BA%E8%8A%BD%E7%94%9F%E6%AE%96
http://zh.wikipedia.org/wiki/%E5%87%BA%E8%8A%BD%E7%94%9F%E6%AE%96
http://en.wikipedia.org/wiki/Meiosis
http://en.wikipedia.org/wiki/Spores
http://en.wikipedia.org/wiki/Glucose
http://en.wikipedia.org/wiki/Maltose
http://en.wikipedia.org/wiki/Trehalose
http://zh.wikipedia.org/wiki/%E5%9F%BA%E5%9B%A0%E7%B5%84
http://zh.wikipedia.org/wiki/%E9%B9%BC%E5%9F%BA%E5%B0%8D
http://zh.wikipedia.org/wiki/%E6%9F%93%E8%89%B2%E9%AB%94
http://zh.wikipedia.org/wiki/%E5%8B%95%E7%89%A9
http://zh.wikipedia.org/wiki/%E6%A4%8D%E7%89%A9
http://zh.wikipedia.org/wiki/%E4%BA%BA
http://zh.wikipedia.org/wiki/%E8%9B%8B%E7%99%BD%E8%B3%AA
http://zh.wikipedia.org/wiki/%E5%90%8C%E6%BA%90
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真核生物中 small subunit 為 40S Ribosome，large subunit 為 60S Ribosome，轉譯

時由這兩次單位體共同組成 80S Ribosome；原核生物中則是由 small subunit 30S 

Ribosome 和 large subunit 50S Ribosome，轉譯時組成 70S Ribosome(Lafontaine 

and Tollervey, 2001) 。核醣體主要是由 rRNA以及 ribosomal proteins (Rps)所組成，

核醣體的主要的功能則是將帶有基因密碼的DNA轉錄(Transcription)出的mRNA

進行轉譯(Translation)產生具有功能的蛋白質，進而調控細胞生長代謝(Korostelev, 

2011) 。 

 

三、核醣體生合成 (Ribosome biogenesis) 

    核醣體生合成是個很複雜的流程，在核仁中，rRNA 轉錄後，接著經過剪切、

修飾(Henras et al., 2008)、及與核醣體蛋白結合，然後經由運輸出細胞核到細胞

質中(Tschochner and Hurt, 2003)，最後形成具有轉譯功能的結構(Fromont-Racine 

et al., 2003)。這個合成過程中，除了 rRNA 以及 Ribosomal Proteins，也需要有與

核醣體結構組成無關但卻具有協助核醣體生合成或者協助運輸出核的蛋白，這一

些蛋白稱為輔助蛋白(non-ribosomal factors or transacting factors) (Nissan et al., 

2002)。核醣體生合成過程可約分為 pre-rRNA的轉錄、pre-rRNA的加工(processing)

與摺疊 (folding)、同時 pre-rRNA 會與 Ribosomal Proteins 進行結合(assembly) 

(Venema and Tollervey, 1999)、 Ribosomal subunits 出細胞核運輸(Nuclear export of 

ribosomal subunits)及核醣體在細胞質中完成最終的成熟(Kressler et al., 2010) 

(Krokowski et al., 2006) (Lo et al., 2009)。40S 與 60S subunits 在合成階段有不同的

核醣體蛋白、non-ribosomal factors 參與，整個過程也不相同(Nissan et al., 2002) 

(Schafer et al., 2003)。。Tandem affinity purification (TAP) Method 常被用來分析核

醣體生合成過程中整個蛋白複合物組合的變化，藉由將各個階段的複合物分離出

來，分析其中 pre-rRNA、Ribosomal Proteins、non-ribosomal factors 和 snoRNPs

組成的差別，找出每一個蛋白質參加的時間點及功能，來推斷整個生合成的步驟
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(Grandi et al., 2002b)。 

 

1. pre-rRNA 的轉錄 

    真核細胞 rRNA 的轉錄主要是藉由 RNA polymerase I 來合成，起初會合成出

35S pre-rRNA(Krokowski et al., 2006; Mayer and Grummt, 2006; Moss et al., 2007; 

Rudra and Warner, 2004)，帶有 A 0、A1、A2、A3 四個切位，其中 A0、A1、A2三

個切位隨後會被約 75 個 small nucleolar ribonucle protein particles (snoRNPs)形成

的 snoRNP complexes切開形成 20S pre-rRNA及 27S pre-rRNA(Appendix Fig. 1)。

snoRNPs 是一種可以對 ribosomal RNAs、transfer RNAs 及 small nuclear RNAs 進

行修飾的 RNA (Fromont-Racine et al., 2003; Henras et al., 2004; Henras et al., 2008; 

Venema and Tollervey, 1999)。snoRNPs 可以分成兩類型：藉由 methylation 進行修

飾的 C/D box snoRNAs 及藉由 pseudouridylation 進行修飾的  H/ACA box 

snoRNAs。20S pre-rRNA 經由熟成後，會產生 18S rRNA，形成 40S 核醣體；27S 

pre-rRNA、5.8S 、及 RNA polymeraseⅢ轉錄出的 5S pre-rRNA 則形成 60S 核醣

體 (Granneman and Baserga, 2004; Henras et al., 2008)。 

 

2.40S 核醣體生合成(Assembly of 40S subunits): 

    第一個 40S precursor 是由 UTP-A、UTP-B、UTP-C subcomplexes 與 35S 

pre-rRNA 一起形成的 90S particle 又稱為 small subunit processome (SSU) (Krogan 

et al., 2004; Osheim et al., 2004; Perez-Fernandez et al., 2007)。最先被純化出來的

pre-40S 是由超過 20 個 non-ribosomal factors、U3 snoRNP、一些 Rps 和 35S rRNA

所組成(Dragon et al., 2002; Grandi et al., 2002a; Perez-Fernandez et al., 2007)。接著

U3 snoRNP 切斷 35S rRNA 上的 A0、A1、A2三個切位產生 20S pre-rRNA，這步

驟使得 pre-40S 組成發生改變。接著許多的 non-ribosomal factors 離開 pre-40S，

更多的biogenesis factors 和Rps 與 pre-40S結合(Schafer et al., 2003)，這時 pre-40S

http://en.wikipedia.org/wiki/Ribosomal_RNA
http://en.wikipedia.org/wiki/Transfer_RNA
http://en.wikipedia.org/wiki/Small_nuclear_RNA
http://en.wikipedia.org/wiki/Methylation
http://en.wikipedia.org/wiki/Pseudouridylation
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具有明顯的 Head 結構以及 platform 和 body 特色構造，接著 pre-40S 被送進細胞

質。進入細胞質後的 pre-40S 馬上形成 40S 典型的 beak 結構，並且和

Enp1-Ltv1-Rps3 complex 以及 protein kinase Hrr25 結合在一起 (Schafer et al., 

2006)，接著細胞質中的Nob1切掉 20S pre-rRNA上的D site形成 18S rRNA (Fatica 

et al., 2003; Gelperin et al., 2001; Granneman et al., 2005; Vanrobays et al., 2003)，成

熟為完整的 40S Ribosome (Fatica et al., 2004; Lamanna and Karbstein, 2009)。 

 

3.60S 核醣體生合成 (Assembly of 60S subunits): 

    第一個 pre-60S 中間產物是藉由 Ssf1 這個蛋白質利用 TAP 純化方法純化取

得(Fatica et al., 2002; Harnpicharnchai et al., 2001)，組成包括有 27SA，27SB 

pre-rRNAr 及 ribosomal proteins，約 30 個 non-ribosomal factors (其中包括 early 

factors Noc1 及 Rrp5)，但在這階段的 pre-60S 中沒有發現到 snoRNPs 的存在

(Kressler et al., 2008a)。第二個 pre-60S 是由 Npa1 純化取得，組成包括有 27SA2 

pre-rRNA，ribosomal proteins，約 40 個 non-ribosomal factors，8 個 RNA helicase，

一些 snoRNPs 以及 90S 有關的 factors。下一個中間產物是藉由 Nsa1 這個蛋白純

化出來，組成包括有 5S rRNA，27SA3 pre-rRNA ，27SB pre-rRNA(組成從

Noc1-Noc2 變成 Noc2-Noc3) (Kressler et al., 2008b; Milkereit et al., 2001)，外切酶

(exonuclease)Rat1 和 Xrn1，5S RNP complex(包含有 Rpf、Rrs1、 Rpl5)以及

Rpl11(Zhang et al., 2007)。 

接著下一階段純化是透過Rix1這個蛋白質；此時pre-60S已經被運送到

Nucleoplasm，這個階段有許多蛋白已經離開pre-60S，像是Spb1、 Erb1、 Nop2、 

Puf6、Ebp2、Ytm1、Noc2–Noc3 subcomplex、DExD/H-ATPases Dbp10、 Drs1、

Spb4、Dbp9、以及 Has11(Kressler et al., 2008b)。不過同時也有新的蛋白參與組

成，包括Rea1、the Rix1–Ipi3–Ipi1 subcomplex、Rsa4、the Arx1–Alb1 subcomplex、

Sda1、及Nug2，此外這階段pre-rRNA的組成已經改變為25S和7S/5.8S，並形成蝌
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蚪狀 (tadpole-like) 的結構(Harnpicharnchai et al., 2001; Nissan et al., 2004)，尾巴

則與Rea1 AAA-ATPase及Rsa4 and the Rix1–Ipi3–Ipi1 subcomplex結合以幫助

pre-60S運輸出細胞核(Harnpicharnchai et al., 2001)。 

 

4.核醣體的出核運輸 (Nuclear export of ribosome subuints) 

    核醣體的兩個次單體 pre-60S subunit 和 pre-40S subunit在細胞核內生成之後，

需要通過細胞核膜到細胞質中，完成最後的成熟過程，並組成完整的 80S 核醣體

進而具有合成蛋白質的功能，這個將 pre-ribosome 通過 Nuclear pore complexes 

(NPC)運送出細胞核的過程稱之為核醣體的出核運輸(Ribbeck and Gorlich, 2002)。

幫助 60S 出核的蛋白質包括：Arx1 (Yao et al., 2007)、Nmd3/Crm1、Mex67-Mtr2 

heterodimer 及 Ecm1。NPC 是核醣體出核運輸中一個很重要的角色(Chook and 

Blobel, 2001; Fried and Kutay, 2003)，Nucleoporins 在細胞核膜上形成一個巨大的

複合物，形成細胞核內外的通道，核醣體的出核運輸過程需要 export receptors

結合，幫助核醣體通過 NPC 的疏水性通道，將 pre-ribosome particles 送入細胞質

中，使 pre-ribosomes 在細胞質中成熟為 60S 和 40S Ribosomes。 

 

Pre-60S 核醣體運輸蛋白 

(1) Crm1(Xpo1) 

Nmd3 是具有 nuclear export sequence (NES)訊號的 adapter，當 Nmd3 和

pre-60S 結合後，NES 會展現出來讓 Xpo1 進行辨認及結合，接著會與 RanGTP

結合，幫助 Pre-60S 通過核膜 (Hedges et al., 2006; Thomas and Kutay, 2003; Trotta 

et al., 2003)。 

(2) Mex67/Mtr2 

接著被發現與 60S 核醣體出核運輸有關的 receptor proteins 是 Mex67-Mtr2 

heterodimer 蛋白 (Kadowaki et al., 1994a; Kadowaki et al., 1994b; Rout et al., 2000; 
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Segref et al., 1997)，Mex67-Mtr2 heterodimer 蛋白已經被研究與 mRNA 的出核運

輸有關，而在 60S 核醣出核運輸中當 Mex67-Mtr2 heterodimer 發生缺失時會導致

60S 受到阻礙，並且有研究指出 Mex67-Mtr2 heterodimer 與 nucleoporins 及 5S 

rRNA 有直接的鍵結 (Strasser et al., 2000; Yao et al., 2007)。 

(3) Arx1 

第三個被研究發現參與 60S 核醣體出核運輸的蛋白是 Arx1 ，Arx1 被研究

發現它與 60S 核醣體鍵結的位置靠近核醣體蛋白 Rpl25 (Bradatsch et al., 2007; 

