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研究成果の概要： 
分裂酵母M26/CRE配列の周辺におけるヒストン修飾やクロマチン再編成に関わる因子を数種
同定し、それらの欠失変異株について、種々のストレスに対する感受性やヒストン修飾におけ

る役割を解明した。さらに、グルコース飢餓時に転写が活性化する分裂酵母 fbp1+遺伝子座に

おけるクロマチン再編成に、mRNA型の長鎖ノンコーディング RNAのカスケード転写が関わ
ることを見出し、ノンコーディング RNAを介した新しい転写活性化モデルを提出した。 
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１．研究開始当初の背景 
 細胞が栄養源飢餓や細胞障害性因子など
の環境ストレスに曝された時、MAPキナーゼ
類縁因子が構成するストレス応答キナーゼ
(SAPK)経路が活性化され、最終的にストレス
の種類に応じて一群の遺伝子の発現が誘導
される。SAPK経路は酵母から植物･ヒトに至
るまで広範に保存されており、高等動物では
炎症反応などでも重要な役割を果たす。 
 種々の細胞外のストレスに際して活性化
されたSAPK経路は、転写因子のリン酸化等に
よる活性化を経て、最終的には最適な遺伝子
群の転写を特異的に活性化する事が知られ
ている。 

分裂酵母ではヒトp38類縁のSAPKである
Spc1/Sty1がストレスに応じて活性化され、
cAMP応答配列(CRE)に特異的に結合する
CREB/ATF型転写因子Atf１･Pcr1の活性化を
経て、一群のストレス遺伝子の転写が活性化
される。この場合も異なるストレスの刺激に
対し特定遺伝子の活性化が起こる。この特異
的活性化の仕組みについては、Tup１ファミ
リーの転写抑制因子Tup11とTup12が関わっ
ていることが示されているが、詳細は依然と
して不明である。また、Atf１･Pcr1は転写因
子としてだけではなく、M26という減数分裂
期特異的な組換えホットスポットの活性化
にも関わる。このM26ホットスポットはade6
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遺伝子に生じた1塩基置換（M26変異）に起因
し、変異部位に形成されたCRE様DNA配列に依
存して、減数分裂期相同組換え頻度の上昇を
もたらす。 
当グループでは、分裂酵母のM26組換えホ

ットスポットの活性化機構を調べてきたが、
その過程でM26/CRE配列に結合したAtf１･
Pcr1を介して、ヒストンアセチル化酵素
（HAT）Gcn5と ATP依存型クロマチン再編成
因子(ADCR)Snf22に依存した局所的なヒスト
ンアセチル化やクロマチン再編成が誘起さ
れ、最終的に相同組換えが活性化することを
見出した(Mizuno et al., Genes Dev. 11: 876, 
1997; Yamada et al., EMBO J. 23: 1792, 
2004) 。また、このクロマチン再編成が、窒
素源飢餓で活性化されたSAPK経路を必要と
することを示し、ストレス応答時の転写制御
においても、Atf１･Pcr1とTup11-Tup12転写
抑制因子がストレス遺伝子プロモーター領
域でのクロマチン再編成の制御に関与する
ことを明らかにしてきた。 
 一方、グルコース飢餓時におけるfbp1+の転
写活性化において、転写プロモーター領域で
大規模なクロマチン再編成を段階的に生じ
ることを見出している。興味深いことに、Atf
１･Pcr1は接合型遺伝子領域のヘテロクロマ
チンの形成や、それと関連するヒストンメチ
ル化にも関わっていることが研究協力者と
して加わる予定の山田らによって報告され
ている。以上の結果を総合するとM26/CRE様
配列とAtf１･Pcr1の系は、ストレス応答にお
ける遺伝子発現制御以外にも、減数分裂期組
換え活性化やヘテロクロマチン形成など、多
様な局面におけるクロマチン再編成の司令
塔的な役割を持つことが想定される。しかし、
その分子的な基盤は依然として未解明の部
分が多い。したがって、本系の分子的基盤の
理解は、ストレス応答の普遍的な分子機構だ
けでなく、減数分裂期相同組換えやヘテロク
ロマチン形成の制御機構の理解においても、
重要な知見を与えることが予想される。 
 
２．研究の目的 
分裂酵母の組換え・転写の活性化配列として
解析してきたM26/CRE様配列をモデル系とし、
ストレス応答時のクロマチン再編成につい
て分子レベルで重点的に研究を実施する。こ
れにより、i)種々のストレス刺激が最適な遺
伝子の特異的発現に至る仕組み、ii)Atf１･
Pcr1を介したクロマチン再編成の分子機構、
について明らかにする。①ストレス特異的応
答の仕組みについて：これまで取得してきた
クロマチン再編成因子の遺伝子変異株につ
いて、種々のストレスに対する要求性を詳し
く解析し、異なるストレスへの応答時におけ
るクロマチン再編成因子の分業を調べる。②
クロマチン再編成の分子機構：グルコース飢

