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研究成果の概要（和文）：

ヘテロクロマチンは遺伝子発現制御や遺伝情報維持に重要なクロマチン高次構造である。本研

究はモデル生物である分裂酵母を用いて RNAi 機構に依存して形成されるヘテロクロマチンに

着目しその形成・機能の解明を目指した。その結果、RNAi 依存ヘテロクロマチン形成過程お

よびヘテロクロマチン内転写の制御で機能する転写関連因子ネットワークの一部を明らかにし

た。また新規因子の機能解析から核膜近傍に「RNAi 依存ヘテロクロマチン形成場」が作られ

るという新規概念を提唱した。

研究成果の概要（英文）：
Heterochromatin is an important for epigenetic gene regulation and maintenance of
genetic information. Using fission yeast as a model organism, we focused on RNAi-directed
heterochromatin formation and tried to understand the molecular mechanism of its
formation and function. We revealed a part of network of transcription factors that regulate
the formation and function of heterochromatin. In addition, we also presented a novel
concept: factory for RNAi-directed heterochromatin formation is formed at nuclear
periphery.

交付決定額

（金額単位：円）

直接経費 間接経費 合 計

2009 年度 13,400,000 4,020,000 17,420,000

2010 年度 9,900,000 2,970,000 12,870,000

2011 年度 9,900,000 2,970,000 12,870,000

年度

年度

総 計 33,200,000 9,960,000 43,160,000

研究分野：生物学

科研費の分科・細目：基礎生物学・遺伝ゲノム動態

キーワード：ヘテロクロマチン、RNAi

１．研究開始当初の背景
ゲノム上で多様なクロマチン高次構造が

動的に変化することにより、細胞の増殖分化
が調節され細胞ごとの個性を作り出してい
る。クロマチン高次構造のなかでも特異な凝

縮した構造をもつヘテロクロマチンは従来
「不活性」なクロマチン構造としてとらえら
れてきが、近年の研究から非常にダイナミッ
クな構造体であり、エピジェネティックな遺
伝子発現制御、反復配列やトランスポゾンか
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らのゲノムの保護、染色体分配維持など多彩
な機能を持つことが明らかになってきた。そ
してその構造形成・維持・機能に non-coding
RNA を含む非常に多くの因子が寄与してい
ることもわかってきた。

ヘテロクロマチン研究には高等真核細胞
と 類似しつつも単純なヘテロクロマチン
をもち、遺伝学的解析が容易な分裂酵母がモ
デル生物として大きな役割を果たしてきた。
特にヘテロクロマチン領域で non-coding
RNA(ncRNA)の転写がおこり、それをもとに
機能する RNAi機構がヘテロクロマチン形成
に関与するという発見は、驚きを持って迎え
られた。そしてこのシステムは近年注目を集
める ncRNA の機能を考える上で重要な知見
である。図 1 に RNAi 依存ヘテロクロマチン
形成機構の概略を示す。

我々は分裂酵母ヘテロクロマチン関連
因子の同定や、RNAi 依存的ヘテロクロマチ
ンにおける ncRNA の動態の解析をおこなっ
てきて、いくつかの、興味深い因子や現象を
発見し報告してきた。そして、新規の因子特
に RNAiに関与する因子を次々に発見してい
る。これらのことから、ヘテロクロマチンは
想像以上にダイナミックで複雑な構造体で
あり、予期せぬメカニズムの発見も期待でき
ると考えている。そこで、今までの研究をよ
り推進し、各因子のさらなる同定と、因子間
の物理的ネットワークをシステマティック

に展開することが重要と考え、本研究課題の
提案に至った。

２．研究の目的
本研究課題は分裂酵母をモデルとして、ヘ

テロクロマチンの形成と機能制御に関与す
る因子群をできうる限り網羅的に同定し、さ
らにそれらの因子が形成する複雑なネット
ワークの一端を明らかにしようとするもの
である。

３．研究の方法
(1) 遺伝学的スクリーニングによりヘテロ

クロマチン関連因子を同定する。また同
定した因子のうち重要性が高いと予想
される因子について物理的に相互作用
する因子を two hybrid 法、複合体精製
〜質量分析の方法を使い同定していく。 