Hung and Johnson, 2006)，而且 Arx1 會形成一個非極性的結構幫助遮蔽 Pre-60S

帶有的極性部份以協助 Pre-60S 與 NPC 進行結合並通過核膜，更有研究指出

arx1Δ 與其他 export fators nmd3, mex67 以及 mtr2 同時發生突變的情況下，因為

Arx1 與這些 export factors 之間功能相似，因而導致缺陷加重以致細胞死亡的

synthetic lethality 現象。 

(4) Ecm1 

Ecm1 是經由與 mtr2-33 mutant 有 synthetic lethality 現象而發現的另一個與

Pre-60S 核醣體出核運輸有關的蛋白(Bassler et al., 2001)，而且 Ecm1 也被證實與

Nmd3、Arx1 及 Mex67 間有交互作用，同時協助 Pre-60S 運輸出細胞核到細胞質

中進行核醣體的功用(Bradatsch et al., 2007; Yao et al., 2010)。 

當 pre-60S 輸送出細胞核到達細胞質之後，AAA-ATPase Drg1 會將 Nog1、

Rlp24 (Pertschy et al., 2007b)從 pre-60S 釋出；phosphatase Yvh1 則是促進 Mrt4 置

換成 P0 (Kemmler et al., 2009; Zhang et al., 2007)；接著 Rei1及 Jjj1將Arx1釋出；

Efl1 及 Sdo1 將 Tif6 回收，是一個會與 Rpl23 核醣體結構蛋白結合形成一個空間

阻礙，限制 60S 核醣體與 40S 核醣體結合的 stalk protein；Lsg1、Sqt1 及 Rpl10

將 Nmd3 置換下來，60S Ribosome 才完成成熟的過程。而這些輔助蛋白會再回到

細胞核中，幫助下一個核醣體的合成(Appendix Fig. 2)(Gabel and Ruvkun, 2008; 

Thomson and Tollervey, 2010; Yao et al., 2007)。 
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5.核醣體生合成中的耗能酵素 (Energy-consuming enzymes in ribosome 

biogenesis) 

核醣體生合成的各個過程中需要很多的耗能酵素參與協助同時調控各個反

應進行。核醣體生合成的過程中參與耗能酵素可以分類成 DexD/DexH ATPase、

kinase、GTPase、 AAA-ATPase、以及 ABC proteins (Kressler et al., 2010; Kressler 

et al., 2008a; Mayer and Grummt, 2006; Strunk and Karbstein, 2009)。 

 

DExD/H-ATPase 

Pre-ribosome 會與大量RNPs、rRNA和snoRNA形成複雜的聚合物，而形成

這聚合物的能量來源主要是 DExD/DExH ATPase這一類型的耗能酵素

(Gorbalenya and Koonin, 1993)。對於pre-40S的組成約有七個DExD/DExH ATPase：

Dbp4、Dbp8、Dhr1、Dhr2、Fal1、Rok1、Rrp3；pre-60S則有約十個：Dbp2、Dbp3、

Dbp6、Dbp7、Dbp9、Dbp10、Drs1、Mak5、Mtyr4/Dob1參與；另外Has1與Prp43

這兩個DExD/DExH ATPase 則是同時參與pre-40S及pre-60S。 

DExD/DExH ATPase在核醣體生合成的早期就參與主要的功用有幾種， 幫

助RNP的重組及RNA與RNA或Protein與Protein之間鍵結的解離，提供能量給

pre-rRNA的exonuclease與endonuclease，及協助snoRNP從pre-rRNA脫離。總括

DExD/DExH ATPase的功用主要是藉由消耗ATP的能量以維持pre-ribosomal 

particles 的完整以及幫助核醣體蛋白或核醣體因子的置換 (Bleichert and Baserga, 

2007; Cordin et al., 2006; Jankowsky and Fairman, 2007; Linder, 2006)。 

 

Kinases 

根據研究指出有一些kinases會參與核醣體的生合成過程，其中kinases對於

pre-40S的生合成有著重要性的影響。Hrr25 蛋白是casein kinase I的異構型酵素，
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Hrr25參與細胞內很多代謝過程的反應像是kinetochore attachment ，DNA repair ，

cell cycle，Ca
2+

 signaling及NPC的磷酸化修飾 (Lusk et al., 2007; Petronczki et al., 

2006)。Hrr25對40S的功用主要在late pre-40S particles 階段，Hrr25會磷酸化及去

磷酸化 Ltv1-Enp1-Rps3 subcomplex (Schafer et al., 2006; Schafer et al., 2003) ，而

這是對40S  beak 結構形成是必需的，如果缺少Hrr25 kinase，40S將無法具有正

常的構形及功能 (Schafer et al., 2006)。60S核醣體的生合成過程裡Hrr25會磷酸化

Tif6幫助60S可以正常的生合成(Basu et al., 2003)。 

Rio1和Rio2是 Homologous，為非典型的 serine protein kinase ， Rio1 protein

在核醣體生合成過程以外的功能也是相當的重要，這蛋白的主要功用在協助 

Cell cycle 的進行以及幫助 chromosome 的修復(Angermayr et al., 2002)。Rio1和 

Rio2 兩個蛋白質都是可以被輸送到細胞核內再從細胞核內被輸送到細胞質中的

雙向蛋白(shuttling proteins)。根據研究指出，Rio1和Rio2對於40S核醣體的生合成

是必需的酵素，這兩個蛋白質參與 pre-40S在細胞質中20S pre-rRNA的生合成過

程(Geerlings et al., 2003; Vanrobays et al., 2003; Vanrobays et al., 2001)，另有研究指

出在 TAP 純化的結果中發現Rio2的含量較多，相較之下Rio1幾乎沒有甚麼含量，

因此Rio2 在40S核醣體生合成中可能是比較主要的酵素，調控著40S的生成。 

Fap7是一個帶有P-loop 的 kinase (Leipe et al., 2003)，Fap7蛋白的缺失會導致

20S pre-rRNA的生合成過程出現缺失，同時Fap7是一個直接與核醣體蛋白Rps14

結合的蛋白。Fap7蛋白的walker A或 walker B domains (Granneman et al., 2005)的

缺失或突變都會造成Fap7功能的下降。 

Kinases藉由磷酸化以及去磷酸化調控著一些核醣體蛋白的構型，同樣的也

藉此調控一些其他酵素的活性，進而調控核醣體的生合成過程。 

 

AAA-ATPase: 

ATPases associated with various cellular activities (AAA-type ATPases)是一種
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存在所有生物體中的耗能酵素，研究發現這類酵素參與許許多多細胞內生化反應，

也包括核醣體生合成的一些反應過程。AAA-ATPase結構由保守結構的ATPase 

domain，walker A (P-loop)，walker B (DExx-box) (Erzberger and Berger, 2006)以及

其他非保守結構共同組成一個具有六聚體圓環結構的蛋白質，這個結構藉由水解

ATP產生的能量就能改變蛋白質的結構或者是將受質從載體上釋放(Hanson and 

Whiteheart, 2005; Vale, 2000)。根據六聚環結構的差異可將AAA-ATPase分成typeI、

typeⅡ及6 AAA domains三種類型ATPase。在核醣體生合成的過程中有三個

AAA-ATPase對於 60S ribosome的合成是必需的，分別是Drg1/Afg2, Rix7, 

Real1/Mdn1。Drg1是具有兩個AAA domains的typeI AAA-ATPase，在細胞質中

Drg1主要功能是將Rlp24及Nog1在細胞質中從60S核醣體上釋出(Zakalskiy et al., 

2002)。Rix7 是一個 typeⅡ  AAA-ATPase，它會將Nsa1從  nucleolar pre-60S 

ribosome上釋放下來(Gadal et al., 2001)。Rea1是six AAA domains的AAA-ATPase，

它會將Rsa4及Rix1-Ipi3- Ipi1所組成的complex從60S ribosome上釋放，進而協助核

醣體形成(Garbarino and Gibbons, 2002; Ulbrich et al., 2009)。 

ATP-binding cassette (ABC) superfamily : 

   大多數ABC proteins是在膜上扮演將物質由低濃度往高濃度主動運輸的角色，

但是在核醣體生合成的過程中有兩個ABC proteins幫助ribosome assembly (Dong 

et al., 2005; Yarunin et al., 2005)，分別是Arb1及Rli1 (Dong et al., 2005; Dong et al., 

2004)。Arb1的缺失會造成40S ribosome生合成的缺陷(Dong et al., 2005)。而Rli1

的缺失則是會導致40S及60S岀核運輸的缺陷(Kispal et al., 2005)，此外，Rli1與

translation initiation factor 3(eIF3)及Hcr1(eIF 3的非必需結構蛋白單體)有相關聯

性(Yarunin et al., 2005)。 

 

GTPases : 

   GTPase proteins 上具有五個保守性序列，其中包括p-loop所組成具功能性的
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G-domain，這類型蛋白主要功能是用來對細胞內生化反應進行調控(Leipe et al., 

2002)，已經發現有六個蛋白參與核醣體生合成的過程，分別是Bms1、 Efl1/Ria1、

Lsg1/Kre35、 Nog1、Nug1，Nug2以及Nog2。Bms1與40S生合成相關，Bms1與

Rcl1以及GTP形成complex引導 U3 snoRNA 與90S particle結合進行分割反應，隨

後Bms1水解GTP從90S particle上離開(Gelperin et al., 2001; Karbstein et al., 2005; 

Wegierski et al., 2001)。其他5個GTPases都與60S核醣體生合成相關，Efl1/Ria1幫

助在細胞質內pre-60S上的Tif6離開。Nog1參與pre-60S從細胞核輸送到細胞質的

過程，它結合在Rlp24 protein上(Saveanu et al., 2003)，直到pre-60S被送到至胞質

中，才由Drg1釋放Nog1和Rlp24。Lsg1幫助Nmd3的離開(Pertschy et al., 2007a)。

Nug1和 Nug2/Nog2參與核醣體生合成的步驟尚未清楚，其功能主要是幫助核醣

體結構的改變(Karbstein, 2007; Leipe et al., 2002)。 

 

四、核醣體生合成及人類疾病的相關性 

    核醣體生合成過程中某些輔助蛋白或核醣體蛋白的突變或缺失，已知與一些

人類基因疾病有關聯，，其中很多都與造血骨髓的病變相關，進而導致紅血球量

的下降或是促使細胞癌化。已知因為核醣體生合成過程發生缺陷所造成的疾病有：

Diamond-blackfan anemia (DBA) 、 dyskeratosis congenital (DC) 、

Shwachman-Diamond syndrome (SDS)、crtilage-hair hypoplasia (CHH)。 

1. Blackfan-Diamond氏貧血 (Blackfan-Diamond Anemia): 

Blackfan-Diamond氏貧血的發病主要跟紅血球的發育不全，血球細胞發育遲緩以

及先天異常有關。所有病人中細胞先天異常引起發病占30-50%，核醣體生合成

蛋白突變引起發病占30-40%，RPL5、RPL11、RPS17、RPS19及RPS27的突變都

會引起發病，主要原因是核醣體生成變得遲緩。 

2. 先天性角化不良 (Dyskeratosis Congenita): 

先天性角化不良的病徵是皮膚有色素沉澱，黏膜有白斑已及指甲發育不良。產生
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此疾病的原因是因為protein dyskerin的突變以至不能促進H/ACA snoRNPs的功能

