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中文摘要 

    在真核細胞中，Puf6 與 Loc1 同時參與兩條重要的途徑: mRNA 之不對稱運

輸，以及核醣體生合成。此外，Puf6 與 Loc1 在細胞中主要分布位置皆位於核仁。

此兩個蛋白結合 ASH1 mRNA，將 mRNA 運輸至子細胞尖端(bud tip)，而 mRNA

之不對稱分布對於真核細胞之分化相當地重要。另外，Puf6 與 Loc1 也被發現與

60S 生合成有關聯。若將細胞中 PUF6 或 LOC1 移除，pre-rRNA 之剪切 

(Processing)，60S 之出核情形，以及 60S 的生成量皆會受到影響。然而，目前對

於 Puf6 與 Loc1 之研究大部分是針對 ASH1 mRNA 運輸之途徑，關於此兩個蛋白

如何於 60S 生合成途徑執行其功能，目前仍尚未明瞭。 

    在此篇研究中，發現 RPL43 是 puf6∆之 High-copy suppressor，以及 Puf6、

Rpl43 與 Loc1 三個蛋白質之間具有直接的結合，且於 60S 生合成途徑中的功能

有緊密之關聯性。Loc1 為 Rpl43 之伴護子，並和 Puf6 協助 Rpl43 結合 60S。且

Puf6 及 Loc1 需要彼此才能在正確的時間點結合 60S。接著，待 Puf6 與 Loc1 執

行完其功能後，離開 60S 則需要 Rpl43。  

 

 

關鍵字: 核醣體、核醣體生合成、Puf6、Loc1、Rpl43 
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Abstract 

    Puf6 and Loc1 have two important functional roles in the cells, asymmetric 

mRNA distribution and ribosome biogenesis. Puf6 and Loc1 are localized 

predominantly in the nucleolus. They bind ASH1 mRNA, repress its translation, and 

facilitate the transport to the daughter cells. Asymmetric mRNA distribution is 

important for cell differentiation. Besides, Puf6 and Loc1 have been shown to involve 

in 60S biogenesis. In puf6∆ or loc1∆ cells, the pre-rRNA processing and 60S export 

are impaired and 60S subunits are under-accumulated. The functional studies of Puf6 

and Loc1 have been focused on ASH1 mRNA pathway, but the functional roles in 60S 

biogenesis are still not clear.  

In this study, we identified that RPL43 is the high-copy suppressor of puf6∆. 

Besides, Puf6, Loc1 and Rpl43 have direct physical interaction, and these proteins are 

tightly connected in 60S biogenesis. Loc1 is the chaperon of Rpl43. Loc1 and Puf6 

facilitate the loading of Rpl43. Furthermore, Puf6 and Loc1 depend on each other for 

joining 60S biogenesis pathway properly. Finally, the recruitment of Rpl43 is required 

for release of Puf6 and Loc1. 

 

 

Keywords: Ribosome, Ribosome biogenesis, Puf6, Loc1, Rpl43 
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一、文獻回顧與探討 

1.1 核醣體生合成 

    核醣體為一重要且複雜的巨大複合體。在細胞中，核醣體將 mRNA 所帶有

的基因密碼轉譯成蛋白質，使細胞得以維持正常的生理活性，也因此核醣體的生

成對於細胞生長及增生十分地重要。由於其重要性，所以核醣體的組成與生合成

之過程在許多真核生物中都具有高度保守性。也由於啤酒酵母(Saccharomyces 

cerevisiae)為最簡單的真核生物，因此本研究以啤酒酵母作為模式生物，以下也

以啤酒酵母之機制來介紹。 

    核醣體由大單元體及小單元體所組成，在真核生物中，分別為 60S 及 40S。

而單元體又是由 rRNAs 及核醣蛋白組成，18S rRNA 與 33 個核醣蛋白共同組成

40S；5S、5.8S、25S rRNAs 與 46 個核醣蛋白則組成 60S。rDNA 於細胞核仁由

RNA 合成酶Ⅰ(RNA polymeraseⅠ)及 RNA 合成酶Ⅲ(RNA polymerase Ⅲ)轉錄成

pre-rRNA 之後，必須經過一連串的剪切，最終形成完整的 rRNA；而核醣蛋白與

參與核醣體生合成的相關因子之 mRNA 由 RNA 合成酶Ⅱ轉錄，接著於細胞質中

被轉譯出來後，部分核醣蛋白與其他相關因子必須進入細胞核仁或細胞核，部分

則是在細胞質，參與單元體的組裝，協助其最終在細胞質成熟。整個核醣體的成

熟過程高度地複雜，因此需要多個相關因子繁瑣及嚴謹的調控，以確保新生成核

醣體之品質。 

 

1.1.1 rRNA 之生成與剪切 

    核醣體的生合成首先由 pre-rRNA 之合成開始(附錄一)。pre-rRNA 分別由

RNA 合成酶Ⅰ及 RNA 合成酶Ⅲ於細胞核仁轉錄而成，接著再於細胞質或細胞核

中進行一系列的剪切，形成完整的 rRNA片段。35S rRNA由RNA合成酶Ⅰ合成，

為 18S rRNA、5.8S rRNA、25S rRNA 三個片段所組成，中間穿插 ITS1 (internal 



2 
 

 

transcribed region)與 ITS2，兩側則是 5’及 3’-ETS(external transcribed region)； 5S 

rRNA 則是由 RNA 合成酶Ⅲ生成。35S pre-rRNA 先於 A0處截去 5’-ETS，形成

33S pre-rRNA；再於 A1處剪切掉 5’端，形成 32S pre-rRNA；接著再於 18S rRNA

和 5.8S rRNA 中間的 ITS1 之 A2處切成兩端，形成 20S 與 27SA2 pre-rRNA；而

其中的 20S 最後於細胞質截去 D 處之右半部，形成成熟的 18S rRNA 。27SA2 

pre-rRNA 則是在細胞核中經由兩種途徑進行剪切，分別為: (a) 約 85%由 RNase 

MRP在 ITS1的A3剪切，接著馬上由Rat1於B1s進行 5’到 3’的修剪，形成 27SBS。

(b) 約 15%則是直接在 B1I進行剪切，並在 3’端之 B1與 B2處剪切，形成 27SBL。

此兩種途徑產生的 27SB(27SBS 與 27SBL)，接下來以相同的處理，截去 C2至 C1

段，並以 3’到 5’方向剪切至 E 處。經過上述一系列之剪切，最終形成完整的 18S 

rRNA、5.8S rRNA、25S rRNA(Venema and Tollervey, 1999) 。 

 

1.1.2 核醣體之組裝 

    真核生物中核醣體組裝之機制，以酵母菌的模式了解最為透徹。在生合成的

過程中，除了組成核醣體結構之核醣蛋白，還需要至少超過 200 個相關因子參與

調控。而這些參與核醣體生合成的蛋白，大部分具有高度保守性，於高等真核生

物中有同源蛋白。 

    79 個核醣蛋白中，有 64 個蛋白對於細胞生長為必須的；其他非必須之蛋白，

對於核醣體生合成也可能非常地重要。而有 59 種蛋白擁有兩個同源蛋白(Simoff 

et al., 2009)，其中的 38 種蛋白其胺基酸序列約有 1-5 個胺基酸的差異。因此，

雖是同源蛋白，但被認為擁有不同的功能(Haarer et al., 2007; Komili et al., 2007; 

Ni and Snyder, 2001)。並有學者提出核醣體密碼(ribosome code)之可能性(Komili 

et al., 2007)，指出核醣體會針對不同目標 mRNA，來調控轉譯(Xue and Barna, 

2012)。也就是由不同種的同源核醣蛋白所組裝的核醣體，可能進行不同的調控。

並且，全部的核醣蛋白皆會在成熟的核醣體中直接地以不同程度與 rRNA 結合
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(Armache et al., 2010; Ben-Shem et al., 2011)，進而影響 pre-rRNA 構型的改變，並

提供其他因子與核醣體結合之位置。 

    在核醣體生合成的過程中，需要很多輔助因子(非核醣蛋白)的參與，包括協

助 pre-rRNA 的修飾、協助核醣體離開細胞核…等。這些因子大部分是以親和力

純化實驗(tandem affinity purification method)與質譜儀分析(mass spectrometry)，將

不同階段未成熟之核醣體從酵母菌中純化出來而發現(Bassler et al., 2001; Dragon 

et al., 2002; Fatica et al., 2002; Grandi et al., 2002; Harnpicharnchai et al., 2001; 

Nissan et al., 2002; Saveanu et al., 2001)。而這些相關因子，可能是負責剪切

pre-rRNA 的內切酶或外切酶，也可能是 ATP 水解酶(ATPase)、GTP 水解酶

(GTPase)、激酶(kinase)、磷酸酶(phosphatase)、RNA 結合蛋白，或是做為骨架的

蛋白，少數蛋白甚至與某些核醣蛋白具有高度相似性。。 

    然而，對於核醣體生合成過程中，組裝的順序以及各個蛋白質之功能，仍有

許多不明瞭的部分。下面簡單介紹 40S 和 60S 組裝之過程。 

 

1.1.3 40S 之組裝 

    相較於 60S 的生合成，40S 的組成及組裝都較為單純。轉錄出 35S rRNA 的

同時，pre-40S 的組裝也同步開始進行。組裝的過程中，會有三種小複合體 UTP-A、

UTP-B 和 UTP-C 來參與(Krogan et al., 2004)，而這些複合體由將近 20 個輔助蛋

白、U3 snoRNP、核醣蛋白，以及 35S rRNA 所組成(Dragon et al., 2002; Grandi et 

al., 2002)。在 U3 snoRNP 將 35S rRNA 剪切，產生 20S pre-rRNA 之後，大部分

輔助蛋白離開複合體，而剩下的少數輔助蛋白，接著協助其他核醣蛋白結合上來

(Schafer et al., 2003)。在完成細胞核部分的組裝之後，接著 pre-40S 被運輸至細胞

質，此時蛋白激酶 Hrr25 將 Enp1-Ltv1-Rps3 複合物進行磷酸化/去磷酸化反應，

以穩定 Rps3 在 40S 上面的結合，使 40S 結構更完整(Schafer et al., 2006)。接著

Nob1、Rio1、Rio2、Tsr1 與 Fap7…等輔助蛋白協助 20S pre-rRNA 剪切成為成熟
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之 18S rRNA(Fatica et al., 2003; Gelperin et al., 2001; Granneman et al., 2005; 

Vanrobays et al., 2003)，完成整個 40S 的組裝。 

 

1.1.4 60S 之組裝 

    60S 的組裝過程十分地複雜且嚴謹，因此需要許多蛋白質來參與，以維持 60S

生合成之品質。而 pre-60S 生合成之過程，前人藉由代表不同階段之蛋白質，以

TAP(Tandem affinity purification)純化方式，分析各個階段 pre-60S 中間產物之組

成。生合成從細胞核仁開始，第一個中間產物是藉由 Ssf1 取得(Fatica et al., 2002; 

