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研究成果の概要（和文）：分裂酵母の接合型変換の素過程は、接合型座(mat)における厳密な反応極性を有する遺伝子
変換である。この極性制御は、matでのヘテロクロマチン形成（染色体コミュニケーション）とクリプテックなゲノム
情報の世代を超えた発現（インプリンティング）が、深く関係している。本研究では、その反応機構の解明を目指し、
特に、染色体の動態に注目して解析した。ChIP-Seq解析の結果、接合型の違いによって、mat領域でのSwi2蛋白質の局
在が異なり、この違いは、Swi6蛋白質に依存することを明らかにした。また、３C法によって、接合型が異なる細胞間
ではmat領域の染色体の空間配置が異なることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：A fundamental reaction step of fission yeast mating-type (MT) switching is a gene 
conversion that is driven with a strict polarity. This polarity control is closely related to 
heterochromatin formation and genetic imprinting at the mat locus. In the research project, we aimed to 
understand molecular mechanism of MT switching mainly by analyzing chromosome dynamics at the mat locus. 
ChIP-Seq analysis has revealed that Swi2 localizations at mat locus are uniquely different between two 
different-MT cells. In addition, 3C analysis has also indicated that chromosome configurations are 
different in the two different-MT cells.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
  分裂酵母には２つの接合型（P と M）が存
在し、ホモタリックな野生株は、図１に示す
よう、細胞分裂に伴って接合型を変換する
（mating switch; MT）。分裂酵母の接合型変換
のパターンは、出芽酵母のそれとは全く異な
っており、「1-in-4」と「consecutive」と名付け
られた 2種類のルールに従う。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図中の接合型 (P, M) の右横に小文字で記
されたｓもしくは、uは、それぞれ、switchable
と unswitchable に由来した記号で、当該細胞
が細胞分裂時に接合型変換を起こすかどうか
を示している。故に、最初の Puは、接合型が
同じ 2種類の細胞を生じる。この 2種類は、
switachbleな Ps と unswitchableな Puであり、
Ps細胞は次の分裂時にMと P細胞を生じる。
よって、最初の Pu細胞から２回の分裂によっ
て生じる４個の細胞のうち、1個がM細胞と
なるので、1-in-4 ルールと呼ばれている。一
方、switchable 細胞は、分裂によって常に自
身と異なる細胞を１個生じ  (consecutive)、
unswitchable 細胞は、常に自身と同じ接合型
の細胞しか生じない。このような接合型変換
のパターンは、日本人の発見者の名前から
Miyata’s roleと呼ばれている。ここで注目すべ
きは、分裂酵母の細胞分裂は、形態上一見均
等な細胞分裂に見えるが、接合型（換言する
と細胞機能）に注目すると、不均等細胞分裂
であることである。特に、最初の Pu細胞は常
に Pu細胞を生じ続け、また、最初のMu細胞
は、常に Mu 細胞を生じ続けるというパター
ンは、多細胞生物における幹細胞の分裂パタ
ーンに類似し、幹細胞様細胞分裂のシンプル
なモデル系と見做される。これまでの解析か
ら、このような分裂酵母の接合型変換は、mat1
近傍のゲノム情報の世代を超えた発現（イン
プリンティング）が深く関わっていることが
示されている。 
  分裂酵母の接合型は、第二染色体上の mat1
遺伝子座で P遺伝子が発現するか M遺伝子が
発現するかによって決定される。接合型変換は、
アクティブな mat1 と不活性遺伝子座位である
mat2-P、もしくは、mat3-M との遺伝子変換によっ
て起こっている（図２）。すなわち、mat1が P遺伝
子を発現しているときは必ず mat3上のM と、 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
mat1 が M 遺伝子を発現しているときには必ず
mat2上のPとの遺伝子変換がおこる。すなわち、
P→M または、M→P への接合型変換の方向性
が厳密に制御されている（directionality）。この 
directionalityの制御は、P細胞、M細胞それぞ
れの細胞で、サイレントな座位である mat2-P
から mat3-M 領域のヘテロクロマチン状態と
深く関係していること（染色体コミュニケー
ション）が、米国の Grewalのグループによっ
て示されている（Jia et al., Cell. 2004）。 
 接合型変換に関与する遺伝子として、10個
の swi 遺伝子（switching genes）が、同定され
ていた。これらのうち、唯一 swi5遺伝子だけ
が相同組換え（修復）にも関与する。本計画
代表研究者は、もともと分裂酵母の相同組換
え機構に興味を持っていたため、swi5 遺伝子
をクローニングし解析していた。そして、Swi5
タンパク質は Swi2タンパク質と Swi6タンパ
ク質とで３者複合体を形成し（ Swi5- 
Swi2-Swi6 複合体）、接合型変換における
Rad51依存的なDNA鎖交換反応に関与するこ
とを示した（Swi6はヘテロクロマチンタンパ
ク質１ [HP1] の分裂酵母ホモログである）
(Akamatsu et al. PNAS. 2003)。さらに、Sfr1タ
ンパク質と複合体を形成した Swi5 タンパク
質（Swi5-Sfr1複合体）は、接合型変換ではな
く、相同組換え（修復）における Rad51依存
的な DNA 鎖交換反応に関与することを示し
た。Sfr1タンパク質全長は Swi2タンパク質の
C 末端側約半分と一次構造上有為な相同性が
あることから、両者はパラログの関係にある
(Akamatsu et al. PNAS. 2003)。 
  接合型変換の分子機構研究については、ア
メリカのKlarやGrewal、フランスのArcangioli、
イギリスの Dalgaard、デンマークの Thon等の
グループがを先導してきた。これまでに、mat1
の H1 配列近傍での複製フォークの停止に伴
い DNAの二重鎖切断 (DSB) が導入され、こ
のことが接合型変換開始の引き金となること
が提唱されている（図２）。しかし、接合型変
換の中心的な反応である mat 間の遺伝子変換
の反応機構や、方向性（極性）の分子制御機
構はほとんど解明されていなかった。本申請
研究では、１）遺伝子変換の素反応解析と、
２）mat 座位における染色体のダイナミクス
や核内配置を解析することで、接合型変換の
動的制御機構の分子的実態の解明を試みた。 