而導致的結果。 

3. Swachman-Diamond syndrome(SDS): 

Swachman-Diamond syndrome (SDS)的病徵是造血能力降低，胰臟外分泌下降以

及發生白血病的風險增加，這個疾病主要跟SBDS蛋白突變有關，此蛋白跟酵母

的Sdo1為同源蛋白。Sdo1蛋白會與Efl1蛋白一起將Tif6從60S上釋放下來，讓60S

完成成熟步驟(Menne et al., 2007)。 

4. Cartilage-hair hypoplasia (CHH): 

Cartilage-hair hypoplasia主要的病徵是骨骼發育不良以及侏儒症，主要是由於

MRP RNase突變導致rRNA processing不正常所引起的疾病。 

核醣體的生合成也會影響細胞週期，，根據研究，當核醣體生成減弱時，會

產生一種回饋訊號而影響cell cycle，導致cell cycle停止或者是細胞凋亡，有些核

醣體蛋白已被研究會影響cell cycle。在哺乳動物中，RPL11可以抑制MYC的功能，

RPL23、RPL11、RPL5及RPS7可以減弱MDM2的活性並使p53更為穩定。在癌細

胞中，常被發現核醣體生合成的調控出錯，因此，核醣體生合成的機制與人類細

胞的功能及控制有相當大的關聯性。 

 

五、研究動機 

    核醣體生合成和細胞內蛋白質的合成密不可分，蛋白質是構成細胞結構的重

要成分同時也協助和調控細胞內生化代謝反應的酵素，當核醣體生合成發生缺陷

時會導致蛋白質生成受阻進而導致細胞生長缺陷甚至死亡，因此研究核醣體合成

機制對於細胞正常的生長是相當重要的領域。BCP1 是出芽酵母的一個必需基因 

(essential gene)，當 BCP1 失去功能時會導致酵母菌死亡。根據生物資訊序列分

析比對的結果顯示，Bcp1 蛋白上帶有幫助出核的 NES (Nuclear export signal)以及

幫助入核的 NLS (Nuclear localization sequence)這兩種運輸訊號序列。前人研究指
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出，Bcp1 是調控酸肌醇磷酸激酶 Mss4 (Phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase)

的出核蛋白，當 Bcp1 缺失時會使 Mss4 累積於核中，而不能到細胞膜上進行

phosphoinositol 的磷酸化。但有趣的是，當 Bcp1 缺失時也會導致大核醣體累積

在細胞核中，而且Bcp1和60S核醣體蛋白Rpl23 (large subunit ribosomal protein 23) 

之間有交互作，因此，這都顯示 Bcp1 在核醣體生合成過程中具有功能，但是其

角色未知。因此，研究 Bcp1 蛋白在核醣體生合成中扮演的角色以及功能是本篇

論文主要的研究方向。 
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貳、 材料與方法 

一、實驗材料: 

(一) 菌株與質體：請參照表一、表二。 

(二)本研究所使用引子對:請參照表三。 

(三) 本研究所使用的培養基。YPD 成分是 20g peptone, 10g yeast extract 加 H2O 

至 950mL 進行滅菌後再添加 50mL 40% Glucose 製備而成(製作成培養基需額外

添加 20g argar)，YPGal 成分是 20g peptone, 10g yeast extract 加 H2O 至 900mL

進行滅菌後再添加 100mL 20% Galactose 製備而成；此外在酵母菌培養中使用的

選擇性培養液或培養基稱為 dropout media，主要成分為 yeast nitrogen base 和 

dropout powder (組成分為 adenine 800mg, uracil 800mg, tryphan 800mg, histidin 

800mg, arginine 800mg, methionine 800mg, tyrosine 1200mg, lysine 1200mg, 

phenylalanine 2000mg, leucine 2400mg ) 在實驗中會根據轉殖到酵母菌中質體上

所帶的篩選基因將其中一種或是兩種以上必須物質剃除，製作成篩選用的培養液

或培養基，製備方法為 6.7g yeast nitrogen base 以及 0.6g dropout powder 加水至

950ml 進行滅菌之後加入 50ml glucose(製作成培養基需額外添加 20g argar)，或

是 6.7g yeast nitrogen base以及 0.6g dropout powder 加水至 900ml 進行滅菌之後

加入 100ml galactose 所製成。 

 

二、一般實驗方法 

(一) 相關套組(Kit)使用 

相關套組使用之方法參照各套組使用說明書。 

(二) 勝任細胞製備 

在我們的實驗中我們利用 E.coli DH5α 來製作勝任細胞，以便我們將質體進行放

大，同時也能用來作 stock 的保存。在製作勝任細胞的過程首先我們先將大腸桿

菌 DH5α 以四區劃分法塗在 LB 培養皿上進行隔夜培養，第二天我們取單一菌落
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的 DH5α 培養在 5 mL 由 SOB (10g Tryptone (2%), 2.5g Yeast extract (0.5%), 0.29g 

NaCl, 0.091g or 1.25ml 1M KCl, 0.602g or 5ml 1M MgSO4, 0.467g MgCl2 or 5ml 

1M MgCl2, adjust to 500 ml with water and autoclave)添加 40% Glucose 使作後製

備成含有 1% Glucose 的 SOC 培養液中於℃
37℃進行隔夜培養。第三天我們將

5mL 的菌液全部加到 500mL SOB 中於 20℃培養箱進行繼代培養直到 OD600到

0.5-0.6 然後在 4℃條件下回收菌體，接著加入 9.5ml TB (10mM PIPES, 15mM 

CaCl2∙2H2O, 250mM KCl, 55mM MnCl2, pH 6.7 )在冰上培養 10 分鐘然後離心去

上清，接著再加入 18.6 ml TB 和 1.4 ml DMSO(7%) 混勻放置於冰上靜置 10 分

鐘，隨後以 100μl 分裝到一個 1.5ml 試管中放入液態氮瞬間冷凍後保存在-80℃

備用。 

 

 (三) 轉型作用 

1. E.coli Heat shock transformation 

將 100μl 勝任細胞與 2-20μl 質體混和，冰浴 30 分鐘。42℃下進行熱休克反應(Heat 

shock) 90 秒，隨後置於冰上 2 分鐘。加入 LB 100μl，於 37℃培養 30 分鐘。塗於

含適當抗生素的培養基上，置於 37℃培養箱培養隔夜。 

2. Quick Yeast transformation 

在 30℃培養箱，使用 YPD 或者 Drop-out Media 隔夜培養 3 ml yeast ，將菌液倒

入 1.5 ml 離心管中，以 8000 rpm 離心，重複兩次，倒出上清液以 1 倍 Li/TE 

(100mM LiOAC/10mM Tris, 1mM EDTA)回溶，接著離心倒出上清液，以 50-200

μl 1 倍 Li/TE 回溶然後分裝菌液，15μl 到一管 1.5ml 離心管為一個反應，加入

5 μl ssDNA(10mg/ml)，加入質體 DNA，加入 300 μl PEG/Li/TE，混和均勻，在

30℃下，培養 30 分鐘，之後 42℃下進行熱休克反應(Heat shock)15 分鐘，加入

1ml 無菌水混勻，以 8000rpm 離心，倒出上清液剩下約 100μl，塗於適當選擇性

培養基上，放置在 30℃培養箱培養 2-3 天。 
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三、Bcp1 突變株的建構 

我們利用 PCR 與基因重組技術設計我們實驗的各種菌株，首先以 BY4741 酵母

菌的 DNA 作為模板，以 KLO14、KLO15 primer 在條件 95℃ 5 分鐘，95℃ 30

秒 50℃ 30 秒 72℃ 1 分鐘共 30 個 Cycles，以及最後反應 72℃ 10 分鐘下，選殖

出 BCP1 基因，再用限制酶 EagI及 PacI 剪切後，接入以同樣限制酶酵素剪切的

PAJ1025 質體中，建構 BCP1-GFP (LEU2 CEN)的質體，命名為 PKL101，同樣的

利用同樣限制酶酵素剪切的 PAJ1026 質體中，建構 BCP1-MYC (LEU2 CEN)的質

體，命名為 PKL105。我也建構不同的 Bcp1 突變株，包括 Δn40、Δnls、nes、Δc 

mutants。在 Δn40 的突變株建構中，第一步，我先利用 KLO87、KLO15 增幅出

DNA 片段，再用限制酶 EcoRI 及 PacI 剪切後，接入以同樣限制酶酵素剪切的

PAJ755 質體中，建構 bcp1Δn40-GFP (URA3 CEN)的質體，命名為 PKL112。利用

EagI 及 PacI 限制酶酵素剪切 PKL112 並接入 PAJ1025 或 PAJ1026 質體中，建構

bcp1Δn40-myc (LEU2 CEN)的質體，命名為 PKL118。Δnls 的突變株建構中，第

一步，我先利用 KLO14、KLO26 以及 KLO27、KLO15 分別增幅出 5 端及 3 端

的DNA片段，這兩片段的DNA少了原來 nls訊號 14個氨基酸的 42核苷酸序列，

我們利用引子上帶有的 BamHI限制酶剪切再利用接合酶(Ligase)將兩個片段接合

在一起，然後用限制酶 EagI 及 PacI 剪切後，接入 PAJ1025 質體中，建構 bcp1

Δnls-GFP (LEU2 CEN)的質體，命名為 PKL103，或接入 PAJ1026 質體中，建構

BCP1Δnls-myc (LEU2 CEN)的質體，命名為 PKL107。nes 的突變株建構中，第一

步，我先利用 KLO14、KLO16 以及 KLO15、KLO117 分別增幅出 5 端及 3 端的

DNA 片段並在引子中設計突變，將可能的 NES 序列中的 L85、 L88、L91、I92、

L93 改成 Ala，然後以這兩個 DNA 片段為模板，KLO1 及 KLO2 為引子，以 Fusion 

PCR 的方式，建構出 nes 突變菌株，然後用限制酶 Eagɪ 及 Pacɪ 剪切後，接

入以同樣限制酶酵素剪切的 PAJ1025 質體中，建構 bcp1(nes)-GFP (LEU2 CEN)
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的質體，命名為 PKL104，或接入 PAJ1026質體中，建構 bcp1(nes)-myc (LEU2 CEN)

的質體，命名為 PKL108。在 Δc 的突變株建構中，首先我先利用 KLO14、KLO26

增幅出 DNA 片段，再用限制酶 Eagɪ及 BamHɪ剪切後，接入以同樣限制酶酵

素剪切的 PAJ1025質體中，建構 bcp1Δc-GFP (LEU2 CEN)的質體，命名為 PKL102，

或 PAJ1026 質體中，建構 bcp1Δc -myc(LEU2 CEN)的質體，命名為 PKL106。 

 

四、核醣體圖譜分析 

為了分析酵母菌核醣體生合成的情形，我們將欲分析的菌株進行核醣體圖譜的分

析(Polysome gradient analysis)。我們將 2ml 隔夜培養液以千分之一體積加到

150mL 相同培養液中進行繼代培養至 OD~0.3，隨後加 750μL cycloheximinde 

(10mg/ml)到培養液中繼續培養 10 分鐘，在 4℃低溫回收菌液，將菌體先保存於

-80℃。隨後將回收的菌體進行破菌。首先加入 Lysis buffer (20 mM Tris-HCl (pH 

7.4), 8 mM MgCl2, 100 mM NaCl, and 50 μg/mL) 200μL 回溶菌體，將回溶的菌體

加到裝有玻璃珠的玻璃試管中準備破菌，以每震盪 30 秒放置冰上靜置 1 分鐘的

方式進行 4 個循環，吸取上清液到新的 1.5mL 試管，再加入 200μL Lysis buffer

到玻璃試管洗出更多的 cell lysis，再加到相同的 1.5mL 試管。接著再以 4℃

13000rpm 離心 10 分鐘，再將上清吸取加到新的 1.5mL 的試管再以相同條件離

心，將離心後的樣品進行 OD260測定，將各個測定後的樣品進行濃度平衡後取 9 

A260加到由 Sucrose 製成的梯度離心管(7%-47% , 20 mM Tris-HCl (pH 7.4), 8 mM 

MgCl2, 100 mM KCl, and 12mM βME)，以 4,0000 rpm 離心 2 小時 30 分鐘，利用

紫外線偵測器偵測 OD254進行核醣體圖譜分析。 

 

