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緒緒  言言  

 
DNA 複製は、遺伝情報を正確にコピーし娘細胞に伝えるために必須である。しかし、複製の鋳型となる DNA 上  

には、DNA 損傷、DNA に強固に結合しているタンパク質、DNA の二次構造など様々な障害が存在する。     

DNA 複製装置はこれらの障害に遭遇すると、そこで進行が止まる（図 1）。そしてこの障害を解消して複製を再開   

できなければ、未複製の領域ができるだけでなく、最も危険なDNA損傷であるDNA二本鎖切断（DNA double-strand 
break：DSB）が生じる。DSBは誤って修復されると、DNA配列の重複や欠失、染色体転座などを含むゲノム再編成

を誘発しゲノム不安定化を引き起こす。そしてゲノム不安定化は、がんや多くのゲノム疾患を引き起こす原因となると

考えられている（図1）［1］。よって複製阻害時のDSB修復機構を明らかにすることは、これらの疾患の原因を明らか

にするために重要である。 
 

 
図1．複製阻害によって生じるDSB 

DNA複製装置（矢印）は、鋳型鎖上に存在する様々な障害によって進行阻害を受ける。複製阻害が

起こると、DSB が生じやすくなる。DSB は誤って直されるとゲノム再編成を誘導しゲノムを      
不安定化し、がんやゲノム疾患を引き起こす。 
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DSB は、細胞周期の異なる時期において異なる頻度で生じる。G1 期や G2／M 期では、DSB は非常に低い頻度で

しか生じない。しかし、これらの時期に配列特異的エンドヌクレアーゼを人為的に発現させて強制的に DSB を    

生じさせてその修復過程を解析する先行研究から、G1 期において DSB はその末端をつなぎ合わせる非相同末端結合

によって修復されることが明らかになった（図2）。さらに、G2／M期では非相同末端結合の他に、姉妹染色分体上の   
相同配列を用いて組換え反応を行うことによってDSBを修復する相同組換え経路が働くことが明らかとなった（図2）。
これらの時期に比べて、複製期は複製阻害によってDSB が最も頻繁に生じる時期である。しかし、複製阻害はゲノム

上のランダムな場所で起こることが多いため、DSB を高頻度で検出しその修復過程を解析することが困難であった。

そしてこのことが原因で、複製阻害によって生じるDSBの修復機構は不明であった。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図2．DSB修復経路 
細胞周期の G1 期に生じた DSB は、その末端をつなぎ合わせる非相同末端結合によって修復      
される。G2／M期には、姉妹染色分体上の配列を鋳型にしてDSBを修復する相同組換えによって

DSB は修復される。これまで S 期における DSB 修復機構は不明であったが、研究代表者は先行  
研究において S 期では相同組換えや非相同末端結合に依存しない新規の修復経路によって DSB が

修復されることを明らかにした［2］。 
 
研究代表者は先行研究において、出芽酵母のリボソーム RNA 遺伝子（rDNA）領域を用いて複製阻害時の DSB      

修復機構を明らかにすることを目指した。rDNA は、真核生物で保存された反復配列である。出芽酵母の rDNA は、

約 150 個の rDNA 配列からなる巨大なクラスターを形成している（図 3）。rDNA 配列には、リボソーム RNA 転写  
ユニットの他に複製開始点と複製阻害点が存在する［3］。S期になるとDNA複製が複製開始点から両方向に行われる。

しかし、35S rDNA と逆方向に進む複製装置は複製阻害点に結合している Fob1 タンパク質によってその進行が阻害  
され DSB が生じる（図 3）。また出芽酵母の rDNA 領域は、Fob1 タンパク質依存的な rDNA コピー数変動が起こり 
やすい。DSBはゲノム再編成を誘導する一番の原因であると考えられていることから、複製阻害によって生じたDSB
の修復過程で rDNA不安定化が起こると考えられてきた。 
先行研究から rDNA コピー数が激減した細胞では、コピー数を通常コピー数にまで回復するために相同組換え因子

に依存したコピー数増加が起こることが知られている［4］。相同組換えは細胞周期の G2／M 期における DSB 修復   
機構であることから、複製阻害によって生じる DSB も相同組換えによって修復されると考えられてきた。      

しかし、このことを示す直接的な実験結果は得られておらず、複製阻害時の DSB 修復機構およびその制御機構は   

不明のままであった。 
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図3．出芽酵母の rDNA領域の複製 

