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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、出芽酵母のリボソームRNA遺伝子（rDNA）領域を用いて、DNA複製因
子であるCtf4タンパク質がどのようなメカニズムで相同組換えによるDSB修復を抑制するのかを明らかにするこ
とを目指した。 野生型とCtf4タンパク質欠損株においてクロマチン免疫沈降実験を行った結果、Ctf4タンパク
質欠損細胞において、DSB部位への結合量が変化する相同組換え因子とDNA複製因子を同定した。また、Ctf4タン
パク質とMms22タンパク質との相互作用が、rDNA不安定化を抑制することも明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this research project, I aimed to elucidate the mechanism by which the 
DNA replication factor Ctf4 protein suppresses homologous recombination-mediated DSB repair, using 
the ribosomal RNA gene (rDNA) region of budding yeast. By performing chromatin immunoprecipitation 
experiments, I identified homologous recombination factors and DNA replication factors whose binding
 to the DSB sites is altered in Ctf4-deficient cells. Additionally, I found that the interaction 
between Ctf4 and Mms22 proteins is important for suppressing rDNA instability.

研究分野： ゲノム生物学

キーワード： Ctf4　DNA複製阻害　DNA二本鎖切断　相同組換え　ゲノム不安定化
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
DNA二本鎖切断は、DNA複製の途中で発生することが多く、その不正確な修復はゲノム不安定化を誘導し、がんな
どの様々な疾患を引き起こす原因となる。本研究では、DNA複製阻害時に生じるDNA二本鎖切断修復に関与する
Ctf4タンパク質の作用機構の一端を明らかにすることができた。CTF4遺伝子はヒト細胞でも保存されている。よ
って、本研究で得られた知見をもとに、ヒト細胞で起こるDNA二本鎖切断修復機構の解明に向けた研究に発展さ
せることができる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
１．研究開始当初の背景 
遺伝情報を継承するためには、DNA 複製によって DNA 配列を正確にコピーしなければならな

い。しかし、DNA 上には DNA 損傷、DNA 結合タンパク質、転写装置など様々な障害が存在す

るため、DNA 複製装置の進行は頻繁に止まる。DNA 複製阻害を速やかに解消できないと、DNA
二本鎖切断(DNA double-strand break [DSB])が生じる。DSB は誤って修復されると、ゲノム配列の

重複、欠失、染色体転座などのゲノム再編成を誘導しゲノムを不安定化し、癌や多くのゲノム疾

患を引き起こすことから、DNA 複製阻害時の DSB 修復機構を理解することは、これらの疾患の

発症機構を明らかにする上で重要である。 
 
２．研究の目的 
DNA 複製阻害はゲノム上のランダムな場所で起こることが多いため、DNA 複製阻害時の DSB
修復過程を解析することは困難であった。出芽酵母のリボソーム RNA 遺伝子（rDNA）領域は、

rDNA 配列が約 150 コピー連なった領域である（図１A）。各 rDNA 配列内には、リボソーム RNA
転写ユニット、DNA 複製開始点、DNA 複製阻害点が存在する。DNA 複製期になると DNA 複製

開始点から両方向に DNA 合成が行われるが、35S rDNA と逆方向に進行する複製装置の進行は、

複製阻害点に結合している Fob1 タンパク質によって阻害され、その結果 DSB が生じる（図１

A）。そして、この DSB が正確に修復されないと、rDNA コピー数が増減し rDNA 領域が不安定

化する。 

 Ctf4 タンパク質は、DNA 複製装置の構成因子であり、鋳型 DNA を解離する DNA 複製ヘリケ

ースとラギング鎖合成の開始を担う DNA ポリメラーゼaと結合する。研究代表者は先行研究に

おいて、野生型では DSB 修復時に相同組換えに依存しない経路が用いられ rDNA 安定性を維持

した状態で DSB が修復されるのに対して、Ctf4 欠損細胞では、相同組換え経路によって DSB が

修復され、rDNA 配列が過剰に増幅することを見つけた（図１B）。本研究では、以下のことを解

析することによって、Ctf4 タンパク質が DNA 複製阻害時に相同組換えによる DSB 修復を抑制

する分子機構を明らかにすることを目指した。 
研究項目１：Ctf4 タンパク質欠損時に DSB部位への結合パターンが変化する因子を同定する 
研究項目２：DNA 複製因子が DSB 修復に与える影響を解析する 
研究項目３：Ctf4 タンパク質の結合パートナーMms22 が DSB 修復に与える影響を解析する 
 