五、螢光顯微鏡分析 

(1)為了進行 bcp1 各個突變株於細胞位置的分析，我們觀察 GFP 螢光蛋白

(Bcp1-GFP，Δn40-GFP，Δnls-GFP，nes-GFP ，Δc-GFP)在細胞內的位置。首先
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我們將各菌株接在培養液(Leu
- 
+ Glucose)中培養隔夜，將培養的菌液繼代培養在

相同的培養液中 2 小時，將菌液離心下來以適量體積的培養液回溶，取 5μL 到

載玻片上利用螢光顯微鏡觀察各突變株在細胞內的位置。 

 

(2)為了觀察 60S 核醣體蛋白 Rpl25 於突變株中細胞位置的分析，我們將 Rpl25

蛋白接上 GFP 製作成 PKL201 (CEN RPL25-GFP)然後我們將質體送入欲分析的

菌株中表現。首先我們將各菌株接在培養液中培養隔夜，將培養的菌液繼代培養

在相同的培養液中 2 小時，將菌液離心下來以適量體積的培養液回溶，取 5μL

到載玻片上利用螢光顯微鏡觀察各突變株在細胞內的位置。 

 

六、測試 Bcp1 和核醣體間的結合位置 

(1) Sucrose Cushion 

將 2ml的隔夜培養液繼代培養到 100ml的培養基中，培養至OD600=0.4-0.6之間，

以 5000rpm 在 4℃離心沉澱菌體，以 lysis buffer (20mM Tris pH7.5 , 100mM NaCl, 

6Mm MgCl2,10% glycerol)回溶，再離心去上清液 (菌體可以保存於-80℃)。接著

用 500μl lysis buffer 回溶並將溶液吸到裝有玻璃珠(glass beads)的玻璃試管中進

行破菌：震盪 30 秒，將試管放回冰上 1 分鐘方式進行 5 到 6 次破菌。之後將試

管內的液體吸到 1.5ml 的離心管中以 13000rpm 離心，再取上清液到新的離心管

再以同條件離心後，以OD280進行濃度測試。將不同濃度樣品調整到相同濃度後，

保存一部分作為全部蛋白(WCE: whole cell extracts)樣品，隨後進行超高速離心。

我用 1M sucrose 作為分離樣品的介質進行離心，取 400μl 1M sucrose 置於離心管

底部再加入 300-500μl 的樣品於上方，以 80000rpm 離心 1 小時。離心完成後吸

取上層液體保存作為上清液(supernatant)樣品，並以 100μl lysis buffer 回溶底部沉

澱物並保存作為(pellet)樣品，加入 5xSDS dye 95℃加熱 5 分鐘後保存於-20℃冰

箱。 
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(2)Western blot 

我們使用 10% SDS-PAGE 作為電泳的材料，以 150V 進行膠體電泳 50-55 分鐘，

使用半乾式(semi-dry)轉印機器進行轉印，轉印條件為 80mA、60 分鐘每一片樣

品。轉印完成後進行 Western blot，使用市售的 α-GFP、α-myc、α-HA 抗體作為

一抗，市售的 HRP-Conjugated α-rabbit、HRP-Conjugated α-mouse 抗體作為二抗。

一開始用 5%的脫脂牛奶進行 30 分鐘的 block 然後以 TBS 清洗，以 1 比 5000 的

比例將抗體溶在 TBST 中，在室溫下進行反應 2hr，之後以 TBST 清洗 3 次每次

5 分鐘，再加入 2 抗反應 30-60 分鐘，之後以 TBST 清洗 3 次每次 5 分鐘，加 1ml 

ECL 顯影劑顯影。 

 

七、找出抑制 bcp1ts 生長缺失的基因(High copy suppressors) 

(1) High Efficiency Yeast Transformation from Liquid Culture (The LiAc TRAFO 

Method ) 

bcp1ts 菌株於 2-3ml YPD 中，於 30℃培養隔夜培養，繼代培養到 50ml 的 YPD

中，使起始細胞濃度約 5X10
6
 (1 O.D.= 3X10

7
)，在 30℃中培養至細胞濃度達

2X10
7
(O.D.約 0.7)。將菌液倒入 50ml 無菌試管，以 5000rpm 離心 5 分鐘，倒出

上清液，加入 25ml 滅菌去離子水回溶，再次離心，倒出上清液，加入 1ml 100mM 

LiAc，將液體吸到滅菌的 1.5mL 試管，高速離心後去上清，以 400μl 100mM LiAc 

回溶(總體積保持在 500μl)。以 95℃加熱 ssDNA 5 分鐘，放置冰上。震盪回溶菌

體，每 50μl 分成一管，依序加入下列藥品：240μl PEG (50%)、36μl 1.0M LiAc、

10 μl ssDNA(10mg/mL)、5μL Tiling library plasmid DNA、sterile ddH2O 總體積 360 

μl ，之後震盪混勻。30℃培養 30 分鐘，42℃ Heat shock 15 分鐘，之後 8000rpm

離心 1 分鐘，去上清液，加 1ml 無菌水回溶，每 200μl 塗在 Leu
- 
Glucose 培養基

上，培養在 37℃下 2-4 天挑選生長較大的菌落在進行生長篩選。 
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(2)本研究中將步驟一中所挑選出較大的菌落和 Positive (加入 BCP1 plasmid)及

Negative control (空的載體：pRS416)以四區劃分法畫在同一個選擇性培養基(Leu
-
 

+ Glc)上，每個培養皿畫 8 個不同的菌落培養在 37℃ 2-3 天觀察生長情況，生長

情形比較接近 Positive control 的菌，表示其中的質體有可能能抑制 bcp1ts 的生長

缺失，因此，本研究中製備這些菌的酵母質體，進行下一個步驟的分析。 

 

(3) 製備酵母質體 

隔夜培養 5ml菌液，用 5000 rpm離心沉澱菌液，加 1ml (0.9M sorbitol,0.1M EDTA)

回溶，離心 1分鐘去上清液，以 0.4ml相同溶液回溶再加入 0.1ml Zymolase solution 

(0.1mg/ml Zymolase,70mM BME, 0.9M sorbitol,0.1M EDTA) 37℃ 1 小時，離心去

上清液，以 0.4ml 一倍 TE 回溶，之後加入 90 μl lysing stock (1.5ml of 0.5M EDTA, 

0.6ml of 2M Tris base ,0.6ml 10% SDS ) 65℃ 30 分鐘，再加入 80 μl 5M KOAc 放

置於冰上 60 分鐘，再以 13000rpm 離心 15 分鐘，去上清液後，以 70%酒精清洗，

酒精揮發後，最後以 50μl TE 回溶。 
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參、 實驗結果 

一、分析Bcp1是否具有核醣體生合成的能力 

前 人 研 究 的 結 果 指 出 Bcp1 會 參 與 並 協 助 Mss4 

(Phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase)酸肌醇磷酸激酶蛋白從細胞核內

運送到細胞質中，進而使Mss4可以回到細胞膜上，將PI4P磷酸化成PI45P2 

(Audhya and Emr, 2003)。此外前人研究利用GFP綠色螢光蛋白標定60S核醣

體結構蛋白Rpl25以及Rpl11上，觀察GFP在bcp1ts突變株中細胞內分布的情

形，發現當bcp1喪失功能後，會造成Rpl25-GFP與Rpl11-GFP累積在細胞核

內不能被運輸到細胞質中的情況(Audhya and Emr, 2003)。為了印證前人研究

的結果，我們將帶有Rpl25-GFP的質體送進bcp1ts中觀察Rpl25-GFP在突變株

內分布的情形：首先我們將200μl隔夜培養菌液接種到2ml相同培養液中在

30℃進行繼代培養2h，接著再轉移到37℃培養2h去抑制bcp1的活性，觀察綠

色螢光在細胞內分布的情況(Fig. 1A)。Rpl25-GFP在野生株中不論是在30℃

或是在37℃中主要分布在細胞質中，但在bcp1突變株中，我們發現在30℃

Bcp1ts蛋白的功能仍舊正常時，對核醣體蛋白Rpl25-GFP的出核運輸沒有影

響，但在37℃培養下，bcp1喪失原有的功能，Rpl25-GFP出現累積在細胞核

內的情形。因此，根據我們觀察Rpl25-GFP在Bcp1野生株以及突變株中分布

情形，我們印證了前人的研究，認為Bcp1會影響核醣體蛋白的出核運輸。 

根據此觀察結果，我們想知道bcp1對於核醣體生合成是否有影響，於是

我們分析了Bcp1野生株與bcp1ts野生株的多核醣體圖譜(Fig. 1B)。野生株的

圖譜是典型核醣體合成沒有缺失的情形：一開始的第一個波峰代表的是沒有

和核醣體結合的游離蛋白，接著出現的第二個波峰代表的是40S核醣體，第

三個波峰則是60S核醣體，第4個波峰是80S核醣體，接著是多核醣體

(polysome)所形成的連續波峰，多核醣體指的是當一條mRNA上同時有兩個

或兩個以上的80S核醣體鍵結在上面所形成的結構。一般而言60S的波峰比
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40S高但當我們觀察bcp1突變株的多核醣體圖譜 時，發現與野生株比較下，

突變株的60S波峰相較40S下降了許多，在80S以及多核醣體出現了halfmer的

波峰。halfmer指的是當40S 核醣體與 mRNA結合後，細胞內的60S核醣體因

不夠而不能進一步結合而形成的結構，所以一個完整的80S核醣體再加上一

個40S核醣體，會緊鄰80S後面出現，形成一個半山腰的波峰形狀。Halfmer

及較低的60S波峰都表示此細胞中60S的含量低，表示60S的合成減少。根據

觀察bcp1突變株多核醣體圖譜的結果，我們認為Bcp1蛋白參與60S核醣體生

合成的過程。 
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二、Bcp1突變株的建構 

根據前人及以上的結果，我們得知Bcp1蛋白會幫助核醣體蛋白及Mss4

的出核運輸，但是Bcp1位於細胞核中，因此，Bcp1蛋白應該帶有入核訊號

NLS (nuclear export signal) 及出核訊號NES (Nuclear export signal)。因此，我

們利用生物資訊軟體序列分析的方法來分析Bcp1蛋白質序列，發現Bcp1蛋

白具有潛在的NES以及NLS(Fig. 2A)。為了測試這是否為真的NES、NLS以

及對Bcp1蛋白功能的影響，我們將NES上的Leucine (Leu85、Leu 88、Leu 91、

Ile92、Leu 93)突變成Alanine，使出核訊號喪失原有的功能，製作出nes突變

株。我們將胺基酸213到227帶有NLS的部分，利用PCR進行刪除，製作出nls 

突變株。我們亦將Bcp1蛋白質進行大量表現，交給農化系的徐駿森老師做

蛋白質的結構分析，在Bcp1蛋白的X-ray結構中，其N端1到40胺基酸是沒有

分析出結構的，這個結果代表的是N端1-40 aa的序列是彈性度高的地方，可

能用於和別的蛋白質進行結合或作用，因此，我們利用PCR將N端1-40aa進

行刪除製作出n40Δ突變株。我們也將C端213胺基酸以後的序列刪除，製作

出cΔ突變株，觀察這些突變株對Bcp1功能的影響。 

我們先將這幾個突變株送進染色體上BCP1被刪除並帶有bcp1ts於URA3

植體的菌株中，觀察這些突變株對於酵母菌生長的影響。於是我們利用同源

野生株 (BY4741)以及bcp1ts帶空的載體 (pRS415)分別作為陽性對照組

(positive control) 及陰性對照組(Negative control)。在生長測試中，30℃時因

為bcp1ts仍能正常表現，因此，各菌株的生長沒有明顯的差異。然而在37℃

時，因bcp1ts蛋白失去活性，因而能觀察到各bcp1突變株是否仍能具有活性

來支持細胞的生長。我們發現nes突變株、Δc突變株、及∆n40突變株的在37

℃會死亡，而nls突變株仍能生長，但情況比野生株差，因此，我們認為nes、

N端40個胺基酸、與C端會使Bcp1失去活性，導致酵母菌死亡，但NLS序列

則對Bcp1的功能影響不大。我們同時將這些帶有我們建構不同bcp1突變株的
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酵母菌培養在5FOA的培養皿上。5FOA是Uracil生成途徑的中間產物的相似