Harnpicharnchai et al., 2001)，由核醣蛋白、約 30 個非核糖因子，以及 27SA2、27SB 

pre-rRNA組成，且此階段並無 snoRNPs參與(Kressler et al., 2008)。Ssf1為 sigma-70

蛋白質家族之成員，與 27SA2和 27SB pre-rRNA 有交互作用，而此複合體所含的

另一蛋白 Rpf1，也與 27SB pre-rRNA 有交互作用(Wehner and Baserga, 2002)。第

二個中間產物則是藉由 Npa1 純化取得，由核醣蛋白、約 40 個因子、8 個 RNA 

helicase、27SA2 pre-rRNA、一些 snoRNPs，以及 90S 相關之因子所組成。而下

一個中間產物則是藉由Nsa1純化所得，由5S RNP複合體(Rpl11、Rpl5、5S rRNA、

Rrs1、Rpf2)、外切酶 Rat1 與 Xrn1，和 27SA3、27SB pre-rRNA……等組成。此

複合體與 Noc1-Noc2 轉換成 Noc2-Noc3 相關(Kressler et al., 2008; Milkereit et al., 

2001)，而另一複合體Ytm1-Erb1-Nop7則是與 27SA3 pre-rRNA之剪切相關(Holzel 

et al., 2005; Tang et al., 2008; Ulbrich et al., 2009)。 

    完成上述組裝步驟之後，pre-60S 接著進入細胞核質中。透過 Rix1 純化取得

此階段的複合體，參與的因子有 Rea1、Rix1-Ipi3-Ipi1 複合體、Rsa4、Arx1-Alb1

複合體、Sda1 和 Nog2(Nug2)，而此時 27SB pre-rRNA 大部分已剪切形成 25S 和

7S/5.8S rRNA(Nissan et al., 2002)。此階段的 pre-60S 呈現一個類似蝌蚪形狀

(tadpole-like)之結構(Nissan et al., 2004; Ulbrich et al., 2009)，而位於蝌蚪狀尾部的

Rea1，由六個 ATPase 區塊組成，形成一環狀結構並連接至 MIDAS(metal 
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ion-dependent adhesion site)。Rea1 利用其 AAA-ATPase(ATPase associated with 

various cellular activities)功能，促使 Rsa4 與 Rix1-Ipi3-Ipi1 複合體釋放(Bassler et 

al., 2010; Ulbrich et al., 2009)。並且，Rea1 ATPase 和 Nog2 GTPase 之活性，同時

也會協助 Nog2 離開 pre-60S(Matsuo et al., 2014)。而這些因子的離開，使 pre-60S

可以準備離開細胞核。在核醣體嚴謹的生合成過程中，必須確認上一步驟正確地

完成後，才進行接下來的步驟，隨時都有嚴格的品質控管。而上述之 Nog2 則是

其中一個對於品質控管相當重要之調控因子。Nog2 為 GTP 水解酶，是一個負責

調控 C2 剪切及 7S pre-rRNA 修飾的非核醣因子(Saveanu et al. 2001)。而為了確保

27SB pre-rRNA 之剪切品質，在確認前面過程的組裝完成並正確，Nog2 才會結

合上去，進行 27SB pre-rRNA 不可逆之修飾步驟(Matsuo et al., 2014; Talkish et al., 

2012)。接著，在細胞核內所有的組裝步驟正確地完成之後，Nog2 才會離開，讓

出核過程中必須的銜接蛋白(adaptor protein)Nmd3 結合上去，使出核蛋白 Crm1

將已足夠成熟的 pre-60S 運送出核(Matsuo et al., 2014)。 

 

1.1.5 細胞核內外物質運輸之調控 

     真核細胞的細胞核外圍具有一層核膜，將細胞核和細胞質分隔成兩個部分。

細胞核膜上有許多核孔(nuclear pore)，核孔中又有一複合體，稱為核孔複合體

(Nuclear pore complexes, NPCs)，來管制細胞核內外物質之運輸。核孔複合體是

細胞中最大的蛋白質複合體，在啤酒酵母中約 60MDa，由於其重要性，因此在

各個真核生物中，核孔複合體的構造都相當地保守。核孔複合體為八角型結構，

由 30多個不同的核孔蛋白(Nucleoporins, Nups)所組成(Cronshaw et al., 2002; Rout 

et al., 2000)。核孔複合體之主體埋在核膜中，分別在細胞質和細胞核兩端皆有一

環狀構造，並各有八條中間絲連接(Beck et al., 2004)，而核孔蛋白最常見的結構

為 FG repeats(Phenylalanine-Glycine repeats)(Chadrin et al., 2010; Hoelz et al., 2011)，

一個核孔蛋白可能含 4 至 48 個 FG repeats，而這些 FG repeats 形成的結構會填滿
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整個核孔的中心，使中心呈現篩網狀，如此之結構可使物質的通過具有選擇性。 

    若物質欲進出細胞核，則運輸方式可大致分為兩類:離子和小分子藉由簡單

的擴散作用自由地進入核孔；則大於 40 至 60kDa 的物質必須經由特定運輸蛋白

(Karyopherins)之協助，才能穿越核孔(Ma et al., 2012)。運輸蛋白會帶著貨物蛋白，

與核孔蛋白之 FG repeats 交互作用，幫助貨物通過核孔複合體之疏水性通道。而

運輸蛋白依運送之方向，可分為入核蛋白(Importin)和出核蛋白(Exportin)。當入

核蛋白欲將貨物蛋白運送入核時，會先在細胞質中結合，接著通過核孔入核後，

入核蛋白會與 Ran-GTP 結合，使原先結合的貨物蛋白被釋放下來，而入核蛋白

再經由核孔回到細胞質中，進行下一批的運送；相反地，帶著貨物蛋白的出核蛋

白必須在細胞核內與 Ran-GTP 結合，通過核孔出核，再藉由 RanGAP 

(Ran-GTPase-activating protein)將 GTP 水解，使其運輸之貨物蛋白釋放下來，而

被水解的 Ran-GDP 接著由 NTS2(Nuclear transport factor 2)運送回細胞核中，再經

由 RCC1(Ran exchange factor)轉換回 GTP，進行下一批之運輸。而整個細胞核內

外之運輸是藉由 Ran-GTP 與 Ran-GDP 之濃度來調控(Wente and Rout, 2010)。 

 

1.1.6 60S 出核之調控 

    核醣體的兩個次單元體 pre-40S 和 pre-60S 皆為巨大的複合體，因此在完成

細胞核內的生合成步驟之後，必須在多個出核蛋白之協助下，通過核孔複合體，

到達細胞質中，繼續完成細胞質中的成熟步驟，並組裝成完整的 80S，以進行蛋

白質的合成。而將 nascent ribosome 通過核孔複合體運送出細胞核的過程，稱為

核醣體的出核運輸(Ribbeck and Gorlich, 2002)。接著，介紹以下三個在 pre-60S

出核過程中重要之蛋白質: 

a. Nmd3/Crm1 

    Nmd3 為出核銜接蛋白(adapter protein)，在 pre-60S 完成細胞核內所有的生合

成過程後，Nmd3 會結合上去，使 pre-60S 開始進行出核運輸。其胺基酸序列中
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帶有一段出核序列(Nuclear export signal, NES)，而 NES 常見之通式為

LXXXLXXLXL，L 代表 Leucine，X 為任意胺基酸。當 Nmd3 結合到 pre-60S 上

面之後，其序列上的 NES 會被出核蛋白 Crm1/Xpo1 辨認，Crm1 藉此與 pre-60S

結合，透過 Ran-GTP/Ran-GDP 濃度梯度之調控，帶著整個複合體通過核孔，運

輸至細胞質(Johnson et al., 2001; Thomas and Kutay, 2003; Trotta et al., 2003)。 

b. Mex67-Mtr2 

    Mex67-Mtr2 heterodimer 是以異源二聚體(heterodimer)的形式來作用，為

mRNA 的出核因子，結構與 NTF2(Ran-independent transport receptors)相似

(Fribourg et al., 2001; Fribourg and Conti, 2003; Herold et al., 2000; Santos-Rosa et 

al., 1998; Segref et al., 1997)，並和 Nup84 複合體之間有交互作用(Lutzmann et al., 

2005; Santos-Rosa et al., 1998; Segref et al., 1997)。而 Mex67-Mtr2 主要是以其類似

NTF2 之 loop 結構和 pre-60S 以及 5S rRNA 結合，並幫助 pre-60S 出核(Yao et al., 

2007)。 

c. Arx1 

    Arx1 與 Alb1(Arx1 little brother)形成 heterodimer(Lebreton et al., 2006)，會直

接與核孔蛋白上的 FG repeats 有交互作用，幫助整個 pre-60S 通過核孔複合體。

抵達細胞質之後，Rei1 和 Jjj1 接著將 Arx1 釋放下來(Hung and Johnson, 2006; 

Lebreton et al., 2006; Meyer et al., 2010)。Arx1 並會和許多核醣蛋白(Rpl25、Rpl35、

Rpl26 及 Rpl19)與 rRNA ES27 結合(Greber et al., 2012; Hung and Johnson, 2006)。 
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1.2 ASH1 mRNA 主動運輸 

    在真核細胞中，為了維持細胞之不對稱分布，進而調控細胞發育、細胞移動，

和神經突觸之可塑性，調控特定蛋白的表現量，並讓其只出現於該表現之位置，

為非常重要之調控(Martin and Ephrussi, 2009)。而調控之方式，相較於轉錄之階

段，在轉譯階段進行調控較為快速。且轉譯階段之調控，時常先從調控 mRNA

之不對稱分布開始，進而使 mRNA 只於特定之處轉譯。在細胞中,目前已發現有

三種機制來調控特定 mRNA 之分布位置。第一種是藉由細胞質內的自然流動，

在於特定區域被蛋白專一地辨認而形成鍵結(Meignin and Davis, 2010)；第二種則

是分解 mRNA 來達到細胞的不對稱分布，在特定 mRNA 所應表現的位置之外會

被降解掉，使其只在專一位置表現(Holt and Bullock, 2009)；第三種機制，不同

mRNA 會被其專一的 RNA 結合蛋白所結合，並與動力蛋白(motor proteins)形成

複合體(Martin and Ephrussi, 2009)，即為 mRNP (messenger ribonucleoprotein 

particles)。而 mRNP 藉由在微管或肌動蛋白絲上移動，將目標 mRNA 帶至特定

之處來進行表現。其中，第三種機制在細胞中為常見且重要之機制，也存在於所

有的真核生物中(St Johnston, 2005)。由於其重要性，因此這種調控機制具有高度

保守性。而在最簡單之真核生物-啤酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)中，更有 30

種以上的 mRNA 具有不對稱分布之特性，因此做為研究 mRNA 之不對稱分布與

主動運輸，啤酒酵母為極佳的模式生物(Chartrand et al., 2001; Darzacq et al., 

2003)。 

    在啤酒酵母中，目前被廣為研究之主角為 ASH1 mRNA。ASH1 mRNA 已知

在有絲分裂後期(anaphase)，會被運輸至子細胞之尖端，接著於此處轉譯成蛋白

Ash1(Long et al., 1997)。Ash1 會抑制 HO 內切酶之轉錄，使 HO 無法在子細胞讓

MAT 基因座重組，進而抑制交配型 a 和α之間的轉換(Cosma, 2004; Jansen et al., 

1996; Sil and Herskowitz, 1996)。ASH1 mRNA 主動運輸之過程，目前已知的機制

如下(附錄二): 於 ASH1 在母細胞的細胞核內進行轉錄時，已有 RNA 結合蛋白
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She2 開始參與調控(Bohl et al., 2000; Du et al., 2008; Long et al., 2000; Shen et al., 