(2) 生化学的にヘテロクロマチンを精製単
離する方法を確立し、ヘテロクロマチン
に結合する因子群の同定を試みる。

(3) それぞれの因子がヘテロクロマチンの
形成過程、機能制御のどのステップに関
与するか判定し、分類をおこなう。

(4) 特に RNAi ヘテロクロマチンに特異的に
関与する因子群および、サイレンシング、
姉妹染色体合着などヘテロクロマチン
機能に関与する因子群に焦点をしぼり、
それらの因子間の物理的・機能的ネット
ワークを明らかにする。

４．研究成果
【ヘテロクロマチン因子のスクリーニング】
上記計画した(1)(2)のヘテロクロマチン因
子のスクリーニングのうち、(2)の生化学的
手法については、ヘテロクロマチンの精製手
法の確立ができなかった。ひとつには後述す
るようにヘテロクロマチンは核膜と相互作
用しているため精製に必要な可溶化が困難
であったことがある。さらに、可溶化の条件
を詳細に探す必要があるであろう。(1)の遺
伝学的スクリーニングについては、ヘテロク
ロマチン変異株のスクリーニングをおこな
い、RNAi 依存性ヘテロクロマチン形成にかか
わる新規因子 Dsh1の同定に成功した。また、
逆遺伝学的手法からは転写調節因子が数多
く同定した。

【同定した因子の機能解析と機能的ネット
ワーク】
遺伝学的手法により同定された因子さらに
既知の因子も含め他因子間の機能解析をお
こない、ヘテロクロマチン形成・調節にかか
わる興味深い知見が数多く得られた。以下に
その詳細をまとめる。

図 1.分裂酵母ヘテロクロマチン形成モデル
ヘテロクロマチン形成には DNA 結合蛋白質依存性機構
と RNAi 依存性機構の二つがある。どちらも最終的にヘ
テロクロマチン特異的ヒストン修飾に必要な酵素（ヒス
トンメチル化酵素, Clr4; ヒストン脱アセチル化酵素,
HDAC）をクロマチンに呼び込む。さらに修飾されたヒス
トンをヘテロクロマチン蛋白質 Swi6（HP1 ファミリー蛋
白質）が認識結合する。RNAi 経路ではヘテロクロマチ
ンで転写されるncRNAからRNA依存性RNAポリメラーゼ
(RDRC)、Dicer により siRNA が合成される。この siRNA
を取り込んだRITS複合体がDNA:RNA hybridを作りクロ
マチンに結合する ncRNA に結合し Clr4, HDAC および
RDRC のの呼び込みをおこなう。ヘテロクロマチンの
様々な機能はヘテロクロマチンに結合する種々の
effector 因子により担われている。



(1) 新規因子 Dsh1 と RNAi 依存ヘテロクロマ
チンにおける siRNA 増幅場の形成 (Kawakami
et al. Genes Dev, in revision)

EMS 処理により変異を導入した細胞からヘ
テロクロマチンに異常を示す変異株のスク
リーニングをおこない、９株の変異株を得た。
そのうち、典型的なヘテロクロマチン異常の
表現型を示す株２株について、遺伝学的マッ
ピングと DNA シークエンシングをおこない、
原因遺伝子を突き止めたところ１株は既知
の遺伝子 dcr1 であったが、もう一株は新規
遺伝子 SPBC582.04c であり dsh1 (defect in
silencing at heterochromatin 1)と名付け
さらに詳細な解析を進めた。他の７株は現在
科学研究費「ゲノム支援」の支援を得て Deep
sequencing による原因遺伝子の同定をおこ
なっている。

Dsh1 破壊株ではヘテロクロマチン特異的
ヒストン修飾である Histone H3 の９番目の
リジンのメチル化(H3K9me)の減少とヘテロ
クロマチン由来の siRNA の消失、ヘテロクロ
マチン ncRNA の蓄積が見られた。この表現型
は RNAi 因子の dcr1 破壊株と同一で、Dsh1 は
Dcr1 と同様に RNAi 依存性ヘテロクロマチン
形成の必須因子であることが明らかとなっ
た。さらに詳細な解析をおこなったところ、
Dsh1 はヘテロクロマチン ncRNA から二本鎖
RNA を合成する複合体 RDRC とその二本鎖 RNA
から siRNA を合成する Dcr1 と相互作用しつ
つ、ヘテロクロマチンに結合することで、ヘ
テロクロマチン上で両者の反応を効率よく
共役させて siRNAの増幅過程を推進している
ことが明らかとなった。また、Dsh1 は膜貫通
ドメインによく似たドメイン(TML ドメイン)
をもち、TML ドメイン依存的に核膜内膜近傍
に局在し Dcr1 と結合している。TML ドメイン
の欠により Dsh1 の核膜局在が失われると、
RNAi 依存性ヘテロクロマチン形成がおこら
ない。つまり、ヘテロクロマチン形成に必要
な siRNAの増幅は核膜内側に局在するヘテロ
クロマチン上の「siRNA 増幅場」あるいは
「RNAi 依存ヘテロクロマチン形成場」とも言
うべき構造体でおこり、Dsh1 はその場を形成
する主要因子であると考えられた（図２）。