物，若細胞可以合成uracil(URA+)時，會產生毒性導致細胞死亡。因此若這

些突變株的Bcp1蛋白具有功能，bcp1ts (URA3)的載體可以失去，因而細胞變

成URA
-，而能在5FOA培養基存活下來。因此，我們從其生長狀況，亦能知

道哪一個bcp1突變株具有功能。所以根據在5FOA和37℃的生長測試結果證

據nes 突變株、Δ突變株、及∆n40突變株沒有功能，而nls突變株仍具有功能

(Fig. 2B)。 

接著我們想要了解這些突變對Bcp1蛋白在酵母菌細胞中分布的影響，

於是我們將完整的 Bcp1以及四個突變株 (Bcp1-GFP, bcp1Δn40-GFP, 

bcp1Δc-GFP, bcp1nls-GFP, bcp1nes-GFP)接上綠色螢光GFP蛋白作為標記，

送回bcp1ts突變株中，利用螢光顯微鏡觀觀察GFP蛋白分布情形(Fig. 2C)。 

Bcp1-GFP蛋白在細胞質與細胞核內都有螢光的表現，但會有較強的核訊號。

反觀bcp1Δn40-GFP 、 bcp1Δc-GFP及bcp1nls-GFP這三個突變株的螢光只有

在細胞質中表現，而bcp1nes-GFP的螢光出現集中在細胞核的現象。因此，

我們認為當Bcp1蛋白失去NLS訊號，失去N端1-40aa 以及C端213-283aa後會

使Bcp1喪失進入細胞核的功能，而喪失了NES出核訊號後會導致Bcp1蛋白

被累積在細胞核而無法運輸到細胞質中。 

我們進一步分析這些突變株是不是會影響核醣體的生合成過程及是否

仍能和60S結合，於是我們將野生株及突變株接上myc tag ，製作成Bcp1-myc、

bcp1Δn40-myc、 bcp1Δc-myc、bcp1nls-myc及bcp1nes-myc送回bcp1ts突變株

中，觀察多核醣體圖譜的結果。我們首先將各菌株培養在2ml適當培養液中

(Leu
-
+Glc)於30℃隔夜培養培養，然後取千分之一150μl繼代培養到150ml

相同培養液中，於30℃培養到OD600~0.15後轉移到37℃進行培養1-2h到

OD600~0.3後，加入750μL cycloheximinde (10mg/ml)於37℃繼續培養10分鐘後，

在4℃回收菌體，然後破菌進行多核醣體圖譜分析 。在本次實驗中使用野生
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株BY4741及bcp1ts帶空載體(pRS415)作為陽性對照組(positive control)及陰

性對照組(negative control)。我們觀察bcp1Δn40-myc、bcp1Δc-myc、bcp1nls-myc

及bcp1nes-myc各突變株的polysome的圖譜(Fig. 2D )，發現60S波峰明顯比野

生株的下降很多，許多甚至比40S的波峰更低，並且這些突變株的80S以及多

核醣體波峰都有觀察到 half-mer的產生。根據這些實驗結果，顯示

bcp1Δn40-myc、 bcp1Δc-myc、bcp1nls-myc及bcp1nes-myc各突變株會導致

Bcp1蛋白在核醣體生合成功能的缺失。 
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三、Bcp1蛋白和export factors (Nmd3, Emc1, Arx1, Mex67, Mtr2)之間關聯

性分析 

根據前人研究的結果發現，當Bcp1蛋白失去功能時會導致Rpl11b蛋白無

法被運輸到細胞質，而產生累積在細胞核的現象 (Audhya and Emr, 2003)，

因此，Bcp1蛋白有可能直接幫助核醣體的出核運輸，或間接影響核醣體的

出核。出核運輸蛋白(Export factors)是一種存在細胞核內協助細胞核內的物

質，像是mRNA、rRNA或是protein，從細胞核內運送到細胞質中的蛋白。

Crm1會辨認聯結蛋白(Adapter)上的NES (nuclear export signal)，並藉由聯結

蛋白(Adapter)跟受質(像是mRNA、rRNA、protein)結合形成複合體，或直接

辨認運送蛋白上的NES。有些出核運輸蛋白直接辨認基質，但不通過NES訊

號。進而協助受質通過核孔蛋白(Nuclear pore complex (NPC)) (Grunwald et 

al., 2011)運送到細胞質中。其中已經被研究與60S核醣體出核運輸有關的蛋

白有Crm1(Nmd3是其adapter)、 Arx1、Mex67-Mtr2以及Ecm1。為了測試Bcp1

是否與60S核醣體的出核運輸有關，所以我們利用基因交互作用(genetic 

interaction) 的實驗來研究Bcp1與各個出核運輸蛋白(export factors)之間的關

聯性。這個實驗的原理是當兩個基因所轉譯出的蛋白具有相似的功能，或作

用在相同的生化代謝途徑上時，當兩者同時產生缺失形成雙突變株(Double 

mutants)，會導致比單一缺失(single mutant)更嚴重的生長缺陷，稱為synthetic 

sick，或導致死亡，稱之為synthetic lethal。因此，我們可以使用此方法來推

斷未知蛋白的功能。 

本次實驗中使用bcp1ts突變株與60S 出核運輸蛋白(export factors) 突變

株：nmdts3(AAA), ecm1∆, arx1∆, mex67-5ts,mtr2-33ts進行雜交測試，觀察

BCP1和其他60S 出核運輸蛋白(export factors)之間是否有genetic interaction。

首先我們先將bcp1ts突變株和60S Ribosome 出核運輸蛋白(export factors)突

變株分別雜交後得到雙倍體，再經由產生孢子的方法得到  nmd3 
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(AAA)Xbcp1ts ， ecm1∆Xbcp1ts ， arx1∆Xbcp1ts ， mex67-5tsXbcp1ts ，

mtr2-33tsXbcp1ts 的雙突變株。我們將野生株、單一突變株、雙突變株進行

生長測試，我們發現這五組的結果都顯示當bcp1ts與nmdts3(AAA), ecm1∆, 

arx1∆, mex67-5ts,mtr2-33ts形成雙突變株時(Fig. 3)，其生長都比單一突變株

更差。因此Bcp1蛋白有可能參與60S核醣體的出核運輸過程。 

雖然bcp1和60S 出核運輸蛋白(export factors)的雙突變株會造成該菌生

長的加成缺失，但是我們要進一步確定這個缺失是源於60S核醣體生合成的

缺陷而導致的。因此，我們針對export factor 的單突變株 (nmd3(AAA), ecm1∆, 

arx1∆, mex67-5ts,mtr2-33ts) 菌株以及這些單突變株與bcp1ts所形成的雙突

變株 (nmd3ts(AAA)Xbcp1ts、ecm1∆Xbcp1ts、arx1∆Xbcp1ts、mex67-5tsXbcp1ts, 

mtr2-33tsXbcp1ts)進行多核醣體圖譜 分析(Fig. 4)。bcp1ts、nmdts3(AAA)、

ecm1∆、arx1∆、mex67-5ts、mtr2-33ts 單突變菌株的多核醣體圖譜展現明顯

的60S合成缺失，但所有的雙突變株，60S波峰降低的程度以及half-mer 在80S 

及多核醣體 波峰產生的情況都更加明顯，根據這樣的實驗結果，我們認為

BCP1與各60S 出核運輸蛋白(export factors) (NMD3, EMC1, ARX1, MEX67, 

MTR2)之間基因關聯性所導致的生長缺陷，確實與60S核醣體的生合成有

關。 

從以上的結果，我們覺得Bcp1蛋白的缺失應會影響60S核醣體的出核運

輸，我們接下來想要測試bcp1缺失所造成細胞生長的缺陷，是不是可以能由

大量表現這些export factor來修補使細胞生長恢復正常，因此，我們將能高

度表現這這些蛋白的質體pKL113 (2μ NMD3), pKL114 (2μ CRM1), pKL115 

(2μ ARX1), pKL116 (2μ MEX67-HA), pK117L (CEN MTR2-HA)分別送回到

bcp1ts突變株中(Fig. 5A)；因Mex67、Mtr2以heterodimer的形式存在，因此，

我亦測試將pKL70 (2μ MEX67)和pKL73 (2μ MTR2)質體一起送回bcp1突變

株中共表現(Fig. 5B)，和正對照組(positive control) BY4741(pRS415) 和負對
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照組(Negative control) bcpts (pRS415)進行生長測試。觀察37℃的生長結果，

我們發現沒有任何一個高度表現的核醣體出核蛋白能修補由bcp1缺失所造

成的生長缺陷。我們也嘗試大量表現BCP1(pKL203)於nmdts3(AAA), ecm1∆, 

arx1∆, mex67-5ts,mtr2-33ts突變株中，同樣的，BCP1亦沒辦法修補生長缺失

(Fig. 5C)。因此，我們認為Bcp1缺失時影響60S核醣體出核運輸的情形，應

是間接影響，所以我們推測Bcp1蛋白可能參與其他途徑。 
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四、RPL23是bcp1ts的高量抑制子 (high copy suppressor) 

前人的研究指出， Rpl23 (large subunit ribosomal protein 23)可以和Bcp1

蛋白被一起共同純化出來，因此，Bcp1與Rpl23之間可能具有關聯性(Collins et 

al., 2007; Gavin et al., 2002; Ho et al., 2002; Krogan et al., 2006)。首先，我們測

試RPL23是不是bcp1ts的高量抑制子。高量抑制子的意義是當一基因在細胞

內高度表現時，可以抑制另一個基因所造成的缺陷，我們就稱此蛋白為另一

蛋白的高量抑制子。在本實驗中，我們將空載體(pRS416)、pKL192 (2μRPL23A)

及pKL193 (2μ RPL23B)分別送回bcp1ts突變株以及野生株BY4741中，分別在

30℃以及37℃進行生長測試(Fig.  6A)。在30℃時因為Bcp1蛋白的功能依舊

正常所以並不會表現出生長缺陷，然而在37℃的情況下，只帶空載體的bcpts

喪失功能而導致細胞死亡，有趣的是，RPL23A或RPL23B皆能使bcp1ts 在37

℃時生長，雖然生長情況仍比正常野生株較差，但這表示RPL23A及RPL23B

兩者都是bcp1ts的高量抑制子，為了觀察這兩個高量抑制子是否有修補Bcp1

缺失所造成60S核醣體生成的缺陷，我們進一步利用多核醣體圖譜 分析的實

驗方法來來分析。我們看到多核醣體圖譜 (Fig. 6B)發現不論是RPL23A或是

RPL23B 都能修補Bcp1缺失所造成的60S生成缺陷。因此，Rpl23和Bcp1間應

有一個重要的功能關聯性。 
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五、Bcp1蛋白在核醣體成熟過程中角色與功能的分析 

