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研究成果の概要（和文）：我々は、出芽酵母をモデル生物に用い、DNA配列に依存しないエピジェネティックな
発現制御機構の破綻が及ぼす影響を幅広くスクリーニングする過程で新規のX 線耐性機構の存在を明らかにし
た。このエピジェネティックな発現制御機構の破綻により獲得したX 線耐性能は非常に強く、既知の DNA 修復
機構では説明出来ないレベルであった。興味深いことに、異なるコロニー間で X 線耐性と非耐性の酵母が混在
することも見出し、この結果も従来までの知見では説明できない新たな現象であった。

研究成果の概要（英文）：My research is analysis about epigenetic gene expression mechanism that 
occur in different characteristics in individual cells independent of DNA sequence. In Saccharomyces
 cerevisiae, Sir2, Sir3 and Sir4 proteins form a Sir complex and silenced chromatin that repress 
gene expression result from binding between Sir complex and chromatin. In this study, I analyzed the
 effect on irradiating X - rays to strains lacking the sir gene involved in silenced chromatin 
formation. I irradiated to sir2-del, sir3-del, sir4-del strain deleted respectively Sir2, Sir3, Sir4
 gene with X rays. As a result, the sir3-del strain and the sir4-del strain showed high survival 
rate, although the survival rate of the sir2-del strain was as low as that of the WT. This suggested
 that each Sir protein has a different function by X - ray irradiation. Moreover, the survival rate 
of sir4-del differed among the colonies.

研究分野：分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、現状では接点のない、「エピジェネティクスの研究分野」と「放射線耐性獲得メカニズム研究分野」
を繋ぎ、新たな視点から新規の放射線耐性獲得メカニズムの解明に貢献できる。また、本研究により、我々の予
想とは全く違う新たな遺伝子発現調節機構の存在を見出す可能性も秘めている。本研究は酵母を対象にしている
が、従来、酵母を対象にした DNA 修復機構の研究の多くがヒトのDNA 修復機構研究に繋がったように、本研究
による研究成果は、ヒト細胞をはじめとする他の生物種への応用も期待出来る。

※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、研究者個人に帰属されます。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
	 同じ	DNA	配列から多様な遺伝子発現制御を生みだすエピジェネティックな制御機構は、ヒト
などの細胞分化・発生や疾患のほか、多能性幹細胞“iPS 細胞形成”においても重要な役割を担
うとして注目を集めている。我々がモデル生物として用いている出芽酵母では、DNA	上に	Sir2、
Sir3、Sir4	タンパク質複合体が結合し、ヘテロクロマチン構造を形成することにより、内部の
遺伝子の発現をエピジェネティックに抑制する。我々は独自に、世代を越えた１細胞追跡システ
ムを確立し、ヘテロクロマチン領域は分裂を繰り返す過程で一定の規則性を持って伸縮を繰り
返し、近傍に存在する遺伝子の発現状態を調整していることを見出した	(Mano	Y	et	al.,(2013)	
PLO	Biol.)。上記結果から、「ヘテロクロマチン領域の伸縮により制御される新規転写抑制機構
が存在する」と予測し解析を行ったところ、通常は	Sir	複合体により発現を抑制されているが、
DNA	損傷が起こると、ヘテロクロマチン領域が変動し発現する遺伝子を見出した。そこで、sir2、
sir3、sir4	破壊株を用い、X	線を照射したところ、コントロールとして測定していた生存率が、
sir3	または	sir4	破壊株では上昇し、sir2	破壊では変化しないという予想しなかった結果が
得られた（図１）。微生物のディノコッカスラジオデュランスに代表されるように、既知の放射
線耐性の生物は、放射線照射により生じた	DNA	の２本鎖切断を効率的かつ正確に修復出来る特
別な修復システムを持っている
（Narumi	I(2003)Trends	Microbiol.）。
しかし、真核生物では上記のような放
射線による DNA	 損傷が起こった時にの
み、特別な修復能力を発揮するような
修復機構は見付かっていない。一般的
に放射線により	 DNA	 が損傷を受けた
場合、DNA	修復機構が働くが、我々がモ
デル生物として用いている出芽酵母で
は修復に関わる遺伝子は、全遺伝子破
壊株ライブラリーを用いたスクリーニ
ングをはじめとして、長年の研究によ
り既にほぼ全て同定されたと考えられ
ている。しかし、従来の DNA	 損傷修復
に関わる遺伝子のスクリーニングで
は、欠損株や変化株を用い、野生株と比
較して生存率が下がる方に注目してい
たため、耐性に関与する遺伝子は見落
とされていた可能性がある。今回我々	
が見出した SIR3	及び	SIR4	遺伝子の	
ように直接修復には関わらない１つの遺伝子の欠損が原因で、劇的に生存率が変化する報告例
はない。上記理由から、新規の放射線耐性獲得メカニズムの存在が示唆され、その存在を明らか
にすることを目的とし、本研究の構想に至った。	
	 本研究は、現状では接点のない、「エピジェネティクスの研究分野」と「放射線耐性獲得メカ
ニズム研究分野」を繋ぎ、新たな視点から新規の放射線耐性獲得メカニズムの解明を目指す挑戦
的な提案である。通常はヘテロクロマチンの内部に存在するために発現が抑制されている遺伝
子が、SIR3	または	SIR4	の破壊により発現するようになり、X	線の耐性獲得に関わっているこ
とが推測される。X	線耐性を獲得する際のどの段階で作用したかは不明であるが、上記したよう
に、酵母でこれだけ高い修復能力を持つ新規遺伝子とは考えにくいため、直接	DNA	修復機構に
関わっている可能性は少ないと考えている。従って、現在までに報告されている「DNA	損傷修復
機構」とは全く違う新規のシステムで	sir3	及び	sir4	破壊株は X	線耐性を獲得している可能
性が考えられる。この原因を解明することは、生物の持つ新たな放射線耐性を獲得するメカニズ
ムの存在の発見に繋がる。本研究は酵母を対象にしているが、従来、酵母を対象にした	DNA	修
復機構の研究の多くがヒトの DNA	 修復機構研究に繋がったように、本研究による研究成果は、
ヒト細胞をはじめとする他の生物種への応用も期待出来る。 
 
