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研究成果の概要（和文）：　染色体のクロマチン構造がDNA組換えの経路選択に関与することを明らかにした。セント
ロメアのクロマチンは、単鎖DNAアニーリング（SSA反応）や交叉型組換えを抑制することがわかった。この制御により
セントロメアでの染色体再編が阻止されていた。
　DNA複製前複合体preRCが染色体上に非常に多く形成することの意義を明らかにした。DNA二重鎖切断の修復に重要で
あることや恐らくヒストンのアセチル化を介してクロマチン構造に影響することがわかった。

研究成果の概要（英文）：   Chromatin structures affect the pathway choice of DNA recombination.  We found 
that the chromatin structures formed in centromere prevents single-strand annealing (SSA) and crossing ove
r to take place.  This centromere-specific regulation of recombination is important to prevent gross chrom
osomal rearrangement (GCR) in centromere.
   Numbers of pre-replicative complexes (preRCs) are assembled on each chromosome in eukaryotes.  We found
 that the formation of preRCs is important not only for DNA replication per se but also for the repair of 
DNA double-strand breaks (DSBs) and for the construction of chromatin structures in centromere probably th
rough histone acetylation.
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１．研究開始当初の背景 
	 DNA複製や組換えの分子メカニズムは、主
に裸の DNAを用いた in vitroの再構成実験に
より解明されてきた。しかし、真核生物の細
胞内では、DNAはヒストン蛋白と結合するこ
とでヌクレオソームを形成し、それらの相互
作用することで更に複雑なクロマチン構造
を構築している。したがって、実際の細胞の
中で起こる DNA 組換えや複製などの分子メ
カニズムを解明するためには、それらの反応
とクロマチンとの関連を明らかにする必要
がある。 
	 ヒトを含む多くの真核生物のセントロメ
アは DNA リピート配列により構成されてい
る。分裂酵母を用いた解析から、申請者らは
DNA相同組換えの中心因子であるRad51が S
期にセントロメアに結合して染色体再編を
抑制することを明らかにした。それまでは、
複雑なクロマチン構造が形成されているた
めセントロメアでは組換えが起きないと思
われていた。ところが、近年、マウス細胞に
おいても DNA 組換えがセントロメアで高頻
度に起こることが報告された。セントロメア
では他の染色体領域とは異なった特殊なク
ロマチンが形成される。これには、ヒストン
H3 バリアントである CENP-A やヒストンの
翻訳後修飾などが重要である。興味深いこと
に、rad51 破壊株は微小管重合阻害剤に高感
受性を示すと共に染色体を喪失する頻度が
非常に高い。これらの結果から、DNA相同組
換えはセントロメア領域の維持に重要な役
割を果たすと考えられる。 
	 一方、DNA複製フォークの進行がセントロ
メアで停止することが知られている。これま
で、申請者らは分裂酵母の複製開始点を網羅
的に同定し、細胞周期依存的キナーゼ（CDK
と DDK）やヘテロクロマチン蛋白 HP1/Swi6
による複製開始の制御機構を明らかにした。
また、複製進行が阻害されたときには MCM
複製ヘリケースの活性制御が重要であるこ
とを示した。近年、MCM の染色体結合が効
率よく起きないために DNA アルキル化剤
（MMS）処理などにより生じる DNA損傷に
高感受性を示す mcm6-S1 変異株の単離にも
成功した。興味深いことに、この株ではセン
トロメアへの MCM結合が低下し、転写サイ
レンシングも正常に起きない。このことから、
複製ヘリケース MCMもセントロメアのクロ
マチン構造に重要な役割を果たすと考えら
れる。 
 
２．研究の目的 
	 セントロメアの高次クロマチン構造と
DNA複製・組換えとは相互的に制御されてい
ると考えられる。そこで、セントロメアでの
複製・組換えの分子機構を明らかにすると共
に、複製・組換えによるクロマチンの制御機
構を明らかにすることを目的とする。 
 

（１）セントロメアでの DNA 組換え機構の
解明 
セントロメアでの組換え頻度をモニターす
る実験系を分裂酵母で構築する。そして、既
知の組換え・修復因子の中からセントロメア
での組換えに必要な因子を同定し、その役割
を明らかにする。 
（２）セントロメア組換えに必要な新規因子
の同定 
酵母ゲノムにランダム変異を導入すること
でセントロメア組換え特異的に働く新規因
子を同定し、その役割や他の組換え因子との
関係を明らかにする。 
（３）DNA組換えによるクロマチン構造の制
御機構の解明 
CENP-A のセントロメア局在やヒストン修飾
状態などを解析することで、DNA組換えがク
ロマチン構造をどのように制御するのかを
明らかにする。 
（４）DNA複製によるクロマチン構造の制御
機構の解明 
DNA 複製関連因子がセントロメアでの組換
えとクロマチンに与える影響を明らかにす
る。 
 
