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研究成果の概要（和文）：真核生物の染色体には、膨大な数のDNA反復配列が存在し、それらを「のりしろ」に
転座などの染色体異常が起きる。染色体異常は様々な遺伝性疾患の要因となることが知られています。（１）
DNA損傷を正確に修復するRad51が機能しないとき、組換え酵素Rad52が反復配列を介した染色体異常を引き起こ
すことを明らかにしました。（２）染色体の高次構造は染色体維持に重要であり、ヘテロクロマチン構造が形成
されないと反復配列の転写が活発化することで染色体異常が起きることを明らかにしました。

研究成果の概要（英文）：There are lots of repetitive sequences in the eukaryote genome, which can 
mediate gross chromosomal rearrangement (GCR) such as translocation. GCR can cause genetic diseases 
including cancer. (1) The homologous recombination enzyme, Rad51, promotes faithful repair of DNA 
damage. On the other hand, we found that another recombination protein, Rad52, facilitates GCR 
mediated by DNA repeats. (2) High-order chromatin structure, heterochromatin, inhibits transcription
 of DNA repeats at the centromere region of chromosomes while the centromere repeats do not encode 
any protein. We found that heterochromatin suppresses GCR through the inhibition of centromere 
repeat transcription.

研究分野： 分子遺伝学

キーワード： 染色体異常　セントロメア　反復配列　相同組換え　DNA複製　分裂酵母　同腕染色体　ヘテロクロマチ
ン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
（１）Rad51とRad52は共にDNA組換えを促進するが、それらの間の違いは不明でした。しかし、本研究により、
Rad51は染色体維持に働く一方、Rad52は染色体異常を引き起こすことが明らかになりました。（２）染色体のセ
ントロメア反復配列はタンパク質をコードしないにも関わらず、ヘテロクロマチン構造により積極的に転写が抑
制されています。本研究により、セントロメアの転写抑制は染色体異常を防ぐために重要であることが明らかに
なりました。これらの知見は、癌などの遺伝性疾患の予防や治療法の開発に資すると期待されます。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
真核生物のゲノムには膨大な数の DNA反復配列が存在します。驚くべきことに、ヒトなどの高
等真核生物ではゲノムの約５０％を反復配列が占めます。こうした反復配列を「のりしろ」に転
座などの染色体異常が生じます。染色体異常は、癌や自閉症などの遺伝性遺伝病や老化、細胞死
の原因となります。よって、染色体異常の発生機構の解明は、そうした疾患の予防や治療法の開
発に重要です。また、その一方で、大規模な染色体の再構築は進化の過程で度々見られることか
ら、染色体異常には負の側面だけでなく、進化の原動力という正の側面もあると考えられます。 
 
（１）相同組換えは、二本鎖切断などのダメージを受けた DNA を正しく元通りに修復します。
ヒトでは、相同組換えが正常に機能しないと、染色体異常が高頻度に発生し、遺伝性乳がん卵巣
がん症候群（HBOC）が誘発されます。また、モデル生物である分裂酵母に於いても、相同組換
え因子 Rad51を破壊するとセントロメア領域に存在する逆向き反復配列を「のりしろ」に染色
体異常が高頻度に発生します(1)。我々は詳細な解析から、Rad51 は自然発生的な DNA 損傷が
生じても元通りに修復（非交叉型組換え）することで、交叉型組換えによる染色体異常の発生を
回避していることを明らかにしました(2,3)。セントロメア領域で起きるロバートソン転座はヒ
トの新生児で最も高頻繁に見られる染色体異常です。しかし、どのようにして反復配列を介した
染色体異常が起きるのか、その発生メカニズムは不明です。 
 
（２）染色体 DNAはヒストンと結合し、ヌクレオソームを形成します。これが基本単位となり
複雑なクロマチン構造が形成されます。クロマチン構造は、弛緩したユークロマチンと凝縮した
ヘテロクロマチンに大別されます。セントロメアなど反復配列が存在する染色体領域はヘテロ
クロマチンを形成します。ヘテロクロマチン領域では、メチル基転移酵素 Clr4/Suv39によりヒ
ストンH3の９番目のリシンがメチル化（H3K9me）されています。このH3K9meを目印にク
ロモドメイン蛋白が集合することで染色体が凝縮します。ヘテロクロマチンは、染色体領域の核
内局在、転写、染色体分配などに影響します。また、分裂酵母 clr4 欠失株の解析から、ヘテロ
クロマチンはセントロメア反復配列を介した染色体異常を抑制することが示唆されました。 
 
 
２．研究の目的 
 
相同組換えとヘテロクロマチンは染色体異常の抑制に重要です。しかし、染色体異常がどのよう
にして発生するのかは明らかになっていません。本研究では、分子遺伝学的解析が容易な分裂酵
母を用いて、染色体異常の発生メカニズムを明らかにすることを目指します。 

