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研究成果の概要（和文）：分裂酵母Rif1はその結合部位(Rif1BS)に保存されるグアニンの連続配列(Rfif1CS)に
依存してクロマチンに結合し、その近傍100kbに渡り複製開始を抑制する。・Rif1BSはRif1CSに依存してグアニ
ン4重鎖(G4)を形成する。・精製Rif1は多量体を形成しG4に特異的に結合する。・Rif1はC端に依存して核膜に局
在する。・B細胞の免疫グロブリンのクラススイッチ及びT 細胞受容体再編成に要求される。・ES細胞では2細胞
期特異的遺伝子群の転写を抑制する。これらから、Rif1はG4結合を介して核膜近傍に、複製、転写、修復などを
制御するクロマチンドメインを形成する可能性を提唱した。

研究成果の概要（英文）：Rif1 is a conserved chromatin factor that regulates DNA replication, DNA 
repair and transcription. It may be involved in chromatin loop formation at nuclear periphery. We 
have determined genome-wide Rif1 bindings sites (Rif1BS) in fission yeast and identified a G-rich 
consensus sequence (Rif1CS). We then demonstrated the essential role of Rif1CS in chromatin binding 
of Rif1 and subsequent repression of DNA replication over a 100kb segment. Footprinting with DMS or 
various nucleases, polymerase stop assays as well as the effect of 7-deaza dGTP demonstrated that 
Rif1BS adopts G-quadruplex like structures. Purified fission yeast and mammalian Rif1 proteins 
specifically bind to this structure. Rif1 can simultaneously bind to multiple molecules of G4 
through oligomerization, providing potential basis for its ability to tether multiple chromatin 
fibers to generate chromatin compartment that may coordinately regulate replication, transcription 
or repair.

研究分野： 生化学

キーワード： 複製タイミング　グアニン４重鎖　クロマチンループ　染色体高次構造　非相同末端結合　Rif1タンパ
ク質　ES細胞　転写
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１．研究開始当初の背景 
長大な染色体 DNA 複製が限定された時間内
に完了するために、染色体は時間的、空間的
なルールに従って秩序正しく複製される。
我々は、複製開始を触媒する Cdc7 キナーゼ
の機能をバイパスする変異体として rif1 を同
定した。その後 Rif1 は，酵母からヒト細胞に
至るまで染色体複製タイミングを制御する
重要な因子である事を明らかにした。一方、
Rif1 は二本鎖 DNA 切断(以下 DSB)の末端消
化を阻害し組換え修復を阻害するとともに、
53BP1 の下流で非相同末端結合を促進する事
が明らかになった。一方、Rif1 ノックアウト
（以下 KO）マウスはある遺伝的背景ではメ
ス特異的な致死性を示すため X 染色体の異
常が示唆されたが、実際 Xist RNA の発現の
低下, X染色体不活性化の異常がRif1KO細胞
で観察された。Rif1 がこれらの多様な機能を
どのようなメカニズムで発揮するかは、全く
未知である。我々のこれまでの研究から、Rif1
は核膜や核小体辺縁部の構造体に M 後期/G1
期初期に強固に結合し、クロマチンループの
大きさを制御する事が明らかになっている。
この結合により、S 期中期の複製タイミング
ドメインを形成する可能性を提唱した。一方、
酵母において Rif1 は脱リン酸化酵素に結合
し、Cdc7 によるリン酸化反応を抑制する可能
性も提唱された。本研究では Rif1 の作用機序
について、その分子メカニズムの解明を目指
す。 
 
２．研究の目的 
長大な染色体の複製を S 期内に完了するため、
染色体複製は時空間的な制御下にある。代表
者らは、酵母及び動物細胞においてゲノムワ
イドの染色体複製タイミングを制御する重
要な因子として Rif1 を同定した。一方、Rif1
は相同組換えによる二本鎖 DNA 切断修復を
抑制し非相同末端結合を促進すると報告さ
れた。又特定の転写にも大きな影響を与える。
これらの Rif1 の多様な作用の分子基盤を明
らかにする事が本研究の目的である。このた
めに、酵母と動物細胞を用いて Rif1 の染色体
上結合部位、核内局在部位、分子上の機能部
位等の同定、更に個体レベルでの機能解析を
行なう。 
具体的には、分裂酵母と動物細胞を用いて、
Rif1 結合部位の一次元ゲノム上の分布、核内
三次元分布を既知の染色体局在マップ上に
投影し複製タイミングドメインの局在と比
較する。同時に、Rif1 の核内局在を三次元高
解像度顕微鏡(3D-SIM[Structured illumination 
microscopy]等)で解析する。Rif1 欠損時の染色
体の核内局在を調べ、Rif1 が染色体の核内の
存在状態に影響を与えるかを検討する。又、
Rif1 の種々の変異体を解析し、酵母及び動物
細胞で各種の機能に必要な領域を同定する。
特に脱リン酸化酵素等の作業分子が結合す
る領域があるかどうか検討する。更に Rif1 タ
ンパク質を精製し、Rif1 タンパク質の生化学