３．研究の方法 
	 染色体の安定維持に不可欠なセントロメ
アに於ける DNA 組換えと複製がエピジェネ
ティカルなクロマチン構造にどのように寄
与するのかを明らかにする。その為に、他の
多くの真核生物と同様にリピート配列をセ
ントロメアに持ちながらも、詳細な遺伝学的
解析が可能である分裂酵母 S. pombeを用いて
以下の実験を進める。セントロメアのリピー
ト配列間の組換え制御に働く新規因子を同
定し、その働きを明らかにする。そして、複
製や組換えがヒストン修飾やその修飾酵素
やCENP-Aなどのキネトコア蛋白の局在や機
能に与える影響を明らかにする。 
（１）セントロメアで機能する組換え修復因
子の同定 
DNA二重鎖切断（DSB）の DNA相同組換え
による修復は大きく次の３つのステップに
分けることができる。第一に DSB末端のプロ
セッシングによる単鎖 DNA の形成、次に単
鎖DNAに結合したRad51によるDNA鎖交換
反応、そして、最後にホリデイ構造体の解消。
例えば、最初の単鎖 DNA の形成には
Mre11-Rad50-Nbs1 (MRN)、Exo1、Rqh1（RecQ
タイプのヘリケース）が働く。このように、
それぞれのステップに働く因子が数多く同
定されている。そこで、これら因子の遺伝子
破壊株を作成してセントロメアでの組換え
頻度を測定する。これにより、セントロメア
組換えがどのようなメカニズムで起こるの
かを明らかにする。 
（２）同定した組換え修復関連因子間の相互
依存関係 



これまでに Flag エピトープと付加すること
でRad51のセントロメア結合をクロマチン免
疫沈降(ChIP)法により検出することに成功し
た（Nakamura et al EMBO J 2008）。そこで、
このシステムを発展させてセントロメア組
換えに関与する蛋白の局在を同様の手法に
より検出する。また、変異株を用いることで
それらセントロメア組換え蛋白のセントロ
メア結合の相互依存関係を明らかにする。ま
た、GFPや mCherryなどの蛍光蛋白を利用し
て目的蛋白のセントロメア局在を顕微鏡観
察する。 
（３）セントロメア組換え制御に必要な新規
因子の同定 
セントロメア組換えに特異的に関与する因
子を明らかにすることは、この領域での組換
え機構を明らかにする上で大きなブレーク
スルーとなる。そこで、上記の組換え検出系
を持つ分裂酵母を薬剤処理することで、ゲノ
ム DNAにランダム変異を導入する。EMS処
理した細胞クローンを寒天培地上でパッチ
状に生育し、レプリカ法により組換え頻度を
准定量的に調べる。野生株に比べて組換え頻
度が大きく変化したクローンに関しては戻
し交配を行った後、分裂酵母のゲノム DNA
を含むプラスミドライブラリーを導入する。
そして、組換え欠損を相補するプラスミドを
回収し、その塩基配列を決定することでセン
トロメア組換えに関与する遺伝子を同定す
る。プラスミドを安定に維持できないなどの
理由により、この方法では原因遺伝子が同定
されない場合には次世代シークエンスによ
り変異遺伝子を決定する。 
（４）DNA 組換えによるヒストン修飾、
CENP-A局在への影響 
rad51 破壊株ではセントロメアでの転写サイ
レンシングが部分的に解除される。このこと
から、ヒストンのアセチル化状態や CENP-A
の局在にRad51が関与する可能性が考えられ
る。そこで、アセチル化状態を認識する特異
的抗体を利用して ChIP を行う。また、
Real-time PCR による定量的解析により、
CENP-A のセントロメア結合に於ける影響に
ついても明らかにする。一方、ヒストンのア
セチル化やCENP-Aの局在は二次的な効果で
あり、DNA組換えがセントロメアのクロマチ
ンに影響する過程での直接のターゲットで
はない可能性が考えられる。そこで、rad51
破壊株に分裂酵母ゲノムライブラリーを導
入して、その形質転換体の中からセントロメ
アの転写サイレンシングの欠損を抑制する
多コピーサプレッサー遺伝子のスクリーニ
ングを行う。また、rad51 破壊株ではミニ染
色体の喪失も高頻度で起こるので、この表現
型を指標としたサプレッサー遺伝子の探索
も行う。 
（５）DNA 組換え蛋白とクロマチン関連蛋
白との相互作用  
セントロメアで機能する HDAC や CENP-A

などのクロマチン関連蛋白とセントロメア
組換えに働くRad51などの蛋白との間の相互
作用を２ハイブリッド法と免疫沈降法によ
り解析する。相互作用が見られた因子に関し
ては、それら因子のセントロメア局在の相互
依存関係を ChIP 法や蛍光顕微鏡を用いた手
法により明らかにする。 
（６）クロマチン構造によるセントロメア組
換えの制御機構 
セントロメアのクロマチン構造が DNA 組換
えにどのように影響を与えているのかを明
らかにすることは、セントロメア組換えの生
理的意義を考える上で重要である。そこで、
セントロメア領域のクロマチン構造に影響
を与える様々な変異株を用いて DNA 組換え
頻度を測定する。組換え頻度に大きな影響を
与える因子については組換え因子との二重
変異株の表現型解析やセントロメア局在の
依存関係について調べる。これらの解析によ
り、セントロメアで DNA 組換えを誘発する
メカニズムを明らかにしたい。 
（７）DNA複製による組換えとクロマチン構
造の制御機構 
セントロメアでは DNA 複製の進行停止ある
いは遅延が起こる。近年、CENP-A を含むヌ
クレオソームが通常のヌクレオソームとは
逆向きにDNAが巻いていることが示された。
このような特徴が複製の進行を阻害して
DNA 組換えを誘発する可能性が考えられる。
そこで、２次元ゲル電気泳動法により複製中
間体 DNAを検出することで複製停止と DNA
組換え誘発との因果関係を明らかにする。ま
た、複製因子の様々な変異株を利用して、
DNA 複製がセントロメアでの組換えやクロ
マチン構造に与える影響を明らかにする。 
 