３．研究の方法 
研究項目１：Ctf4 タンパク質欠損時に DSB部位への結

合パターンが変化する因子を同定する 
野生型と ctf4 変異体において、DSB 部位に結合する複

製因子（Pol1, Pol2, Pol3, Cdc45）や相同組換え因子

（Mre11, Rad52, Rpa1）の量をクロマチン免疫沈降法を

用いて比較することを目指した（図２）。まず、目的因

子にエピトープタグを付加した株を構築した。そして、

これらの細胞を細胞周期の G1 期に停止し、一斉に S 期

に導入してからことなる時間に細胞を回収し、クロマチ

ン免疫沈降実験を行い、定量的 PCR を行うことによっ

て目的タンパク質の結合量を比較した。 
 
研究項目２：DNA 複製因子が DSB 修復に与える影響を解析する 
DNA 複製装置の構成因子は細胞の生存に必須であることから、これらの因子を欠損させること

図 1. (A)出芽酵母の rDNA領域は、約 150個の rDNA配列が連なった領域である。rDNA領域の複製は、複製阻害点に結
合している Fob1タンパク質によって阻害され DSBが生じる。(B)先行研究において約 4,800個の遺伝子欠損株から抽出
したゲノム DNAをパルスフィールドゲル電気泳動によって分離し rDNAコピー数を解析した結果、ctf4遺伝子欠損株では
rDNAコピー数の過剰増幅が起きることが明らかとなった。(C)Ctf4タンパク質が複製阻害時の DSB修復に作用するか調
べたところ、Ctf4が存在するときは新規経路によって DSBが修復されコピー数が維持されるが、Ctf4が欠損すると DSB
は相同組換えによって修復されるようになり、その際 rDNA過剰増幅が起こることが明らかとなった。本研究課題では、
Ctf4タンパク質が相同組換えによる DSB修復を抑制する分子機構を明らかにする。
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図 2. Ctf4タンパク質について
Ctf4タンパク質は DNA複製ヘリケースと
DNAポリメラーゼαと結合する。本研究で
は、DNA複製因子や相同組換え因子などの
rDNAへの結合量を解析する。



ができない。そこで、目的タンパク質を速やかに分解することができるオーキシンデグロン法を

用いて、複製因子（Pol1, Pol2, Pol3, Cdc45）を分解させる実験系を確立した。そして、野生型に

おいて、これらの複製因子を分解させた条件において DSB 解析を行い、ctf4変異体と同様に DSB
が相同組換えによって修復されるようになるかを解析した。 
 
研究項目３：Ctf4 タンパク質の結合パートナーMms22 が DSB 修復に与える影響を解析する 
Ctf4 タンパク質は、Rtt101-Mms1 E3 ユビキチンリガーゼ複合体のサブユニットである Mms22 と

結合することが知られている。Ctf4 と Mms22 の相互作用の重要性を調べるため、ctf4変異体に

おいて MMS22遺伝子を高発現させ、DSB 解析実験を行い、相同組換えによる DSB 修復が抑制

されるかを調べた。 
 
４．研究成果 
研究項目１：Ctf4 タンパク質欠損時に DSB部位への結合パターンが変化する因子を同定する 
野生型と Ctf4タンパク質欠損株においてクロマチン免疫沈降実験を行った結果、DNA 複製因子

の中から Ctf4 タンパク質欠損細胞において DSB部位への結合が減少した因子を一つ同定するこ

とができた（論文執筆中のため非公開）。また、相同組換え因子の中から、Ctf4 タンパク質欠損

細胞において DSB部位への結合が増強した因子を同定することができた（論文執筆中のため非

公開）。今後、これらの因子の結合量の変化が、DSB 修復効率や DSB 修復時の rDNA 不安定化

に与える影響について詳細を解析する予定である。 
 
研究項目２：DNA 複製因子が DSB 修復に与える影響を解析する 
DNA 複製因子を S 期の途中で分解させると、DSB 修復効率などに影響が見られるかを解析した

が、大きな影響は見られなかった。研究項目１において DSB 結合部位への結合が減少した DNA
複製因子についても、DSB の相同組換えによる修復効率などが変化する傾向は見られなかった。

今後は、この因子の減少が、DSB 修復時に rDNA 不安定化を抑制する過程で重要であるかを調

べる予定である。 
 
研究項目３：Ctf4 タンパク質の結合パートナーMms22 が DSB 修復に与える影響を解析する 
Ctf4 タンパク質の相互作用因子である Mms22 を Ctf4 欠損細胞において高発現させた結果、

rDNA 不安定化は抑制されたが、相同組換えによる DSB 修復頻度には影響を及ぼさなかった。

よって、Ctf4とMms22の相互作用は、DSB修復において DSB 修復経路を選択する過程ではな

く、相同組換え経路が選択された後に rDNA 増幅を抑制する過程で重要であることが明らかと

なった。 
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