２．研究の目的 
	 出芽酵母おいて	Sir2、Sir3、Sir4	は、複合体を形成し、クロマチンに結合することにより、
クロマチンの凝集を引き起こし、結果として	DNA	配列の変化を伴わずエピジェネティックに遺
伝子の発現を抑制するタンパク質として知られている。現在までに	sir3	あるいは	sir4	遺伝
子の破壊により、X	 線に対し非常に強い耐性を獲得するという全く予想していなかった結果を
得た（図１）。真核生物において、１つの遺伝子の破壊により放射線に対して、これほど大きな
耐性を獲得した報告はない。X	線に対して非常に高い耐性を示す酵母を獲得出来たことは、新規
の	X	線耐性獲得のメカニズム解明に大きく貢献できる可能性を示唆した。	
	 また、真核生物における	DNA	修復機構の分子レベルでのメカニズム解明は、いち早く全塩基
配列が解明されたこともあり出芽酵母が先導している。事実、出芽酵母を用いて様々なアプロー
チ法により DNA	 修復機構の解明を目指し多方面から詳細に研究されており、DNA 修復に関わる
遺伝子は、全て同定されたと言っても過言ではなく、X	線損傷特異的な新たな	DNA	修復機構が



存在するとは考えにくい。従って、現在までに報告されている「DNA	損傷修復機構」とは全く違
う新規のシステムで	sir3	及び	sir4	破壊株は	X	線耐性を獲得している可能性が考えられる。
例えば、「損傷を受けた後に修復する」という従来の概念ではなく、視点を変えて「X	線損傷を
受けにくくする」、言い換えれば、「X線の損傷から	DNA	を守る」システムが存在するのではな
いかなど、本研究では斬新なアイディアで多方面からのアプローチを試み	sir3	及び	sir4	破
壊株における X	線耐性獲得メカニズムの解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) マイクロアレイを用いた発現量解析：野生株、sir2D	株、sir3D 株、sir4D 株において	X	線
照射前と照射後の発現量の変化を、マイクロアレイ法を用いて解析する。	

(2) 候補遺伝子の絞り込み：本研究においてマイクロアレイの結果をもとに候補遺伝子を絞り込
む作業が最も重要となる。そこで以下に記載したように、様々な視点から候補遺伝子の絞り

込みを行う。解析には独自に作成したソフトを使用する。	

(a)X	線照射前の発現量変動遺伝子の同定	

(b)X	線照射後の発現量変動遺伝子の同定	

(c)ChIP	on	chip	の解析をもとにした候補遺伝子の絞り込み	

(d)既知の修復関係遺伝子を排除した候補遺伝子の絞り込み	

(3) 破壊株を用いた	X	線照射後の生存率の確認:(2)-(a)、(b)、(c)、(d)で絞り込んだ遺伝子に
関してそれぞれの破壊株を作製し、X	線照射後の生存率を測定する。また、sir3D 株、sir4D 
株との２重破壊株も作製し、同様に X	線照射後の生存率を測定する。	

(4) 過剰発現株を用いた	 X	 線照射後の生存率の確認:過剰発現株を作製し、X	 線照射後の生存
率を測定する。SIR3	及び	SIR4	存在下で、過剰発現により X	線耐性を獲得していれば、そ
の遺伝子が	X	線耐性獲得の原因遺伝子である。	

	
４．研究成果	
	 X	線照射時に野生株と比較して sir2D	株では生存率に変化はなく、sir3D、または	sir4D  株
では高い耐性を示した。最初に、発現量の変動した遺伝子をピックアップするために、野生株、
sir2D	株、sir3D 株、sir4D 株において	X	線照射前と	X	線を	100Gy	照射した際の発現量の変
化を、マイクロアレイ法を用いて解析した。得られた結果をもとに、X	線照射の前後、ChIP	on	
chip	の解析結果との比較、独自で開発したソフトを用いた機能別分類により候補遺伝子を絞り
込んだ。絞り込んだ遺伝子と	sir3D 株、sir4D 株それぞれとの２重変異株を作製し、X	照射を
行い、生存率を測定し、放射線耐性能を失った遺伝子を同定した。更に確認のため、同定した遺
伝子の過剰発現株を作製し、X	線照射を行い、生存率が上昇するか確認した。	

