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研究成果の概要：

分裂酵母のヘテロクロマチンはヘテロクロマチン内で転写される non-coding RNA (ncRNA)及

び RNAi 機構に依存して形成される。この系がどのように成り立ち制御されているのか、分子

遺伝学的、分子生物学的手法を駆使して解析をおこなった。その結果 ncRNA を転写する RNA

ポリメラーゼ II がこのシステムで果たす役割を明確にするともに、ヘテロクロマチン内での

ncRNA 転写制御機構の一端を明らかにした。さらにこのシステムで機能する新規因子の同定

に成功した。
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１．研究開始当初の背景

ポストゲノムの解析をはじめとする多く

の解析から、non-coding RNA (ncRNA)の存在

が次々と明らかになり、その生理的機能が注

目されていた。一方で RNA interference

(RNAi)をはじめとする、RNA が関与する遺伝

子発現抑制機構、いわゆる RNA サイレンシ

ングが種を超えて広く存在することがわか

ってきた。本研究を始める４年前に、分裂酵

母のセントロメアヘテロクロマチンが、この

ncRNAと RNAiに依存して形成されることが

明らかになり図 1 のようなモデルが提唱され

た。この結果、ncRNA や RNAi がクロマチン

構造制御によるエピジェネティックな遺伝

子発現抑制が密接につながることが示され

た。この RNAi におるヘテロクロマチン形成
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機構は植物細胞でも類似した機構が存在し、

ほ乳類細胞でも機能していることも示唆さ

れていた。

一方で我々は、本研究を始める一年前に、

世界にさきがけて、分裂酵母セントロメアヘ

テロクロマチン領域での ncRNA 転写を RNA

ポリメラーゼ II が行うこと、さらにヘテロク

ロマチン特異的異常を示すポリメラーゼの

新規変異体 rpb2-m203 を同定し ncRNA から

siRNA を合成するステップに RNAPII が関わ

ることを示した (Kato et al. Science 309:

467-469, 2005)。

図１RNAi 依存性ヘテロクロマチン

２．研究の目的

本研究ではは、上記の背景で述べた知見をも

とに、分裂酵母のセントロメアヘテロクロマ

チンをモデルシステムとして、ncRNA と RNAi

因子に依存するサイレントクロマチン形成

機構の全貌を明らかにすることを目的とし

た。

３．研究の方法

本研究では(1)RNA ポリメラーゼ II の

RNAi 依存性ヘテロクロマチンにおける機能

解析と(2)RNAi依存性ヘテロクロマチンに関

与する新規因子の遺伝学的同定と解析、の二

点に焦点を絞り、遺伝学的手法・分子遺伝学

的手法を用いて解析を進めた。具体的には以

下の２つのアプローチをおこなった。

(1) RNAポリメラーゼ IIのRNAi依存性ヘテ

ロクロマチンにおける機能解析

我々が新規に単離した RNA ポリメラーゼ

II の変異 rpb2-m203 株では背景で述べたよ

うにヘテロクロマチンでの ncRNA 転写を行

えるがその後の siRNA 合成が行えない(Kato

et al. Science 309: 467-469, 2005)。rpb2-m203

変異で siRNA 合成のどのステップが機能し

ていなくなっているかを遺伝学的に同定す

ることをおこなった。米国 D. Moazed 博士の

グループが配列特異的 RNA 結合蛋白質の

λNタンパク質を用いて、RITS 複合体を通常

の mRNA である ura4RNA に人為的に結合

させると、ura4RNA から siRNA が合成され

ura4 遺伝子領域にヘテロクロマチンが形成

されることを示した(RITS-tethering system

図２、Buhler et al. Cell:125 873-86, 2006).

