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研究成果の概要（和文）：グアニン4重鎖DNA結合タンパク質Rif1を用い、染色体の核内配置や高次構築を操作す
る為に、(1) 発現レベルの変動によるクロマチン構造の操作、(2)人為的なRif1局在化によるクロマチンループ
構造の操作、を検討した。Rif1増産は、S期障害、染色体構造異常と同時に、short spindleでのM期の停止も誘
導した。この効果はRif1のフォスファターゼ結合に依存せず、染色体への結合による。又、今回Rif1の染色体結
合欠損変異体L848Sを発見し、これを別のDNA結合ドメインを介して特定の部位に局在化させたが、発現レベルが
低い為か、クロマチン構造改変、複製タイミングへの効果は観察されなかった。

研究成果の概要（英文）：In order to manipulate chromatin loop formations, we used G-quadruplex 
binding protein, Rif1, which is known to regulate chromatin loops. We first identified L848S mutant,
 which cannot bind to chromatin. Overexpression of Rif1 resulted in inhibition of S phase 
progression and aberrant chromosome structures, as well as mitotic arrest with short spindles. The 
effects can be observed with Rif1 incapable of binding to phosphatase, but not with L848S deficient 
in chromatin binding. Thus, chromatin binding of Rif1 is responsible for these effects. By using the
 L848S mutant, we tried to tether Rif1 at a specific location on the genome. We used Gal4DBD-Gal4BS,
 and replaced a cellular Rif1BS with Gal4BS, and expressed Rif1L848S-Gal4BD at the endogenous locus.
 However, significant effects on the replication timing near the binding site were not observed, 
presumably due to low expression of the Gal4DBD fusion protein 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Rif1はTAD(Topologically Associated Domain)等に関連したクロマチン高次構造を、G4結合を介して形成する。
このクロマチンドメインは、複製タイミングや転写等の制御ユニットとなる。ゲノム操作が容易な分裂酵母を用
いて、今回、それ自身ではクロマチンに結合しない変異Rif1を同定した。これを用いて、別のDNA結合ドメイン
を介して、任意の場所にRif1を局在化し、近傍のクロマチン高次構造を変化させうる可能性が生まれた。この方
法は、特定の遺伝子のみを標的とするのではなく、クロマチンドメイン全体を制御可能であり、従来のゲノム操
作技術とは異なる、新しい細胞改変技術をもたらす。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
左巻き Z-DNA、3 重鎖 DNAS(H-DNA)、グア

ニン 4 重鎖 DNA(以下 G4 と記載)などの非 B
型 DNA はその配列特性に基づきゲノム上の

数多く存在すると推定されてきた。G4 構造は

ヒトゲノムに 37万カ所以上存在すると言われ

ている(Huppert et al., Todd et al. Nucleic Acids 
Res [2005])。しかし、これらの構造の生物学的

意義はこれまで不明であった。代表者らは、

DNA 複製タイミングの解析から、Rif1 という

進化的に保存された因子が、ゲノムワイドの

複製タイミングドメインを規定することを発

見した(Hayano et al. Genes Dev [2012], 
Yamazaki et al. EMBO J [2012])。その後の研究

から Rif1 は転写プロアファイルにも大きな影響を与える

事が明らかとなった。Rif1 はゲノム上の核骨格に類似した

不溶性の領域に特異的に結合し(図 1)、クロマチンループの

形成に関与する(図 2)。Rif1 の発現レベルに応じてクロマチ

ンループサイズが変化することから、このクロマチンルー

プが複製タイミングドメインと関連すると考えられる。代

表者は、最近 Rif1 はグアニン 4 重鎖 DNA(以下 G4 と記載)
に特異的に結合することを見出した (Kanoh et al. Nature 
Strut Mol Biol [2015]; 図 1)。 
 Rif1 は多量体を形成し、複数の DNA 鎖に同時に結合す

ることができる。又、Rif1 の C 端 288 アミノ酸内に G4 構

造認識ドメインが存在する(図 3)。Rif1 は CTCF や SATB1
等やや局所的なクロマチンを制御する因子とは異なり、ク

ロマチンループ構造の制御を介してゲノム全体での染色体

機能ドメインを制御する。これらの発見を元に代表者は

Rif1 を用いて細胞の核内のクロマチンループを改変するこ

とにより、染色体機能ドメインを操作できるのではというアイデアに至った。 
 
２．研究の目的 
本研究では、進化的に保存された核タンパク質 Rif1 とその標的であるグアニン４重鎖構造を利

用して、クロマチンループ構造の人為的改変を介して核内構造を操作し、細胞の機能改変を誘導

する新規技法を開発する。 
 
３．研究の方法 
Rif1 を用いて、染色体の核内配置や高次構築を操作するために、(1) 発現レベルを変動すること

によりゲノム全体のクロマチンループ構造を操作する、(2) 部位特異的にクロマチンループを形

成し、局所的に染色体機能ドメインを操作する、の二つのアプローチをとる。(2)を達成するた

めに、① 人為的に Rif1 をクロマチン上に誘導し、クロマチンループ形成を確認する。② Rif1
を転写プロモーター＋G4 構造をゲノム上の標的領域の両側に挿入する、及び③ 特異性を改変し