図１．分裂酵母の接合型変換のパターン 

図 2．接合型変換における Rad51-Swi2-Swi5 依
存的 DNA鎖交換による遺伝子変換 



２．研究の目的 
 分裂酵母の接合型変換の素過程は、接合型
決定座位 mat1 とサイレントな座位（mat2, 
mat3）との間での遺伝的組換え（遺伝子変換）
である。しかし、一般相同組換えと異なり、
厳密な反応極性 (directionality) を有する。こ
の極性機構は、サイレントな遺伝子座位での
ヘテロクロマチンによる高度な制御（染色体
コミュニケーション）と mat1 近傍のゲノム
情報の世代を超えた発現（インプリンティン
グ）が、深く関係している。しかるに、分裂
酵母の接合型変換は、体細胞分裂期のゲノム
アダプテーションを理解する上で優れたモデ
ル系である。本研究では、その反応機構を徹
底的に解析して、ゲノムアダプテーションの
分子反応メカニズムのパラダイムの確立を目
指した。 
 
３．研究の方法 
上記の目的を達成するために、接合型変換の
基幹反応であるリコンビナーゼ (Rad51、及び、
Dmc1) 依存的な DNA 組換えの分子メカニズ
ムの解析や接合型変換における DNA 鎖交換
反応を解析した。さらに、mat 座位における
染色体のダイナミクスや核内配置を解析し、
インプリンティングやヘテロクロマチンによ
る動的制御機構の分子的実態を解析した。ま
た、接合型変換遺伝子を新たに同定、接合型
変換の全体像の理解に勉めた。 
 
(1) mat遺伝子座のクロマチンのダイナミクス 
接合型変換の directionalityは、サイレントな
mat2-mat3 領域のヘテロクロマチン状態によ
って規定されていると考えられている。そこ
で、P 型もしくは M 型に固定された様々な
ヘテロタリック株を用いて、Swi6や Swi2の
結合状態、ヒストンのメチル化・アセチル化
等の修飾状態などについて、ChIP-chip や
ChIP-seq 解析を行った。また、3C 法をもち
いて mat座の染色体の空間配置を決定した。 
 
(2) 接合型変換の試験管内再構成系の構築と

DNA鎖交換反応の素過程 
接合型変換の分子機構について、精製したタ
ンパク質を用いた in vitro系を構築して解析し
た。また、相同組換えの反応の中心的な反応
である DNA鎖交換を理解するために、Rad51
や Dmc1 リコンビナーゼ依存的な鎖交換反応
の分子反応機構を解析した。 
 
(3) 新規接合型変換遺伝子の同定 
Bioneer 社の整列遺伝子欠失ライブラリーを
もちいて、接合型変換に関与する遺伝子を網
羅的に同定することを試みた。そのためには、
Bioneer 社の分裂酵母株がヘテロタリックな
h+N株なので、これを h90株に変換し、ぞれぞ