餓シグナルに応答して起きる fbp1+プロモー
ター領域のクロマチン再編成において、準備
的な RNAポリメラーゼ(パイオニアポリメラ
ーゼ)による長鎖 RNA転写がどのような役割
を果たすかについて解析する。また、グルコ
ース飢餓などのストレスから解除された際
に、転写抑制型のクロマチン構造への回帰が
どのような仕組みで起きるかを解析する。特
に転写抑制因子Tup11-Tup12の機能に着目す
る。さらに、各種ストレス応答時におけるヒ
ストンのアセチル化やメチル化の過程を解
析する。 
 
３．研究の方法 
2007年度 
(1)ストレス特異的応答の仕組み： 
①ストレス特異的なクロマチン再編成誘起
機構 これまで取得してきたHAT関連因子、
ATP 依存型クロマチン再編成因子の変異株
について、窒素源飢餓、グルコース飢餓など
種々のストレスに対する要求性を詳しく解
析する。必須遺伝子については、温度感受性
突然変異株等を作製して解析を実施する。 
(2)クロマチン再編成の分子機構：   
①パイオニアポリメラーゼのクロマチン再
編成における役割 グルコース飢餓のシグ
ナルに応答して 1000 倍以上の転写活性化が
起きる fbp1+遺伝子座では、グルコース飢餓
に応答してプロモーター領域における多段
階のクロマチン再編成が起きる。また、最近
の予備的な研究結果から、この領域で大規模
なクロマチン再編成に至る過程で､当初RNA
ポリメラーゼがプロモーターのさらに上流
を起点に長鎖 RNA を合成し、徐々に短い転
写産物に移行しながら､段階的に転写強度が
増加する現象を見出している。この長鎖RNA
の正確な起点を一本鎖特異的なハイブリダ
イゼーションや 5’-RACE などにより確認す
る。また、各段階における RNA ポリメラー
ゼの染色体 DNA への結合についてクロマチ
ン免疫沈降法を用いて解析する。 
②抑制型クロマチンへの回帰機構 細胞が
ストレスから開放された際に、転写抑制型の
クロマチン構造への回帰する過程を調べる。
研究対象としては､上述の fbp1+遺伝子座に
着目し､グルコース飢餓状態からグルコース
を培地に再添加した際の､転写活性とクロマ
チン構造の変化について解析する。 
③ヒストン修飾のダイナミクス解析 上記
各種ストレス応答時で、ストレス遺伝子のプ
ロモーター領域におけるヒストンのアセチ
ル化やメチル化の過程を解析する。 
 
2008年度 
(1)ストレス特異的なクロマチン再編成誘起
機構 種々のクロマチン再編成関連因子の
変異体を用い､ストレス応答時の fbp1+遺伝



 

 

子の転写活性化や、これら遺伝子のプロモー
ター領域におけるクロマチン再編成への影
響を調べる。 
(2)クロマチン再編成の分子機構 
 長鎖 RNA のクロマチン再編成における役
割：fbp1+遺伝子座の長鎖ノンコーディング
RNA の転写起点と通常の転写起点の間に、
転写ターミネーターや、それと同等の長さを
持つ対照DNA配列を挿入し､長鎖RNAのパ
イオニアポリメラーゼによる合成を特異的
に阻害する。この場合､クロマチン再編成や
グルコース飢餓状態での転写活性化にどの
ような影響が生じるかについて検討する。ま
た、その他の遺伝子領域でも同様の現象が確
認できるか、分裂酵母のタイリングアレイを
用いて網羅的な調査を実施する。 
 
４．研究成果 
(1)ストレス特異的クロマチン再編成機構 
 M26/CRE配列に関係するクロマチン再編成
因子として、①Gcn5、Ada2（Gcn5複合体構成
成分）：ヒストンアセチル化酵素複合体関連
遺伝子、②Mst1とMst2：Esa1様MYST型HAT）、
③Snf22：SWI/SNF型ATP依存型クロマチン再
編成因子、④Hrp1、Hrp3：CHD1型ATP依存型
クロマチン再編成因子を同定した。これらの
ほとんどが、M26/CRE配列周辺のヒストン・
アセチル化を促進し、局所的にクロマチンを
弛緩させる方向に作用することが示された。
一方、Hrp1については閉じる方向に作用する
ことが示された。減数分裂期の組換えに関す
る効果を調べると、Hrp1以外の因子はいずれ
もかなりの組換え頻度の低下が認められた。
なお、この低下はM26/CRE配列周辺に特異的
な現象であり、ゲノム全体の組換え頻度につ
いては限定的な影響しか認められなかった。
浸透圧ストレス存在下で、M26/CRE配列近辺
に新しい転写開始部位が生じるが、Snf22、
Ada2、Hrp3の欠失株ではその傾向がかなり減
少した。この転写開始点への効果は、クロマ
チン再編成に対する各変異株の効果と同じ
傾向を示した。これら変異株について、一本
鎖DNA損傷ストレス（紫外線照射）、二本鎖
DNA損傷ストレス（MMS処理）、高浸透圧（1.2M
ソルビトール処理）、高カチオン濃度（1M KC
ｌ処理）、グルコース飢餓、酸化ストレス（過
酸化水素処理）、DNA複製ストレス（ヒドロキ
シ尿素処理）に対する感受性を調べた。その
結果、Gcn5-Ada2は二本鎖DNA損傷ストレス
やDNA複製ストレスに高い感受性を示すこと
が分かった。また、Snf22、Hrp1、Hrp3の変
異体では、カチオンストレスとグルコース飢
餓に強い感受性を示すことが示された。
(Hirota et al., MBC 2008)  
 Snf22と同時に同定したSnf21については、
必須遺伝子であること判明した。そこで、温
度感受性突然変異株を作製し、制限温度下で

