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研究成果の概要（和文）：真核細胞核では遺伝情報を担う染色体はダイナミックに形や位置を変えながら、生命
の維持と継承に必要な様々の生命反応を行う。我々は、核内の染色体空間配置が果たす役割を明らかにしようと
考え、DNA複製反応に重要な複製開始点の核内局在を解析した。単細胞真核生物である分裂酵母で、蛍光を発す
るLacI-GFPを複製開始点近傍に結合させ生細胞内で蛍光イメージを解析した。その結果、一群の複製開始点は、
複製プログラムが決定されるG1/S期にだけ、複製開始を遅らせる要素を集積したテロメアに近接することによっ
て、S期後期に複製するよう制御されることを発見した。特異的核内配置が複製制御に必要であることが明らか
になった。

研究成果の概要（英文）：For faithful duplication of genetic information, DNA replication initiates 
from many distinct sites on eukaryotic chromosomes in a manner to be regulated by a spatiotemporal 
program, although the molecular mechanisms of regulation has not been uncovered. We discovered that 
the higher-order chromatin communication of the telomeres and internal late replication origin plays
 important role in replication-timing control. Using LacI-GFP fluorescent protein bound to lacO 
repeat inserted nearby replication origins in fission yeast Shizosaccharomyces pombe, we found that 
late replication origins are localized at the nuclear periphery and adjacent to telomeres especially
 in G1/S phase when replication-timing is determined. Telomere-binding protein complex “shelterin”
 is required for telomere-association of the internal replication origins, although the nuclear 
peripheral localization is not important. These finding provide insight into a novel mechanism of 
replication control by telomeres. 

研究分野： 分子遺伝学

キーワード： テロメア　複製開始点　複製タイミング　分裂酵母　shelterin

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで複製開始制御と核内配置の関係は明らかにされていなかったが、目印となる蛍光タンパク質を特定の複
製開始点に結合させることにより、生きた酵母細胞で複製開始点の高解像度観察が可能になった。本研究は、染
色体末端テロメアが遠く離れた染色体内部とコミュニケーションするしくみを明らかにしたことになり、将来テ
ロメアが遠隔制御する疾患原因遺伝子の発見ならびに疾患の予防につながる可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 真核生物では、遺伝情報を担う DNA の複製や遺伝情報を読み取る転写などの生命維持に必
須の反応は細胞核の中で行われる。これらの反応では、細胞核中に収められた染色体 DNA の
特定領域と特異的タンパク質の相互作用が主要な役割を果たす。近年、 chromatin 
conformation capture (3C)などの手法により、染色体の遠隔領域同士が近接した空間配置を取
ることが明らかになっている。しかしながら、核内染色体は細胞周期によってダイナミックに
変動しながら機能しており、セントロメアやテロメア以外の個別の染色体領域の機能と核内配
置の関係はほとんど明らかになっていない。 
 いっぽう、DNA 複製は細胞分裂に先だってゲノム全体を完全に倍加する反応である。興味
深いことに、染色体上のどの場所がいつ複製されるかは厳密に決まっており、複製タイミング
を制御するしくみや意義はまだ十分に解明されていない。我々は、分裂酵母染色体の全複製開
始点を同定し、遅い時期に複製する複製開始点の近傍に 2 コピーのテロメア配列があり、そこ
にテロメア結合タンパク質 Taz1 が結合することがタイミング制御に重要であることを見いだ
した。本研究では、 染色体内部の複製開始制御に特異的な空間配置が関与するのではないかと
考え、そのしくみを解明しようとした。 
 
２．研究の目的 
 核内空間配置の意義を明らかにしようとするとき、全体を包括的に解析することも重要であ
るが、具体的に個別領域の機能と配置を結びつけて理解することは欠かせない。 我々は、分裂
酵母で S 期後期に複製するよう制御されている複製開始点の制御にテロメア因子 Taz1 が関与
することに着目し、この制御機構にテロメアや核内空間配置が関与するのではないかと考えた。
これまで、ほ乳類細胞や出芽酵母では、S 期初期に核の中央部が複製し、核膜周辺は中期後期
に複製することが知られているが、実際に核内配置が複製タイミングを制御するかどうかは明
らかではない。本研究では、分裂酵母を用いて、複製タイミングと核内配置に特異的関連があ
るかを明らかにし、複製制御における核内空間配置の意義を解明することを目的とする。  
 
３．研究の方法 
(1) 分裂酵母第 2染色体上にある後期複製開始点(AT2088, ori2100, ars727)と初期複製開始点
(ars2004, ori2024, ori2123)の近傍(500-1000 bp)に 64 コピーの LacO リピート配列を挿入し、
his3 座位から LacI-GFP を発現させて、LacO に結合した LacI-GFP の蛍光イメージを生細胞で観
察した。細胞核内の位置を比較するため、核膜内膜構成因子である Ish1 に mCherry を融合した
Ish1-mCherry を発現させ同時に解析した。  
(2) いっぽうテロメアと複製開始点の核内配置を可視化し比較するため、Taz1-mCherry を発現
させ、LacI-GFP との距離を計測した。  
(3) 複製タイミングを解析する方法として、DNA 合成基質チミンの類似物質である 
5-bromodeoxyuridin (BrdU)を分裂酵母細胞で利用するために、動物ウイルス由来の thymidine 
kinase を発現させた。細胞周期同調し、DNA 合成を阻害するヒドロキシ尿素を加えて S 期初期
に合成される DNA を標識し、CsCl 密度勾配遠心法で、複製した重い DNA と未複製 DNA を分離し
た。各染色体領域を増幅するプライマーを用いた定量 PCR 法により、複製量を算出した。  
(4) 上記(1)(2)(3)の手法により得られる複製開始点の核内配置と複製タイミングがどのよう
なしくみにより制御されるかを明らかにするため、テロメアを核膜につなぎ留める役割を持つ 
Bqt4、テロメアで Taz1 と相互作用しつつ Shelterin を構成する Rap1 と Poz1 などの遺伝子破壊
株を用いた。 
 
