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研究成果の概要： 

ヒストンの脱アセチル化酵素（HDAC）が細胞内での活性制御機構の解明は、生物学的に重

要な問題であると同時に有効な HDAC 阻害剤開発にも必要である。我々は、ヒト HDAC1 と

相同性の高い出芽酵母の Rpd3 が標的遺伝子の活性化時に広く阻害を受けることを見出した。

酵母ゲノムライブラリーからこの阻害に働く遺伝子をスクリーニングし、2 種の遺伝子がこの

活性を持つことを明らかにできた。 
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                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2007年度 2,200,000 660,000 2,860,000 
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年度    

  年度    

総 計 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

 
 
研究分野：農学 
科研費の分科・細目：農芸化学・応用生物化学 
キーワード：細胞応答 
 

１．研究開始当初の背景 

 真核生物の染色体は、ヒストン８量体に

DNA が約2回巻きついたヌクレオソームを

基本として、高度に折りたたまれた構造を持

つ。従って遺伝子の転写制御にはヒストン分

子の修飾や、クロマチン構造再編因子による

染色体構造の変換が重要な意味を持つ。近年

の研究により、プロモーター領域での、ヒス

トン分子アミノ末端リジン残基の高アセチル

化状態が転写活性化に、逆に低アセチル化状

態が転写抑圧に強く関与していることが明ら

かになっている。前者の状態はヒストンアセ

チル化酵素、後者はヒストン脱アセチル化酵

素（HDAC）の作用によって形成される。現

在までにこれら酵素（多くは多数のタンパク

質からなる複合体として存在する）の細胞増

殖や分化における転写制御へのかかわりや、

酵素複合体の構造と機能に関する研究は精力

的に行われ、多くの知見が得られている。し

かし、細胞内でこれらの酵素がどのように調
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節されているのかについての知見は極めて少

なく、特にHDACについては、実際にその酵

素活性の調節に基づいた転写制御系が存在す

るかということも分かっていない。我々は出

芽酵母の減数分裂開始を支配する遺伝子の１

つ、IME2 の転写活性化においてプロモータ

ーに局在したHDAC（Rpd3-Sin3複合体）の

酵素活性の阻害が、HDACが結合するヌクレ

オソームのヒストンアセチル化の上昇を引き

起こし、これにより転写因子Ime1とクロマチ

ン再編因子RSCが呼び込まれてTATA領域のク

ロマチン構造が開いた状態となり、転写が開

始することを見出した（Mol.Cell. Biol., 2007）。

我々の今回の発見は、HDACの活性制御

に基づくこれまでに例のない新しい転写

制御機構の存在を示唆するものであり、

どのような機構でHDAC活性の阻害が起

こるのかという問題の解明は、真核細胞

の転写制御を理解する上で極めて興味深

い研究課題であるといえる。ヒトにおいて

無秩序なHDACの活性発現が細胞のガン化と強

く関連することが明らかになっており、現在

HDAC阻害剤は極めて有効な制癌剤として開発

が進められている。しかし現在知られている

HDAC阻害剤は、真核細胞内に存在する多数

種のHDACに対して基の質特異性が低く、化

学療法剤として使用するうえで問題が残され

ている。基質特異性の高い阻害剤の開発のた

めには、細胞内でのHDACの活性調節機構を

知ることが必要と考えられる。したがって、

本研究で得られる知見は、細胞内でのHDAC 

活性調節機構の解明という学術的意義に加え、

特異性の高いHDAC活性抑制のための手法開

発へ向けて大きな手がかりを与えると期待さ

れる。 

 

２．研究の目的 

 減数分裂初期遺伝子 IME2は減数分裂期に

のみ発現し、体細胞分裂期にはプロモーター

上の URS1 と呼ばれる配列に結合した

Rpd3-Sin3 複合体の HDAC 活性により転写

が抑制されている。前述のように我々はこの

URS1配列上に転写活性化時にもRpd3-Sin3

複合体が結合しており、本遺伝子の発現に必

須なヒストンのアセチル化上昇が HDAC 存

在下に起こることを見出した。URS1配列は

IME2 のような減数分裂初期遺伝子だけでな

く、INO1 などの代謝系の遺伝子にも存在す

る。そこで本研究では、 

（１）減数分裂初期遺伝子以外の URS1を持

つ遺伝子でも転写活性化時において HDAC

の局在下にヒストンアセチル化が起こるの

かをまず明らかにし、 

（２）この HDAC 阻害に働く細胞内因子の

同定ためのスクリーニング系確立、スクリー

ニングの実施と因子の同定を目的とした。 

 