的性質、形態、構造を明らかにする。これら
の実験から、Rif1 の作用機序を明らかにする
と共に、Rif1 が核内の染色体局在、高次構築
を制御するメカニズムを明らかにする。更に
すでに樹立している Rif1KO マウス•細胞を
用いて Rif1 の個体発生•分化•ゲノム安定性
維持などにおける機能を解析する。これらの
実験結果に基づいて、Rif1 の作用機序を解明
する。 
 
３．研究の方法 
(1) Rif1 の染色体上結合部位の決定：Chip on 
chip あるいは ChIP-Seq 法により決定する。 
(2) Rif1 KO マウスは Sara Buonomo 博士（エ
ジンバラ大学）から供与を受けた。 
(3) Rif1 の DNA 結合の測定：ゲルシフトアッ
セイあるいはビオチン化 DNA を用いたプル
ダウンアッセイにより行った。 
 
４．研究成果 
(1) 分裂酵母ゲノム上 Rif1 結合部位の決定 
ChIP seq により分裂酵母ゲノム上の Rif1 結合
部位を決定した。 35 個の強い結合部位
(Rif1BS)が同定された(図 1)。Rif1BS は遺伝子
間領域に存在し、複製起点の場所とは重なっ
ていない。複製活性と比較すると Rif1BS は
HU存在下で活性の低い領域(後期に複製され
る領域)の近傍に存在する傾向がある。Rif1BS
の配列を解析した結果、グアニンに富んだ保
存配列 Rif1CS（CNWWGTGGGGG）が見出
された。この配列は、Rif1BS 内に二個以上存
在することが多く、それらは 3/4 のケースで
head-to-tail に並んでおり、その間隔はばらつ
きがあるが平均 100bp であった。Hi-C の data
に基づいて推測される、核内の染色体の配置
モデルを用いて、Rif1BS、特に head-to-tail に
Rif1CS が並んでいる Rif1BS の近傍(物理的に
近い距離)に rif1∆で活性化される後期起点が
存在する確率が高いことが示された(図 2)。ま
た、核内の配置図上に投影すると、Rif1 結合
部位は核膜の近傍、あるいは核小体のまわり
に多く存在すること、野生型では核の内部で
複製が起こるが、rif1∆では核膜や核小体のま
わりで複製が起こることがわかる(図 3)。これ
らのdataからもRif1は核膜や核小体のまわり
に結合することにより、そこで複製を抑制し
ていると推定される。 
(2) Rif1CS は Rif1 の染色体結合に必要 
Rif1 の染色体結合における Rif1CS の意義を
解明するため、ある Rif1BS において Rif1CS
に変異を導入し、その影響を検討した。
Rif1BS I_2663 の二個の Rif1CS のうちひとつ
ずつに変異を導入すると、それぞれ 10%, 40%
に結合が低下した。両方に変異を導入すると
結合はほぼ消失した(図 4)。複製への影響を調
べるために、HU 存在下における BrdU の取り
込みを調べた。その結果、変異を導入した
Rif1BS の近傍において複製活性が増加した。
その影響は 53kb 離れた領域でも観察された。
ゲノムワイドの BrdU の取り込みの解析によ