ほぼすべての真核細胞でヘテロクロマチン
は核膜近傍に局在が知られているが、その生
理的意味は知られていなかった。本研究はそ

の意義の一端を明らかにしたものである。

(2) 核膜とヘテロクロマチンの関連
Dsh1 の解析から、ヘテロクロマチン制御に

おける核膜の重要性があきらかとなった。さ
らにこの観点から解析を進め、以下の結果を
得ている。
① ヘテロクロマチンの核膜局在は広く真核
生物で保存されているがその機構は明らか
ではない。前述の「siRNA 合成場」 の結果か
ら RNAi 因子やヘテロクロマチン形成が核膜
局在に及ぼす影響を検討した結果、RNAi 因子
やヘテロクロマチン形成因子がヘテロクロ
マチンの核膜局在に重要であることがわか
った。しかし、同時に他の機構もヘテロクロ
マチンの核膜近傍局在に機能していると考
えられる。（Kawakami et al. unpublished
data）
② 核膜のヘテロクロマチン形成への関与を
調べるために既知の核膜内膜蛋白質 Ima1,
Lem2, Man1 の遺伝子破壊をおこない、ヘテロ
クロマチンへの影響を調べた。その結果 Lem2
破壊によりセントロメアヘテロクロマチン
形成が阻害され、核膜蛋白質が何らかの形で
ヘテロクロマチン形成に関与することが示
唆された。(Higashi unpublished data)

以上の結果は核膜機能とヘテロクロマチ
ン機能に密接な関連があることを強く示唆
している。ヘテロクロマチン解析のひとつの
方向性を示していると考えている。

(3)転写制御関連因子と RNAi 依存ヘテロクロ
マチン形成

我々以前 RNA ポリメラーゼ II(RNAPII)が
RNA 依存ヘテロクロマチン形成に重要な
ncRNA の転写をおこない、その ncRNA から
siRNA を合成する過程に関与する事を示した
(Kato,Science 2005}。RNAPII の転写制御に
は多くの因子が関わるが、これらの中にはヘ
テロクロマチン形成に重要な因子が存在す
る可能性があると考えた。そこで、逆遺伝学
的手法により既知の転写制御関連因子から
ヘテロクロマチンに影響を与える因子を複
数同定した。それらの因子のうち比較的解析
が進んだ物について以下にまとめる。

① CTD リン酸化 (Kajitani et al. in
preparation)
CTD は 7 アミノ酸からなる配列の繰り返しで
真核細胞の RNAPII に共通してみられ、分裂
酵母では 26 回繰り返している。繰り返し配
列の２，５，７番目のセリンがリン酸化修飾
を受ける。２，５番目のリン酸化の機能は表
１に示すように解析が進んでいるが７番目
のリン酸化についてはその機能ははっきり
とはわかっていない。
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共同研究により CTD のリン酸化をうけるセリ
ンをアラニンに置換した変異を作成したと
ころ、５番目のセリンの変異株(S5A)は致死
であったが、２、７番目のセリンの置換変異
株(S2A, S7A)は生育可能で、この二つの株に
ついてヘテロクロマチンにおよぼす効果に
ついて詳細な解析をおこなった。
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② メディエーターによる ncRNA 転写制御
メディエーターは転写因子による RNAPII 制
御を橋渡しする因子として同定された３０
以上のサブユニットからなる巨大な複合体
で立体構造から head, middle, tail 三つの
ドメインから成る。RNAPII による転写制御に
広く関与する事は知られているがその機能
は明らかでない。メディエーターがヘテロク
ロマチンにおける RNAPII の機能に関与する
可能性を考え、既知のメディエーターサブユ
ニットのうち non-essential なサブユニット
遺伝子を系統的に破壊し、RNAi 依存性ヘテロ
クロマチンへの影響を解析した。その結果、
ヘッドドメインに属する pmc6 (med18),
med20 の破壊により、RNAi 依存性ヘテロクロ
マチン構造が損なわれることがわかった。そ