2009)。當 ASH1 mRNA 與其結合蛋白形成的複合體離開細胞核，到達細胞質時，

She2 與 ASH1 mRNA 接著會和一群以肌動蛋白(myosin)Myo4 為主的小複合體，

以及 She3 結合(Bobola et al., 1996; Estrada et al., 2003; Kruse et al., 2002)。She3 除

了做為 She2 與 Myo4 之間的銜接蛋白，和 She2 一樣，在 mRNA 主動運輸的過

程中，對於所運輸之 mRNA 之專一性辨識，也扮演重要的角色(Muller et al., 

2011)。     

    ASH1 mRNA 主動運輸的過程中，仍有其他 RNA 結合蛋白參與，以增加反

應之效率。如 Puf6 和 Khd1，從細胞核內開始結合上去，直到運輸至細胞質中，

抑制 ASH1 mRNA 之轉譯，以確保 Ash1 只在子細胞中表現。其中，Puf6 以其 PUF

區塊和 ASH1 mRNA 之 3’ UTR 中的 E3 element 結合(Deng et al., 2008; Gu et al., 

2004; Irie et al., 2002; Paquin et al., 2007)。而另一個參與因子 Loc1，也會結合至

ASH1 mRNA 之 E3 element。而目前對其了解不多，只知 Loc1 分布在細胞核內

(Long et al., 2001)，且主要是在細胞核仁的位置(Urbinati et al., 2006)，並無在細

胞質發現 Loc1，因此 Loc1 並不會直接參與細胞質運輸的部分。然而，若細胞中

缺少 Loc1，則 ASH1 mRNA 在細胞質中的運輸也會受到影響(Long et al., 2001)。

而目前也有研究指出，Loc1 必須先與 ASH1 mRNA 及 She2 結合，做為 Puf6 與

She2 結合之中間橋樑，Puf6 才能接著結合上去參與運輸(Shahbabian et al., 

2014)。 
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1.3 與本研究相關之因子 

a. Puf6 

    Puf6 為非必須基因(nonessential gene)，起初於 She2 所組成之 mRNP 中被發

現，為 PUF(Pumilio/fem-3 mRNA-binding factor)蛋白家族的一員，具有結合 RNA

之能力。與 She2 相同，Puf6 會參與 ASH1 mRNA 主動運輸。且藉由其 PUF 區塊，

與 ASH1 mRNA 之 3’UTR 中的 UUGU 保守序列結合，並在運輸的過程中，以

PUF 區塊與轉譯起始因子 eIF5B/Fun12 結合，使 48S 複合體無法與 60S 結合，因

此無法形成 80S，ASH1 mRNA 轉譯因而受到抑制(Deng et al., 2008; Gu et al., 

2004)。直到 ASH1 mRNA 被運送至子細胞尖端，酪蛋白激酶 CK2(casein kinase II)

接著將 Puf6 之 N 端磷酸化，停止 Puf6 抑制轉譯之功能(Deng et al., 2008)。倘若

細胞中缺少 Puf6，則 ASH1 mRNA 在運輸的過程中，轉譯無法有效地被抑制，

因而嚴重影響 Ash1 蛋白之不對稱分布(Gu et al., 2004)。Puf6 主要分布在細胞核

仁，因此被認為在細胞核中即參與 ASH1 mRNA 運輸。(Du et al., 2008)  

    除了協助 ASH1 mRNA 主動運輸，Puf6 亦被發現另一功能─透過純化 pre-60S

中間產物，發現 Puf6 為參與 60S 生合成之其中一員(Nissan et al., 2002)。目前對

於 Puf6 於 60S 生合成中所扮演之功能尚未明瞭，僅發現若細胞中缺乏 Puf6，則

27S 及 7S pre-rRNAs 之剪切修飾無法正常地進行，而導致累積(Qiu et al., 2014)。 

    而目前 Puf6 於人類的同源蛋白 Puf-A 之結構已被解出(Qiu et al., 2014)，並

經由 SAXS(small-angle X-ray scattering)比對，確認 Puf6 與 Puf-A 除了序列上有

24%程度相同，結構上也是相似的。Puf-A 具有 11 個 Puf 區塊之重複，整個結構

並呈現類似”L”的形狀。不同於一般 Puf 家族之蛋白，Puf-A 和 Puf6 對於 RNA 或

DNA 之結合並無顯著的專一性，而其中 Puf-A 是以其具保守性之鹼性胺基酸進

行核酸的結合。Puf6 的 PUF 區塊也擁有具保守性之鹼性胺基酸，並同樣以此區

塊結合 RNA，除此之外，Puf6 也是利用此區塊進行 rRNA 修飾及 ASH1 mRNA

之結合(Qiu et al., 2014)。 
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b. Loc1 

    Loc1 為非必須基因，和 Puf6 相同，也是 RNA 結合蛋白，起初被發現之功

能為結合 ASH1 mRNA 之 3’UTR，協助 ASH1 mRNA 主動運輸至子細胞尖端。且

不同於其他參與mRNA運輸之RNA結合蛋白，需要往返於細胞質與細胞核之間，

Loc1 只分布於細胞核內(Long et al., 2001)。和 Puf6 相似，主要分布位置位於核

仁(Urbinati et al., 2006)。目前也發現，Loc1 必須先與 ASH1 mRNA 及 She2 結合，

做為 Puf6 與 She2 結合之中間橋樑，Puf6 才能接著結合上去參與運輸(Shahbabian 

et al., 2014)。 

    而 Loc1 除了參與 ASH1 mRNA 之主動運輸，在前人的研究中，透過 TAP 純

化不同階段的核醣體生合成因子，分析其蛋白組成，也發現 Loc1 為協助 60S 生

合成的成員之一。若細胞缺乏 Loc1，60S 單元體的數量大幅降低。除此之外，

也被發現 60S 無法正常地出核(De Marchis et al., 2005; Harnpicharnchai et al., 2001; 

Horsey et al., 2004; Saveanu et al., 2003)；在 loc1Δ的突變株中，也發現 25S rRNA

生成有嚴重的缺失，尤其是在 35S pre-rRNA 的 A0、A1 和 A2 位置上的剪切階段

(Urbinati et al., 2006)。而 Loc1 主要分布於細胞核仁(Urbinati et al., 2006)，與其以

上協助 60S 生合成的功能相符。 
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二、研究動機與問題 

    核醣體於細胞中扮演之角色非常重要，在人類細胞中，倘若核醣體生合成有

嚴重的缺失，可能會導致疾病或是個體死亡。如 Diamond Blackfan anemia (DBA)

或是 Shwachman-Diamond syndrome (SDS)。其中，DBA 約有 50-60%之機率起因

於核醣蛋白的基因產生突變；SDS 則是因 SDO1 突變而導致。Sdo1 為核醣體成

熟過程中重要的因子，在細胞質中，協助 60S 上的 Tif6 離開，使得 40S 可以結

合上來形成成熟的 80S，開始進行轉譯。而 Sdo1 在人類細胞中的同源蛋白為

SBDS。此兩種疾病皆是會導致骨髓功能異常之罕見疾病，可能會產生嚴重的貧

血(Ball, 2011; Burroughs et al., 2009; Ellis and Gleizes, 2011; Horos and von Lindern, 

2012)；此外，更發現有較高的罹癌機率(Vlachos et al., 2012)。而在其他脊椎生物

中，核醣體蛋白之缺失或突變也可能導致器官發育不全，甚至是癌症的產生(Panic 

et al., 2006; Uechi et al., 2006)。明白核醣體對於細胞之重要性，但對於核醣體生

合成之機制目前仍有許多部分尚未明瞭。因此，本研究以啤酒酵母做為模式生物，

以 Puf6 與 Loc1 此兩種蛋白做為主角，來探討核醣體大單元體 60S 在生合成過程

中之部分細節機制。 

從前人研究中，已得知 Puf6 與 Loc1 皆參與 ASH1 mRNA 之主動運輸，

並被發現和 60S 生合成有關聯。且目前對於此兩種蛋白的研究，於 ASH1 mRNA

運輸之途徑著墨較多，而在核醣體生合成之途徑中，則仍未明瞭 Puf6 與 Loc1 如

何作用。而 Puf6 與 Loc1 除了同時皆參與兩條途徑之外，也有其他共同點，如: 在

細胞中主要分布位置皆位於核仁，皆為 RNA 結合蛋白，以及兩蛋白間有直接的

結合。綜合以上，推測 Puf6 與 Loc1 在參與 60S 生合成的途徑中，所扮演之功能

可能具關聯性。因此，在本研究中，希望藉由探討 Puf6 與 Loc1 於 60S 生合成途

徑中之關聯性，對於這兩個蛋白於此途徑中所扮演之角色進行研究。且由於 Puf6

與 Loc1 同時亦會參與核醣體生合成與 mRNA 之主動運輸，希望未來能進一步地
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探討此二條重要途徑之間的關聯性。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



14 
 

 

三、研究材料與方法 

3.1 質體之建構 

3.1.1 PCR 

    以 BY4741 之染色體作為模板，設計特定引子，透過 PCR 得到特定的 DNA

片段。使用的 PCR 酵素為 Phusion (New England BioLabs; Thermo)。以下為 PCR

反應條件: 

 反應溫度 反應時間  

Denaturation 98℃ 30 s  

Denaturation 98℃ 10 s  

Annealing 50-60℃ 30 s 30 cycles 

Extension 72℃ 1 min - 4 min  

Extension 72℃ 10 min  

Stop 25℃   

 

3.1.2 電泳 

    使用 1% Agarose 膠體，在 100V 通電條件下跑膠 30 分鐘，再使用

EtBr(Ethidium Bromide)染約 20 分鐘，最後以 UV 觀察膠體。 

 

3.1.3 純化 DNA 膠體 

    將含有特定片段之膠體切下，使用 DNA 膠體純化 Kit 組，純化膠體中的 DNA

片段。 

 

3.1.4 限制酶切割 

    使用特定限制酶(New England BioLabs)，分別切割純化後的 PCR 產物與質

體，以便進行後續的接合反應。加入限制酶反應 1 小時後，再以 Agarose 膠體進
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行電泳，接著以 EtBr 外染，再以 UV 照射膠體，將特定的 DNA 片段切下，最後

以 DNA 膠體純化 Kit 組將膠體中的 DNA 片段純化出來。 

 

3.1.5 接合 

    將經過切割並純化後的 DNA 片段，使用 T4 Ligase(Thermo)進行接合反應，

於 22℃反應隔夜。 

 

3.1.6 選殖菌體 

    使用 Chemically competent cells 進行轉型作用。將 10 l 的接合產物送入 100 

l competent cells，接著置於冰上 30 分鐘，放於水浴槽 42℃約 90 秒，再放回冰

上 2 分鐘，接著加入 100l LB ，於 37℃培養 30 分鐘後，將菌液塗至含有抗生

素的培養基中。培養隔夜後，抽取菌落中的質體，以限制酶切割並跑電泳，挑出

正確之質體。 

 

3.2 轉型至啤酒酵母 

    必須先將質體轉型入待測菌株中，才可進行後續實驗來進行探討。將酵母菌

隔夜培養，以 8000 rpm 將菌體離心下來，再以 1x Li/TE (100 mM LiOAc，10 mM 

Tris pH8，1 mM EDTA)清洗菌體，接著同樣以 1x Li/TE 懸浮菌體，每管反應使

用 15l 懸浮菌液，並加入 5l ssDNA (10 mg/ml)、2l 質體，以及 300l 

PEG/Li/TE (40% PEG，100 mM LiOAc，10 mM Tris pH8，1 mM EDTA)，混合均

勻，於 30℃培養 30 分鐘，接著於 42℃培養 15 分鐘，於管中加入無菌水混合並

離心，將菌體塗至適當之選擇性培養基中，於 30℃培養數天。 

 

3.3 螢光顯微鏡 

    將待測蛋白標記 GFP，藉此追蹤蛋白在細胞中之分布。將菌液培養隔夜，接

著再稀釋，放於原培養溫度中培養 2-4 小時(根據不同菌株，培養溫度與時間隨
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之調整。有些需加入葡萄糖抑制基因表現。)。接著離心，取菌體之部分，塗在

載玻片上以螢光顯微鏡觀察。 

 

3.4 生長測試 

    將待測菌培養於適當培養液中隔夜，接著將菌液調整至相同 OD600，再分別

稀釋成 101倍、102倍、103倍與 104倍，將其一一點在適當培養皿上，放置數天

培養，觀察菌株之生長情形。 

 

3.5 High-copy suppressor screen 

    將DNA library轉型入puf6Δ突變株中，於20℃下篩選生長情況較佳之菌落，

接著再從菌落中抽出質體，送回 E. coli 中，以利質體的製備。將質體重新送回

puf6Δ突變株中，確認此質體的確可使此突變株具有較好的生長，並以限制酶剪

切，去除含 PUF6 基因的質體。將可能拯救 puf6Δ生長的質體送去定序，分析其

中所含之基因，藉此找尋與 PUF6 具有正向基因關聯(Positive genetic)之基因。 

 

3.6 核醣體圖譜分析(polysome profile) 

