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研究成果の概要（和文）：	 出芽酵母の CST（Cdc13-Stn1-Ten1）複合体はテロメア末端 DNA に結

合し、テロメアの複製及び保護に関与する。我々は、CST 複合体の Cdk による細胞周期依存的

なリン酸化により、テロメア伸長が負に制御されることを見いだした。また、stn1のテロメア

保護機能の欠損変異株では、組換え因子、テロメラーゼの両者に依存したテロメア恒常性異常

が生じることを見いだした。一方、テロメア短縮条件で誘導される細胞老化において、DNA
損傷シグナルの他に通常栄養飢餓状態でのみ誘導されるオートファジーが誘導されることを見

いだした。この誘導には TOR 経路およびテロメア結合タンパク質 Rap1 が関わっており、こ
のことから、テロメラーゼ欠損によりテロメアタンパク質の発現量が低下し、これが引き金と

なって栄養応答シグナルの活性が変化する可能性が示された。	 

 
研究成果の概要（英文）：CST (Cdc13-Stn1-Ten1) complex of the budding yeast Saccharomyces 
cerevisiae has been shown to associate with the telomeric DNA ends and to be involved in telomere 
replication  and protection.  Stn1 was phosphorylated by Cdk during specific times during the cell 
cycle, and the phosphorylation regulated telomere elongation negatively.  In addition, we found that an 
stn1 mutant defective in its protective function resulted in telomere elongation via the recombination- 
and telomerase-dependent mechanisms.  Moreover, we found that telomere shortening-mediated 
cellular senescence induced autophagy by regulating the TOR-signaling pathway and the 
telomere-binding protein Rap1.   
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	 テロメアは染色体末端を構成するDNA-タン

パク質複合体であり、染色体インテグリティ

の維持に必須な機能エレメントである。テロ

メアの も重要な機能は、DNA	 損傷等によっ

て生じる二重鎖切断末端と真の染色体末端と

を区別することにある。実際、テロメアの短

小化により細胞老化を迎えたヒト繊維芽細胞

では、テロメアにDNA	 損傷を認識する因子が

局在化し、損傷の存在を示すシグナル（チェ

ックポイントシグナル）が活性化されている。

このことは、短縮して機能を喪失したテロメ

アは末端保護機能を失い、損傷として認識さ

れるようになることを意味する。	 

	 しかし正常なテロメアも細胞周期を通じて

常に「保護」の構造をとっているわけではな

いと考えられている。我々は 近、複製中間

体状態にあるテロメアにはDNA	 損傷チェック

ポイントの 上流で働くATM	 ファミリーキナ

ーゼMec1(ATR)が結合していること(Mol.	 

Cell	 2004)、さらにMec1	 が結合する時期のテ

ロメアには末端プロセシング酵素複合体

MRX(Mre11-Rad50-Xrs2)が共局在することを

見出した（Mol.	 Cell	 2005）。このことから、

テロメアが細胞周期特異的な「保護」と「非

保護」の二つのテロメアクロマチン構造を繰

り返していること、そのうち「非保護」の時

期を利用してテロメア複製反応が進行してい

る可能性が示唆された。テロメアのもつ末端

保護機能と末端複製機能は拮抗関係にあり、

過剰な保護機能は不完全な複製によりテロメ

ア短縮表現型を示すこと、また保護機能の

hypomorph変異体では、テロメアの過剰伸長が

見られることが知られている。したがって、

上記の構造変化は、テロメアの機能変換と共

役して起きる現象と考えることができる。	 

	 生体内ではテロメア長はある一定長に保

たれる制御がなされており、極度な短縮や伸

長が防止されている。テロメラーゼ依存的な

テロメアの伸長反応は細胞周期の S期におき

ること、またテロメラーゼの作用は cisのテ

ロメアの長さによって負に制御されている

ことが、 近国外の複数のグループにより明

らかにされた。我々は出芽酵母のテロメア保

護タンパク質 Stn1	 が細胞周期依存的にリン

酸化されること、またそのリン酸化が ATM	 フ

ァミリーの Tel1 および Mec1、さらに CDK	 に

も依存していることを見いだしている。この

ような多重なシグナルにより染色体末端の

機能変換が制御され、末端の恒常性が保たれ

ていることが強く示唆されるが、現在までの

ところその分子機構の詳細は理解されてい

ない。	 

	 

２．研究の目的	 

	 これまで、出芽酵母をモデルに、細胞周期、

特に複製期におけるテロメア機能変換メカ

ニズムについての解析を推進してきた。本研

究では、申請者のこれまでの研究を発展的に

展開し、テロメア機能制御に関わる分子の側

からの解析と、それを制御する細胞周期シグ

ナルからの解析を行うことを目的とした。す

なわち、細胞周期におけるテロメア末端複合

体動態変化の分子機構を、機能複合体を構成

する因子の翻訳後修飾と複合体の集合離散

制御という視点から解析し、テロメア恒常性

が世代を超えて維持される分子機構に迫る。

加えて、テロメア異常を感知して誘導される

多様な生理応答反応を解析する。これにより、

テロメア異常により誘導される多様な細胞

内変化の分子機構の解明を目指した。	 

具体的な研究項目は以下の通りである。	 

1) Stn1の細胞周期依存的リン酸化によるテ
ロメア制御機構	 	 	 

2) テロメアにおけるテロメラーゼ依存的テ
ロメア複製経路と相同組換え経路の相互

作用	 

3) 過剰短縮テロメアに対する細胞応答機構	 
 
３．研究の方法 
	 出芽酵母のテロメア関連因子の変異株を
作成し、テロメア長、細胞増殖能に対する影
響を検討した。	 	 	 
	 Stn1 の各種変異の解析には、基本的にはゲ
ノム上の STN1 遺伝子座から変異遺伝子、myc
タグ付加遺伝子を発現させて行った。	 

