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研究成果の概要（和文）： 

INO80クロマチンリモデリング複合体の特異的構成因子である Ino80および Arp8にデグロンタ

グを導入することで、誘導的に INO80 複合体の機能を欠損することが可能な酵母株を作成した。

この株を用いてゲノム安定性を解析したところ、INO80 複合体の存在とゲノム安定性維持との

間に明確な相関が観察された。また核膜孔複合体やクロマチンタンパク質、複製関連因子と

INO80 複合体との物理的、遺伝学的な相互作用も観察された。これにより、INO80 複合体による

ゲノム安定性維持における機能の一端が示された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
To analyze the function of the INO80 chromatin remodeling complex in DNA replication and 
in the maintenance of genome stability, we established Degron yeast strains in which Ino80 
and Arp8 are inducibly digested. We showed that the impairment of the INO80 complex caused 
genome instability. We also showed physiological and genetic interactions of the INO80 
complex with DNA replication factors, chromatin proteins, and nuclear pore complex. These 
results are important to reveal molecular mechanisms of the INO80 complex in DNA 
replication and the maintenance of genome stability.   
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１．研究開始当初の背景 
真核生物の細胞核内で、ゲノム DNA はヒスト
ンなどと結合したクロマチンとして存在し
ている。DNA 複製・修復・転写などの開始・

進行には、対象となる DNA領域を露出するこ
とが必要であり、そのためこれらのゲノム機
能のエピジェネティックな制御にはクロマ
チン構造の変換が中心的な役割を果たして
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いる。このような制御に関わる因子として、
ATP 依存的クロマチン構造変換複合体やヒス
トンアセチル化酵素複合体が酵母からヒト
まで複数報告されていた。 

DNA複製において、複製複合体が二本鎖 DNA
を巻き戻しながら複製を進めていくために
は、複製フォークの進行方向のクロマチン構
造から DNAを露出させること、複製の終了し
た新生二本鎖 DNAにクロマチン構造を再構築
させる必要がある。そのため、DNA 複製を制
御するクロマチン構造変換複合体の存在が
予想されていたが、国内外においてこれまで
その実体は不明であった。研究代表者が以前
より解析を行っていた INO80 複合体は、触媒
サブユニットである Ino80および複数のアク
チ ン 関 連 タ ン パ ク 質 (actin-related 
protein; Arp) などを含み、出芽酵母からヒ
トまで保存されたクロマチン構造変換複合
体である。クロマチン免疫沈降と DNAチップ
を組み合わせた ChIP-chip 法を用いて、研究
代表者が出芽酵母 INO80複合体が結合するゲ
ノム領域を解析したところ、停止した複製フ
ォークに INO80複合体が結合することが見出
され、また INO80 複合体の複製起点への結合
も検出された。さらに、ino80 欠損株を用い
た 2次元ゲル電気泳動により、停止した複製
フォークの進行再開に INO80複合体が必要で
あることを示した。これらの発見に基づき、
INO80 複合体がクロマチン構造変換を介して
複製進行を制御していることを世界に先駆
けて報告した（Curr. Biol., 2008）。これは、
DNA 複製におけるエピジェネティック制御機
構を初めて明らかにしたものである。しかし
ながら、INO80 複合体はどのようにして停止
した複製フォークや複製起点にリクルート
されているのか、どのようなタンパク質と相
互作用して機能しているのかについての詳
細は不明であった。 

複製フォークは、ATリピート、トリプレッ
トリピート、リボゾーム RNAをコードする DNA
領域 (rDNA)、テロメアなど反復配列を有す
る DNA領域において高頻度に停止することが
知られている。このような領域ではゲノムの
不安定性が多く観察されており、このゲノム
不安定性が染色体切断・転座を伴うガン、ト
リプレットリピート病（ハンチントン病、脆
弱 X 症候群など）、老化などを引き起こす。
しかし、これまでこのようなゲノム安定性の
維持におけるエピジェネティック制御は全
くといっていいほど解析が進んでいなかっ
た。これらの研究代表者の研究からは、INO80
複合体が停止した DNA複製を再開させる機能
を介して、これらの反復配列領域で起こるゲ
ノム不安定性を抑制していることが予想さ
れた。 
 
 

２．研究の目的 
INO80 複合体も含め、クロマチン構造変換に
関わる複合体に普遍的に含まれている構成
因子としてアクチン関連タンパク質(Arp)が
知られている。研究代表者は、独創的なアプ
ローチで Arpの研究を行い、本研究開始まで
に出芽酵母の 10種の Arpのうち Arp4-9が核
に局在すること (J. Biochem., 2000)、Arp4
がコアヒストンと相互作用すること (Mol. 
Biol. Cell, 1999)、出芽酵母やヒト INO80
複合体が様々なゲノム機能に関与すること 
(Mol. Biol. Cell, 2005; Exp. Cell Res., in 
press) を報告した。クロマチンリモデリン
グ複合体である INO80複合体には Arp4, Arp5, 
Arp8の 3 つの Arpが含まれており、これまで
の Arpに関して申請者らが有する知見や技術
は、DNA 複製における INO80 複合体の機能の
解明においても世界をリードする上で大き
なアドバンテージとなる。本研究では、DNA
複製の実験材料として最も広く用いられて
いる出芽酵母を用いて解析を行ったが、出芽
酵母とヒトの INO80複合体の機能が保存され
ていることを研究代表者は既に報告してい
る。そのため、本研究でのゲノム安定性維持
への INO80複合体の関与の解析は、ゲノム不
安定性によって引き起こされるガン、トリプ
レット病、老化などの疾病の原因や治療など
の分野にも大きく貢献できる。 