４．研究成果 
(1) Taz1 依存後期複製開始点は高頻度で核膜近傍に局在する。複製開始点の核内配置を同定す
るため、複製開始点の LacO-LacI-GFP シグナルが核膜因子 Ish1-mCherry のリング状シグナルに
重なる状態(Peripheral)と両者が離
れた状態(non-peripheral)の細胞数
を計測し、Fisher 検定で統計的解析を
行った。 その結果、Taz1 に依存して
後期タイミングに制御される(以下
Taz1 依存開始点) AT2088 と ori2100
は 80%以上の細胞で核膜に局在した 
(図 1)。それに対し、初期開始点
(ars2004, ori2024, ori2123)は有意
な頻度の核膜局在は見られなかった。
また Taz1 に依存しない後期開始点
ars727 も特異的局在を示さなかった。
AT2088 の核膜局在は AT2088 近傍のテ
ロメアリピートと Taz1 に依存した。
以上の結果から、Taz1 依存開始点が高頻度で核膜近傍に局在すると結論した。(小川志帆;日本
分子生物学会第 40 回年会発表 2017 年)。 

 



(2) Taz1 依存後期複製開始点は細胞周期 G1-S 期にテロメアに近接する。垂直軸の単一切片上
で複製開始点 LacO-LacI-GFP と最も近いテロメア Taz1-mCherry シグナルの距離を計測し、統計
的解析を行った。Taz1 依存後期複製開始点 AT2088 は、G1-S 期細胞特異的にテロメアに近接し
たが G2 期細胞では距離が増大し
た  (p<0.0001, Kruskal-Wallis 
test)(図 2)。いっぽう、初期開始
点 ars2004 や、Taz1 に依存しない
ars727 は G1-S 期にもテロメアに近
接しなかった。よって、テロメアへ
の近接は Taz1 依存後期複製開始点
に特有の性質と考えられる(小川志
帆;日本分子 生物学会第 40 回年
会発表 2017 年)。  
(3) 複製タイミング制御に核膜局
在は関与しない。テロメアは Rap1
と Bqt3/4 の相互作用を介して核膜
に繫留されている。テロメアの核膜
繫留が、後期複製開始点のテロメア
との近接や後期タイミング制御に関与するかどうかを明らかにするため、Bqt4 を欠失させた細
胞で後期複製開始点の核内局在を解析した。その結果、bqt4 欠失細胞では、テロメアだけでな
く後期複製開始点も核膜から離れて内部に局在したことから、後期複製開始点の核膜局在は
Bqt4 に依存することが示された。興味深いことに、内部に移動したテロメアと後期複製開始点
は G1/S 期での近接は維持され、さらに後期複製タイミングも野生株同様維持されていた。これ
らの結果から、核膜局在は後期複製タイミングに関与しないと結論した。 
(4) Shelterin は後期複製タイミング制御と複製開始点のテロメア近接に関与する。テロメア
タンパク質 shelterin 複合体の構成因子 Rap1 あるいは Poz1 を欠失した細胞では、 染色体内部
の Taz1依存後期開始点がS期初期に複製するようになり、またテロメアとの隣接も消失した。
Shelterinは遠く離れた染色体内
部に結合した Taz1 と協調して複
製開始点をテロメアに近接させ
る役割を担うと考えられる(城
戸;日本分子生物学会第 40 回年
会発表 2017 年、Ogawa et al, 
EMBO Journal, 2019)。 
(5) Shelterin 機能を部分的に回
復する Tpz1-Taz1 融合タンパク
質を発現させることにより、Rap1, 
Poz1 の無い条件でも後期複製開
始点のタイミング制御とテロメ
ア隣接が回復した(図3)。しかし、
核膜への局在は失われたままで
あった。以上の結果から、
shelterinは染色体内部の複製開
始点をテロメアに近接させる役割
を持ち、テロメアへの近接が複製タ
イミング制御に必要であることが
示唆された。 
(6) 以上の結果から、染色体内部の
後期複製開始点に結合した Taz1 は
shelterin との相互作用を介して、
複製開始点を核膜にあるテロメア
に近接させ、テロメアに集積する
Rif1-PP1 脱リン酸化酵素が複製開
始に必要な複製因子リン酸化を阻
害することにより、後期複製タイミ
ングに制御すると推論した (図 4)。 
以上の結果は、テロメア近接という
核内配置が染色体内部の複製制御
に重要な役割を果たすことを示す
最初の発見であり、EMBO Journal 
(2018)に掲載され、掲載号の表紙に
採用された。  
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