このことは特にncRNAからの siRNA合成に

おいて RITS 複合体が ncRNA に結合するこ

とが鍵になる段階であることが示している。

このシステムを用いて RNA ポリメラーゼ II

がこの鍵になる段階に関与するかどうか検

討をおこなった。

図２RITS-tethering system

また、RNA ポリメラーゼ II が RNAi 関連因

子と直接・間接に相互作用する可能性を考え

既知の RNAi 因子と RNA ポリメラーゼ II の

相互作用の検討および RNA ポリメラーゼ II

の総合作用因子の生化学的同定を試みた。

(2) RNAi 依存性ヘテロクロマチンに関与す

る新規因子の遺伝学的同定と解析

既知の分裂酵母ヘテロクロマチン因子に

ついてデータベース上で登録されている性



質をその他の因子と比較すると、ヘテロクロ

マチン因子に特徴的な性質を抽出すること

ができる（表１）。この情報をもとに、これ

らの性質をもつ因子をデータベースから選

別しそれらの因子について系統的に遺伝子

破壊をおこない、ヘテロクロマチンに異常を

示す物の探索をおこなった。その結果得られ

た因子のいくつかについてヘテロクロマチ

ンで果たす機能について分子生物学的解析

を進めた。

表１データベース中でのヘテロクロマチン

因子の共通性質

４．研究成果

(1) RNAポリメラーゼ IIのRNAi依存性ヘテ

ロクロマチンでの機能の解析（投稿準備

中）

「研究の方法」で述べた RITS-tethering

system の ura4siRNA の生成およびヘテ

ロクロマチン形成は RNAi 経路や通常の

ヘテロクロマチンタンパク質の機能に依

存していて、例えば RNAi 因子の dcr1 や

ヘテロクロマチン形成に必須の clr4 (図

１参照)の遺伝子破壊をするとヘテロクロ

マチン形成は起こらない。しかし、

rpb2-m203 変異を導入しても野生型と同

様にヘテロクロマチンの形成が起こるこ

とを見いだした。このことは、RITS を強

制 的 に RNA に 結 合 さ せ る こ と で

rpb2-m203 変異を相補できることを示し

ている。つまり、RNA ポリメラーゼ II

はRITSを ncRNAに結合させる段階で機

能しており rpb2-m203 変異によりその機

能が特異的に損なわれていることを示し

ている（図３）。

直接 RNA ポリメラーゼ II が RNAi 関連因

子、特に RiTS 複合体と相互作用する可能性

について、それぞれの RNAi 因子と RNA ポ

リメラーゼ II の免疫沈降実験を精力的に行

ったが、そのような相互作用は検出できなか

った。また共同研究者の田中は野生型 RNA

ポリメラーゼ II と rpb2-m203 変異をもつ

RNA ポリメラーゼ II を精製し変異型ポリメ

ラーゼでうしなわれるような因子を検討し

たがいままでのところそのような因子の検

出にはいたっていない。これはそのような相

互作用はヘテロクロマチンを転写するごく

わずかの RNA ポリメラーゼ II でのみおこり、

量的に少ないため上記のような手法では検

出が困難なのではないかと考えている。この

点は yeast two hybrid法が有効ではないかと

考えている。

図３ RNAi 依存性ヘテロクロマチンにおける RNA ポリ

メラーゼの機能のモデル

mRNA の capping, polyA 付加、スプライ

シングなど RNA プロセシングに RNA ポリ

メラーゼ II が直接関与し、これらのプロセシ

ング因子群が転写と共役して mRNA 上にリ

クルートされると最近考えられており、その

制御機構に注目が集まっている。上記の我々

の結果は RNAi依存性ヘテロクロマチン形成

においてもでも siRNA合成の鍵となるRITS

複合体が転写と共役して ncRNA にリクルー

トされていることを示し、転写と RNA プロ

セシングを考える上で非常に重要な知見で

ある。さらに我々の結果は通常の mRNA と

ヘテロクロマチン ncRNA の転写の時に呼び

込まれる因子が異なることを示している（図

4）。この RNA の運命決定機構はほとんど未

知であり、我々の研究成果は、転写〜RNA

プロセシング研究の新たな方向性を示して

いる。我々は現在、新規科学研究費の支援を

得てこの点について精力的に解析を進めて

いる。



図 4ヘテロクロマチンでの RNA 運命決定

(2) RNAi 依存性ヘテロクロマチンに関与す

る新規因子の遺伝学的同定と解析

「研究の方法」の項で述べたようにデータベ

ース中でヘテロクロマチン因子と類似した

性質をもつ因子を抽出し系統的に約 50 遺伝

子の破壊をおこない 10 株ヘテロクロマチン

に異常を示す遺伝子を同定した。このことは

我々が用いた逆遺伝学的手法の有用性を示

している。これらの遺伝子のうち特に表現型

がはっきりしていて、解析を進めてた因子に

ついて以下にまとめる。

① casein kinase II (CK2) (Shimada et

al. Genes & Dev. 23:18-23 (2009))

