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研究成果の概要（和文）：本研究では、保存された核因子Rif1を用いてクロマチンループ構造の人為的改変を介して核
内構造を操作し、細胞の機能改変を誘導する新規技法を開発する。
Rif1はG-richの共通保存配列に依存して形成されるG4構造に特異的に結合する。Rif1タンパク質はC端271aaでG4構造に
結合し、C端近傍の保存配列がG4結合に必要である。この配列はRif1の多量体形成にも必要であった。分裂酵母でRif1
を増産すると核内染色体構造の異常が誘導され、著しい増殖阻害が観察される。Rif1がhigh affinityで結合するG4形
成配列を特定の部位に導入することによる染色体機能の変換を現在試みている。

研究成果の概要（英文）：We try to develop a novel method by which to manipulate chromatin loop structures 
by using a conserved nuclear protein, Rif1. Rif1 was shown to regulate DNA replication timing domains 
through facilitating formation of chromatin loops. Fission yeast Rif1 binds specifically to G-quadruplex 
(G4) structures through its C-terminal 271 aa segment and conserved amino acids near its C-terminus are 
required for both its DNA binding and oligomerization. Overexpression of Rif1 in fission yeast induced 
aberrant chromatin structures and growth inhibition. Growth inhibition did not require its PP1 binding 
but required DNA binding activity. Based on the target preference of Rif1 protein, we are now 
manipulating chromatin structures and activities by introducing high-affinity Rif1 target G4 sequences at 
specific locations on the chromosomes.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
研究代表者は複製タイミングを制御する重
要な因子として Rif1 を分裂酵母で同定した
(Hayano et al. 2012)。Rif1は動物細胞において
も複製タイミングドメイン制御の鍵を握る
因子であることも見出した(Yamazaki et al. 
2012, 2013)。分裂酵母では、Rif1欠損により
telomereや arm領域の後期複製領域が初期に
複製するようになり、centromere 近傍の初期
複製領域は逆に後期に複製するようになっ
た。動物細胞において Rif1は核膜近傍や核小
体辺縁部に局在し、DNaseI不溶性の核骨格様
領域に存在する。Rif1 が発現しないと、S 期
中/後期の複製パターンが完全に消失するこ
とから、Rif1は中/後期の複製タイミングドメ
インの形成に関与する可能性がある。Rif1を
抑制するとクロマチンループの大きさが大
きくなったことから、Rif1は、核膜近傍にお
いてクロマチンループの形成に関与し、それ
により複製のタイミングドメインを規定す
ると想定された(図 1)。さらに、他のグループ
から Rif1は、二重鎖 DNA切断の修復に関与
するという報告もされた。そこで、Rif1を介
してクロマチンループの改変により、複製、
転写、組換え、修復など染色体機能を操作す
る方法を開発するという提案に至った。 

 
２．研究の目的 
本研究では、申請者の独自の発見「Rif1はク
ロマチンループ構造の形成を介して複製タ
イミング機能ドメインを規定する」に基づ
き、Rif1を用いてクロマチンループ構造の人
為的改変を介して核内染色体構造を操作し、
細胞の機能改変を誘導する新規技法を開発
する。研究期間内に、Rif1を用いて細胞内の
クロマチンループ構造を改変する技術を開
発し、これによりゲノム上の特定の部位に
機能ドメインを形成し、ゲノムの転 写 や 複
製を操作する技術を開発する。具体的には、
Rif1あるいはその誘導体を細胞内で発現し、
ゲノムワイドあるいはゲノム上 の部位特異
的なクロマチンループ形成を操作すること
により、染色体構築を改変し、核機能の制御、
改変することを目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) Rif1、およびその欠失誘導体、変異体の増
産と精製、生化学的解析：293T細胞を用いて
分裂酵母およびマウスの Rif1を増産し、Flag
抗体カラム、ニッケルカラム、monoQ、ゲル

ろ過などにより精製する。Rif1の欠失誘導体、
変異体についても同様に精製する。精製され
たタンパクのサイズ、形態をゲルろ過、
glycerol gradientなどを用いて解析する。また
精製した Rif1 の形態を電子顕微鏡で直接観
察する。 
 