為了瞭解RPL23為何是bcp1ts的高量抑制子，我們先測試Bcp1是否會影

響Rpl23蛋白在細胞內的分布或與60S核醣體間交互作用，首先我們將

pKL77(RPL23-GFP)送到野生株(BY4741)以及bcp1ts突變株中進行表現，觀

察30℃及37℃培養下Rpl23-GFP分布來了解bcp1缺失是否對其造成的影響。

我們發現Rpl23-GFP在野生株或bcp1突變株中，在30℃或37℃時，都出現累

積在細胞核內的情形 (Fig. 7A)，因此，我們認為Bcp1蛋白的缺失並不會影

響Rpl23在細胞內分布的位置。 

為了進一步了解 Rpl23與 60S醣體之間的鍵結是否有受到影響 

(Lecompte et al., 2002; Planta and Mager, 1998)，我們利用多核醣體圖譜分析

(polysom profile analysis)的實驗方法來作Rpl23與60S ribosome結合力的測試。

我們以將多核醣體的樣品進行回收並進行Western blot的分析，透過比照多

核醣體圖譜，可以讓我們更分析某一蛋白在細胞內與核醣體鍵結的關係，或

者是在突變株中分布的改變情形。為了進行本實驗，我將pKL78(RPL23-HA)

送回到野生株BY4741以及bcp1ts突變株中，進行多核醣體分析並同時回收樣

品，回收後的樣品我們添加TCA到樣品中至終濃度為10%，，進行蛋白質沉

澱，將蛋白質進行離心並去除上清液後，以1x SDS sample buffer 50μl進行

回溶，然後進行Western blot 分析 (Fig. 7B)。依照我們回收的方式，編號7，

8的樣品正好是60S波峰出現的時間，所以我們觀察Western blot的結果顯示

在bcp1ts突變株中游離態的Rpl23比例增加了，根據這些研究結果，我們認

為Bcp1蛋白的缺失會導致造成Rpl23與60S核醣體結合力的下降進而影響了

60S核醣體的正常生合成。 

因為我們在多核醣體圖譜以及western blot的實驗中發現Bcp1會影響

Rpl23與60S核醣體結合，因此，我們想知道Bcp1蛋白失活對Rpl23的表現是

否會有改變。首先我們將隔夜培養5ml (Ura
-
 + Glc)的野生株以及突變株的菌
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液利用OD600測定濃度並且將兩隻菌的濃度稀釋到一致，然後分別取500μl

到5ml相同培養液中各7管，然後於30℃中培養2h回收一管作為T0，其他的轉

移至37℃，每30分鐘回收一管，分別為T30, T60, T90, T120, T150，進行western blot 

觀察Rpl23的表現量，並使用Rpl8作為總蛋白定量的對照組(Fig. 7C)。我們

發現一開始移至37℃，會導致Rpl23在一開始回收的T30, T60, T90表現量上升

隨後在T120下降接著在T150又上升的趨勢，然而不論是在哪一個時間點Rpl23

在突變株中的表現量都高於野生株的表現量，因此， bcp1ts突變時會使

Rpl23在突變株細胞內大量表現。 
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六、Tif6 與 Bcp1 蛋白之間關係分析 

根據以上的結果，我們猜測 Bcp1 與 Rpl23 之間有著密切的關係， 而這

個關係可能直接、間接影響另一個鍵結於 Rpl23 的蛋白 Tif6 (Si and Maitra, 

1999)。 Tif6 是一個 ribosome transacting protein，Tif6 在核仁中和 60S 結合，

鍵結於 60S 的結合面(joining face)上的 Rpl23 蛋白，形成一個空間結構障礙

阻礙 60S 核醣體與 40S 核醣體進行結合造成 80S 核醣體。當 60S 核醣體進入

到細胞質後，必須經過一段將 60S 核醣體的出核運輸蛋白(export factors)以

及輔助蛋白的釋出，及Rpl24核醣體蛋白的結合 (Gavin et al., 2006; Horsey et 

al., 2004; Wood et al., 1999)，才能完成 60S 核醣體的成熟。當 60S 核醣體在

細胞質的最後成熟過程中，Tif6 會被 Sdo1 及 Efl1 釋出(Kemmler et al., 2009; 

Menne et al., 2007)，並啟動另一個結合於結合面(joining face)的蛋白，Nmd3，

的釋出，使 60S 完成熟成過程。因此我們想了解 Bcp1 是不是與 Tif6 從 60S

被釋出有關，於是我們將 Tif6-GFP 鑲嵌(intergrate)到 bcp1ts 中，並送進帶

有核仁(nucleolar)標記(Sik1-RFP)的質體，觀察 Tif6 的分布情形。Tif6-GFP

在野生株中，不論在 30℃或 37℃都是主要位在細胞核及核仁。但 Tif6-GFP

在 bcp1 突變株中，在 37℃時，Tif6-GFP 在細胞質的分布大量增加了，因此，

我們推測當 Bcp1 失去功能後，會導致 Tif6 無法從 60S 上釋出或者是導致

Tif6 無法再次被運輸回細胞核內(Fig.  8A)。 

如果 Tif6 出問題時，也可能會導致下游的 Nmd3 出現問題。因此，。

我們觀察野生株Nmd3-GFP及Nmd3(AAA)-GFP的分布情形(Ho and Johnson, 

1999)。Nmd3(AAA)-GFP 是將 Nmd3 上的 NES 出核訊號的 Leucine 序列突

變成 Alanine 的突變蛋白，因為 Nmd3 蛋白是一個會重覆進出核的 shuttle 

protein，所以當 NES 出問題時，會使 Nmd3(AAA)-GFP 產生較強的細胞核

訊號。Nmd3(AAA)-GFP 在 bcp1 缺失下，發現 Nmd3 分布在細胞質中，因

此，我們認為 bcp1 缺失亦會導致 Nmd3 在細胞質的分布上升(Fig. 8B)。 
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因為Tif6的分布變成較多位於細胞質，因此一個可能的原因是Bcp1與

Tif6從60S上被釋出有關，因而導致突變株的生長缺陷。因此，我們在Tif6

第192胺基酸位置上的V成F的單一胺基酸突變蛋白TIF6(V192F) (Bussiere et 

al., 2012)送到野生株以及bcp1ts突變株中進行表現，該蛋白會導致Tif6與

Rpl23結合較弱，而能不需要釋放蛋白Sdo1、Efl1的幫忙，進而自動從60S上

脫落。因此，Sdo1和Efl1缺失時，因Tif6無法從核醣體上落下，造成轉譯無

法進行，進而導致細胞死亡。但TIF6(V192F)卻能使Sdo1和Efl1缺失的突變

株存活，若Bcp1也是和Tif6的release有關，我們期待看到相似的結果。但根

據生長測試的結果，我們發現帶有TIF6(V192F)的bcp1ts，在37℃仍無法生長

(FIG 9A)。 

我們亦進一步分析Tif6的釋放蛋白：Sdo1及Efl1和核醣體的結合在

bcp1ts中是否有改變。首先將pKL155 (SDO1-MYC)和pKL158 (EFL1-HA)送回

到野生株BY4741以及bcp1ts突變株中，進行多核醣體圖譜的分析，並進行樣

品的收集，然後進行Western blot 分析。我們發現在Bcp1蛋白失活的情況下

並不會影響Efl1與Sdo1兩蛋白與60S核醣體的結合(Fig.9B)。因此，綜合以上

的結果，我們認為bcp1缺陷造成Tif6 在細胞質的分布上升，並非是單純因

為Tif6無法從60S上釋出所造成的。 

 

為了瞭解Tif6與60S間結合情形是否有變化，我們將pKL119 (CEN 

TIF6-MYC)送入野生株以及bc1ts突變株，進一步分析此蛋白於多核醣體的分

布。我們發現在bcp1缺失的情形下，Tif6的量大量下降(Fig 9C)，因此我嘗

試在bcp1ts突變株中大量表現Tif6蛋白，發現其可以修補Bcp1蛋白缺失所造

成的生長缺陷(Fig. 9D)。 
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肆、討論 

一、Bcp1 突變株分析的結果 

Bcp1(nls)仍能存活 

在我們針對 BCP1 所製作的各種 constructs (BCP1-myc、BCP1Δn40-myc、

BCP1Δnls-myc、BCP1nes-myc、BCP1Δc–myc)的實驗結果發現幾個有趣的現象：

首先是在生長測試的結果中，我們發現到 BCP1Δnls-myc 這隻突變株即便在 37

℃的環境下也能夠順利生長，沒有出現 bcp1 缺失所造成的生長缺陷。但是我們

觀察 BCP1Δnls-GFP 時，我們確實看到 bcp1Δnls-GFP 蛋白質的分佈僅有在細胞

質中，而不像野生株的Bcp1-GFP蛋白一樣是同時出現在細胞核內以及細胞質中。

如果 Bcp1 在細胞核內以及在細胞質中都具有必須功能的話，理論上

BCP1Δnls-myc會因為進不到細胞核內去表現正常Bcp1蛋白在細胞核內的功能，

因而導致生長缺陷甚至造成細胞死亡。 

我們同時也觀察到 BCP1Δn40-GFP、BCP1Δc-GFP 只有分布在細胞質中，但

是在 37ºC 下，此兩個突變株並不能使 bcp1ts 生長，表示這兩個突變株失去 Bcp1

的功能。當我們觀察 BCP1ned-GFP 的情形，發現將 NES 出核訊號修改過之後，

BCP1nes-GFP 會累積在細胞核中而無法回到細胞質，且此突變株會導致細胞死

亡。 

根據這些實驗結果，我們猜測有兩個可能性：首先是 NLS 的功能並沒有被我們

完全破壞，雖然大部分的 bcp1(NLS)位於細胞質中，但只有少量的 bcp1 能進入

細胞核並行使功能，就足夠細胞的存活。另一個是 Bcp1 在細胞質中的功能較重

要，Bcp1 無法進入到細胞核中去表現功能，但是不影響 Bcp1 在細胞質中功能表

現，所以不會造成該突變株的死亡，但 bcp1(NES)則一直停留於細胞核中，無法

到細胞質中而導致死亡。至於 BCP1Δn40-GFP、BCP1Δc-GFP 也是位於細胞質中

的蛋白為什麼無法使細胞存活？我們認為 Δn40、Δc 這兩個被刪除的氨基酸序列

很可能是 Bcp1 用來與其他蛋白結合的位置，因此，不論是 bcp1Δn40 或是 bcp1Δc
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都無法完整的表現正常 Bcp1 蛋白在細胞質的功能造成細胞死亡。至於真正的原

因，須待進一步的實驗去證明。 

 

Δn40 具有 NLS 訊號但位於細胞質？ 

根據我們觀察BCP1-GFP、BCP1Δn40-GFP、BCP1Δnls-GFP、BCP1 nes-GFP、

BCP1Δc –GFP 的螢光分布結果，我們發現正常的 BCP1 是同時分布在細胞質以

及細胞核內；BCP1nes-GFP的螢光分布結果如我們預期的只有分布在細胞核中，

原因是當 NES 訊號被我們突變後，該蛋白變無法順利的從細胞核內運輸到細胞

質中；BCP1Δnks-GFP、BCP1Δc -GFP 的螢光分布僅分布在細胞質也是我們預期

的結果，因為這兩個 construct 的設計時我們都把 NLS 入核訊號給刪除了，所以

bcp1Δnls-GFP、bcp1Δc –GFP 無法進入細胞核只會分布在細胞質中。 

但是令我們感到意外的是 BCP1Δn40-GFP 的分布情形竟然是僅分布在細胞

質中，BCP1Δn40 上的 NLS 訊號及 NES 訊號都是正常的，理論上應該像 Bcp1

蛋白一樣同時分布在細胞核跟細胞質中。因此，我們推測 Bcp1 蛋白的前 40 胺

基酸序列可能 Bcp1 跟入核運輸蛋白(importer)結合時，除了 NLS 外，需要被辨

認的位置。或是此段序列是 Bcp1 和其他蛋白鍵結的官能基(domain)，而此蛋白

需要和 Bcp1 一起結合後才會使 Bcp1 和入核運輸蛋白(importer)結合進入細胞核

中，所以當我們刪除這一段序列後，導致 Bcp1 無法正常的被運輸到核中。或者

是此蛋白需要使 Bcp1 留在細胞核行使其功能，但 N 端被去除時，使 Bcp1 雖被

送入細胞核內，但很快的及被送出核，因而導致 BCP1Δn40 的分布產生改變。關

於這裡的推測，我們還需要有更進一步的結果才能確定可能的假設。 

二、Bcp1 突變後導致 Tif6 分布於細胞質中 

前人的研究指出 Rpl23、Bcp1 兩蛋白之間有物理性的交互作用：在純化 Bcp1

蛋白時 Rpl23 會同時被純化出來；在我們的實驗結果也顯示 Rpl23 是 bcp1 的高

量抑制子：當我們大量表現 Rpl23 時，可以抑制由於 BCP1 缺失所造成的生長缺
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陷。我們也觀察到 Rpl23 在 BY4741 野生株以及 bcp1ts 突變株表現的差異：在突