    利用蔗糖濃度梯度進行超高速離心，將蛋白質依密度分離。此實驗分為三個

部分介紹，分別為收菌、製備蔗糖濃度梯度溶液、破菌、進行超高速離心，和分

析。首先收菌的部分，為收集 OD600 為 0.3-0.4 之間的待測菌液，接著加入

Cycloheximide 培養 10 分鐘，之後將菌液離心，收集沉澱物，將菌體凍於-80℃；

而蔗糖濃度梯度溶液之製備如下，分別配置 7%、27%與 47%三種濃度之蔗糖溶

液於 lysis buffer (20 mM Tris-HCl pH7.5 ， 8 mM MgCl2 ， 12 mM 

-mercaptoethanol，100 mM KCl，200 g/ml cycloheximide)中，並加入蛋白酶抑

制劑，如 PMSF 與 Leupeptin，接著分別依序緩慢地填入 4.2 mL 至離心管，再將

管口封住，平放於 4℃中 2-2.5 小時；而破菌的部分，先將菌體回溶於冰的 lysis 

buffer，並添加蛋白酶抑制劑 PMSF 和 Leupeptin。接著加入小玻璃珠，震盪 30
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秒，放在冰上 1 分鐘後再震盪，重複以上步驟四次後，於 4℃中以 13,000 rpm 離

心 10 分鐘，取上清液。最後將 9 OD260 之蛋白質液放於蔗糖溶液上，以 40,000 rpm

之條件進行超高速離心 2.5 小時，再以梯度分析儀分析 OD254，分析代表核醣體

之 rRNA 含量。 

 

3.7 Sucrose cushion 

    待測菌液培養至 0.6-0.8 OD600，接著離心菌液，將沉澱菌體凍於-80℃。破

菌時將菌體懸浮於冰的 lysis buffer (20 mM  Tris-HCl pH7.4，6 mM MgCl2，100 

mM NaCl，10% glycerol，1 mM PMSF，1 M leupeptin)中。震盪 30 秒，放在冰

上 1 分鐘後再震盪，重複以上步驟六次後，於 4℃中以 13,000 rpm 離心 10 分鐘，

取上清液。而離心管底部先加入 1M 蔗糖溶液，接著將定量 OD280之蛋白質液放

於上層，進行超高速離心，而離心條件為 80000 rpm，1 小時。得到之沉澱部分

為結合核醣體之蛋白，上清部分為自由型態之蛋白。 

 

3.8 免疫沉澱 

    待測菌液培養至 0.6-0.8 OD600，接著離心菌液，將沉澱菌體凍於-80℃。破

菌時將菌體懸浮於冰的 IP buffer (20 mM  Tris-HCl pH7.4，6 mM MgCl2，100 mM 

NaCl，10% glycerol，1 mM PMSF，1 M leupeptin)中。震盪 30 秒，放在冰上 1

分鐘後再震盪，重複以上步驟六次後，於 4℃中以 13,000 rpm 離心 10 分鐘，取

上清液。接著先將定量 OD280 之蛋白質液加入 Protein A beads 反應 30 分鐘，去

除非專一性結合之蛋白；再加入 anti-myc 抗體反應 2 小時；最後加入 Protein A 

beads 反應 1 小時，接著離心將 anti-myc 抗體所結合之蛋白質複合體沉澱下來，

以 IP buffer 清洗 beads 三次後，加入 30 l SDS sample buffer 將結合蛋白溶出。 
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3.9 In vitro interaction 

    將目標蛋白與待測蛋白分別於 E. coli BL21-Condon Plus 中大量表現，並收

集菌體。將菌體懸浮於 TEN100 buffer (20 mM Tris, pH 7.4，0.1 mM EDTA，100 

mM NaCl)中進行破菌，接著於 4℃中以 13,000 rpm 離心 10 分鐘，取上清液。將

目標蛋白與待測蛋白之破菌液與會 Glutathione beads 一同反應 1 小時，最後以

TEN100 buffer 清洗三次後，加入 30 l SDS sample buffer 將結合蛋白溶出。 
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四、結果 

4.1 Puf6 和 Loc1 參與 60S 生合成之階段相似 

    從前人研究中，已知 Puf6 與 Loc1 會參與 60S 生合成，並知道會協助 rRNA

之剪切。因此，先從生長測試中，觀察 Puf6 與 Loc1 對於細胞生長之影響；接著

再藉由螢光顯微鏡和 Polysome profile實驗，進一步地確認在 60S生合成途徑中，

這兩個蛋白質之影響。若將細胞中 PUF6 整段基因拿掉，低溫 16-20℃時會有生

長上的缺失(Fig. 1A)。從螢光顯微鏡觀察中，以核醣蛋白 Rpl11-GFP 做為 60S 的

reporter，發現 60S 無法正常地被運送出核(Fig. 3B)，而這代表 60S 在細胞核內的

生合成過程有問題，組裝不夠正確且完整，無法形成成熟的 60S 前驅物，因此沒

辦法離開細胞核，進行後續的組裝步驟。而在 30、20、37℃時，無論是常溫、

低溫或高溫，從 Polysome profile 中，都可以發現 60S 生成量降低，也出現 Halfmer

的情形(Fig. 1B)。而 Halfmer 的形成是由於品質良好的 60S 數量減少，因此當 40S

結合上 mRNA 後，沒有足夠量的 60S 結合上來形成 80S，而這種情形就導致了

Halfmer；同樣地，若將 LOC1 拿掉，在常溫 30℃時，生長情況即有非常嚴重的

缺失(Fig. 1C)。而對於 60S 生合成之影響，無論是從螢光顯微鏡觀察 60S 的出核

情況，或是從 Polysome profile 看 60S 之生合成情形，一樣皆有嚴重的影響(Fig. 1D 

& 3B)。以上實驗結果顯示了 Puf6 與 Loc1 對於 60S 生合成之重要性。 

    接著，以代表 60S 生合成中不同階段之因子作為 Bait，從核仁至細胞核分別

為 Brx1、Tif6、Arx1 及 Rix1 (附錄三)，進行免疫沉澱實驗，觀察在生合成過程

中，各個階段參與因子之情形。結果發現，Puf6 與 Loc1 於 Brx1 階段結合 60S

的量最多，接著依 Tif6、Arx1 與 Rix1 之順序，兩者接合量依序減少，這顯示了

Puf6 與 Loc1 結合 60S 之趨勢一致(Fig. 1E)。兩者從核仁便開始參與 60S 生合成，

且參與之時間點相似，此點加深了兩者之關聯性。並透過 Sucrose cushion 實驗，

將蛋白質液分為上清與沉澱，分別代表游離態蛋白與核醣體複合體，接著取沉澱
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蛋白，再進行免疫沉澱。發現在核醣體複合體中，Puf6-myc 與 Loc1-myc 能夠抓

下彼此(Fig. 1F)，代表在 Puf6 或 Loc1 參與 60S 生合成的階段中，另一蛋白的參

與階段亦有重疊，同樣說明了 Puf6 與 Loc1 參與之時間點相似。 
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4.2 Puf6 與 Loc1 協助彼此於正確之階段執行功能 

    從上面實驗結果了解 Puf6 與 Loc1 對於 60S 生合成之影響，以及這兩個蛋白

於生合成途徑中可能具有關聯性，因此接著探討 Puf6 和 Loc1 對於彼此之影響。

首先以螢光顯微鏡觀察 Puf6 與 Loc1 之分布情形。此兩種蛋白於細胞中主要分布

位置在核仁，而在 puf6Δ細胞中，Loc1-GFP 會從核仁部分移動至細胞核；同樣

地，若缺乏 LOC1， Puf6-GFP 也會從細胞核仁部分擴散至細胞核(Fig. 2A)。以

上實驗結果顯示 Puf6 與 Loc1 兩者之間會影響彼此在細胞中的分布。接著進一步

分析此差異是否源於60S生合成途徑中之影響。以核仁核醣體生合成因子Nug1、

Nog2 及 Tif6 做為 Bait 進行免疫沉澱，在 puf6Δ突變株中，發現 Loc1 會大量累

積於 Nug1 及 Nog2 參與階段之 60S 上，但並沒有累積在 Tif6 上(Fig. 2B)。Nug1、

Nog2 主要於核仁至細胞核之階段參與 60S 生合成，而 Tif6 代表之階段為細胞核

仁至細胞質，涵蓋的範圍較廣，可能在較下游的階段另有其他因子幫助 Loc1 離

開 60S，因此，在 Tif6 做為 Bait 的結果中並沒有看到 Loc1 增加的情況。以上結

果顯示若細胞中沒有 Puf6 的存在，則在細胞核仁至細胞核的階段中，Loc1 於 60S

之含量明顯地增加，由此結果推測 Puf6 會協助 Loc1 在正確的時間點離開 60S。 

    然而，於 loc1Δ突變株，在 Nug1 及 Nog2 參與階段中，Puf6 於 60S 之含量沒

有明顯地增加或減少(Fig. 2C)。但若以更早期之其他核醣體生合成因子 Ssf1 與 Brx1 做

為 Bait，在 puf6Δ中，Loc1 結合於 60S 之含量無明顯差異；然而在 loc1Δ，60S 上之

Puf6 含量有增加的情況(Fig. 2D)。統整以上結果，若細胞缺乏 LOC1，於較早期的因子

Ssf1與Brx1參與之階段，Puf6結合於60S之含量增加，而在較後期之因子Nug1與Nog2，

則無明顯之改變。因此，推測在缺乏 Loc1 的情形下，Puf6 結合於 60S 之時間點往前提

早，或和核醣體結合的動態產生改變。所以同樣地，Loc1 亦會協助 Puf6 正確地參與 60S

生合成。 
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4.3 於 loc1Δ去除 PUF6 基因可以部分修復 loc1Δ突變株之缺失 

    另外也發現，在 30、25、37℃情況下，若在 loc1Δ 突變株中去除掉 PUF6

整段基因，也就是產生 puf6Δloc1Δ，其生長情況會比 loc1Δ 好，於 30℃與 25℃

時差異最明顯。但在低溫 16℃時，puf6Δloc1Δ 反而長的較差(Fig. 3A)，可能在低

溫時，缺乏 Puf6 及 Loc1 對於核醣體生合成或是其他重要的細胞生理功能的影響

較大。接著進一步探討此修復是否來自於 60S 生合成之影響。從螢光顯微鏡觀察

在 30℃下，Rpl11-GFP 於突變株中之出核情形，也發現 puf6Δloc1Δ 可以修復 loc1Δ

所造成之 60S 生合成缺失。loc1Δ 中，約有近 90%之 60S 無法正常地離開細胞核，

但在 puf6Δloc1Δ，困在細胞核中的比例降低至 45%(Fig. 3B)。而同樣地，在 40S/60S

比例之分析中，loc1Δ 之 40S 與 60S 含量相較於 WT 皆明顯的下降；在 puf6Δloc1Δ

中，核醣體單元體之峰值皆有部分回昇(Fig. 3C)。 
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4.4 PUF6 之 High-copy suppressor 為 RPL43B 

    為了瞭解 Puf6 於 60S 生合成中如何執行其功能，使用生長最差的ΔPUF 突

變株來進行 High-copy suppressor screen，篩選與 PUF6 有基因上關聯之基因，再

從這些基因中，找尋可能與 PUF6 於 60S 生合成途徑中有關聯之基因，接著進一

步地探討他們是如何協助 60S 生合成。將 2μ DNA library 送入ΔPUF，從約 30000

菌落中，發現 83 個菌落生長情況較好，再進一步去確認，發現 24 個生長較好，

其中 13 個菌落中帶有一樣的質體，質體中之基因分別為 IME1、SFC1，以及

RPL43B。而 RPL43B 之 RPL 涵意為 Ribosomal Protein of the Large subunit，代表

為 60S 之核醣蛋白中的一員，因此於 60S 生合成途徑中之關聯性較大。為了確

認 RPL43B 與 PUF6 之關聯性，建構 2μ RPL43B，再次從生長，以及核醣體生合

成之層面來觀察。在大量表現 RPL43B 的情況下，可以修復 puf6 突變株在低溫

的生長缺失(Fig. 4A)。除此，從螢光顯微鏡之結果也可看到，在低溫 25℃時，puf6

Δ中近乎所有 Rpl11-GFP 被困在細胞核中，然而，在大量表現 RPL43B 時，

Rpl11-GFP 困在細胞核中的情況，從 100%下降至 57%，顯示在 60S 生合成途徑

中，亦有部分被修復(Fig. 4B)。 
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4.5 Puf6 與 Loc1 協助 Rpl43 結合 60S 