れの h90株に関して、multiplex PCR法とヨウ
素反応法を用いて、接合型変換の異常の有無
を調べた。 
 
４．研究成果 
(1) mat遺伝子座のクロマチンの動態 
ChIP-Seqによって、mat 領域の Swi 2蛋白質
の局在を調べた（図 3）。その結果、P 細胞で
は、Swi2 蛋白質は L領域左側、R領域右側、 
mat3 カセットの両側 (REIII と SRE3) に局
在した。一方、M 細胞では、mat3 カセット
の両側の  Swi2 の局在は低下し、新たに 
SRE2 と L1 への蓄積の増加が見られた。こ
の結果は、米国の Grewal のグループが ChIP
で解析した 2004 年の結果と少し異なってい
る。彼等は、M 細胞では、特異的な Swi2 蛋
白質の蓄積する領域は同定しておらず、その
ことが、M細胞と P細胞の決定的な違いであ
るとしていた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 次に、３C 法により、mat 領域の染色体の
配置を解析した（図 4）。用いたプライマー 
(F1~ F7、及び、R1~R2) は、図 4の上段に示
す。h9株では R3 と R4、R1 と R4、及び、F6
と F7 の領域がそれぞれ近接することが示唆
された（図 4）。さらに、ヘテロタリックな細
胞で、同様の３C解析を行った（図 5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図3．Swi2のmat 領域の局在。ホモタリックな h90

株と、これと遺伝的背景を同じくするヘテロタリッ
クな h+ 株と h- 株を用いて、ChIP-Seq 解析を行っ
た。 

図4．3Cによるh90株のmat領域の染色体配置の
解析。 



その結果、M 細胞では、R3-R4 の相互作用が
特異的に低下しており、一方、P 細胞では 
R1-R4 と F6-F7 の２カ所の相互作用の低下
が観察された。この結果は、接合型が異なる
細胞では、mat 領域の染色体空間配置が異な
ることを示唆している。 
 以上の ChIP-Seq と３C 解析の結果をもと
に、mat 領域の染色体配置に依存した接合型
変換のモデルを提唱する（図 5）。M 細胞では、
mat2-mat3 領域をカバーするように  Swi2- 
Swi5 複合体が広く結合し、L と R 領域が結
合したループ構造を取る。その結果、mat1と
mat2が空間的に近い距離に配置され、mat2 が
遺伝子変換のドナーとして供される。一方、P 
細胞では、Swi2-Swi5 複合体は主に mat3 の
両側に多く局在し、また、IR-Lの L領域と L1
領域が結合したループ構造を取る。その結果
と、mat1 と mat3 が空間的近位に配置され、
mat3 が遺伝子変換のドナーとして供される。
このような Swi2-Swi5 複合体の局在や染色
体コンフィギュレーションは、接合型特異的
に観察され、接合型の変換に伴って、ダイナ
ミックに変化する。 
 この変化はどのような分子機構によってお
こっているのであろうか？すなわち、接合型
はどのように認識され、染色体の空間配置に
影響を及ぼしているのだろうか？Swi6 欠失
株で、Swi2 の局在を ChIP-Seq 解析によって
調べると、h90 細胞、M 細胞、P 細胞、いず
れの細胞でも、Swi2 は mat2-mat3 領域に局 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

在しなかった。この事実は、mat2-mat3 領域
への Swi2 の局在は、ヘテロクロマチンに依
存することを示唆している。どのような分子
機構で Swi6 依存的に Swi2 の分配が決定さ
れるか、極めて興味深い問題である。 
 
(2) 接合型変換の in vitro解析と遺伝子変換に
おける DNA鎖交換反応の素過程 

① Swi5-Sfr1複合体は、Swi5-Swi2複合体のパ
ラログである。N末端 180アミノ酸の天然変
性領域を欠失した Swi5-Sfr1C の X 線結晶構
造を決定した。また、Swi5-Sfr1複合体の全体
構造を SAXS法で決定した。 
② Dmc1 リコンビナーゼによる試験管内
Holliday構造形成反応に成功した。 
③ Dmc1リコンビナーゼによる DNA鎖交換
反応は、Swi5-Sfr1複合体で促進され、Rad52
で阻害されることを示した。 
 
(3) 接合型変換遺伝子の新規同定 
① 接合型変換に関与する遺伝子を新たに単
離する目的で、Swi2蛋白質と相互作用する因
子を酵母 2-ハイブリッド法によりスクリーニ
ングし、陽性クローンを約 50種分離した。こ
ららの失株を作成し、接合型変換の異常の有
無を調べた結果、Chp2が接合型変換に関与す
ることが分かった。 
② Bioneer 社の整列遺伝子欠失ライブラリー
をもちいて、接合型変換に関与する遺伝子を
網羅的に同定することを試みた。そのために
は、Bioneer社の分裂酵母株はヘテロタリック
な h+N株なので、これを h90株に変換する必要
がある。全約 3500 株のうち、これまでに約
95%を h90株に変換した。また、変換した株を
用いて、multiplex PCR とヨウ素反応法の２
種類のアッセイ法を用いて、接合型変換の異
常の有無を調べている最中である。これまで
に、約 200 株につき、接合型変換異常の可能
性が考えられた。 
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