變株裡 Rpl23 的表現量一直高於野生株中的表現量，因此，我們認為 Rpl23 和

Bcp1 間應有非常緊密的關係。也許 Rpl23 可以用來穩定 bcp1ts 蛋白，或是幫助

其功能的行使，但是我們仍然沒有直接證據顯示 Rpl23 修補 Bcp1 的作用機制。 

我們觀察到當 Bcp1 蛋白喪失功能後，會導致 Tif6 在細胞質分布的增加。而

Tif6 是一個會與在 Joining face 的 Rpl23 結合，形成空間障礙，阻止 60S 核醣體

在完全成熟前與 40S 核醣體結合的蛋白。Bcp1 與 Rpl23 有物理性交互作用，Tif6

與 Rpl23 也有物理性交互作用，但是不論是在 Tif6 的純化或是 Bcp1 的純化中都

沒有研究指出 Tif6 與 Bcp1 之間有物理性的交互作用，但是 Bcp1 蛋白的缺失確

實影響了 Tif6 在細胞內的分佈，使 Tif6 在細胞質含量增加。對於此，我們提出

下面幾種假設。 

  首先，因為不論在野生珠或是突變株中 Rpl23 的位置都是集中在細胞核內，

但是在 Bcp1 蛋白失活的情況下卻會導致 60S 核醣體生合成的缺陷，因此一個可

能性是 Bcp1 在細胞核內能協助 Rpl23 比較有效率的和 60S 核醣體結合，讓核醣

體生成能夠正常。 

  另一個我們推測 Bcp1 與 Rpl23 間可能的關係是發生在細胞質中，根據前人

研究指出，Tif6 和 60S 核醣體的結合應該在早期即發生，但是卻不清楚 Tif6 是

先與Rpl23結合再結合到 60S上，或是直接結合於 pre-60S上的 Rpl23。因此， Tif6

與 Rpl23 兩個蛋白可能在細胞質中形成 Rpl23-Tif6 complex，然後才被運輸到細

胞核內，結合於 pre-60S 上， Bcp1 可能會協助 Rpl23-Tif6 complex 的產生，或

甚至參與其中形成 Bcp1-Rpl23-Tif6 complex，然後促使這 complex 通過 NPC 進

入到細胞核。如果少了 Bcp1 導致 Rpl23-Tif6 complex 無法被運輸入細胞核內而

無法正常的參與 60S 核醣體生合成，進而使 60S 核醣體生成受阻造成細胞死亡。

因此，缺乏 Bcp1 時，我們觀察到 Tif6-GFP 在 bcp1ts 突變株中細胞質的訊號有增

加的現象，就是因為 Tif6 無法正常的被運輸到細胞核內所產生的。 
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因此，當我們將 Rpl23 在 bcp1ts 突變株中大量表現能夠修補 Bcp1 蛋白缺失

的可能原因，我們認為 Bcp1 蛋白先和 Rpl23 鍵結後，再促使 Rpl23 與 Tif6 結合

形成 complex，因此 Bcp1 蛋白失去功能，會造成 Rpl23 與 Tif6 的結合效果下降

導致 60S 核醣體生合成受阻，所以當我們使 Rpl23 在細胞內表現量增加後，Rpl23

與 Tif6 相遇形成 complex 的機會也增加了，使細胞能夠正常的生長。我們觀察

在 bcp1ts 中大量表現 Tif6 的結果發現，確實有修補 Bcp1 蛋白缺失所造成的生長

缺陷，這結果更支持我們的推論，但是我們仍需要更多的實驗結果來印證。 

此推測結果也印證了前面我們所提到的為什麼 bcp11Δnls 突變株可以存活，

可能就是因為即便 bcp1Δnls 無法進入細胞核內表現在細胞核內的功能，但在細

胞質中然可以協助Rpl23與 Tif6形成Rpl23-Tif6 complex 讓 60S核醣體可以正常，

因此，bcp1Δnls 突變株也可以正常存活。 

     另外我們也不排除另一個可能 Rpl23 是幫助穩定 Bcp1 結構促使 Bcp1 可以

正常表現其功能，可以順利的幫助 Tif6 及 Nmd3 從 60S 上釋出，使 60S 和 40S

核醣體可以正常結合轉譯蛋白。但為何 TIF6(V192F)不能抑制 bcp1ts的生長缺失，

仍不清楚。 

總結我們的實驗結果，我們知道 Bcp1 與 Rpl23 蛋白之間有關係且因此影響

Tif6的功能並導致60S生成的問題，但我們需要更多的證據來連接之間的關聯性，

這也是我們繼續研究的方向。 
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表一、本實驗所使用之酵母菌菌株 

TABLE 1.Yeast strains used in this study. 

 

 

 

Strain # genotype Source 

KLY2 AJY1942 MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 AJ Lab 

KLY15 AJY1901 arx1∆:KanMX MATa his3∆ leu2∆ ura3∆ AJ Lab 

KLY16 

AJY2115 nmd3∆:KanmX (pAJ112 NMD3 URA3) ura3∆ his3∆ leu2∆ lys2∆ ade3∆ 

trp1-1 AJ Lab 

KLY17 AJY2000 mtr2∆:HIS3 leu2∆ ura3∆ ade2∆ his3∆ trp1∆ (pRS316-MTR2 URA3) AJ Lab 

KLY69 AJY2110 plus plasmid752 (nmd3AAA-myc LEU2 CEN) 

 KLY90 AJY2935 MAT a; ade2-1 ura3-1 his3-11,15 trp1-1 leu2-3,112 can1-100 2012.03.07 

KLY99 AJY2988 MATa can1Δ MFA/pr-his3 his3Δ1 lyp12Δ met15Δ0 ura3Δ0 leuzΔ0 2012.03.28.KL 

KLY100 AJY2989 MATa can1Δ MFA/pr-his3 his3Δ1 lyp12Δ met15Δ0 ura3Δ0 leuzΔ0 

sdo1ts 2012.03.28.KL 

KLY101 AJY2909 TIF6-GFP:HIS3MX MATa his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0  2012.03.28.KL 

KLY103 

AJY1231 MATα ura3 trp1 ade2 leu2 lys his3 mex67∆::HIS3MX 

pUN100-LEU2-mex67-5 2012.03.28.KL 

KLY106 BY4741 MATα his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 bcp1:KanMX carrying pRS416 

bcp1ts(URA CEN) spore clone 2B 2012.04.13 humor 

表一、本實驗所使用之酵母菌菌株(接續上頁) 

TABLE 1.Yeast strains used in this study.(Continued) 
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Strain # genotype Source 

KLY117 mtr2Δ: HIS3 bcp1Δ: KanMX (mtr2-33 LEU2) (bcp1 URA3) 5D 2012.04.17 KL 

KLY112 arx1Δ:KanMX bcp1Δ:KanMX (bcp1ts URA3) spore clone2B 2012.04.17 KL 

KLY141 arx1Δ:KanMX bcp1Δ:KanMX (bcp1ts URA3) spore 3B cross bcp1ts and 

KLY 15 

2012.04.27 humor 

KLY142 arx1Δ:KanMX spore 3C cross bcp1ts and KLY 15 2012.04.27 humor 

KLY144 ecm1Δ:KanMX bcp1Δ:KanMX (bcp1ts URA3) spore 9A cross bcp1ts and 

KLY96 

2012.04.27 humor 

KLY147 ecm1Δ:KanMX spore 9D cross bcp1ts and KLY96 2012.04.27 humor 

KLY151 ecm1Δ:KanMX bcp1Δ:KanMX (bcp1ts URA3) spore 11D cross bcp1ts and 

KLY96 

2012.04.27 humor 

KLY153 nmd3Δ:KanMX bcp1Δ:KanMX (nmd3[AAA]-myc LEU2) (bcp1ts URA3) 

spore 4B cross KLY69 and bcp1ts 

2012.04.27 humor 
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表二、本實驗所使用之質體  

TABLE 2.Plasmid used in this study. 

 

Plasmid NO. Gene Origin Yeast Marker E.coli marker Source(Name) 

PKL10 RPL25-GFP CEN LEU2 Amp AJ 

PKL31 SIK1-mRFP CEN LEU2 Amp Humor 

PKL70 MEX67  2μ HIS3 Amp AJ 

PKL72 MEX67 2μ URA3 Amp AJ 

PKL73 MTR2 2μ URA3 Amp AJ 

PKL74 RPL23A-YFP 2μ LEU2 Amp AJ 

PKL75 RPL23A-3xHA 2μ LEU2 Amp AJ 

PKL76 NMD3-GFP CEN URA3 Amp humor 

PKL77 RPL23A-YFP CEN URA3 Amp Humor 

PKL78 RPL23A-3xHA CEN URA3 Amp humor 

PKL94 nmd3(AAA)-GFP CEN LEU2 Amp AJ 

PKL101 BCP1-GFP CEN LEU2 Amp S. Kumar 

PKL102 BCP1(deltaC)-GFP CEN LEU2 Amp S. Kumar 

PKL103 BCP1(NLS)-GFP CEN LEU2 Amp S. Kumar 

PKL104 BCP1(NES)-GFP CEN LEU2 Amp S. Kumar 

PKL105 BCP1-myc CEN LEU2 Amp S. Kumar 
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表二、本實驗所使用之質體 (接續上頁) 

TABLE 2.Plasmid used in this study. ( Continued ) 

 

Plasmid NO. Gene Origin Yeast Marker E.coli marker Source(Name) 

PKL106 BCP1(DELTAC)-MYC CEN LEU2 Amp S. Kumar 

PKL107 BCP1(NLS)-MYC CEN LEU2 Amp S. Kumar 

PKL108 BCP1(NES)-MYC CEN LEU2 Amp S. Kumar 

PKL112 BCP1(DELTAN40)-GFP CEN URA Amp Humor 

PKL113 NMD3 2μ URA Amp AJ 

PKL114 CRM1  2μ URA Amp AJ 

PKL115 ARX1 2μ URA Amp AJ 

PKL116 MEX67-HA 2μ URA Amp AJ 

PKL117 MTR2-HA CEN URA Amp AJ 

PKL118 BCP1DELTAN40-MYC CEN LEU2 Amp humor 

PKL119 TIF6-MYC CEN LEU2 Amp AJ 

PKL120 TIF6(V192F) CEN LEU2 Amp AJ 

PKL155 SDO1-MYC CEN LEU2 Amp AJ 

PKL158 EFL1-3HA CEN HIS Amp AJ 

PKL192 RPL23A 2μ URA3 Amp Tangent 

PKL193 RPL23B 2μ URA3 Amp Tangent 
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表三、本實驗所使用之引子對 

TABLE 3.Primers used in this study 

 