(2) Rif1結合部位 DNAの解析：PEG200およ
び KCl の 存 在 下 で heat denature し
polyacrylamide gelで解析する。 
 
(3) Rif1と DNAとの相互作用の解析：精製し
た分裂酵母あるいはマウスの Rif1 タンパク
質と種々の DNA(G4 構造を形成する 1 本鎖
DNA, 分裂酵母あるいはマウスゲノム上の
Rif1 結合部位由来の二本鎖 DNA)を用いてゲ
ルシフトアッセイ、nuclease footprinting assay、
ビオチン化された DNA を用いた pull down 
assayなどを行う。 
 
(4) Rif1 増産による細胞増殖への影響の解
析：pREP41 vectorの nmt1 promoterの下流に
Rif1をクローニングし、培地から thiamineを
除去することにより promoter を活性化し、
Rif1の増産が分裂酵母の増殖、細胞周期進行、
染色体の構造、テロメアの構造などに与える
影響を解析する。 
 
(5) 動物細胞において Rif1の種々の変異体の
stable line を樹立する。Retrovirus vector に
cloningして stable lineを取得する。あるいは
CRSPR/Cas9システムを用いてAAVS1部位に
特異的に transgeneを組み込む。そして内在性
の Rif1遺伝子を knock downすることにより
Rif1変異体の機能を解析する。 
 
４．研究成果 
(1) 当初の研究計画 
①Rif1発現レベルの変動によるクロマチンル
ープサイズの操作とその生物学的影響につ
いて-1。 (a)不死化した Rif1(-/flox)MEF 細胞
(樹立済み)を用いて Rif1 の種々の欠失体を
retrovirus で発現する。Adeno-Cre 感染により
Rif1(-/-)にした時に、表現型を相補する最小の
欠失体を選択する。(b)全長 Rif1或は同定され
た 最 小 Rif1 を 種 々 の promoter 下で
Rif1(-/flox)MEF株の rosa26、或はヒト正常細
胞のAAVS1挿入 locusで発現する細胞株を樹
立する。 
②Rif1タンパク質の機能ドメインの決定。ヒ
ト Rif1は 2472アミノ酸からなる巨大タンパ
ク質である。二量体化に必要なドメイン、
IDP(Intrinsically Disordered Polypeptide)の機能、
N 端領域の機能等を精製タンパク質  を用い
た生化学アッセイと Rif1変異 MEF株を用い
て解明する。(a)種々の変異 Rif1タンパク質の
発現と精製(最近申請者が開発した 293T細胞
を用いた高効率発現精製システムを用いる)。
DNA 結合、ヒストン結合、二量体形成能な
どの測定を行いそれぞれに必要なドメイン

図 1 ヒト Rif1 KDにより複製タイミングドメインが
大きく変化する。Rif1 は核骨格に局在し核膜近傍でク
ロマチンループのサイズを制御する（Rif1 ノックダウ
ンによりクロマチンループサイズが増加する）。 



を決定する。 
③Rif1を用いた部位特異的なクロマチンルー
プの形成。Rif1は二量体を形成し、二つのク
ロマチン領域をリンクしクロマチンループ
を形成すると考えられる。Rif1は C端領域に
核膜への局在配列と DNA 結合ドメインを有
する。②で決定した DNA 結合ドメインを
Gal4 結合ドメインに置換し、特定のゲノム
領 域 に tether( 連 結 ) す る 。 (a) 不 死 化
Rif1(-/flox)MEF細胞株のゲノム上の少なくと
も二カ所に Gal4 結合配列を挿入し、上記
Rif1-Gal4DNA 結合ドメイン融合タンパク質
を発現する。その結果これらの配列に結合し
た Rif1 がクロマチンループを形成するか調
べる。 
④Rif1発現レベルの変動によるクロマチンル
ープサイズの操作とその生物学的影響につ
いて-2。(a)樹立した Rif1全長あるいは部分領
域安定発現細胞株を用いてクロマチンルー
プサイズ゙,複製タイミング,遺伝子発現プロ
ファイル等を測定し比較する。 
⑤Rif1タンパク質の機能ドメインの決定。(a)
精製した、Rif1の全長或は機能ドメインタン
パク質を用いて Rif1分子の形態を DNA存在
下、非存在下で高速原子間力顕微鏡あるい
は電子顕微鏡で観察し、クロマチンループ
形成能を試験管内で検討する。(b)変異 Rif1
を Retrovirus vector 上にクローニングし、不
死化 Rif1(-/flox)MEF 細胞株で安定に発現す
る細胞株を樹立する。 
⑥Rif1を用いた部位特異的なクロマチンルー
プの形成。(a) Rif1を特異的部位に連結した細
胞株において、形成されたクロマチンルー
プの内側及び外側の複製タイミングが変動
するかどうかを調べる。 (b) 形成されるルー
プの内側或は外側に GFP 発現ユニットを挿
入し、ループ形成が遺伝子発現に及ぼす影
響を解析する。 
 