っても、結合部位のまわり 100kb ほどの領域
への影響が観察された(図 5)。これらの結果は、
Rif1 は Rif1CS に依存して染色体に結合し、
それにより、その近傍の長い領域の複製を抑
制することを示す。 
(3) Rif1 はグアニン４重鎖構造に結合する。 
Rif1 は dsDNA に弱く結合するが、Rif1CS に
依存しない。Rif1BS には Rif1CS のグアニン
連続配列以外にもグアニンの連続配列が存
在する。そこで、特殊な DNA 構造を形成す
る可能性を探索した。Rif1BS を熱変性した結
果、ゲル上でゆっくり泳動されるバンドが現
れた(図 6)。このバンドは、Rif1CS 変異によ
り消失する。また、7-deazaguanine に guanine
を置換した Rif1BS DNA では同様の処理を行
っても遅く移動するバンドは形成されなか
った。さらに、G4 構造を安定化することが
知られている G4 リガンドの一つ、7OTD を
添加すると、この構造は安定化された(図 6)。 
次に、精製した Rif1 が実際に G4 構造に結合
するかどうかをゲルシフトアッセイで調べ
た結果、1 本鎖 DNA 上に形成される G4 DNA
に特異的に結合することが明らかになった
(図 7)。さらに、Rif1BS を含む二本鎖 DNA を
鋳型に用いてゲルシフトアッセイを行った
結果、この場合も熱処理により生じる G4 を
含むと思われる DNA 構造に選択的に結合す
ることが明らかとなった。上記は分裂酵母
Rif1 を用いた結果であるが、動物細胞の Rif1
タンパク質も同様に G4 に特異的に結合する
ことを我々は示している。これらの結果から、
Rif1 は、G4 構造を特異的に認識・結合する
ことが明らかとなった。 
 (4) Rif1 によるクロマチン機能ドメイン形成
のメカニズム 
プルダウンアッセイによっても Rif1 は、G4
に結合することを示すことができた。そこで、
ビオチン化した G4 DNA を用いて、共存する
32P で標識した G4 DNA が同時に結合できる
かどうかを調べた。その結果、Rif1 タンパク
質の存在下で、共存する G4 DNA がビオチン
化したG4 DNAとともにプルダウンされるこ
とが示された。32P で標識した DNA が G4 構
造を形成しない時にはプルダウンされない
(図 8)。この事実は、Rif1 は、複数の G4 に同
時に結合できることを示す。 
精製 Rif1 の生化学的解析から、分裂酵母及び
動物細胞の Rif1 は、いずれも多量体を形成す
ることが明らかとなった。Rif1 のそれぞれの
サブユニットに異なるG4 DNAが結合するこ
とにより、Rif1 は複数の G4 に同時に結合す
る可能性が示唆される。そして、これは、Rif1
が核膜近傍において、G4 DNA 結合を介して、
染色体 DNA を束ねてクロマチンループ構造
を形成する分子基盤のひとつであると提唱
した。 
なお、Rif1 の非存在下でも、効率は低いが、
32P G4 DNA のプルダウンが観察された。この
ことは、G4 は自己集合する能力を有する可
能性も示唆する。 

 (5) Rif1 のその他の機能 
Rif1ノックアウトマウスは胎生中期に死亡す
る。Rif1 のその他の生物学的機能を解明する
ため、臓器特異的な Rif1 ノックアウトを作製
し、その機能の解析を行った。Lck-Cre ある
いは Lck-CD4 マウスと掛け合わせ、血球細胞
分化の途中で Rif1 を欠損させた(図 9)。いず
れのマウスも生まれ、生存することができる。
したがってRif1の機能はLckが機能する以降
の血球分化には不要であることが明らかに
なった。しかし、Lck-Cre Rif1(F/F)脾臓では、
T 細胞群が減少していた。 
以前にB細胞の免疫グロブリンのクラススイ
ッチに Rif1 が必要とされるという報告がさ
れている。T 細胞受容体再編成を調べた結
果、Lck-Cre Rif1(F/F)により、異常になって
いることが示された。このことは、DNA 切
断修復における Rif1 の機能を支持するもの
である。 
ES 細胞において Rif1 は高発現されている。
Rif1のノックアウトあるいは siRNAによる発
現減少は、iPS 細胞形成の効率を減少させた。
このことは、Rif1 は効率良い iPS 細胞の形成
に必要であることを示す。一方、Rif1 の発現
抑制は、未分化状態に維持に影響を与えると
ともに、ES 細胞の分化の過程にも障害を与え
る。これらのことから、適切な Rif1 の発現が、
幹細胞の増殖・維持そして分化に重要である
ことが示唆される。 
Rif1の発現抑制により転写のプロファイルが
変化する。特に、Zscan4 遺伝子クラスターな
ど、2 細胞期特異的遺伝子群の転写が著しく
増加する。他の細胞においても、Rif1 は、遺
伝子クラスター領域の転写を統合的に抑制
していることを見出している。 
本研究から、Rif1 は複製、修復、転写を制御
することが明らかとなった。またその制御に
G4 結合を介したクロマチン高次構造制御が
重要な役割を果たしている可能性が示唆さ
れた。Rif1 がこれらのことなる染色体ダイナ
ミクスを、クロマチン制御を介した共通のメ
カニズムで制御するかどうかを今後明らか
にしていきたい。 