○	 平成３０年度 
(1) マイクロアレイを用いた発現量解析	 	
	 X	線照射時に野生株と比較して sir2D	株では生存率に変化はなく、sir3D 株、または	sir4D 
株では高い耐性を示した。野生株、sir2D 株、sir3D 株、sir4D 株において	X	線照射前と	X 線
を	100Gy	照射した際の発現量の変化を、マイクロアレイ法を用いて解析した。		
(2) 候補遺伝子の絞り込み	
	 マイクロアレイの結果をもとに候補遺伝子を絞り込んだ。解析には独自に作成したソフトを
使用した。	
(a)	X	線照射前の発現量変動遺伝子の同定	
 	X	線照射による耐性の獲得には、照射前から	sir3	または	sir4	の欠損により遺伝子が発現
し事前に耐性獲得に必要なタンパク質が生体内に存在している、あるいは逆に欠失している可
能性が考えられた。そこで、X	線照射前の野生株、sir2D	株、sir3D 株、sir4D 株の発現量を比
較し、野生株と sir2D	株では発現量の変化がなく、sir3D 株、sir4D 株でのみ発現量が変動する
遺伝子を選別した。選別した遺伝子に関して、RT-PCR	を行い、リアルタイム	PCR	を用いマイク
ロアレイの結果と一致するか発現量変化を正確に定量した。発現量の変化に関してマイクロア
レイと	RT-PCR	の結果が一致することを確認し、それぞれに関して	Flag-tag	を融合したタン
パク質を作る酵母株を作製し、抗	 Flag	 抗体を用いたウエスタンブロッティング法により、
sir3D 株、sir4D 株におけるタンパク質量の変化を定量した。 
(b)	X	線照射後の発現量変動遺伝子の同定	
	 (a)とは逆に、X	線照射前には変動がなく、X	線照射後にのみ耐性獲得に関わる遺伝子の発現
量が変動した可能性も考えられたため、X	 線照射後に発現量の増減が得られた遺伝子を選別し
た。その後、(a)	同様に、RT-PCR	とリアルタイム	PCR	を用いた定量、ウエスタンブロッティン
グ法によるタンパク質量の変化を定量した。	
(c)	ChIP	on	chip	の解析をもとにした候補遺伝子の絞り込み	
	 Sir2、Sir3、Sir４	複合体はテロメア、性決定に必要な	HMR、HML	領域に存在することが知ら
れている(Rusche	LN	et	al.,(2003)	Ann.Rev.Biochem.)。我々は、抗	Sir3	抗体を用いた	ChIP	



on	chip	解析により上記以外で染色体上における	Sir3	新規存在量領域を同定した	
(Mitsumori	R	et	al.,(2016)	J.	Biochem.)。また、G1	期で同調後、同様に	ChIP	on	chip	解
析を行なったところ、Sir3	の存在が細胞周期依存的に変動する領域を見出した。今回我々が分
離した	X	線耐性株も	sir3D 株で耐性を獲得したことから、ChIP	on	chip	解析によって同定さ
れた新規	Sir3	タンパク質存在領域の内部あるいは近傍に存在することが予測されたため	(a)、
(b)で絞り込んだ遺伝子の中で、Sir3	 タンパク質存在領域の内部あるいは近傍に存在する遺伝
子を更に絞り込んだ。	
(d)	既知の修復関係遺伝子を排除した候補遺伝子の絞り込み	
	 我々は	 DNA	 損傷修復機構ではない新たな	 X	 線耐性獲得機構が存在すると考えているた	 	
め、(a)、(b)、(c)で絞り込んだ遺伝子のうち、既知の修復遺伝子は排除した。また、分離した
候補遺伝子群の中で、既に報告されている機能（in	vivo	及び	in	vitro	での結合実験、Two-
hybrid	assay、変異株を用いた合成致死スクリーニング、質量分析による結合解析、マイクロア
レイ解析等）に注目し相関関係があるか独自に作成したソフトを用い様々な視点から解析し、機
能的に分類し、同じ機能に関わる遺伝子に注目し更に解析を進めた。	
○	 平成３１年度（令和元年度）	
(3) 破壊株を用いた	X	線照射後の生存率の確認	
	 	平成３０年度（2）-(a)、(b)、(c)、(d)で絞り込んだ遺伝子に関してそれぞれの破壊株を作
製し、X	線照射後の生存率を測定した。また、sir3D 株、sir4D 株との２重破壊株も作製し、同
様に	X	線照射後の生存率を測定した。	
(4) 過剰発現株を用いた	X	線照射後の生存率の確認	
	 SIR3	及び	SIR4	存在下で、過剰発現により X	線耐性を獲得していれば、その遺伝子が	X	線
耐性獲得の原因遺伝子であると言えるため過剰発現株を作製し、X	 線照射後の生存率を測定し
た。	
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