４．研究成果 
（１）遺伝子変換型組換えによる染色体再編
の抑制 
DNA 組換えには遺伝子変換型組換えなど
様々な反応経路が存在することが知られて
いる。しかし、それらがどのように使い分け
られているのかは明らかになっていない。
我々はセントロメアでは遺伝子変換型組換
えが組換え因子 Rad51、Rad54 によって起こ
ることを明らかにした。Rad54 の ATPase 結
合部位(P-loop)に保存されたリシン残基を置
換すると、その遺伝子変換型組換え欠損の強
弱に応じてセントロメアでの染色体再編が
上昇することがわかった。これらの結果から、
セントロメアでは遺伝子変換型組換え経路
が選択されることで染色体再編が抑えられ
ていると考えられる。 
（２）CENP-SX/MHF1-2 と Fml1/FANCM に
よる交叉と染色体再編の抑制 
単鎖DNAが相同な二本鎖DNAに侵入するこ
とで D ループと呼ばれる組換え中間体が形
成される。この中間体が安定化すると DNA
鎖の相互的交換（交叉）が起こるようになる



と考えられている。セントロメアと染色体腕
部を比較したところ、染色体腕部に比べてセ
ントロメアでは交叉が起こる頻度が低いこ
とを明らかにした。このような違いが生じる
原因を調べたところ、セントロメアに局在す
る CENP-SX/MHF1-2と Fml1/FANCMが交叉
の抑制に必要であることがわかった。また、
興味深い事に、CENP-SXや Fml1の変異株で
はセントロメアでの染色体再編が起こりや
すくなることがわかった。精製タンパク質を
用いた試験管内の解析から、CENP-SX と
Fml1 ヘリケースは複合体を形成して D ルー
プを解消する活性を持つことが報告されて
いる。これらの結果から、セントロメアでは
CENP-SX, Fml1がDループを不安定化するこ
とで交叉や染色体再編が起きる危険が抑制
されていると考えられる。 
（３）セントロメアでの Single-Strand 
Annealing（SSA）反応の抑制 
Rad51は単鎖 DNAが相同な二本鎖 DNAに侵
入することで Dループ形成を触媒する。しか
し、Single-Strand Annealing（SSA）と呼ばれ
る一本鎖 DNA 同士のアニーリング反応には
Rad52が重要であり Rad51は必要ない。分裂
酵母の解析から我々はセントロメアでは
Rad51 依存的な組換え反応のみが起こり
Rad52などによる SSAは起きないことを示唆
する結果を得た。また、興味深いことに、rad51
欠失株で起こる染色体再編の一部はRad52が
担っていることがわかった。これらの結果か
ら、Rad52依存的 SSAにより染色体再編が引
き起こされること、また、そのような反応が
セントロメアでは抑えられていると考えら
れる。 
（４）DNA 複製開始複合体 preRC による組
換え修復の促進 
DNA 複製の開始に必要な蛋白質複合体
preRC は染色体上で非常に多く形成される。
しかし、実際にはその一部からのみ DNA 複
製は開始しない。我々は preRC形成が低下す
るmcm6-S1変異株を用いて preRCが多数形成
されることが S 期での DNA 二重鎖切断修復
に必要であることを明らかにした。通常は複
製開始が起きない休止状態にある preRCつま
り Dormant originからの複製開始が組換え反
応の後期過程に重要である可能性を提唱し
た。 
（５）複製前複合体 preRCによるセントロメ
ア領域のクロマチン制御 
preRC は染色体上で均一に形成されるのでは
なくセントロエアなどで多く形成される。ま
た、分裂酵母、出芽酵母、カンジダ菌などの
セントロメア領域は S 期初期に複製される。
しかし、preRC がセントロメアに影響するの
かは明らかになっていない。クロマチン構造
により影響を受ける遺伝子転写について解
析した結果、preRC がセントロメアの転写サ
イレンシングに必要であることがわかった。
また、ヒストン H4 のアセチル化レベルにも

影響することがわかった。これらの結果から、
preRC がヒストン修飾酵素に影響することで
セントロメアのクロマチン構造に関与する
可能性が考えられる。今後、セントロメア領
域特異的に preRCを減少させることで、この
領域の preRCが重要であるのかを検証する予
定である。 
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