 
 

図 1 分裂酵母ゲノム Rif1 結合部位と複製タイミングマップ 
(上) １番染色体上の Rif1 ChIP-seq のデータ。 (下) HU 存
在下でマップされる複製領域。rif1∆株では、野生株では完全
に抑制されていたテロメア領域を中心に後期複製起点が活
性化している。 
青：野生型；赤：rif1∆株；横軸：HU 存在下での複製開始効
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図２ Rif1BS 及び複製起点のモデル核内染色体上の位置 
Rif1 により制御される後期複製起点は、3 次元的に、
Rif1BS の近傍に存在する。特に Rif1CS を head-to-tail
に 2 個有する Rif1 結合部位でその傾向が顕著である。慶
応大学 河野暢明博士との共同研究。 

図３ 分裂酵母における核内タンパク質および DNA 複製
部位の分布のモデル 
Rif1 は核膜近傍および核小体のまわりに結合する。MCM4
は核の内部および核膜近傍の両者に結合している。野生株
においては、DNA 複製はおも核の内部で起こっている。一
方、rif1∆株では複製は核膜近傍および核小体のまわりでも
起こっていることがわかる。この data は、Rif1 は染色体
に結合することにより、複製を抑制していることを示唆す
る。ニュージーランドの Univ Auckland の Justin
O’Sullivan との共同研究。 

図４ Rif1CS 変異の Rif1 のクロマチン結合に及ぼす影響
Chr1 の 2663 に存在する Rif1BS の二つの Rif1CS のそれ
ぞれのグアニンを変異させると結合が 90%あるいは 60%
減少した。両方に変異を入れるとほぼ完全に結合しなくな
った。この実験から Rif1CS は Rif1 のクロマチン結合に必
須であることが示された。 

図５ Rif1CS 変異の DNA 複製に及ぼす影響（ゲノムワ
イド解析） 
ChrII 4255（Rif1 結合部部位）周辺の ChIP seq の結果。
青： Rif1 結合；赤：Mcm4 の結合；緑：BrdU 取り込み
(DNA 複製)-上から、野生株、ChrI 2663(別の Rif1 結合部
位)の変異体；ChrII 4255 の変異体；rif1 欠損株。 
Rif1CS の変異により結合部位を含む 100kb 近くの領域の
複製が脱抑制される。 

図６ Rif1BS DNA と G4 構造の関係 
Rif1BS の含む二本鎖 DNA を熱処理して PEG200 を含ま
ないゲル(上)および含むゲル(下)に流した。PEG200 を含
むゲルでは遅く泳動する分子が現れる(lanes 2, 10)。
Rif1CS の変異体では現れない(lanes 6,14)。一方 PEG200
を含まないゲルでは、これらのゆっくり泳動するバンドは
現れない、しかし、G4 を安定化することが知られている
7OTD を加えておくと G4 構造が安定化し、G4 と思われ
る強いバンドが現れた(lanes 3,4,11,12)。他の data とも合
わせて Rif1BS は G4 を形成し得ると結論された。 

図７ Rif1 は G4 に結合する。 
Rif1BS を含む二本鎖 DNA（野生型 wt あるいは Rif1CS
変異 mut3）を熱処理し、精製分裂酵母 Rif1 を用いてゲル
シフトアッセイを行った。G4 構造を安定化するために
7OTD を加えている。野生型で形成される遅く泳動するバ
ンドに Rif1 は結合する。 

図８ Rif1 と G4 との相互作用：プルダウンアッセイ 
5’末端をビオチン化された G4 形成配列 T6G24 を、32P
で標識した T6G24あるいは T6(GA)12（G4 形成しない配列）
と混合し、ストレプトアビジンでプルダウンする。その際、
Rif1 ありなしで行う。Rif1 ありの場合、T6G24は一緒にプ
ルダウンされる。T6(GA)12はプルダウンされない。この結
果は、Rif1 は同時に複数の G4 分子に結合できることを示
す。なお、Rif1 なしでも、少量の T6G24 はプルダウン さ
れることから G4 同士が自己集合する能力を有することが
示唆された。 
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