S 期になると DNA 複製が複製開始点から両方向に行われるが、右方向に進む複製装置は

複製阻害点に結合したFob1タンパク質によって進行が阻害される。そしてその結果、DSB
が生じる。DSBが正しく修復されないと、rDNAコピー数変動が起こる。 

 
研究代表者は rDNA で複製阻害の結果生じる DSB およびその修復過程を DNA レベルで解析する実験系を立ち   

上げ、DSB 修復過程で生じる中間体を解析した。さらに相同組換え因子が DSB 修復に必要かどうかを調べた。       
すると、これまで複製阻害時の DSB 修復に必要であると信じられてきた相同組換え因子は、DSB 修復には必要では 
ないというこれまでの概念を覆す結果を得た［2］。つまり複製阻害時には、これまで知られていない新規の経路に     
よってDSBが修復されることを突き止めた（図2）［2］。そこで本研究課題では、この新規DSB修復機構を明らかに

することにより、複製阻害時のDSBからゲノムの恒常性を維持する機構を明らかにすることを目指した。 
 

方方  法法  

 
11．． rrDDNNAA不不安安定定性性ののFFoobb11依依存存性性のの解解析析  
先行研究において rDNA領域の安定性維持に関与することが明らかになった遺伝子（Your Favorite Gene：YFG）

を、野生型と fob1変異株から欠失させた。そしてyfg∆およびyfg∆ fob1変異株をYPD液体培地（1％ yeast extract、
2％ peptone、2％ glucose）で一晩培養した。そして先行研究と同様にこれらの細胞からゲノム DNA を抽出し、      
パルスフィールドゲル電気泳動によって染色体を分離後、ゲルをエチジウムブロマイドによって染色し DNA を検出 
した［2］。そして、第 12 番染色体のバンドのスメア度を比較した。yfg∆においては rDNA 領域が不安定になること   
から第 12 番染色体のバンドはスメアになった。そしてこのスメア度が yfg∆ fob1 変異株の DNA サンプルにおいて   
抑制されていた場合、yfg∆変異株における rDNA不安定性はFob1に依存していると判断した。 
22．． ccttff44∆∆変変異異株株とと ccttff44∆∆  ffoobb11変変異異株株のの構構築築おおよよびび細細胞胞増増殖殖能能のの比比較較  

ctf4∆変異株と ctf4∆ fob1二重変異株のコロニーサイズを比較するために、CTF4遺伝子とFOB1 遺伝子がヘテロに

欠失している酵母の二倍体（MATa/alpha、ctf4∆::kanMX/CTF4、fob1::LEU2/FOB1）を構築した。そしてこの酵母を

0.01％ potassium acetate で培養することによって減数分裂期に導入し、一倍体の胞子形成を誘導した。そして胞子  
形成後2日目のプレートをスキャナーを用いてスキャンした。そして Image J（NIH）を用いて、各コロニーのサイズ

を定量した。次にこのプレートを選択培地にレプリカプレートすることによって、各コロニーの遺伝子型を決定した。

そして、ctf4∆変異株と ctf4∆ fob1 二重変異株のコロニーサイズを比較し、Unpaired t-test を用いた統計的解析を      
行った。 
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結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．．rrDDNNAA領領域域のの安安定定性性維維持持にに関関与与すするる遺遺伝伝子子のの同同定定  
出芽酵母の rDNA 領域では、Fob1 タンパク質によって複製阻害が起き DSB 形成が誘導される。このことから、   

細胞はDSB修復能の有無によって以下の異なる表現型を示すと予想した（図4）。 
 DSB 修復因子が欠損した細胞は Fob1 タンパク質が発現していない時と比べて、Fob1 発現時には DSB を   

修復できないため増殖阻害を示す。  
 DSB修復能を持つ細胞は、Fob1発現の有無によって増殖に影響は受けない。  

そこで当初の実験実施計画では、Fob1 発現時に増殖阻害を示す遺伝子変異株を探索することによって複製阻害時の

DSB 修復因子を同定することを計画した。そしてその際、出芽酵母の二倍体の細胞において対立遺伝子の片方が   

破壊されたヘテロ型遺伝子破壊株ライブラリーを用いた合成致死スクリーニング法 dSLAM（heterozygote diploid-
based synthetic lethality analysis with microarray）を用いたゲノムワイドスクリーニングを行う予定であった。 

図4．出芽酵母 rDNAにおけるDSB修復に必要な因子の同定 
rDNA領域ではFob1タンパク質による複製阻害の結果DSBが生じる。このDSBを修復できない

細胞は、Fob1 を発現すると DSB を修復できないことから増殖阻害を示し、コロニーサイズが     
小さくなる。一方でDSBを修復できる細胞は、Fob1の発現の有無によって増殖に影響は受けない。