	 

４．研究成果	 

①テロメア伸長活性のテロメア長依存的、細
胞周期依存的制御	 
	 出芽酵母のテロメア一本鎖 DNA 末端に結合
す る タ ン パ ク 質 と し て
CST(Cdc13-Stn1-Ten1)複合体が知られてい
る。これらは、RPA(Replication	 protein	 A)
様の三量体を形成し、テロメアの保護とテロ
メラーゼ依存的伸長に関与することが知ら
れている。	 
	 我々は、Cdc13 および Stn1 が細胞周期の S
期から G2/M 期に進行する際に電気泳動度の
遅い分子種が出現することを見いだした。ホ
スファターゼをもちいた脱リン酸化実験に
よりこれらの変化はリン酸化修飾であるこ
とが示された。近縁の酵母において保存され
ている Ser、Thr 残基を系統的に Ala に置換
した変異 STN1遺伝子を作成した結果、2カ所
の Thr がリン酸化されている可能性が示唆さ
れ、当該部位のリン酸化ペプチド特異的抗体
の作成により、細胞内で実際にその残基がリ
ン酸化されていることを証明した。	 



	 テロメア伸長に関与する種々のプロテイ

ンキナーゼの変異株を用いて、そのリン酸化

に必要なプロテインキナーゼを探索した結

果、ATM ファミリータンパク質 Te11 と Mec1、

および Cdk である Cdc28 が関わっていること

を見いだした。Tel1/Mec1 によるリン酸化は

細胞周期の G1 期においても存在し、テロメ

ア複製が進行する S期において増加する。一

方、Cdk によるリン酸化は細胞周期の S 期以

降で観察された。	 

	 Stn1のCdkによるリン酸化部位をアラニン

に置換した変異株を作成し、テロメア長を観

察したところ、テロメア長が過剰に伸長して

いることが観察された。反対に、リン酸化型

を模倣するグルタミン酸に置換した株は正

常に近いテロメア長を示した。また、アラニ

ン置換変異によるテロメア長過剰伸長はテ

ロメラーゼ依存的であり、野生型 STN1 に対

して劣性の形質であることが示された。Stn1

はテロメア伸長を負に制御していることが

知られており、これらの結果から Stn1 の細

胞周期依存的なリン酸化によりテロメア伸

長の負の制御が行われていることが考えら

れる。	 

	 

②テロメラーゼと相同組換えによるテロメ
ア伸長制御	 

	 テロメアのもつ末端保護機能により、テロ

メア間の組換えは抑制されているが、テロメ

アが短縮した異常な条件においては、組換え

が活性化する現象がみられる。また、多細胞

生物の発生初期や ES 細胞においても組換え

依存的経路が活性化することが知られてい

る。しかしテロメアの組換え依存的維持の分

子機構は未だ明らかでない。我々は出芽酵母

のテロメアタンパク質をコードする STN1 の

特異的変異を持つ細胞が、過剰なテロメア長

を保持して増殖することを見いだした。組換

え関連因子の遺伝子破壊との二重変異株を

作成して解析した結果、stn1変異株の出現に

は type	 I テロメア組換え因子が必要である

ことが示唆された。しかし組換えはテロメア

反復配列のみでおきており、より内側のサブ

テロメア配列には構造的変化はみられなか

った。	 

	 さらに詳細にテロメア伸長機構を解析し

たところ、野生型のテロメア伸長から stn1
変異株型へのテロメア伸長への切り替えの

時期には組換え因子が必要であるものの、テ

ロメアが伸長した後のテロメア維持にはテ

ロメラーゼが関わっていることが明らかに

なった。このことから、stn1変異株では末端
保護機能の低下が起こることで組換えが起

こりやすくなり、その結果テロメアにおい

てクロマチン状態の変化が誘導され、テロ

メラーゼによるテロメアの過剰伸長が引き

起こされる、というモデルを提唱した。 
 
③テロメア短縮への応答機構	 

	 テロメア短縮条件で誘導される細胞老化

状態では、テロメア末端からの DNA 損傷シ
グナルの他に付随的な経路が活性化してい

ることが示唆されている。我々は、老化して

いる細胞において、通常栄養飢餓状態でのみ

誘導されるオートファジーが誘導されるこ

とを見いだした。オートファジーを誘導する

シグナルには TOR 経路およびテロメア結合
タンパク質 Rap1が関わっていることが示唆
された。このことから、テロメラーゼ欠損に

よりテロメアタンパク質の発現量が低下し、

これが引き金となって栄養応答シグナルの

活性が変化する可能性が示された。さらに、

テロメア短縮細胞の生存率を低下させる因

子をゲノムワイド探索した結果、4個	 の候補

遺伝子を単離することに成功した。解析の結

果、ミトコンドリア機能が老化細胞の生存に

関与している可能性が示唆された。 
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