    從上述實驗結果了解Rpl43B與 Puf6於 60S生合成之途徑中是具有關聯性的，

而 Puf6 又與 Loc1 有關聯，因此，接下來進一步觀察 Puf6、Loc1 及 Rpl43 三者

之間是否同樣也具有關聯性。首先，分別以 Puf6 和 Loc1 做為 Bait 進行免疫沉

澱，發現 Puf6 與 Loc1 除了可以與彼此結合，也與 Rpl43 結合，而這顯示了 Puf6、

Loc1與Rpl43三者參與 60S生合成之階段有重疊(Fig. 5A)。接著觀察 Puf6與Loc1

對於 Rpl43 之影響。若細胞缺乏 LOC1，會導致 Rpl43 於細胞中的含量大幅下降；

而 Rpl43 在 puf6Δ與 WT 的量則差異不大(Fig. 5B)。 

另外，以免疫沉澱實驗來觀察三個蛋白於 60S 生合成之關聯性。以 Nog2 與

Arx1 做為 Bait，其中 Nog2 主要於核仁至細胞核之階段參與 60S 生合成，Arx1

則是代表 60S 出核前至運送到細胞質之後的階段。在 Nog2 階段，puf6Δ突變株

中 Rpl43-HA 結合 60S 之數量，相較於野生株，有顯著地下降(Fig. 5C)。由此結

果推測，Rpl43結合 60S可能需要 Puf6協助。另外，前面結果提到大量表現Rpl43B

可以修復 puf6Δ所造成之缺失，可由此結果呼應- 若無 Puf6 存在，Rpl43 結合

60S 之效率下降。然而，當大量表現 RPL43B 時，Rpl43 結合 60S 之數量可部分

彌補，因此 puf6，造成之缺失可部分修復；在 Nog2 階段，loc1Δ中之 Rpl43-HA

結合量更是明顯受到影響(Fig. 5C)，而 Rpl43-HA 於 loc1Δ之蛋白質數量已大幅

減少，因此對於 Rpl43 結合於 60S 之影響更為明顯。此結果顯示 Loc1 對於維持

Rpl43 在細胞中之含量，以及協助 Rpl43 結合上 60S，皆十分地重要。然而在 Arx1

階段，puf6Δ對於 Rpl43-HA 結合 60S 之影響不大；在 loc1Δ中，仍無法觀察到

Rpl43 之訊號(Fig. 5C)。另外，從 Nog2 至 Arx1 階段，puf6Δ對於 Rpl43-HA 結

合 60S 之影響從降低至不變，推測可能對於組裝正確，以及有缺失之 pre-60S，

Nog2 皆會結合上去作用，因此可以觀察到 Rpl43-HA 減少的情形；然而，Arx1

參與時為 60S 準備出核的階段，而 60S 在出核前，必須先確認組裝之品質，才

能運送出核。RPL43 為必須基因，若 Rpl43 無法正常地結合 60S，則此 60S 應該
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無法順利出核，繼續細胞質之生合成。所以在 Arx1 階段偵測到之 60S，應該為

品質良好之 pre-60S。因此，在此階段觀察到之 Rpl43 結合量無明顯差異。 
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4.6 Rpl43、Puf6 與 Loc1 三者之間有直接之結合 

    在前人研究中已知，Puf6 與 Loc1 兩者之間有直接的結合(Shahbabian et al., 

2014)，但由於 Puf6 及 Loc1 都是 RNA 結合蛋白，為了進一步證明兩蛋白間的

結合是直接結合，而不是依靠 RNA，因此在結合反應中加上 RNase 的處理，發

現並不影響兩者之間的結合(Fig. 6A)。之前的實驗結果說明了 Puf6、Loc1 與

Rpl43 三者之間與 60S 生合成之關聯性，因此亦測試 Puf6、Loc1 與 Rpl43 三者

是否有直接的結合。分別將 Puf6、Loc1 與 Rpl43 在 E.coli 中大量表現，接著破

菌，將蛋白質液與 Beads 一同反應，觀察在體外是否會有直接之結合。發現

GST-Rpl43 分別會與 HIS-Puf6，以及 HIS-Loc1 有直接的結合(Fig. 6B)。顯示三

者之間於 60S 生合成中之影響，可能是透過直接作用而相互影響，加深了三者

之間的關聯性。 
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4.7 Loc1 協助 Rpl43 維持其穩定性 

    從 Fig. 5B 發現 Rpl43-HA 在 loc1Δ 中含量明顯地減少，因此進一步以 In vitro

實驗來探討Loc1是否能維持Rpl43穩定性。首先，分別將GST-Rpl43與HIS-Puf6、

GST-Rpl43 與 HIS-Loc1，以及 GST-Rpl43 和未表現蛋白之破菌液一同與 Beads

進行反應之後，加入 0.05、0.1 μg/mL 之胰蛋白酶(trypsin)於 37℃反應，觀察 Rpl43

在與 Puf6 或 Loc1 結合時，降解的情況是否有所改善。胰蛋白酶為 0.1 μg/mL 之

結果較為明顯，在控制組中，Rpl43 含量明顯減少。然而，Rpl43 與 Loc1 結合時，

Rpl43 含量幾乎不受影響。則加入 Puf6 反應之 Rpl43，降解情形亦有稍微改善，

但無 Loc1 結合時顯著(Fig. 7A)。此結果說明 Loc1 與 Puf6 皆會和 Rpl43 結合，

並保護其遭受酵素降解。為了得到更進一步的證明，將 GST-Rpl43 與 HIS-Puf6，

或 HIS-Loc1 在 E. coli BL21-Condon Plus 進行共表現，看合成出來的 Rpl43 是否

較為穩定，不易形成變性蛋白。分別比較各個組合中，上清之可溶蛋白，以及沉

澱部分之變性蛋白，兩個部分的比例，發現在 Rpl43 單獨表現的控制組中，可溶

蛋白與變性蛋白之比例大概為 1:1；與 Puf6 共表現之結果也是如此，只是在上清

與沉澱兩部分中，GST-Rpl43 降解較少；而 Rpl43 與 Loc1 共表現時，Rpl43 形成

變性蛋白之情況大幅減少，可溶與變性蛋白之差異非常地顯著(Fig. 7B)。從以上

結果發現，Loc1 與 Rpl43 結合後，會保護 Rpl43，減緩其降解情形。並且，若

Loc1 和新生的 Rpl43 蛋白結合，則 Rpl43 摺疊不正確而形成變性蛋白的情況大

幅改善。因此，顯示 Loc1 為 Rpl43 的伴護子(Chaperon)。 
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4.8 Rpl43 幫助 Puf6 與 Loc1 離開 60S 

    核醣蛋白多具有兩套基因，RPL43 就擁有 RPL43A 與 RPL43B 兩套基因。他

們的DNA序列有 90%相似，轉譯出的胺基酸序列一樣。但內含子(intron)差異大，

僅有 46%相似。RPL43 是必須基因(essential gene)，但單獨去除 RPL43A或 RPL43B

時，對生長完全不產生影響。因此，我們把 RPL43B 接於半乳糖啟動子(promoter)

之後，將 GAL::RPL43B-HA 質體送入 rpl43aPL43B-HA 突變株。若使用半乳糖為

碳源，則會大量表現 RPL43B；若改用葡萄糖為碳源，則 RPL43B 無法表現。首

先在生長測試結果中，確認當碳源為葡萄糖時(YPD 培養基)，GAL::RPL43 的確

因無法表現 RPL43，而無法生長(Fig. 8A)。 

    接著，將GAL::RPL43先以半乳糖(2%)為碳源培養，接著再加入葡萄糖(2%)，

培養 4 小時為條件來養菌，進行後續實驗。從 Polysome profile 分析中發現，若

細胞中缺乏組成 60S 之一員- Rpl43，則的確對於 60S 生合成有嚴重的影響： 60S

生成量明顯降低，也幾乎看不到多核醣體之訊號(Fig. 8B)。以螢光顯微鏡來觀察

抑制 Rpl43 表現是否會影響 Loc1 與 Puf6 在細胞中之分布位置。Puf6 與 Loc1 於

細胞中主要分布位置在核仁，在加入葡萄糖 4 小時後，此兩種蛋白之位置皆從細

胞核仁改變成部分移動至細胞核(Fig. 8C)。 

    接著進一步以免疫沉澱實驗，觀察在缺乏 RPL43 時，60S 生合成中不同階段

之影響情形。分別以核仁、細胞核，與細胞質這三個不同階段參與生合成之因子

做為 Bait，分別為 Nog2、Arx1、Nmd3、Drg1 與 Rei1。從實驗結果發現，以 Nog2

做為 Bait，在細胞核仁的階段中，在缺乏 RPL43 的情況下，Puf6 與 Loc1 在 60S

之含量皆比 WT 多；接著 Arx1 代表 60S 出核前至運送到細胞質之後的階段，

WT 幾乎偵測不到 Puf6 與 Loc1，然而在 GAL::RPL43 中同樣也看到兩個蛋白顯

著增加的情形；Nmd3 也是在 60S 出核前結合上去，但在細胞質比 Arx1 晚離開

60S，在此階段 Puf6 與 Loc1 也是有增加，但幅度並無前面兩個階段大；Drg1 則

是在 60S 離開細胞核，抵達細胞質時結合上去，接著離開 60S 之時間點比 Arx1
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早，其在 60S 參與之階段較短，而實驗結果中，Puf6 與 Loc1 之增加幅度非常地

明顯；而最後一個階段為 Rei1，Rei1 於細胞質中結合 60S，導致 Arx1 離開 60S，

而此時間點 Nmd3 仍結合於 60S。於此階段中，Puf6 與 Loc1 含量也有增加，但

幅度與 Nmd3 之階段雷同，並無其他階段來的明顯(Fig. 8D)。而這些階段之 Puf6

與 Loc1 之含量從少變多，推測是由於缺乏 Rpl43 之協助，導致此兩個蛋白無法

在正確的時間點離開 60S，而累積於 60S 上，使得偵測到之含量增加。此外，也

觀察以 Puf6 與 Loc1 本身當作 Bait，在 Rpl43 停止表現的突變株中，會有什麼影

響。從結果發現，在突變株中，Tif6 之含量皆明顯地上升(Fig. 8E)。而在前一結

果中，在不同階段皆發現 Puf6 與 Loc1 累積，但另一參與因子 Tif6 並沒有顯著

增加的情形，其含量差異不大，或反而是下降。而含有 Puf6 與 Loc1 的核醣體中

Tif6 含量上升，可能是由於此兩個蛋白累積在 60S 上，參與的階段往後延伸，因

此與 Tif6 參與之階段重疊部分增加。此現象呼應上述結果- Puf6 與 Loc1 在缺乏

Rpl43 時，會累積於 60S 上。 

    目前了解 Rpl43 會幫助 Puf6 與 Loc1 離開 60S(Fig. 8D)，而前面實驗中也發

現 puf6Δ也會導致 Loc1 累積於 60S(Fig. 2B)。另外，在 Fig. 4A 與 4B 中發現大

量表現 RPL43 時，可修復 puf6 缺失所造成的生長與 60S 生合成缺失。因此，想

進一步探討 RPL43 修復之機制，是否與本段發現之結果有關連。同樣以 Nug1

作為 Bait，與 Fig. 2B 結果相同，puf6Δ 在加入空載體的控制組中，Loc1 大量累

積於 60S，然而，大量表現 RPL43 時，則 Loc1 累積的情形消失(Fig. 8F)。此結

果顯示，由於 Rpl43 亦會協助 Loc1 離開 60S，因此，puf6Δ 所造成之 Loc1 累積，

在大量表現 Rpl43 時可幫助累積的 Loc1 離開 60S，而此結果可能為 RPL43 對於

puf6Δ 之修復機制。 
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4.9 分析 Puf6 的功能性區塊 