 
（１）rad51 欠失株で起きる染色体異常：分裂酵母のセントロメア領域にある逆向き反復配列を
「のりしろ」にした染色体異常により、染色体の両腕が同一配列となった同腕染色体が形成しま
す。相同組換え因子 Rad51 や Rad54 を破壊すると、同腕染色体が野生株の約 100 倍の高頻度
で形成することから、相同組換えは反復配列を介した染色体異常を抑制すると考えられます(2)。
しかし、相同組換えで中心的に働く Rad51とは独立に、反復配列を介した染色体異常（一種の
相同組換え）がどのようにして起きるのかは明らかになっていません。そこで、分裂酵母 rad51
欠失株で、同腕染色体の形成に必要な因子を同定し、その機能を明らかにすることで、反復配列
を介した染色体異常の発生機構を解明します。 
 
（２）ヘテロクロマチン欠損株で起きる染色体異常：ヘテロクロマチン形成に必須な Clr4を破
壊すると、同腕染色体が高頻度に観察されました。この結果から、ヘテロクロマチン構造は反復
配列を介した染色体異常を抑制する可能性が考えられます。しかし、実際に Clr4がどのように
して同腕染色体の形成を抑制するのか、また、ヘテロクロマチンが形成されないとき、どういっ
たメカニズムで染色体異常が起きるのかは不明です。そこで、ヘテロクロマチン構造に関与する
他の因子の役割を明らかにします。また、clr4 欠失株で起きる染色体異常に必要な因子を同定
し、その機能を明らかにします。 
 
 
３．研究の方法 
 
a）分裂酵母は遺伝学的解析が容易である。しかし、１倍体生物なので染色体異常を起こすと多
くの場合、必須遺伝子を失い致死となり、その後の解析が不可能です。そこで、我々は、分裂酵
母３番染色体が断片化したエキストラな染色体 ChL (Ch16)をモニターすることで、染色体異常
の発生頻度を定量的に測定し、形成した異常染色体の構造を決定する実験系を独自に開発しま



した(1)。この系では、人為的に DNA損傷を加えること無く、通常の培養条件で自然発生的に起
こる染色体異常を検出することができます。この系を利用して、セントロメア反復配列を介した
染色体異常の発生に関与する因子を同定します。 
 
b）変異原で分裂酵母を処理することで染色体 DNA にランダムに突然変異を導入します。これ
ら変異株の中から、セントロメア反復配列間での DNA組換えの発生頻度が変化するクローンを
単離します。単離したクローンから染色体 DNAを調製し、次世代シーケンスで塩基配列を解読
することで、セントロメア反復配列間での組換えを制御する遺伝子を同定します。 
 
c）特異的抗体を用いたクロマチン免疫沈降（ChIP）法により、ヒストン修飾を含むヌクレオソ
ームや特定のタンパク質が結合した DNA断片を精製します。ChIPにより回収した DNAをリ
アルタイム PCRにより定量します。 
 
d）細胞から、タンパク質を調製し、SDS−PAGE 電気泳動により分子量に応じて分離、メンブレ
ンに転写後、抗体を用いて特定のタンパク質を検出します（ウェスタンブロット）。また、細胞
から、DNA や RNA を調製し、アガロースゲル電気泳動により分子量に応じて分離、メンブレ
ンに転写後、放射能標識したプローブを用いて、特定の DNA断片や RNA転写産物を検出しま
す（サザンブロット、ノーザンブロット）。 
 
e）大腸菌を用いて組換えタンパク質を大量発現し、抗体ビーズやイオン交換樹脂などを用いて
タンパク質を精製します。精製タンパク質と放射能標識した DNAを用いて、試験管内でタンパ
ク質の DNA結合や DNA組換え活性を測定します。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）Rad52の単鎖 DNAアニーリング活性による染色体異常 