以上の学術的背景と、研究代表者の研究の
展開を踏まえ、以下の内容を目的とした。 
(1)DNA複製開始・進行において INO80 複合体
と相互作用するクロマチン関連因子の同定。
INO80 複合体が複製起点および停止した複製
フォークにリクルートされ機能するメカニ
ズムを解明するために、細胞周期進行および
複製フォークの停止に伴って INO80複合体と
相互作用するタンパク質を比較・精製する。
これらのタンパク質を同定すると共に、
INO80 複合体の機能との関連を解析する。 
(2) INO80 複合体によるゲノム安定性維持の
制御の解析。出芽酵母の代表的な反復配列領
域である rDNA 領域をモデル系として用いる
ことで、INO80 複合体のゲノム安定性維持へ
の関与について解析を行う。この領域は不安
定性が増大すると、繰り返しの増加や反復配
列が染色体からプラスミド状 (ERC) に放出
される現象が確認されている。また、この ERC
放出は細胞老化の一つの指標となっている。
野生株と INO80複合体の構成因子の欠損株に
ついて rDNA リピート長の増減や ERC の蓄積
について解析することで、INO80 複合体の
rDNA の複製およびゲノム安定性維持への関
与について解析する。 
 
 
３．研究の方法 
INO80 複合体を複製起点および停止した複製



 

 

フォークにリクルートする因子については、
a) 複製起点あるいは複製フォークに存在す
るタンパク質を介する可能性と、b) 特定の
ヒストンバリアントや修飾ヒストンを介す
る可能性が考えられる。Myc タグを付加した
内在性の Ino80 を発現する酵母株（以下、
Ino80-Myc株）を細胞周期の各期に同調させ、
抗 Myc抗体および複製関連因子や特異ヒスト
ンに対する抗体を用いた免疫沈降、またはク
ロマチン免疫沈降を行うことで、DNA複製開
始・進行において INO80 複合体と相互作用す
るクロマチン関連因子の同定を行った。 

また、反復配列領域では DNA 複製が停止し
やすい性質を持つことから、INO80 複合体が
この領域のゲノム安定性維持に寄与してい
る可能性が考えられる。出芽酵母の代表的な
反復配列領域である rDNA 領域の繰り返し長
の増減や環状分子 ERCの蓄積を測定すること
で、INO80 複合体によるゲノム安定性維持の
制御の解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
リボヌクレオチド還元酵素阻害剤であるヒ
ドロキシウレア (HU) 存在下で複製を停止
させた場合、INO80 複合体は停止した複製フ
ォークに結合することをこれまでに示して
いる (Curr. Biol., 2008)。そこで、まず HU
存在下で INO80 複合体を免疫沈降し、同時に
沈降するタンパク質を精製し、質量分析によ
る同定を行った。その結果、複数のクロマチ
ンタンパク質および複製関連因子が同定さ
れた。INO80 複合体は HU 存在下では複製を開
始していない後期複製起点にも局在するこ
とも示されたが、この結果は複製起点に結合
している複製前複合体にも INO80複合体が相
互作用している可能性を強く示唆する。 
 また、INO80 複合体と核膜孔複合体の遺伝
的相互作用が見出された。このことは、INO80
複合体が、クロマチン構造の制御に加えて、
細胞核の機能構造形成を介しても、DNA 複製
やゲノム安定性維持に関与する可能性を示
している。 

さらに、INO80 複合体の機能を解析する目
的で、Ino80 および Arp8 のデグロンタグを付
加した内在性の Ino80を発現する株も同様の
解析に用いる。この株では、低温で培養後
37℃へ移行させることでタグ融合タンパク
質の分解を誘導することができる。これを用
い、細胞周期特異的に INO80 複合体の欠損を
誘導することにより起こる DNA複製への影響
を解析し、INO80複合体の機能欠損による DNA
複製の低下と、ゲノム安定性低下が観察され
た。 

リピート配列を有する DNA領域では複製が
停止しがちな性質があり、ゲノムが不安定に
なりやすい。このような領域では INO80複合

体が、ゲノム不安定性を抑制している可能性
がある。出芽酵母 rDNA 領域は複製起点を含
む 9.1 kb のリボゾーム RNA 遺伝子が約 150
回タンデムに並んだリピート配列を形成し
ていることから、ゲノム中でも最も安定性の
低い領域であり、ゲノム不安定性をテストす
るための良いモデルとなっている。具体的に
は rDNA がリピート配列を有することから相
同組換えが起こりやすく、不安定性が増大し
た 結 果 、 ERC (extra-chromosomal rDNA 
circle)と呼ばれる環状 DNA を放出し、これ
により細胞老化が起こると考えられている。
INO80 複合体の構成因子の欠損株から放出さ
れる ERC の量を比較したところ、INO80 複合
体欠損株において、ERC の増加が観察された。
この結果は、INO80 複合体が rDNAリピートの
安定性維持に関与することを示している。 

INO80 複合体の特徴や機能は、酵母からヒ
トまで進化的に保存されていることから、ゲ
ノム安定性低下によって発症するがんや遺
伝病などの機能解明・治療にも、本研究の成
果が応用できるものと考える。 
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