 

 

Oligo# ORF Sequence Purpose 

KLO7 GFP TATGTTGCATCACCTTCAC Sequence ORF upstream of GFP 

KLO9 GFP ACAACTCCAGTGAAAAGTTC Sequence ORF upstream of GFP 

KLO14 BCP1 ctgCGGCCGgcctggctagcactaata Clone BCP1 from its own promoter 

KLO15 BCP1 
CAGTTAATTAACCAAGTGGAAATTTCTGTTT 

Clone BCP1 inframe with GFP or 

myc Tag 

KLO16 BCP1 TTGGGGAACCTGCGGCCGCATCTGCCGCGCTGCTTGCTTGAATCCTG Change L85 L88 L91 I92 L93 to Ala 

KLO17 BCP1 CAGGATTCAAgcAAGCAGCgcGGCAGATgcGgccgcAGGTTCCCCAA Change L85 L88 L91 I92 L93 to Ala 

KLO26 BCP1 
GGCTTAATTAAGGATCCACCAGAGTCGGTATCATCGT 

NLS Deletion or C - Terminal 71 

amino acids deletion 

KLO27 BCP1 GCCggatccGCCGATGAAGTAGACTACTT NLS deletion 

KLO28 BCP1 GCCggatccATGGTTCAAGCTATCAAATT Two hybrid construct 

KLO29 BCP1 GGCCTGCAGTTACCAAGTGGAAATTTCTG Two hybrid construct 
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表三、本實驗所使用之引子對(接續上頁) 

TABLE 3.Primers used in this study. ( Continued ) 

 

 

 

Oligo# ORF Sequence Purpose 

KLO42 BCP1 ctgCATATGGTTCAAGCTATCAAATT for pET28a pET30a overexpression  

KLO43 BCP1 CAGCTCGAGCCAAGTGGAAATTTCTGTTT for pET28a pET30a overexpression  

KLO86 BCP1 CAGGGATCCAGGGTGAATGACCTTTCTTG Clone BCP1 from its terminater 

KLO87 BCP1 ATGGAATTCGAGCAAAATGGAGAAGAAGA Clone BCP1 deltaN40 

KLO92 RPL23A  CTGgagctcTATCGCTTATCCGGCTCA Clone Rpl23A from its promoter 

KLO93 RPL23A CAGGGATCCCCTCCTATCACGCTCATAAT Clone Rpl23A from its terminator 

KLO94 RPL23B ctggagctcCTCCAACATGCTGTGCAC Clone Rpl23B from its promoter 

KLO95 RPL23B CAGGGATCCAGGCAACCGCTTCACTGA Clone Rpl23B from its terminator 

KLO96 TIF6 CtgcggccgaagcTTCCGAGGGCCAAACGAA Clone TIF6 from its promoter 

KLO97 TIF6 CAGGTCGACTGCAATGAATAGTCACCCA Clone TIF6 from its terminator 

KLO105 RPL23A TTTATGGCCAAGAGTTGCATCTAACTCCGGTGTTGTTGTGcggatccccgggttaattaa C terminal tagging 

KLO106 RPL23A ATTGAAGAATCTAAGAGTATGAGTCAAAATAATTTCCTTTgaattcgagctcgtttaaac C terminal tagging 
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Fig. 1. BCP1 is essential for 60S biogenesis.  

(A) The localization of Rpl25-GFP (PKL201) were visualized in bcp1ts (KLY106) 

with fluorescence microscope. (B) BY4741 and bcp1ts cells were culture at 30ºC till 

OD 0.3 or shifted to 37°C for 2 hours. Protein extracts were prepared and fractionated 

by sedimentation through 7–47% sucrose density gradients. 

(B) 

(A) 
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(A) 

(B) 

(C) 

(D) 
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Fig. 2. Constructs of  bcp1 mutants and functional studies.  

(A) Diagram of Bcp1 and various mutants.(B) Serial dilutions of BY4741 and 

KLY106 (bcp1ts) with vector (PRS415), pKL105 (CEN BCP1-myc) pKL118 (CEN 

bcp1Δn40-myc), pKL106 (CEN bcp1Δc-myc), pKL107 (CEN bcp1Δnls-myc) and  

pKL108 (CEN bcp1nes-myc) were spotted onto LEU dropout medium and incubated 

at 30°C and 37°C for 2 days or on 5FOA plate at 30°C for 2days (C)The localization 

of Bcp1-GFP (PKL101), bcp1(nes)-GFP (PKL104), bcp1(Δnls)-GFP (PKL103), 

bcp1(∆n40)-GFP (PKL112), and bcp1(∆c)-GFP (PKL102) were visualized in bcp1ts 

(KLY106) with fluorescence microscope.(D) BY4741, KLY106 (bcp1ts) with vector, 

pKL7 (PRS415), pKL105 (CEN Bcp1-myc) pKL118 (CEN bcp1Δn40-myc), pKL106 

(CEN bcp1Δc-myc), pKL107 (CEN bcp1Δnls-myc) and pKL108 (CEN bcp1nes-myc) 

cells were culture at 30ºC till OD 0.3 and shifted to 37ºC for 1 hour before harvesting 

cells. Protein extracts were prepared and fractionated by sedimentation through 

7–47% sucrose density gradients. 
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Fig. 3. The growth patterns of various bcp1 and export factors double mutants. 

Serial dilutions of BY4741 and KLY106 (bcp1ts), KLY16 ( arx1Δ ), KLY112 (bcp1ts 

xarx1Δ)(A) ,KLY147 ( ecm1Δ ), KLY151 (bcp1tsxecm1Δ) (B), KLY69 

( nmd3(AAA) ), KLY153 (bcp1tsxnmd3(AAA)) (C), KLY116 (mtr2-33ts), KLY117 

(bcp1tsxmtr2-33ts) (D),KLY103 ( mex67-5ts ), KLY122 (bcp1tsxmex67-5ts) (E), 

were spotted onto YPD medium and incubated at 30°C. 

(A) (B) 

(C) (D) 

(E) 
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Fig. 4. Polysome profiles of various bcp1 and export factors double mutants. 

BY4741 ,bcp1ts (KLY106), KLY16 (arx1Δ), KLY112 (bcp1tsxarx1Δ) KLY147 

(ecm1Δ),KLY151(bcp1tsxecm1Δ),KLY67(nmd3(AAA)),KLY153(bcp1tsxnmd3(AAA)), 

KLY116(mtr2-33ts), KLY117(bcp1tsxmtr2-33ts), KLY103 (mex67-5ts), KLY122 

(bcp1tsxmex67-5ts) cells were culture at 30ºC till OD 0.3 and shifted to 37ºC for 1 

hour before harvesting cells. Protein extracts were prepared and fractionated by 

sedimentation through 7–47% sucrose density gradient. 
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(A) 

(B) 

(C) 
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Fig. 5. None of the overexpression of export factors can suppress bcp1ts growth 

defects and vice versa. 

(A) Serial dilutions of BY4741 and KLY106 (bcp1ts) with vector, pKL113 (2μ 

NMD3), or pKL114 (2μ CRM1), pKL115(2μ ARX1), pKL116(2μ MEX67-HA), and 

pKL117 (CEN MTR2) were spotted onto URA dropout plate and incubated at 30°C 

and 37°C for 2 days. (B) Serial dilutions of BY4741 and KLY106 (bcp1ts) with 

vector, pKL72 (2μ MEX67), pKL73 (2μ MTR2), or combinbation of these two vectors 

were spotted onto URA
-
 HIS

-
 dropout plate and incubated at 30°C and 37°C for 2 

days.(C) Serial dilutions of KLY15 (arx1Δ), KLY147 (ecm1Δ), KLY17 (mtr2-33) and 

KLY103 (mex67-5) with vector and pKL203 (2μ BCP1) were spotted onto URA 

dropout plate and incubated at 20°Cor 37°C. 
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Fig. 6. RPL23 is a high copy suppressor of bcp1ts. 

(A)BY4741 and KLY106 (bcp1ts) with vector, pKL192 (2μ RPL23A), or pKL193 (2μ 

RPL23B) were spotted onto URA dropout plate and incubated at 30°C and 37°C for 2 

days (B) or were culture at 30ºC till OD 0.3 and shifted to 37ºC for 1 hour before 

harvesting cells. Protein extracts were prepared and fractionated by sedimentation 

through 7–47% sucrose density gradients. 

(B) 

(A) 
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(A) 

(B) 

(C) 
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Fig. 7. Rpl23 partially loses 60S association and shows higher expression levels in 

bcp1ts. 

(A) The localization of Rpl23 was visualized in WT and bcp1ts (KLY106) with 

fluorescence microscope. (B) BY4741 and bcp1ts (KLY106) with pKL78 (CEN RPL23-HA) 

cells were cμltured at 30ºC till OD 0.3 and shifted to 37ºC for 1 hour before harvesting cells. Protein 

extracts were prepared and fractionated by sedimentation through 7–47% sucrose density gradients. 

Polysome fractions were precipitated with TCA and separated by SDS-PAGE. The presence of Rpl23 

and Rpl8 across the gradients was detected by Western blotting. (C) BY4741 and bcp1ts 

(KLY106) plus pKL78 (CEN RPL23-HA) were cultured at 30℃ and shifted to 37℃ 

for different periods. Protein samples were collected and analyzed by Western 

blotting. 
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Fig. 8. Tif6 and Nmd3 are mislocalized in bcp1ts. 

(A)The localization of Tif6 was visualized in AJY2909(TIF6-GFP) and 

KLY169(bcp1tsXTIF6-GFP) with fluorescence microscope. (B) The localization of 

Nmd3-GFP (pKL36) and nmd3(AAA)-GFP (pKL94) were visualized in BY4741 and 

bcp1ts (KLY106) with fluorescence microscope. 

(A) 

(B) 
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(A) 

(B) 

(C) 

(D) 
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Fig. 9. The level of Tif6 is reduced in bcp1ts. 

(A) Serial dilutions of BY4741 and KLY106 (bcp1ts) with vector, pKL120 

TIF6(V192F), were spotted onto LEU dropout plate and incubated at 30°C and 37°C 

for 2 days. (B) Polysome fractions were precipitated with TCA, separated by 

SDS-PAGE, and the presence of Sdo1 and Efl1 across the gradients was detected by 

Western blotting. (C)Polysome fractions were precipitated with TCA, separated by 

SDS-PAGE, and the presence of Tif6 and Rpl8 across the gradients was detected by 

Western blotting. (D) Serial dilutions of BY4741 and KLY106 (bcp1ts) with vector, 

pKL119 (2μ TIF6), were spotted onto URA dropout plate and incubated at 30°C and 

37°C for 2 days. 
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(Liang, et al. 2010) 

Appendix Fig. 1. Yeast pre-rRNA processing pathway. The major rRNA precursors 

and final products are shown. Cleavage sites relevant to the present study are 

indicated, as well as the approximate location of the Ψ guided by snR10 in 25S rRNA.  
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(Lo et al., 2009) 

Appendix Fig. 2. Proposed pathway of 60S maturation in the cytoplasm. 

(A) Drg1 facilitates the replacement of Rlp24 by Rpl24, which then recruits Rei1. The 

latter, together with Jjj1 and Ssa1/Ssa2, enables the release of the export receptor 

Arx1, located near the polypeptide exit tunnel. In parallel, Yvh1 enables replacement 

of Mrt4 with P0 to construct the ribosome stalk. In turn, the stalk recruits the GTPase 

Efl1 to the GTPaseassociated center to release Tif6 from the subunit joining face of 

the particle. The release of Tif6 leads to activation of Lsg1 to release export adapter 

Nmd3, also from the joining face. It is important to note that the events indicated 

represent the order of action of these factors but not necessarily their order of 

association with the pre-60S particle. (B) Cartoon showing the events depicted in (A). 
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