Rad51 とは独立に、Rad52 は相補的な塩基配列を持つ１本鎖 DNA どうしをアニーリングす
る単鎖 DNAアニーリング活性を持つことが知られています。そこで、rad51 欠失株で起きる染
色体異常に Rad52が関与する可能性について検討しました。①rad51 欠失株に rad52 変異を導
入すると染色体異常が減少しました。形成した異常染色体の構造を解析した結果、rad51 欠失株
では同腕染色体に加えて染色体の末端領域の部分欠失も増加することがわかりました。しかし、
②rad51 欠失株に rad52 変異を導入すると同腕染色体のみが減少しました。このことから、
Rad52 は反復配列を介した染色体異常に特異的に働くと考えられます。次に、Rad52 の単鎖
DNAアニーリング活性の役割を明らかにするために、Rad52の DNA結合ドメイン内の生物種
間で保存されたアミノ酸残基を変異した rad52-R45K を作成し、染色体異常の発生頻度を測定
しました。その結果、③rad52 欠失と同様、rad52-R45K 変異により同腕染色体が特異的に減少
することが分かりました。Rad52 タンパク質を精製し、試験管内で単鎖 DNAアニーリング反応
を行った結果、④野生型 Rad52に比べて変異型 Rad52-R45Kは単鎖 DNAアニーリング活性が
大きく低下していました。これらの結果から、Rad52の単鎖 DNAアニーリング活性により同腕
染色体が形成されると考えられます。更に我々は、Rad52 が、組換え中間体 DNA に結合する
Msh2-Msh3や組換え中間体を切断する Mus81 エンドヌクレアーゼと同一経路で染色体異常を
引き起こすことを明らかにしました。したがって、Rad52は、Msh2-Msh3、Mus81と協調的に
働くことで反復配列を介した染色体異常を引き起こすと考えられます（図）(4)。 
染色体腕部と異なりセントロメア領
域では、Rad51 依存的組換えのみが起こ
り、Rad52 依存的組換えは起きません
(3)。ランダム変異を導入した酵母のスク
リーニングから、DNA ポリメラーゼα
などの DNA 複製伸長因子が変異する
と、セントロメアでも Rad52 依存的組
換えが起こり、同腕染色体の発生頻度が
増加することを示しました。これらか
ら、セントロメア領域の複製時には単鎖
DNA形成を抑制することで、Rad52に
よる染色体異常を回避している可能性
が考えられます（図）(4)。 
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（２）Rad8/HLTFによる PCNA K107のユビキチン化修飾は染色体異常を促進する 
タンパク質のユビキチン化修飾は、標的タンパク質の分解だけでなく、標的タンパク質の構造

変化により、その機能を制御することもあります。ユビキチンリガーゼ Rad8/HLTFは、Rad51
とは独立の DNA 修復経路に働くことが知られていま
す。このことから、Rad8は染色体異常に関与する可能
性が考えられます。そこで、実際に Rad8 を破壊する
と、Rad52 を破壊したときと同様、同腕染色体の形成
が特異的に減少しました(5)。Rad8の機能ドメインにつ
いて調べた結果、DNA ヘリケースドメインは必要でな
いが、単鎖 DNA の 3’末端に結合する HIRAN ドメイ
ンとユビキチンリガーゼ活性に重要な RING ドメイン
が染色体異常の発生に必要であることが明らかになり
ました（図）。更なる解析から、Rad8は E2酵素 Ubc4-
Mms2 と共にリング状タンパク質 PCNA の 107 番目
のリシン（K107）をユビキチン化することで、Rad52
依存的な染色体異常を促進することが示唆されまし
た。K107 は PCNA がホモ３量体を形成してリング構
造となるときの PCNA-PCNA 間の相互作用部位に位
置します。したがって、K107 のユビキチン化により
PCNA リング構造が変化することで染色体異常が促進
される可能性が考えられます（図）。 
 
（３）セントロメア反復配列の転写による染色体異常の誘発 
 ヒストンH3の９番目のリシン（H3K9）のメチル化修飾は、ヘテロクロマチン形成の引き金
となります。H3K9のメチル化酵素 Clr4を破壊すると同腕染色体が高頻度に形成しました。ま
た、メチル化活性を担う Clr4 SET ドメインやメチル化を受ける H3K9 のアミノ酸置換によっ
ても、染色体異常が高頻度で起きるようになりました。これらの結果から、Clr4はH3K9をメ
チル化修飾することで染色体異常の発生を抑制すると考えられます。H3K9me を認識するクロ
モドメイン蛋白 Swi6、Chp2、Chp1も染色体異常の抑制に必要であったことから、ヘテロクロ
マチン構造の形成が染色体異常を抑制すると結論されます。 
ヘテロクロマチン構造は転写を阻害し
ます。これが染色体異常の抑制に重要であ
る可能性が考えられます。そこで、clr4 欠
失株にRNAポリメラーゼ IIの変異を導入
し人工的に転写を阻害したところ、染色体
異常の減少が見られました。また、様々な
転写関連因子について調べた結果、転写の
一時停止後の進行再開に働く Tfs1/TFIIS
とUbp3が染色体異常の発生に大きく関与
することを明らかになりました(6,7)。興味
深いことに、clr4 欠失株で Tfs1 を破壊し
てもRNAポリメラーゼ IIのセントロメア
結合やセントロメア非コード RNAの転写
量は大きく変化しませんでした。これらの
結果から、通常の転写反応ではなく、特に、
一旦停止したRNAポリメラーゼ IIの進行
再開が染色体異常の発生を誘発すると考
えられます（図）。 
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