(2) 得られた結果 
①ChIP-seqによりRif1結合部位を分裂酵母お
よびマウス ES 細胞で決定した。分裂酵母の
結合部位の配列解析から G の連続配列をふ
くむ保存配列が見出され(図 2)、細胞内で Rif1
はこの保存配列に依存して染色体に結合す
る(図 3)。この G の連続配列に依存して結合
部位のDNAはG4構造を形成すること(図4)、
Rif1 は形成された G4 構造に特異的に結合す
ること(図 5)を見出した。マウス Rif1 の結合
配列にも G-richな配列が見出され、この配列
は実際に G4 構造を形成することを示した。
これらの結果から Rif1 による複製タイミン
グを規定するクロマチンドメイン形成のメ
カニズムについてモデルを提示した(図 6)。 
②精製した Rif1 タンパク質は、多量体(マウ
ス Rif1は 8量体及び 12量体、分裂酵母 Rif1
は 4量体および 8量体)を形成し、同時に多数
の DNA 分子と結合できる。また精製したマ
ウス Rif1を電子顕微鏡で観察したが、分子内
に含まれる IDP(天然変性ポリペプチド)領域

のためか、多様な形態が観察された。現在
DNA と Rif1 の複合体の電子顕微鏡による観
察を進めている。 
③分裂酵母Rif1のC端 271aaを動物細胞で発
現精製した。このポリペプチドは G4 構造に
結合できる。C末端近くの保存された 7aaを
アラニン置換した変異体は、DNA結合および
多量体化の能力を喪失していた。動物細胞
Rif1タンパク質の解析から、C端に加えて N
端のHEAT repeat領域もDNA結合能を有する
ことが明らかになった。High affinityの G4結
合には両者の存在が必要であることを見出
した(図 7)。 
④Rif1-Gal4DNA 結合ドメイン融合タンパク
質を作製し、これをゲノム上の特異的な部位
に結合させようと試みた。しかしこの融合タ
ンパクは不安定で細胞内で十分量発現する
ことができなかった。 
⑤Rif1タンパク質の増産の影響(図 8)：分裂酵
母細胞内で Rif1 タンパク質を増産すると強
い増殖阻害、異常な染色体構造が観察された。
動物細胞においても Rif1 を構成的に増産す
ると toxic で、安定な発現株は樹立できなか
った。そこで現在 tet 誘導 promoter の下流に
cloningして、dox添加により誘導的に発現誘
導できる株の樹立を CRIPSR-Cas9 システム
を用いて進めている (AAVS1 サイトに
transgeneを導入)。 
⑥ヒト Rif1の分子内の IDP領域に GFPを挿
入したタンパク質を解析した結果、G1 初期
に ER に局在し、きわめて特徴的な細胞内動
態をしめした。IDPの欠損により NLSが失わ
れたために NLS を再導入することにより核
内、特に核膜近傍への局在が観察された。ER
あるいは核膜への局在はC末領域に依存する。 

図３ Rif1CSは Rif1のクロマチン結合に必須である。 

図２ 分裂酵母ゲノム上のRIf1結合配列の解析から共
通保存配列(Rif1CS)を発見した。2コピーが順列に並ん
で存在する場合が多い。 
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す (D,E,F)。また増産により染色体の分断 (B)、
prematureな細胞分裂による cut細胞が出現する(C)。 

図７ Rif1タンパク質の構造と機能 

図４ Rif1BSは熱変性により特殊な構造をとり、それ
は G4リガンドにより安定化される。 
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