この表現型の違いを利用して当初の研究実施計画では、Fob1発現時に増殖阻害を示す変異株を同定

するゲノムワイドなスクリーニングを遂行する予定であった。 
 

しかし、ゲノムワイドスクリーニングを行う前にまず、複製阻害応答欠損細胞において上記の表現型が確認できるか

を調べる予備実験を行うことにした。研究代表者は先行研究において、パルスフィールドゲル電気泳動法を用いて   

出芽酵母の rDNA 領域が不安定になる変異株を探索するゲノムワイドスクリーニングを遂行した［5］。出芽酵母の

rDNA領域は第12番染色体上に存在しており、この染色体の約半分を占めている（図3）。rDNA領域が安定な細胞を

増殖すると、集団中のすべての細胞において第 12 番染色体の大きさは均一である。よってゲノム DNA を抽出し   

パルスフィールドゲル電気泳動によって染色体を分離すると、第 12 番染色体のバンドはシャープに見える。     

一方で、rDNA 領域が不安定な細胞ではコピー数の変動が起こることから、細胞集団中の第 12 番染色体の大きさは  

不均一になるため、第 12 番染色体のバンドはスメアになる。そこで、出芽酵母の約 6,000 個の遺伝子のうちの     

約 4,800 個の非必須遺伝子を欠損させた変異株ライブラリー全てからゲノム DNA を抽出しパルスフィールドゲル  

電気泳動によって染色体を分離し、第 12 番染色体の挙動を解析した。その結果、野生型と比較して rDNA 領域が   

不安定になる変異株が約700個同定された［5］。 
そこで、まずこれらの変異株において rDNA 不安定化の再現性を確認し、rDNA 不安定化が Fob1 による複製阻害

に依存して起こるかどうかを調べた。その結果、ヒストン脱アセチル化酵素 Sir2、複製装置の構成因子 Ctf4、          
複製依存的ヌクレオソーム再構築因子 CAF-1 複合体、mRNA 分解酵素 CCR4-NOT 複合体などが欠損すると、     
Fob1依存的に rDNA不安定化が起こることを明らかにした（図5）［2、5、6］。つまりこれらの因子は、Fob1による

複製阻害によって生じるDSB修復過程で作用する候補因子であることを明らかにした。 
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図5．出芽酵母 rDNA領域が不安定になる変異体の探索  
出芽酵母の約 4,800 個の非必須遺伝子欠損株ライブラリーからゲノム DNA を抽出しパルスフィールドゲル

電気泳動によって染色体を分離後、エチジウムブロマイドによって DNA を染色した。一番左のレーンには

野生型（W）から抽出したDNAを流した。それ以外のレーンには異なる遺伝子欠損株から抽出したDNAを

流した。その結果、ctf4遺伝子欠損株ではrDNAの過剰増幅が起こることが判明した［5］。 
 

22．．CCTTFF44遺遺伝伝子子欠欠損損株株ににおおけけるるFFOOBB11遺遺伝伝子子発発現現時時のの細細胞胞増増殖殖能能のの解解析析  
複製装置の構成因子をコードしている CTF4 遺伝子が欠損すると、Fob1 依存的に rDNA 過剰増幅が起こることが 

明らかとなった。研究代表者は先行研究において、Ctf4 タンパク質が DSB 修復に関与するかを調べた。その結果、   

Ctf4 タンパク質が存在すると DSB は新規の経路によって修復され rDNA 安定性が維持されるのに対して、     

Ctf4 タンパク質が欠損すると DSB は通常 G2／M 期で作用する相同組換えによって修復されるが rDNA 再編成が  

誘導されることが判明した。つまり、Ctf4 タンパク質は DSB 修復を制御する因子であることが明らかとなった［2］。
そこで、ctf4∆変異株の増殖がFOB1遺伝子の発現の有無によって変化するかどうかを調べた。ctf4∆変異株は野生型に

比べると増殖阻害を示したが（data not shown）、これは FOB1 遺伝子に変異を導入することによって改善された  

（図 6）。この結果は、Ctf4 タンパク質が DSB 修復制御因子であるということから予想される結果であった。     

今後、上記の解析で同定された CAF-1 複合体や CCR4-NOT 複合体の構成因子についても増殖パターンを解析する  

とともに DSB 修復能についても解析する予定である。そしてこれらの因子が同様のパターンを示すことが明らかと  

なったら、当初の計画であるゲノムワイドなスクリーニングを行う予定である。 
 

 
図6．FOB1遺伝子発現による ctf4∆変異株の増殖能の変化 

先行研究から ctf4∆変異株では Fob1 依存的に rDNA 不安定化が起こることが明らかになった。       
そこで、ctf4∆と ctf4∆ fob1 変異株のコロニーサイズを比較した。ctf4∆変異株は野生型に比べて       
コロニーサイズが小さい（data not shown）ことから増殖阻害を示した。この増殖阻害は、rDNA領域

の複製阻害を誘導するFOB1遺伝子に変異を導入すると抑制された（Unpaired t test、P = 0.013）。 
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