    為了解 Puf6 如何協助 60S 生合成，以及如何與 Loc1 與 Rpl43 相互作用，建

構多個 puf6 突變株。從前人研究中，Puf6 已知以其 PUF 區塊進行 rRNA 修飾，

以及 ASH1 mRNA 之結合，因此將 PUF 區塊拿掉，為ΔPUF。而 DE 區塊位於第

49 至第 101 個胺基酸附近，由於 Aspartate 與 Glutamate 為活性區常見的胺基酸，

因此推測此區塊可能也有其特殊功能，將 DE 區塊拿掉，為ΔDE。除此之外，

也將 PUF6 第 466 個胺基酸之後的序列拿掉，為ΔC；將前面第一個至第 101 個

胺基酸去掉，為ΔN；也將 NLS 序列作點突變，分別將第 23 個胺基酸由 Lysine

換成 Leucine，第 26 與 27 個胺基酸由 Lysine 換成 Isoleucine；同時也將 PUF 區

塊與 C 端去掉，只剩 N 端 132 個胺基酸，為 N132 (Fig. 9A)。 

    接下來，分別分析這些突變株之生長與 60S 生合成情形。puf6Δ在低溫才有

生長缺失，因此於 16℃與 30℃進行觀察。若將 PUF6 之 PUF 區塊或 C 端去掉，

或同時去掉，則生長情形變得極差。但ΔDE、ΔN 與 NLS 之生長情形則與 WT

差不多(Fig. 9B)。在細胞中之分布情形與生長情形雷同，生長狀況幾乎無缺失的

ΔDE仍與WT一樣，分布於核仁與細胞核。然而具有生長缺失之ΔPUF與N132，

明顯從核仁擴散至細胞核。而缺乏正常 NLS 之ΔN 與 NLS，則是因無法入核而

分布於細胞質，但ΔN 會有小亮點聚集的情形，且此亮點並非位於細胞核內(Fig. 

9C)。 

    接著以螢光顯微鏡觀察 Rpl11-GFP 之出核情況。除了ΔDE，其他突變株之

60S 皆困在細胞核內(Fig. 9D)。Polysome profile 也有類似的情形，除ΔDE 以外

之突變株，60S 比例下降，也有 Halfmer 出現(Fig. 9E)。從以上結果，了解在 PUF6

中，PUF區塊、N端與C端皆對於 60S生合成有影響。接下來，透過 Sucrose cushion，

探討這些突變株是否還能與 60S 結合。ΔPUF 約有一半之比例在上清，而 N132

幾乎無法與 60S 結合，情形更為嚴重(Fig. 9F)，顯示 Puf6 需要倚賴 PUF 區塊與

60S 結合，而接著要能在 60S 生合成途徑中正常地執行功能，還必須透過 C 端來
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作用。然而，ΔN 與 NLS 失去核聚集的訊號，但生長情形和野生株相似，且能

與 60S 結合，代表有可能有其他的 NLS 訊號使 Puf6 入核；亦或是 Puf6 可能會

與成熟的 60S 有結合。 
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4.10 分析 Loc1 的功能性區塊 

    此外，也建構 loc1 突變株，分別去掉不同長度之 C 端，剩下 N 端 140、130、

120 個胺基酸，為 N140、N130 與 N120 (Fig. 10A)，來探討 Loc1 於 60S 生合成途

徑中，可能的功能區塊。從生長測試結果來看，N140 與 N130 皆和 WT 之生長

狀況差異不大，N120 稍微差了一些(Fig. 10B)。在細胞中的分布情形，正常情況

下 Loc1 主要分布在核仁，而 N140 與 WT 雷同，N130 稍微往細胞核擴散，N120

擴散至細胞核的情形更為明顯(Fig. 10C)。接著以免疫沉澱實驗來觀察在 60S 生

合成途徑中的影響。N140 之生長與分布情況皆無明顯缺失，但在免疫沉澱結果

中，與 Puf6 之結合明顯減少許多，和 Rpl43 的結合也有些許下降；N120 與 Puf6、

Rpl43 和 60S 的結合更是顯著下降，顯示 C 端之重要性(Fig. 10D)。綜合以上結

果，造成N120分布位置差異最為明顯的原因，除了與Puf6之結合大幅減少之外，

可能是由於和核醣蛋白 Rpl43 及 Rpl8 之結合能力也大幅下降，而這說明 N120

無法正常地結合 60S。因此，Loc1 從細胞質進入細胞核後，無法正常地從核仁

開始參與 60S 生合成，導致 Loc1 分布位置改變，從核仁擴散至細胞核。 
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五、結論 

    在本研究中，對於 Puf6 與 Loc1 在 60S 生合成途徑中所扮演之角色，有進一

步的了解。發現 RPL43 是 puf6∆之 High-copy suppressor，並進一步探討 Puf6、

Loc1 與 Rpl43 於 60S 生合成中之關係。首先，發現 Loc1 對於維持 Rpl43 之穩定

性非常重要，為其伴護子。而接著 Rpl43 結合 60S 需要 Puf6 與 Loc1 之協助，且

Puf6 能在正確的時間點結合 60S，也需要 Loc1 協助。並發現，Puf6 藉由其 PUF

區塊與 60S 和 Loc1 作用。接著，Puf6 與 Loc1 離開 60S 則需要 Rpl43。並且，三

者之間具有直接的結合，因此，顯示此三個蛋白對於彼此之協助須透過直接的作

用，而此點也加深了三者之間的關聯性。 
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六、討論 

6.1 Rpl43、Loc1 與 Puf6 於 60S 生合成途徑中之關聯 

    Puf6 與 Loc1 主要分布位置皆位於核仁，因此被認為從細胞核內便參與 60S

生合成，其中，Loc1 還被認為只會分布於細胞核內(Long et al., 2001)。而針對此

兩個蛋白參與 rRNA 修飾的部分，目前已知 Puf6 會參與 27S 及 7S pre-rRNAs 修

飾階段(Qiu et al., 2014)，大約為核仁至核質的部分；Loc1 則協助 35S pre-rRNA

的 A0、A1 和 A2 位置上之剪切(Urbinati et al., 2006)，此階段為核仁中更早期的

階段(附錄一)。Rpl43 與 Puf6 相似，被發現會參與 7S pre-rRNA 之修飾 (Steffen et 

al., 2012)，此階段大約在核仁至核質之位置。但影響之階段也未必能代表其結合

60S 之時間點，有可能在更早期即結合上去，但作用於其後的步驟。因此，目前

仍未明瞭 Rpl43、Loc1 與 Puf6 結合 60S 之先後順序。從 Fig. 5B 中，發現 Rpl43

之蛋白質含量在 loc1∆大幅下降，Fig. 5C 中也看到 Loc1 對於 Rpl43 結合 60S 之

影響。除此之外，從 Fig. 8 中也發現 Loc1 為 Rpl43 之伴護子，因此，Loc1 可能

會在 60S 外直接結合 Rpl43，以幫助 Rpl43 穩定。並且 Loc1 可能帶著 Rpl43 結

合 60S，而 Rpl43 與 60S 結合後構形較穩定，待 Loc1 執行其功能後，Rpl43 與

Puf6 再協助 Loc1 離開 60S。 

    此外，Loc1 會協助 Puf6 在正確時間點參與 60S 生合成(Fig. 2D)，避免 Puf6

提早結合上去。而 Puf6與Loc1兩者之間不需依靠RNA，會有直接的結合(Fig. 7A)；

Puf6與Rpl43亦會直接結合(Fig. 7B)。並且，Puf6也會影響Rpl43結合60S(Fig. 5C)。

因此，綜合以上幾點，推測 Rpl43、Loc1 與 Puf6 三個蛋白，可能會先於 60S 外

形成小複合體，Loc1 幫助 Rpl43 維持穩定性，接著，Puf6 與 Loc1 協助 Rpl43 結

合 60S，同時，Loc1 也確保 Puf6 於正確的時間點結合 60S。此三個蛋白可能在

同一時間結合 60S，也可能是前後結合上去，但在核醣體上有倆倆間的結合。但

目前能確定的是，此三個蛋白對於彼此結合與離開 60S，皆相當地重要。 
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6.2 Puf6 與 Loc1 參與 60S 生合成之階段 

     從研究中之結果來分析，Puf6 與 Loc1 從核仁階段(Ssf1 階段)便開始參與生

合成(Fig. 2D)，與前人研究之結果可相呼應。而在 Fig. 6E 之結果中，Puf6 在 WT

之情形，在 Nog2 階段有訊號，到了 60S 之出核階段- Arx1，Puf6 於 60S 之含量

大幅下降。然而，同樣是位於出核階段之 Nmd3，以及出核後短暫參與之 Drg1，

卻又有 Puf6 之訊號。Nmd3 參與之階段與 Arx1 有重疊，但 60S 抵達細胞質後，

Nmd3 比 Arx1 晚離開 60S，而 Drg1 參與的階段差不多在 Arx1 離開 60S 之時。

因此，推測 Puf6 參與 60S 生合成可能分為兩階段，第一階段從核仁開始，直到

60S 出核時，Puf6 先離開；60S 出核後，在 Arx1 離開之階段，同時也是 Drg1 短

暫參與生合成之階段，Puf6 可能又在細胞質與 60S 結合，繼續參與生合成。 

    另外，Nmd3 也被發現會與成熟之 60S 結合(Ho and Johnson, 1999)，因此，

Nmd3 階段之 60S 有 Puf6 的存在，亦可能是 Puf6 會與成熟的 60S 結合。而此點

可能與另一條途徑有關聯。目前已知 Puf6 會在協助運輸 ASH1 mRNA 的同時，

抑制成熟的 60S 結合，以避免轉譯的進行。而 Puf6 與成熟之 60S 結合可能與此

點有關，Puf6 分別與 48S 和 60S 結合，來協助轉譯的抑制；在成熟的 60S 上，

Puf6 也可能另有其他未知功能。 

    而 Loc1 的部分，從 Fig. 2D 發現 Loc1 的確從較早期之核仁階段(Ssf1 與 Brx1

階段)便開始參與 60S 生合成，但到了 Nug1 與 Nog2 階段(從 Ssf1 與 Brx1 之後的

核仁階段至核質階段)，Loc1 的訊號幾乎偵測不到(Fig. 2B)。接下來的 Arx1、Nmd3、

Drg1 與 Rei1 階段，也幾乎偵測不到 Loc1 訊號(Fig. 6E)，也與前人研究相呼應，

Loc1 僅在細胞核內執行其功能，並且，從以上結果中發現，Loc1 參與之階段可

能僅於早期核仁之部分。 
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6.3 RPL43B 無法修復 loc1Δ所造成之生長缺失 

大量表現 RPL43B 可修復 puf6Δ 之缺失，可能是在此情況下，雖然缺少 Puf6

協助 Rpl43B 正常地結合上 60S，但大量表現 Rpl43B 時，使得部分 Rpl43B 仍可

結合上去，且結合上的 Rpl43B 能進而協助累積於 60S 之 Loc1 可以正常地離開

60S，進行接下來之生合成步驟；而在 loc1Δ 突變株中，Rpl43B 也無法正常地結

合 60S，此外，細胞中 Rpl43B 之含量也大幅下降，因此，我們也在 loc1Δ 中大

量表現 RPL43B，然而卻無法修復生長缺失(附錄四)。推測大量表現 RPL43B 僅

能修復 puf6Δ 所造成之 Loc1 累積，但無法修復 loc1Δ 所造成之缺失。推測可能

原因如下:在 loc1Δ 中，除了 Puf6 會累積於 60S，也會導致核醣蛋白 Rpl8 結合 60S

的數量下降(Fig. 2C)，影響的層面更深也更廣。此外，可能 Rpl43B 需 Loc1 維持

正常的構型或功能，因此大量表現 Rpl43B 亦無法拯救 loc1Δ 的生長缺失。 
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6.4 Puf6 於 loc1Δ之分布由核仁擴散至細胞核 