タンパク質リン酸酵素 CK2 は細胞内外の

非常に多くのタンパク質をリン酸化し機能

を調節することが知られている。CK2 の制御

サブユニットの一つ ckb1 を破壊するとヘテ

ロクロマチンでの転写抑制が起こらず、ヘテ

ロクロマチンに挿入されたマーカー遺伝子

や ncRNA の転写が顕著に上昇した。解析の

結果、CK2 はヘテロクロマチンタンパク質

HP1 の分裂酵母ホモログ Swi6, Chp2 をリン

酸化していることを見いだした。詳細な解析

の結果このリン酸化の有無はヘテロクロマ

チンの基本構造を規定するヒストン H3 の９

番目のリジンのメチル化及びそれを認識結

合する Swi6, Chp2 の局在には影響を与えず、

ヘテロクロマチン内での転写やヘテロクロ

マチンの拡張を制御する因子の局在を以下

のように制御する事が明らかになった。

a. CK2 によるリン酸化はヘテロクロマ

チンの拡張を促進し転写を抑制する

因子SHRECのヘテロクロマチン局在

に必要である。

b. SHREC と拮抗的に働き拡張抑制・転

写活性化を行う因子 Epe1 のヘテロク

ロマチン局在には CK2 による Swi6,

Chp2 のリン酸化は不要である。

c. ヘテロクロマチンにSHRECが局在す

ると、Epe1 のヘテロクロマチン局在

が制限される。

d. ヘテロクロマチンに Swi6 依存的に局

在し、姉妹染色分体接着に必須の

cohesin の局在は CK2 による Swi6 リ

ン酸化に影響されない。

この結果、Swi6,Chp2 の CK2 によるリン酸

化の有無により、転写が抑制されヘテロク

ロマチンの拡張が促進する不活性な状態と、

転写が起こりやすく拡張が抑制される活性

な状態が制御されていることになる（図 5）。

この結果はヘテロクロマチンが従来想定さ

れたような静的なクロマチン構造ではなく、

細胞内外の状況に応じて調節されうるダイ

ナミックな構造であることを明確に示して

おり、クロマチン構造研究の分野において

インパクトのある結果である。

図 5 ヘテロクロマチン機能のリン酸化による制御

② RNA の CAP 構造のトリメチル化酵素

Tgs1

Tgs1 は通常 mRNAが 5’端にもつ CAP 構造

（グアノシンの７位がメチル化されている

構造）をさらにメチル化しトリメチル化する

酵素で、 snRNA, snoRNA といった核内

ncRNA の CAP をトリメチル化している。分

裂酵母の tgs1 破壊で一部のヘテロクロマチ

ンが損なわれた。詳細な解析の結果、Tgs1

は一度できたヘテロクロマチンの維持には

ほとんど必要ないが、新規にヘテロクロマチ

ンを形成する際には必須であることが明ら

かになった。このようにヘテロクロマチンの

「新規確立」の段階でのみ働く因子は未だに



報告されておらずその機能は非常に興味深

い。現在ヘテロクロマチン ncRNA の CAP

のトリメチル化を Tgs1 がおこない、その修

飾が ncRNA の運命決定に重要な意味がある

と考え解析を続けている。

③ RNA ポリメラーゼ II の CTD リン酸化

酵素 (lsk1, csk1)

RNA ポリメラーゼ II の最大サブユニット

Rpb1は C末に７アミノ酸(YSTPSPS)からな

るリピート配列（CTD、分裂酵母では 26 リ

ピート）を持っている。転写をおこなうポリ

メラーゼの CTD はでは２番目、５番目、７

番目のセリン（S）がリン酸化を differential

なリン酸化を受け、２番目のリン酸化は

mRNA の poly A 付加やスプライシング、5

番目のリン酸化は mRNA の capping に関与

するとことが示されている。さらにこれらの

リン酸化は転写がおこっている領域のクロ

マチン構造制御にも関与すると考えられて

いる。Lsk1 は CTD の 2 番目のセリンのリン

酸化酵素であり、Csk1 は２番目のセリンの

リン酸化酵素である Cdk9 を活性化するタン

パク質リン酸化酵素である。lsk1, csk1 のど

ちらの遺伝子破壊でもヘテロクロマチンに

よる転写抑制が損なわれた。予備的結果では

ヘテロクロマチンの構造そのものは変異株

で影響を受けず、転写の抑制、おそらくは転

写された RNAの exosome による分解が損な

われていることを示している。このことは

RNA ポリメラーゼ II が siRNA だけでなく、

exosome 系の機能にも直接関与しているこ

とを示唆しており非常に興味深い。CTD のリ

ン酸化部位変異の解析を含め、この解析も現

在さらに展開中である。
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