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研究成果の概要（和文）：本研究では、真核生物の染色体機能やエピジェネティックな遺伝子発現制御に重要なヘテロ
クロマチンが、どのように確立・維持されるのか、そのメカニズムの解明を目指した。クロマチン研究の優れたモデル
である分裂酵母を用いた遺伝学的なスクリーニングによって、新規RNAi関連因子としてErs1とDsh1を単離し、詳細な解
析からそれらがRNAi経路のエフェクター複合体をリクルートし、siRNAの産生を促進することでヘテロクロマチン形成
に関与している事を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this research program, we tried to gain a better understanding of the molecular
 mechanisms underlying the establishment and maintenance of higher-order chromatin structure, heterochroma
tin. Using fission yeast as a model organism, we employed a genetic screening and successfully identified 
two novel RNAi factors, Ers1 and Dsh1, involved in heterochromatin assembly. Further analyses uncovered th
at these factors play roles in recruiting RNAi-effector complexes, such as RDRC, and promote siRNA product
ion to form higher-order chromatin structure.
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１．研究開始当初の背景 

真核生物の染色体に存在する高度に凝縮
したヘテロクロマチンは、染色体の機能やゲ
ノム恒常性維持に必須な構造であるばかり
でなく、エピジェネティックな遺伝子発現制
御にも重要な役割を果たしている。ヘテロク
ロマチンには特徴的なヒストンのメチル化
が存在し、この修飾を認識するタンパク質に
よって高次のクロマチン構造が形成されて
いる。分裂酵母を用いた先駆的な研究によっ
て、このヘテロクロマチン構造の形成に、そ
の領域からの RNA の転写と、RNA 干渉
（RNAi）として知られる機構の関与が明ら
かにされた。また、生化学的解析によってヘ
テロクロマチン因子やRNAi経路で働く中心
的な因子が同定され、ヘテロクロマチン形成
を制御する機構については徐々に明らかに
されてきた。しかし、どのようにヒストンの
メチル化と RNA 干渉の機構が共役してクロ
マチン構造変換を導くのかなど、その分子メ
カニズムの詳細については依然不明な点が
数多く残されていた。 
 
２．研究の目的 

 本研究では、ヘテロクロマチン研究の優れ
たモデルである分裂酵母を用い、遺伝学的な
スクリーニングによってヘテロクロマチン
形成を制御する新規因子の単離を試みると
ともに、生化学的な手法によって単離された
新規因子の機能解析を行い、ヘテロクロマチ
ン構造の確立と維持の制御に関わる、ヒスト
ンのメチル化とRANi経路の分子メカニズム
の詳細を明らかにする事を目的とする。 
 
３．研究の方法 

(１) 新規 RNAi因子の機能解析：ヘテロクロ
マチン形成に関わる因子の変異体では、ヘテ
ロクロマチンに挿入したマーカー遺伝子の
発現抑制（サイレンシング）が解除される。
特に RNAi関連因子の場合、セントロメア特
異的にこのサイレンシングの解除が観察さ
れる。本研究に先行して遂行した若手研究 A
（平成 19〜22 年度）において、ヘテロクロ
マチンのサイレンシング異常を示す変異体
を多数単離した。本研究では、変異体として
単離され、新規 RNAi因子と考えられる Ers1
と Dsh1に着目し、遺伝学的、生化学的、細
胞生物学的な手法によってその機能解明を
試みた。また、これら新規因子と相互作用す
る因子を酵母ツーハイブリッド法によって
単離し、ヘテロクロマチン構造形成との関連
を解析した。 

(２) CLRC複合体の機能と RNAi：ヘテロク
ロマチン構造形成にはヒストンの H3K9 特
異的なメチル化酵素である Clr4 が重要な役
割を果たしている。これまでの研究から、
Clr4がユビキチン化に関わる Cul4や、Rik1

とともに CLRC と名付けられた複合体を形
成していることが明らかにされている。しか
し、ユビキチン化活性が Clr4 の機能とどの
ように関わるのか、実際の基質も含めて明ら
かにされていない。本研究では、まずタグを
付加したヘテロクロマチン関連因子を電気
泳動で分離、検出し、その分子泳動度の変化
からユビキチン化の基質候補の探索を行っ
た。また、実際にユビキチン化の基質となる
かについて検証するため、CLRC複合体の精
製と in vitroユビキチン化反応系の構築を試
みた。 
 
４．研究成果 

(１) 新規 RNAi因子の機能解析：先行研究に
よって、ers1変異体の表現型が hrr1+と clr4+

の発現によって抑圧されることを見出して
いた。そこで本研究では、免疫沈降法、酵母
ツーハイブリッド法によって三者の関係を
解析し、実際に Ers1 が Hrr1 と結合する事
を明らかにした。また、Ers1は Clr4とは直
接相互作用しないが、その下流で働く
Swi6/HP1 と結合することを明らかにした。
さらに ChIP解析によって、Ers1とHrr1の
ヘテロクロマチン局在に Swi6 が重要な役割
を果たす事を明らかにした。以上の結果より、
Ers1はSwi6とHrr1を含むRDRC複合体を
結びつける仲介的な役割を果たす因子であ
ることが強く示唆された。 
さらに、同様な遺伝学的スクリーニングで
単離された Dsh1 の機能解析を進め、Dsh1
が Dcr1 と RDRC 複合体と相互作用し、
siRNA の効率的な増幅に関与することを明
らかにした。さらに、Dsh1 は核膜近傍に特
徴的な局在を示し、その局在がヘテロクロマ
チン構造形成に必須である事が明らかにな
った。以上の結果より、Dsh1 はヘテロクロ
マチンの核内局在を制御することで、siRNA
の産生を促進するという、新しい機能を果た
す因子であることが示唆された。 
 これら新規RNAi因子と相互作用する因子
について、酵母ツーハイブリッド法を用いて
探索したところ、Dsh1 と相互作用する因子
としてRNAポリメラーゼ IIの転写終結因子
として知られている Seb1/Nrd1を同定した。
温度感受性変異体を単離してヘテロクロマ
チンサイレンシングとの関連を解析したが、
ヘテロクロマチン形成において中心的な役
割を果たしているという直接の証拠は得ら
れなかった。ヘテロクロマチン形成における
Seb1 の機能については、さらなる解析が必
要であると考えられる。 

(２) CLRC複合体の機能と RNAi：本研究で
はまずタグを付加したヘテロクロマチン関
連因子を電気泳動で分離、検出し、その分子
泳動度の変化からユビキチン化の候補とな
る因子をスクリーニングした。また、実際に
clr4 や rik1 の変異によって候補因子のユビ
キチン化が変化するかどうか解析を行った。



現在までに約 50 のヘテロクロマチン関連因
子を検討し、ユビキチン化修飾を受ける候補
因子としてRNAポリメラーゼ IIのサブユニ
ットの一つを同定することに成功した。さら
に、このユビキチン化修飾は、clr4 や rik1
の変異によって変化しており、CLRCの基質
である可能性が強く示唆された。 
 実際に単離したRNAポリメラーゼ IIのサ
ブユニットを含む候補因子が実際にユビキ
チン化されるかを検証するため、in vitro の
ユビキチン化反応系の開発を進めた。TAPタ
グを付加した Rik1 を酵母内で発現させ、ア
フィニティー精製法によって CLRC 複合体
を精製する方法を確立した。実際に精製
CLRCを E1、E2と反応させる事で、in vitro
のユビキチン化反応系の構築に成功した。 
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