め
マ

表１ RNA ポリメラーゼ IICTD のリン酸化
Rpb1 の CTD リン酸化部位のキナーゼと機能をまと
た。赤字は本研究の逆遺伝学的解析からヘテロクロ
S2A, S7A両変異株共にヘテロクロマチンに
る遺伝子発現抑制の解除がおこるが、その
構は全く別であった。最近、異常 RNA 分解
関わる Exsome による RNA 分解がヘテロク
マチンの gene silencing に機能する事が
唆されているが CTD-S2 リン酸化はこの過
に必要な物と思われる。また、このリン酸
はヒストン H3K36 をメチル化する Set2 複
体によって認識されることが知られてい
。実際 set2 破壊株も CTDS2A 変異株と同様
表現型を示し、CTD-S2 リン酸化と Exsome
よる RNA 分解が Set2 によるヒストン（あ
いは他の蛋白質のメチル化修飾）を介して
ながる可能性が高く、現在その検証をおこ
っている(図３)。

一方、CTD-S7 のリン酸は RNAi に依存する
テロクロマチン形成に必要であった。さら
その分子機構の解析から、S7 は RNAi 依存
テロクロマチン形成の鍵となる反応であ
RITS 複合体による ncRNA への結合に必要
ことを明らかにした。つまり RITS 複合体
転写されつつある ncRNA に CTD-S7 リン酸
依存的に結合することになる。（図３）

以上の解析から CTD のリン酸化が RNAi 経路
differential な制御にかかわることが明
かになると共に、今まで未知であった

TD-S7 リン酸化の機能を明らかにすること
できた。

の後の解析からヘテロクロマチン内での
ncRNA 転写制御に関与することを示唆する結
果を得ている。
③ ヒストンシャペロン FACT
FACT は三つのサブユニットからなるヒスト
ンシャペロン複合体で広く真核生物で保存
されている。先行論文により、一つのサブユ
ニット pob3 遺伝子の破壊によりヘテロクロ
マチンによる遺伝子発現抑制が解除される
ことが示されていたが、その機構は不明であ
った。そこでヘテロクロマチンによる遺伝子
発現抑制における FACT の役割について解析
をすすめた。pob3 破壊株ではロクロマチン構
造は維持されているが、RNAPII の局在は増え
ていた。さらにヒストン H2B, H3 の局在を調
べるとヒストン H3 は変化しないが、H2B がヘ
テロクロマチンで大きく減少していた。FACT
は H2A, B のシャペロンとして知られており、
Pob3はヘテロクロマチンでH2A-Bを維持する
のに必要であり、破壊株では通常の H2A, B,
H3,4 それぞれ２個ずつの８量体ではなく、６
量体が増加しそのことがヘテロクロマチン
内での転写の増加につながると考えられる。
この結果はヘテロクロマチンでもヌクレオ
ソーム構造はダイナミックに変化しうるこ
とを示し、ヌクレオソーム６量体８量体変化
による転写制御という、新しい転写制御機構
の存在を示唆している。
④ Epe1 による転写制御
Epe1 はヘテロクロマチン・ユークロマチン境
界でヘテロクロマチンの拡張を抑制する因
子として同定された因子である。その後 Epe1
はヘテロクロマチンへの RNAPII のリクルー
トを促進することや、epe1 破壊により RNAi
依存性ヘテロクロマチン不安定化する事が
報告されている。Epe1 は jmjC ドメインと呼
ばれる、ヒストン脱メチル化酵素に共通して
見られるドメインを持つが現在まで実際に
脱メチル化活性をもつことは示されておら
ず、Epe1 の作用機構は全く不明である。
この Epe1 に着目し解析を進めた。

チンに関与することが判明したキナーゼ遺伝子

RNAPII

YS2PTS5PS7YS2PTS5PS7
P P

N 4 4
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RNAi 依存ヘテロクロマチン形成に関与す
るヘテロクロマチン ncRNA 転写は S期に特異
的に起こることが示されている。しかし、ヘ
テロクロマチンがこの S期特異的転写に必要
な事以外、その制御機構は不明であった。ま
た S期特異的転写がヘテロクロマチン形成に
本当に必要であるかどうかについても明確
な証拠はない。我々は Epe1 が S 期特異的転
写を誘導する因子であることを示した。また
Epe1 はリン酸化修飾を受けていることを見
いだしたが、興味深いことにこのリン酸化の
一部は細胞周期制御を受け、G1/S 期に低リン
酸化状態で S 期進入と共にリン酸化を受け、
M 期に強いリン酸化を受けることを見いだし
ている。このリン酸化が Epe1 の S 期におけ
る機能を制御している可能性がある。