の表現型を解析したところ、染色体分配過程
に異常が現れることが明らかになった。
(Yamada et al., GGS 2008) 
 
(2)抑制型クロマチンへの回帰機構 
 グルコース飢餓状態にある分裂酵母にグ
ルコースを添加し、fbp1+遺伝子座の転写抑制
が確立する過程をクロマチン構造と転写の
両面から解析した。その結果、グルコースを
添加して比較的早い段階で fbp1+遺伝子の
mRNAは低下を始めること、またこの転写抑
制がクロマチン構造の閉じる方向への変化
に先立って起こることを見出した。即ち、グ
ルコース抑制の確立過程そのものには、クロ
マチン構造の寄与はそれほど大きくないこ
とが示された。RNAポリメーラゼⅡのプロ
モーター部位への安定的結合が、グルコース
添加直後に影響を受けるのであろう。 
 
(3)クロマチン再編成の分子機構 
 グルコース飢餓状態に移行する際、微量の
非翻訳型 RNAがあらかじめ転写されている
ことを発見した（図 1）。この非翻訳型 RNA
は、正規の fbp1+遺伝子プロモーターのさら

に上流域から転写される長鎖のmRNA型非
翻訳型 RNAであり、タンパク質には全く翻
訳されない。興味深いことに、グルコース飢
餓に対応して fbp１遺伝子の活性化がはじま
ると、転写開始部位が fbp１コード領域に近
接したいくつかの転写開始点に順次移行し、
RNA量の増大に相反して、長さがだんだん
と短くなっていった。これに呼応するように、
fbp１プロモーター領域のクロマチン構造が
徐々に開いた状態に移行していくことも示
された。グルコース飢餓から 1時間ほどする
と、正規の fbp１転写開始点から大量の
mRNAが合成され、タンパク質への翻訳が始
まった。この時期における fbp１領域のクロ
マチン構造は、広い範囲でヌクレアーゼの消
化を受けやすい開いた状態をとっていた。 
 上記の結果は、長鎖非翻訳型 RNAが RNA
ポリメラーゼⅡによって合成される過程で、
順次 fbp１プロモーター領域のクロマチン構
造が弛緩していき、これがカスケード的に生
じることで、転写が段階的に活性化される可
能性を示唆している。 



 

 

 そこで、この考えを検証するため、fbp１
プロモーター領域の複数の箇所に転写終結
配列を挿入した酵母株を作製し、fbp１の発
現やクロマチン構造を解析した。その結果、
長鎖非翻訳型 RNAの合成を途中で終結させ
ると、大規模な fbp１の転写活性化が起こら
なくなること、また長鎖非翻訳型 RNAの終
結点以降でのクロマチン再編成が起こらな
くなることを確認した。 
 分子レベルの解析で、長鎖非翻訳型 RNA
の転写には、RNAポリメラーゼⅡ、fbp１プ
ロモーター領域に結合する CREB/ATF型転
写因子、C2H2Znフィンガータンパク質、
Groucho型の転写共抑制因子が協調的に関
わることが示された（図 2）。 

 さらに、分裂酵母の全ゲノムをカバーする
ゲノムタイリングDNAチップを用いて、グ
ルコース飢餓で転写が誘導される他のいく
つかの遺伝子でも、同様な長鎖非翻訳型RNA
が誘導初期に転写されることを示した。 
 以上の結果から、非翻訳型 RNAの転写を
伴う段階的なクロマチン再編成が、遺伝子の
活性化にも重要な役割を果たすことが示さ
れた。(Hirota et al., Nature 2008) 
 
(4)本研究の意義と波及効果  
 CREB/ATF型の転写因子や、Groucho型転
写共抑制因子は、糖代謝の他、高等真核生物
では発生や分化にも関わることが知られて
いる。また、記憶に必要な神経細胞の長期増
強の際にも、CREB/ATF型の転写因子が関わ
るクロマチン再編成が起こることが報告さ
れている。これらのことから、今回発見した
タイプの非翻訳型 RNAは、おそらく発生や
分化、長期記憶などの過程に関わる遺伝子群
においても活躍しているものと考えられる。
今回発見された機構は、真核生物の遺伝子制
御に関した新しい学術展開をもたらすもの
と期待される。 
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