３．研究の方法 

 出芽酵母 W303株を用い、本菌で常用され

ている分子遺伝学的手法を用いて行った。 

 

４．研究成果 

（１）転写活性化時における HDAC 活性制

御の普遍性の検証 

 URS1は減数分裂遺伝子以外の遺伝子上流

にも存在する。IME2―URS1のヒストン H3

アセチル化上昇は酢酸を炭素源とする培地

中（YPA）で起こるため、網羅程遺伝子発現

解析のデータベースから HDAC に依存した

転写抑制を受けYPAで転写が活性化される8

種の遺伝子を選抜し、これらについて YPD

および YPA 培地で培養した細胞を用いて

URS1近傍のH3アセチル化とHDACの局在

を調べた。この結果、すべての遺伝子で

HDAC存在下にH3アセチル化が起こってい

ることを見出した。一方、ヒストンアセチル

化酵素Gcn5のこれら遺伝子のURS1への安

定な局在化は観察されなかった。したがって

これらの結果は、URS1 に結合した HDAC

の活性が転写活性化時に抑制されヒストン

アセチル化が上昇する現象は、減数分裂初期

遺伝子だけでなく、URS1を持つ遺伝子で普

遍的に起こっていることを示唆していた。そ

こで HDACを免疫沈降で回収し、YPDから

YPA さらに胞子形成培地への移行に伴う

HDAC 活性の経時的変化について検討した。

現在 Rpd3-Sin3 複合体には他の構成因子が

異なる 2 つの複合体、RPD3L と RPD3S が

存在することが知られており、このうちプロ

モーターでの転写調節に働くのは RPD3L で

あることが分かっている。このため RPD3L

複合体に特異的なサブユニットの Sds3 に



 

 

FLAGタグを付加し、抗 FLAG抗体による免

疫沈降で RPD3L 複合体を精製し比活性が変

化するかを調べた。この結果、RPD3L 複合

体の比活性が YPA と胞子形成培地移行初期

に低下することが分かった。さらに興味深い

ことに Sds3 のリン酸化がこの時期に起こる

ことを見出した。現在、Sds3 のリン酸化と

HDAC 活性の変化との関連について調べて

いる。 

 次にこのような HDAC のプロモーター上

での恒常的局在は遺伝子発現の再抑制に重

要である可能性が考えられたため、INO1 遺

伝子をモデルとして検討を加えた。YPA培地

で発現誘導した細胞にグルコースを加え、経

時的な INO1 発現量ならびに ORF への

RNAポリメラーゼ II の結合量の変化を野生

型株と rpd3 破壊株で比較した結果、いずれ

の量の減少も両株で変化は観察されず、

HDAC は転写再抑制には寄与しないことが

分かった。しかし rpd3 破壊株では INO1 発

現誘導時に野生型株の約 2 倍量 RNA ポリメ

ラーゼ IIが ORFに結合しており、mRNAの

発現は野生型株の約 18 倍に達していた。こ

のことは、HDAC複合体が転写抑制だけでな

く適切な発現量の調節にも働いている可能

性を示唆していた。以上の結果は Biosci. 

Biotech. Biochem.誌に公表した（発表論文

(1)）。 

 

（２）HDAC活性調節にかかわる細胞内因子

の同定 

IME2のプロモーターの下流にHIS3遺伝

子を挿入したレポーター遺伝子はHDACの

作用によって発現が抑制されるため、この遺

伝子をどう持つhis3株はヒスチジンを欠く最

小培地(-His培地)では生育できない。しかし

遺伝子量の増加によりHDAC阻害因子を多

量に発現させれば生育可能になることが期

待される。そこでこのレポーター遺伝子を作

製し、RPD3 his3株とrpd3∆ his3株に導入し

検討したが、後者の形質転換体の-His培地で

の生育が極めて悪く、スクリーニングには適

切でないと判断された。そこで、（１）の研

究でIME2と同様のHDACの挙動が確認され

たINO1プロモーターでレポーター遺伝子を

作製し検討した結果、RPD3の欠損に依存し

た形質転換体の-His培地での生育が確認でき

た。そこでこの株に多コピー遺伝子ライブラ

リ ー を 形 質 転 換 し て 得 ら れ た ,              

約30万の形質転換株から19の候補遺伝子を

選抜した。これらの候補遺伝子について

RPD3に依存したものであるかをさらに詳細

に検討を加えた結果、最終的に2種の候補が

得られた。配列解析と遺伝子切り詰め実験の

結果これらはRAD53、およびSTT4遺伝子で

あることを明らかにした。現在、これらが直

接的にHDAC阻害に働くかについて検討を

加えている。 
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