前述のように epe1 破壊により RNAi 依存ヘ
テロクロマチンにおける転写抑制が不安定
化する。この原因ついて検討すると転写抑制
が損なわれたクローンでは H3K9me3が大きく
減少していてヘテロクロマチン形成が不安
定化していることがわかった。これは前述の
結果で示したように epe1 破壊により S 期特
異的な転写制御が失われることが原因と考
えられる。この結果は S期に転写がおこるこ
とが RNAi 依存ヘテロクロマチン形成に重要
であることを示している。
⑤ Epe1 による境界形成とヘテロクロマチン
安定化
④で述べたよう Epe1 はヘテロクロマチン構
造安定化に必要である。一方 epe1 はユーク
ロマチン・ヘテロクロマチン形成にも必要で
ある。そこで、Epe1 のもつヘテロクロマチン
安定化と境界形成の間の相関について検討
をおこなった。すると、epe1 破壊によりヘテ
ロクロマチンが損なわれていないクローン
においても境界形成は損なわれており、ヘテ
ロクロマチン安定化と境界形成は独立した
メカニズムで Epe1 により制御されているこ
とが示唆された。

Epe1 は N 末に近い領域に jmjC ドメインを
持ち、C末側には既知のドメインをもたない。
そこで C 末から段階的に欠失を導入し、ヘテ
ロクロマチン安定化と境界形成を調べると、
C末から約50アミノ酸を欠失した株ではヘテ
ロクロマチンは安定だが境界形成能が失わ
れていることが明らかとなった。この結果は
境界形成とヘテロクロマチン安定化が異な
る機能であるとの推測を支持している。

現在、この C末領域に相互作用する因子を
中心に Epe1 と相互作用する因子の解析をお
こなっている。

⑥ Epe1 による転写制御とコヒーシン
(Shimada et al. in preparation)

ヘテロクロマチン領域には染色体複製後
の姉妹染色分体接着をおこなうコヒーシン

が集積し機能している。分裂酵母のコヒーシ
ンは Swi6 と相互作用することが示され、こ
の結合がコヒーシンのヘテロクロマチン集
積に重要であると考えられていた。従って、
swi6 破壊株ではヘテロクロマチン領域での
コヒーシン集積がおこらず、染色体異常の表
現型を示す。

我々は epe1 破壊株でもヘテロクロマチン
領域でのコヒーシンの減少と染色体分配異
常が起こることに気づいた。この表現型は
epe1 破壊によるヘテロクロマチン不安定化
がおこらず Swi6 が維持されているクローン
でもおこり、Swi6 の減少による物ではない。
コヒーシンは G1/S 期にクロマチンにコヒー
シンローダーMis4 依存的に結合する。ユーク
ロマチンでのコヒーシン、Mis4 の局在解析か
ら Mis4 は G1/S 期に転写依存的にクロマチン
上に局在し、コヒーシンを呼び込むこと、ク
ロマチンに結合し姉妹染色分体接着を確立
したコヒーシンは転写により転写領域下流
に押しやられて遺伝子間領域に集積するこ
とが示唆されている。この知見をもとに、
Epe1 によるヘテロクロマチン内転写制御と
コヒーシンの間に相関があると考え解析を
進め、以下のようなモデルを構築した。

S期に Epe1 によりヘテロクロマチン ncRNA
転写がおこるとこれに依存して Mis4 が局在
しコヒーシンをヘテロクロマチン領域に呼
び込み、姉妹染色分体接着がおこる。その後
S〜G2期にヘテロクロマチン形成とEpe1の活
性低下による ncRNA 転写が抑制とコヒーシン
-Swi6 相互作用によりコヒーシンはヘテロク
ロマチン上に維持される。このことは、ヘテ
ロクロマチン内の Epe1 による転写制御がヘ
テロクロマチン形成だけでなく姉妹染色体
接着制御にも機能することを示す重要な知
見であると考えている。
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