た Rif1 タンパク質＋標的 G4 構造をゲノム上に挿入する、の３つのアプローチをとる。 
 
４．研究成果 
(1) 発現レベルを変動することによりゲノム全体のクロマチンループ構造を操作 
Rif1 増産により、次の事象が観察された。 
① S 期進行の遅延 
② short spindle で増殖停止（M 期停止）

する細胞の増加 
③ 染色体構造の異常の誘導（断片化した

染色体、異常な構造の染色体の増加（図 4） 
上記の事象は、脱リン酸酵素 PP1 の結合に

は依存せず、複製ストレスチェックポイン

ト因子や SAC 関連の因子も関与しない。

従って、Rif1 の染色体への結合増加が、直

図２ Rif1KD により、クマチンループ

サイズが増加する。この事実は Rif1 が

クロマチンループ形成に貢献している

可能性を示唆する。 

図１ Rif1 による染色体ドメインの形成：Rif1 は多量

体を形成し複数の G4 構造を有する DNA に結合し、染色

体ループ形成を促進する。 

図３ Rif1のG4結合ドメイン(両矢印の領域) G4のみでは

全長ほど G4 への特異性がない。huRif1,ヒト Rif1; SpRif1,分
裂酵母 Rif1. 



接上記の影響を及ぼしていると考えられた。また、高温 37°C では Rif1 の増産はほとんど増殖阻

害を引き起こさなかった。増殖阻害は、hsk1 変異株でより強く観察されること、複製の Hsk1/Cdc7
の要求性は高温ではバイパスされることから、Rif1 増産の主要な影響は複製の阻害であると考

えられた。しかし、②の short spindle の増加は、顕著であり、Rif1 が、M 期の染色体分配に直接

関与する可能性がある。なお、分裂酵母 Rif1 タンパク質の C 端に G4 結合ドメインと多量体形

成部位があるが、C 端のみの増産では増殖阻害は観察されなかった 
 
(2) 部位特異的にクロマチンループを形成し、局所的に染色体機能ドメインを操作 
① 人為的に Rif1 をクロマチン上に誘導し、クロマチンループ形成を確認する。 
クロマチンに結合せず、複製を抑制できない変異体 L848S  を同定した。この変異 rif1  に
Gal4DBD(Gal4 DNA Binding Domain) を連結し、染色体上の Rif1  を置き換えた。さらに、Rif1BS  
のひとつを、Gal4BS  (Gal4 Binding Site)を含む UAS  に置き換えた(図 5)。しかし、Gal4DBD
を発現しても、複製の抑制は観察されなかった(図 6)。理由は不明であるが、Rif1L848SGal4DBD
の発現が野生株に比べて低かったことが原因かもしれな

い。 
② Rif1を転写プロモーター＋G4構造をゲノム上の標的領

域の両側に挿入する。 
誘導可能なプロモーターの下流に Rif1 結合部位に由来す

る G4 構造形成配列を配置し分裂酵母ゲノム上に導入した。

その結果、Rif1 の結合が観察されたが、転写を誘導しても

しなくても観察された。これは導入した領域が、近傍にあ

る内在性のプロモーターから構成的に転写されているか

らかもしれない。より強く内在性の転写を shut off するか、

別の転写活性のない場所で行う必要がある。 
③ 特異性を改変した Rif1 タンパク質＋標的 G4 構造をゲ

ノム上に挿入する。 
これについては、完成していない。One hybrid assay で特殊

な G4 に結合する Rif1G4BD の変異体を探索している。 
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図４ Rif1 増産の分裂酵母生存への影響 hsk1-89 株

(30°C で増殖しない)と同様に Rif1 の増産により、染

色体構造の異常が観察される(A)。また、DNA 損傷

を表す Rad52 foci の数が増加する。とくに hsk-89 株

でより顕著である。 

図６ Gal4DBD-Gal4BS を用いた Rif1 局在化の影響 
内在性の Rif1 を Rif1-Gal4DBD に置き換えた。4255kb
にある Rif1BS（後期複製開始起点）を Gal4BS に置き換

えた。ars2004 は初期活性化起点、0258kb は別の初期活

性化起点。 
Gal4DBD-Gal4BS の組み合わせで顕著な複製開始の抑

制は観察されなかった。これは Rif1-Gal4 雄剛タンパク

質 の発現レベルが低すぎたからかもしれない（野生型

RIf1-Gal4DBD で 4255kb の複製が抑制されていない）。 

図５ Rif1 の特定のクロマチン上への局在化 
Rif1BS を Gal4BS を含む UAS に置き換え、Rif1BS
に結合できない L848S 変異 Rif1 に Gal4BD を連結し

た。これにより Rif1 が Gal4BS 上に局在化され、そ

のまわりの複製開始が抑制される可能性がある。 
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