     Loc1 在缺乏 Puf6 時往細胞核擴散，可能是因為在 60S 停留的時間往後延

伸；而 Puf6 在缺乏 Loc1 時，會提早結合上 60S。理論上來說，分布位置應該都

在核仁內，不會有明顯改變，但卻往細胞核擴散，可能是在另一條途徑上之影響

- ASH1 mRNA 之主動運輸。由於缺乏 Loc1 會導致 ASH1 mRNA 之不對稱分布無

法正常地執行(Long et al., 2001)，也就是細胞核內的運輸過程出現問題，因此其

他的參與因子可能也受到影響；除此之外，Loc1 同時也是橋梁的角色，因此在

loc1Δ 突變株中，Puf6 無法結合上 She2，無法在 ASH1 mRNA 上形成

Puf6-Loc1-She2 複合體並正常地執行功能 (Shahbabian et al., 2014)。所以，以上

原因可能造成 Puf6 入核後，無法正常地於核仁執行功能，因而部分擴散至細胞

核。 
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表一、本研究中使用之啤酒酵母菌株 
 

   
Strain  Genotype Source 

BY4741 MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 Open Biosystem 

AJY1873 

 

MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 TIF6-TAP::HIS3MX 

 

(Winzeler et al., 

1999) 

KLY67 MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 puf6Δ::KanMX this study 

KLY135 MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 PUF6-GFP::HIS3MX this study 

KLY218 MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 loc1Δ::KanMX this study 

KLY219 MATα his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 rpl43aΔ::KanMX this study 

KLY312 

 

MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 puf6Δ::KanMX 

loc1Δ::KanMX  

this study 

 

KLY317 MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 ARX1-TAP::HIS3MX this study 

KLY471 

 

MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 BRX1-TAP::HIS3MX 

 
this study 

KLY558 

 

MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 BRX1-TAP::HIS3MX 

loc1Δ::KanMX 

this study 

 

KLY561 MATα his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 rpl43bΔ::CloNAT this study 

KLY596 

 

MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 RIX1-TAP::HIS3MX 

 
this study 

KLY598 

 

MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0  SSF1-TAP::HIS3MX 

 
this study 

KLY624 

 

MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 TIF6-TAP::HIS3MX 

puf6Δ::KanMX 
this study 

KLY628 

 

MATα his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 rpl43aΔ::KanMX 

rpl43bΔ::CloNAT+ PKL381 

This study 

 

KLY674 

 

MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 BRX1-TAP::HIS3MX 

puf6Δ::KanMX 

this study 

 

KLY818 

 

MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0  SSF1-TAP::HIS3MX 

puf6Δ::KanMX 

this study 

 

KLY820 

 

MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0  SSF1-TAP::HIS3MX 

loc1Δ::KanMX 

this study 

 

KLY829 

 

MATα his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 PUF6-GFP::HIS3MX 

rpl43Δa::KanMX rpl43bΔ::CloNAT+ PKL381 

this study 
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表二、本研究中使用之質體 
  

    
Plasmid Gene Relevant Marker Source 

pRS415 
 

CEN LEU2 (Sikorski and Hieter, 1989) 

pRS426 
 

2μ URA3 (Sikorski and Hieter, 1989) 

pGEX-4T3 
 

Amp Open Biosystem 

PAJ538 NMD3-myc CEN LEU2 (Ho et al., 2000) 

PAJ903 LSG1-myc CEN LEU2 (Kallstrom et al., 2003) 

PAJ1010 TIF6-myc CEN LEU2 (Hung and Johnson, 2006) 

PAJ1013 NUG1-myc CEN LEU2  Arlen W. Johnson 

PAJ1014 NOG2-myc CEN LEU2 (Hung and Johnson, 2006) 

PAJ1026 ARX1-myc CEN LEU2 (Hung and Johnson, 2006) 

PAJ1028 REI1-myc CEN LEU2 (Lo et al., 2010) 

PAJ2075 DRG1-myc CEN LEU2 (Lo et al., 2010) 

PKL32 SIK1-mRFP CEN URA3 this study 

PKL52 PUF6-GFP CEN LEU2 this study 

PKL53 PUF6-ΔDE-GFP CEN LEU2 this study 

PKL54 PUF6-N132-GFP CEN LEU2 this study 

PKL55 PUF6-ΔPUF-GFP CEN LEU2 this study 

PKL56 pET28a-PUF6 Kan this study 

PKL85 PUF6-myc CEN LEU2 this study 

PKL86 PUF6-ΔDE-myc CEN LEU2 this study 

PKL87 PUF6-ΔPUF-myc CEN LEU2 this study 

PKL88 PUF6-N132-myc CEN LEU2 this study 

PKL188 PUF6-ΔN-GFP CEN LEU2 this study 

PKL189 PUF6-ΔN-myc CEN LEU2 this study 

PKL198 PUF6-NLS-myc CEN LEU2 this study 

PKL199 PUF6-NLS-GFP CEN LEU2 this study 

PKL228 RPL11B-GFP CEN LEU2 (丁亞涵, 2014) 

PKL288 pET28a-LOC1 Kan this study 

PKL302 RPL43A 2μ URA3 this study 

PKL304 PUF6-ΔC-GFP CEN LEU2 this study 

PKL306 PUF6-ΔC-myc CEN LEU2 this study 

PKL308 RPL43B 2μ URA3 this study 

PKL334 LOC1-myc CEN LEU2 this study 

PKL337 LOC1-GFP CEN LEU2 this study 

PKL350 RPL43B-HA  CEN URA3 this study 



48 
 

 

PKL381 GAL::RPL43B-HA CEN HIS3 this study 

PKL400 GST-LOC1 Amp  this study 

PKL449 LOC1-N120-GFP CEN LEU2 this study 

PKL450 LOC1-N130-GFP CEN LEU2 this study 

PKL451 LOC1-N140-GFP CEN LEU2 this study 

PKL474 GST-RPL43B Amp  this study 

PKL514 pET21a-PUF6-ΔN100 Amp this study 

PKL515 LOC1-N120-myc CEN LEU2 this study 

PKL516 LOC1-N130-myc CEN LEU2 this study 

PKL517 LOC1-N140-myc CEN LEU2 this study 
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Figure 1. Puf6 和 Loc1 參與 60S 生合成之階段相似  

(A)(C) 分別於 30、20、37℃比較 WT(BY4741)與 puf6Δ(KLY67)，以及比較

WT(BY4741)與 loc1Δ(KLY218)之生長差異。將待測菌隔液培養於 YPD 液態培養

基，接著將菌液調整至相同 OD600，再做序列稀釋，將菌液點於 YPD 培養基，
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分別在 37、30、20℃，放置數天培養。 (B)(D) 分別於 30、20、37℃比較 WT(BY4741)

與 puf6Δ(KLY67)，以及比較WT(BY4741)與 loc1Δ(KLY218)之核醣體生合成情形。

將待測菌液培養至 OD600 約為 0.3-0.4，接著加入 Cycloheximide 培養 10 分鐘後，

將菌體收集並凍於-80℃，接著進行後續之 Polysome profile 分析。 (E) 分別將

WT(BY4741)、Brx1-TAP(KLY471)、Tif6-TAP(KLY583)、Arx1-TAP(KLY317)與

Rix1-TAP(KLY596)培養於 YPD 液態培養基至 OD600 約為 0.6-0.8，將菌體收集並

凍於-80℃。接著以 IgG beads 進行免疫沉澱實驗，最後以 SDS-PAGE 與 Western

進行分析。 (F) 將 PUF6-myc(PKL315)、LOC1- myc (PKL334)與空載體(pRS415)

轉型入 WT(BY4741)，於 30℃在 Leu-液態培養基中培養至 OD600 約為 0.6-0.8，將

菌體收集並凍於-80℃。先進行 Sucrose cushion，將沉澱蛋白回溶，接著以 α-myc

進行免疫沉澱實驗，最後以 SDS-PAGE 與 Western 進行分析。 
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Figure 2. Puf6 與 Loc1 協助彼此於正確之階段執行功能 

(A)比較 Puf6 分布位置於野生株(KLY135)及 loc1Δ(KLY405)之差異；同樣地，也

將 LOC1-GFP(PKL337)分別轉型入 WT(BY4741)與 puf6Δ(KLY67)，觀察 Loc1 之

分布情形。接著，再將 SIK1-mRFP(PKL32)轉型至以上菌株中，做為核仁之標記。

分別在 Ura-和 Ura- Leu-液態培養基中培養隔夜，再將菌液稀釋，培養 3-4 小時，



52 
 

 

以螢光顯微鏡觀察。 (B)(C) 分別將NUG1- myc (PAJ1013)與NOG2- myc (PKL299)

轉型入 WT(BY4741)、puf6Δ(KLY67)與 loc1Δ(KLY218)，於 30℃在 Leu-液態培養

基中培養至 OD600 約為 0.6-0.8，將菌體收集並凍於-80℃。以 α-myc 進行免疫沉

澱實驗，最後以 SDS-PAGE 與 Western 進行分析。 (D) 分別將 WT (BY4741)、

SSF1-TAP (KLY598)、SSF1-TAP puf6Δ (KLY818)、SSF1-TAP loc1Δ (KLY820)與

BRX1-TAP (KLY471)、BRX1-TAP puf6Δ(KLY674)、BRX1-TAP loc1Δ (KLY558)培養

於 YPD 液態培養基至 OD600 約為 0.6-0.8，將菌體收集並凍於-80℃。接著以 IgG 

beads 進行免疫沉澱實驗，最後以 SDS-PAGE 與 Western 進行分析。 
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Figure 3. 去除 PUF6 基因可以部分修復 loc1Δ突變株之缺失  

(A) 分別於 16、25、30 與 37℃比較 WT (BY4741)、puf6Δ (KLY67)、loc1Δ (KLY218)

與 puf6Δloc1Δ (KLY312)之生長差異。將待測菌隔液培養於 YPD 液態培養基，接

著將菌液調整至相同 OD600，再做序列稀釋，將菌液點於 YPD 培養基，分別在

16、25、30 與 37℃放置數天培養。 (B) 比較 60S 於 WT(BY4741)、puf6Δ(KLY67)、

loc1Δ(KLY218)與 puf6Δloc1Δ(KLY312)之出核情形。將 RPL11-GFP(PKL228)轉型

至待測菌株，於 30℃在 Leu-液態培養基中培養隔夜，再將菌液稀釋，培養 3-4

小時，以螢光顯微鏡觀察。 (C) 比較 WT(BY4741)、puf6Δ(KLY67)、loc1Δ(KLY218)

與 puf6Δloc1Δ(KLY312)之 40S/60S 比例。將待測菌液培養至 OD600 約為 0.3-0.4，

接著將菌體收集並凍於-80℃，後續流程如 Polysome profile 分析，但 buffer 條件

改為 50 mM Tris-HCl pH7.4，50 mM NaCl，1mM DTT。  
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Figure 4. puf6Δ之 High-copy suppressor 為 RPL43B  

(A) 分別將 ΔPUF-GFP(PKL55) 與空載體 (pRS415) 轉型入 WT(BY4741) 與

puf6Δ(KLY67)，同時分別再送入 2μ RPL43B(PKL308)與空載體(pRS426)，於

Ura-Leu-液態培養基中培養隔液，接著將菌液調整至相同 OD600，再做序列稀釋，

將菌液點於 Ura-Leu-培養基，於 16℃放置數天培養。 (B) 分別將 2μ RPL43B 

(PKL308)與空載體 (pRS426) 轉型入 WT(BY4741)與 puf6Δ(KLY67)，再送入

RPL11-GFP(PKL228)，於 25℃培養隔夜，再將菌液稀釋，培養於 25℃約 4 小時，

以螢光顯微鏡觀察。 
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Figure 5. Puf6 與 Loc1 協助 Rpl43 結合 60S 

(A) 分別將 PUF6-myc(PKL85)與 LOC1-myc (PKL334)轉型入 WT(BY4741)，再另

外送入RPL43-HA(PKL350)。待測菌於 30℃在Ura-Leu-液態培養基中培養至OD600

約為 0.6-0.8，將菌體收集並凍於-80℃。以 α-myc 進行免疫沉澱實驗，最後以

SDS-PAGE 與 Western 進行分析。 (B)(C) 分別將 NOG2-myc (PKL299)與

ARX1-myc (PAJ1026)轉型入 WT(BY4741)、puf6Δ(KLY67)與 loc1Δ(KLY218)，再

另外送入 RPL43-HA(PKL350)。待測菌於 30℃在 Ura-Leu-液態培養基中培養至

OD600 約為 0.6-0.8，將菌體收集並凍於-80℃。以 α-myc 進行免疫沉澱實驗，最後

以 SDS-PAGE 與 Western 進行分析。 
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Figure 6. Rpl43、Puf6 與 Loc1 三者之間有直接之結合 

(A)(B) 分別將 pGEX-4T3(PAJ893)、GST-LOC1(PKL400)、GST-RPL43 (PKL474)、

pET28a-PUF6(PKL56)與 pET28a-LOC1(PKL288)於E. coli BL21-Condon Plus中大

量表現，並收集菌體。接著破菌，將目標蛋白與待測蛋白與 Glutathione beads 反

應，最後以 SDS-PAGE 與 Western 進行分析。  
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Figure 7. Loc1 協助 Rpl43 維持其穩定性 

(A) 分 別 將 GST-RPL43 (PKL474) 、 pET28a-PUF6(PKL56) 與

pET28a-LOC1(PKL288)於 E. coli BL21-Condon Plus 中大量表現，並收集菌體。

接著破菌，將目標蛋白與待測蛋白與 Glutathione beads 反應 1 hr，以 buffer 洗，

加入不同濃度之胰蛋白酶(trypsin)，於 37℃反應 30 分鐘。最後以 SDS-PAGE 分

析。 (B) 將 GST-RPL43 (PKL474)與 pET28a-PUF6(PKL56)、GST-RPL43 (PKL474)

與 pET28a-LOC1(PKL288)分別同時送入 E. coli BL21-Condon Plus 共表現，並收

集菌體。接著破菌，先以 5,000 rpm 去除剩餘菌體，再以 13,000 rpm 離心 15 分
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鐘，分離可溶蛋白與變性蛋白。最後以 western 分析。 
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Figure 8. Rpl43 幫助 Puf6 與 Loc1 離開 60S  

(A) 比較 WT (BY4741)與 GAL::RPL43 (KLY628)之生長差異。將待測菌隔液培養

於 YPGal 液態培養基，接著將菌液調整至相同 OD600，再做序列稀釋，將菌液分

別點於 YPGal 及 YPD 培養基，於 30℃放置數天培養。 (B) 將 WT (BY4741)與

GAL::RPL43 (KLY628)於 YPGal 或於 YPGal 加入 2% Glucose 培養 4 小時，OD600

約為 0.3-0.4，接著加入 Cycloheximide 培養 10 分鐘後，將菌體收集並凍於-80℃，

接著進行後續之多核醣體圖譜分析。 (C)觀察 Puf6-GFP 於野生株(KLY135)及

GAL::RPL43 (KLY829)分布位置之差異；同樣地，也將 LOC1-GFP(PKL337)分別

轉型入 WT(BY4741)與 GAL::RPL43(KLY628)，觀察 Loc1 之分布情形。接著，

再將 SIK1-mRFP(PKL32)轉型至以上菌株中，做為核仁之標記。分別在 Ura-  Gal
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和 Ura- Leu- Gal 液態培養基中培養隔夜，再將菌液稀釋培養 2 小時，接著加入葡

萄糖溶液(最終濃度 2%)繼續培養 4 小時，最後以螢光顯微鏡觀察。 (D)(E) 分別

將 NOG2-myc(PKL299) 、 ARX1-myc(PAJ1026) 、 NMD3-myc(PAJ538) 、

DRG1-myc(PAJ2075)、REI1-myc (PAJ1028)，以及 LOC1-myc(PKL334)、PUF6- 

myc(PKL85)，與空載體(pRS415)轉型入 WT(BY4741)與 GAL::RPL43(KLY628)，

於 30℃在 Leu- Gal 液態培養基中培養，接著再加入葡萄糖溶液(最終濃度 2%)繼

續培養 4 小時，培養至 OD600 約為 0.6-0.8，將菌體收集並凍於-80℃。以 α-myc

進行免疫沉澱實驗，最後以 SDS-PAGE 與 western 進行分析。 (F) 將 NUG1- myc 

(PAJ1013)轉型入WT(BY4741)與 puf6Δ(KLY67)，再分別送入 2μ RPL43B(PKL308)

與空載體(pRS426)，並於30℃在Ura-Leu-液態培養基中培養至OD600約為0.6-0.8，

將菌體收集並凍於-80℃。以 α-myc 進行免疫沉澱實驗，最後以 SDS-PAGE 與

western 進行分析。 
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Figure 9. 分析 Puf6 的功能性區塊 

(A) puf6 突 變 株 示 意 圖 。  (B) 將 pRS415 、 PUF6-GFP(PKL52) 、

PUF6-ΔDE-GFP(PKL53)、PUF6-N132-GFP(PKL54)、PUF6-ΔPUF-GFP(PKL55)、

PUF6-ΔN-GFP(PKL188)、PUF6-NLS-GFP(PKL199)、PUF6-ΔC-GFP(PKL304)轉

型入puf6Δ(KLY67)，於Leu-液態培養基中培養隔液，接著將菌液調整至相同OD600，

再做序列稀釋，將菌液點於 Leu-培養基，於 16、30℃放置數天培養。 (C)將

PUF6-GFP(PKL52) 、 PUF6-ΔDE-GFP(PKL53) 、 PUF6-N132-GFP(PKL54) 、

PUF6-ΔPUF-GFP(PKL55)、PUF6-ΔN-GFP(PKL188)、PUF6-NLS-GFP(PKL199)

轉型入 puf6Δ(KLY67)，於 Leu-液態培養基中培養隔液，再將菌液稀釋，培養於

16℃約 4 小時，以螢光顯微鏡觀察。 (D) 將 pRS415、PUF6- myc(PKL85)、

PUF6-ΔDE- myc (PKL86)、PUF6-N132-myc (PKL88)、PUF6-ΔPUF-myc(PKL87)、

PUF6-ΔN- myc(PKL189)、PUF6-NLS-myc(PKL198)、PUF6-ΔC-myc(PKL306)轉型

入 puf6Δ(KLY67)，再送入 RPL11-GFP(PKL228)，於 16℃培養隔夜，再將菌液稀

釋，培養於 16℃約 4 小時，以螢光顯微鏡觀察。 (E) 將 PUF6-GFP(PKL52)、

PUF6-ΔDE-GFP(PKL53)、PUF6-N132-GFP(PKL54)、PUF6-ΔPUF-GFP(PKL55)、

PUF6-ΔN-GFP(PKL188)、PUF6-NLS-GFP(PKL199)轉型入 puf6Δ(KLY67)。待測

菌液培養至 OD600 約為 0.3-0.4，接著加入 Cycloheximide 培養 10 分鐘後，將菌體

收集並凍於-80℃，接著進行後續之 Polysome profile 分析。 (F) 分別將 PUF6-myc 

(PKL85)、PUF6-ΔDE-myc (PKL86)、PUF6-N132-myc (PKL88)、PUF6-ΔPUF-myc 

(PKL87)、PUF6-ΔN-myc(PKL189)、PUF6-NLS-myc(PKL198) 、  PUF6-ΔC-myc 

PKL306)轉型入 puf6Δ(KLY67)，待測菌液培養至 0.6-0.8 OD600，將菌體收集並凍

於-80℃。接著進行 Sucrose cushion，以 80000 rpm 離心 1 小時。得到之沉澱部分

為結合核醣體之蛋白，上清部分為自由型態之蛋白，最後以 SDS-PAGE 與 Western

進行分析。 (G) 將 pRS415、PUF6- myc(PKL85)、PUF6-ΔDE- myc (PKL86)、

PUF6-ΔPUF-myc(PKL87)、PUF6-ΔN- myc(PKL189)轉型入 WT(BY4741)，再分別
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送入 RPL43-HA(PKL350)，並於 30℃在 Ura-Leu-液態培養基中培養至 OD600約為

0.6-0.8，將菌體收集並凍於-80℃。以 α-myc 進行免疫沉澱實驗，最後以 SDS-PAGE

與 western 進行分析。 (H) 將 pRS415、PUF6- myc(PKL85)、PUF6-ΔDE- myc 

(PKL86)、PUF6-ΔPUF-myc(PKL87)、PUF6-ΔN- myc(PKL189)轉型入 TIF6-TAP  

puf6Δ(KLY624)，以 IgG beads進行免疫沉澱實驗。(I) 分別將pGEX-4T3(PAJ893)、

GST-LOC1(PKL400) 、 GST-RPL43 (PKL474) 、 pET28a-PUF6(PKL56) 與

pET21a-PUF6-ΔN100 (PKL514)於 E. coli BL21-Condon Plus 中大量表現，並收集

菌體。接著破菌，將目標蛋白與待測蛋白與 Glutathione beads 反應。  
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Figure 10. 分析 Loc1 的功能性區塊 

 (A) loc1 突變株示意圖。 (B) 分別將 LOC1-GFP(PKL55)、空載體(pRS415) 、

LOC1-N140-GFP(PKL451) 、 LOC1-N130-GFP(PKL450) 與 LOC1-N120-GFP 

(PKL449)轉型入 loc1Δ (KLY218)，於 Leu-液態培養基中培養隔液，接著將菌液調

整至相同 OD600，再做序列稀釋，將菌液點於 Leu-培養基，於 30、37℃放置數天

培養。 (C)將 LOC1-GFP (PKL55)、LOC1-N140-GFP (PKL451)、LOC1-N130-GFP 

(PKL450)與 LOC1-N120-GFP (PKL449)轉型入 loc1Δ (KLY218)，於 Leu-液態培養

基中培養隔液，再將菌液稀釋，培養於 30℃約 4 小時，以螢光顯微鏡觀察。 (D)
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將 pRS415、LOC1-GFP (PKL55)、LOC1-N140-GFP (PKL451)與 LOC1-N120-GFP 

(PKL449)轉型入 WT(BY4741)，於 30℃在 Leu-液態培養基中培養至 OD600 約為

0.6-0.8，將菌體收集並凍於-80℃。以 α-myc 進行免疫沉澱。 
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A 

 

B 

 

                                     (Woolford and Baserga, 2013) 

附錄一、 rRNA 加工示意圖 

(A)  5S 與 35S pre-rRNA 示意圖，35S 含有 18S、5.8S 及 25S rRNA (B) rRNA 剪

切之簡易流程圖 
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                                             (Heym and Niessing, 2012)  

附錄二、 ASH1 mRNA 主動運輸示意圖  
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(Kressler et al, 2010, BBA) 

附錄三、 60S 生合成之不同階段示意圖 
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附錄四、 大量表現 RPL43 無法修復 loc1Δ之生長缺失 

分別將 2μ RPL43B(PKL308) 與空載體 (pRS426) 轉型入 loc1Δ(KLY218) 與

puf6Δloc1Δ(KLY312)，於 Ura-液態培養基中培養隔液，接著將菌液調整至相同

OD600，再做序列稀釋，將菌液點於 Ura-培養基，於 30 與 37℃放置數天培養。 
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