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１ はじめに 

染色体の安定な維持、機能発現はゲノミックおよびエピゲノミックなレベルで制御される。これらの

過程はきわめて厳密に制御され、その破綻は、癌などの疾患や老化の原因となる。一方、染色体は、

細胞内外の環境変化、その部分的損傷、発生や分化のシグナルなどに応答し、可塑的かつ柔軟に応答

しその機能を維持する能力を有していることも明らかになりつつある。例えば、染色体の分配に必須

な centomere が破壊されると染色体は正しく分配されず細胞は生存できない。しかし、このような細

胞の一部は、neocentromere という新たな centromere を全く別の箇所に構築し生存するようになる。

これは染色体のきわめて高い適応能力を示すものである。分化細胞のリプログラミングも、染色体機

能の高い可塑性を示すものであるといえる。同時に、この過程は stochastic(偶然性の高い)な側面も

有する。iPS の産生過程で一部未分化性の高い発癌性を有する細胞が生し、これが iPS を実際に治療

に使用する際に問題となることはよく知られている。この過程を正確に制御できるようになれば、iPS

の医療応用にとって大きく貢献する。染色体のこのような高い可塑性、適応性は、染色体に内在する

重要な性質であると考えられるが、その分子基盤についてはまだ不明である。 

染色体 DNA 複製は染色体の安定な維持、継承において中心的な過程である。ゲノム上の複

製開始部位の選択、その活性化の S 期内でのタイミング、複製部位の核内での局在、動態などを複製

プログラムと名付ける。複製プログラムは遺伝的に規定されるとともに、発生過程や、細胞型あるい

は細胞を取り巻く環境に応答して変化する可塑性を有する。本研究では、染色体複製プログラムを規

定する分子機構の解明を通じて、染色体ダイナミクス、機能発現の可塑性を可能にするメカニズムの

解明を試みる。染色体が内蔵する重要な特性である可塑性の本質の理解は、染色体の機能発現の変動

が原因となる疾患や高次機能発現制御にも重要な洞察を与える。下記に、平成 21年度研究助成金によ

りサポートされた研究成果について未発表 dataを中心に報告する。 

２ 材料と方法 

分裂酵母を用いた遺伝学的解析：すでに報告している方法に基づいて行った(Matsumoto et al. JBC 

[2005] 280, 42536)。細胞周期依存的な変動の解析を行うため、変異株cdc25-22とnda3-KM311株をそ

れぞれ高温もしくは低温にさらして、それぞれG2期後期もしくはM期に細胞を同調し、許容温度で増

殖を再開始し同調的に細胞周期を進行する細胞集団を得た。 

マイクロアレイを用いた ChIP-Chip 解析：標的タンパク質に Flag, HA, Pk 等の tamdem epitope tag

を融合させ、それらをゲノムの遺伝子座で発現させ、tag に対する抗体で染色体免疫沈降を行なう。

分裂酵母の全ゲノムを高解像度(20bp)で解析できる Affimetirx社製のアレイに対して、免疫沈降 DNA

を増幅してハイブリさせた。 

動物細胞株：HeLa(ヒト子宮頸部癌細胞),U2OS(ヒト骨肉腫細胞), 293T(ヒト胎児腎上皮細胞),マウス

胚性幹細胞株 CCE28と D3。 

動物細胞における複製因子の機能解析：oligofectamine試薬(Invitrogen)を用いて、siRNAを

transfectionした。HeLa細胞，U2OS細胞へのplasmid DNA transfectionはLipofectamine Plusを用い

た。293T細胞へのtransfectionにはTransIT-293(Mirus)を用いた。 

３ 結果 

3-1 分裂酵母複製開始制御キナーゼ hsk1 の欠損

のバイパスを利用した複製プログラム制御因子の

同定 

Cdc7は酵母から動物細胞まで保存されるキナーゼ

で、それぞれの複製起点における開始に必要とさ

れる。Pre-RCの因子である MCMのリン酸化を介し

て Cdc45 のクロマチンローディングを促進する。

分裂酵母の Cdc7 ホモログの Hsk1 は 30°C の増殖

に必須であるが、生育温度の上昇その他の条件に

より hsk1∆ 株が増殖できることを見出した(図１)。
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この時、一般に複製開始の脱制御がおこっている

ことを見出した(図２)。そこで、hsk1 欠損をバイ

パスする変異体のスクリーニングにより、複製プ

ログラムを制御する因子を同定できるのではと考

えスクリーニングを行なった。その結果 hsk1∆ 株

の 30°C での増殖を回復する複数の因子を同定し

た(図３)。その中のひとつ Rif1について詳細な解

析を行なった。 

3-2 分裂酵母 Rif1の機能解析 

rif1∆ は効率よく hsk1ts株の制限温度での増殖を

回復した。さらに、rif1∆ 株における複製開始部

位を ChIP-Chip で解析した結果、テロメア側のア

ーム領域を中心に、通常は HU存在下で活性化され

ない複製起点が fireしていることが明らかとなっ

た(図３、６)。特に subtelomere領域は HU存在下

では通常全く複製開始しないが、rif1∆ 株では強

い複製開始シグナルが観察された。一方

centromere近傍は一般にHU存在下で複製開始する

起点が集積しているがその中には rif1∆ 株で複製

開始が抑制されるものもある。特に centromereコ

ア領域は preRCが集積しており HU存在下で強く複

製が観察されるが、rif1∆ 株では複製シグナルが

喪失した。 

3-3 Rif1の染色体上結合部位 

Rif1 は染色体に結合するのでその結合部位を

ChIP-Chipで解析した(図４)。Rif1は Subtelomere

領域に結合する。一方、arm領域ではテロメア側を

中心に結合する。また、セントロメア領域ではコ

ア領域に特異的に結合している(図５)。以前に報

告されたように、subtelomere 領域への Rif1 の結

合が Taz1 依存的であったが、arm 領域への結合は

非依存的であった(図６)。この事実は、Rif1 の結

合様式は telomereと arm領域で異なることを示す。 

3-4 ヒト Rif1タンパク質 

ヒトの Rif1タンパク質は、同様にクロマチン結合

タンパクであるが、テロメア維持における機能は

ほとんどないと言われている。ヒト細胞において、

Rif1 を発現抑制し複製におよぼす影響を調べた結

果、1) S期の長さに大きな影響はない、2) S期初

期の複製起点活性化の核内パターンが S 期を通じ

て維持される、3) β-globin後期複製起点が初期に

fire する(図７)、などが明らかとなった。このこ

とは、ヒト細胞においても、Rif1 の欠損は複製プ

ログラムの変動をもたらすことを示す(図８)。一

方、細胞周期を同調した細胞で Rif1を抑制すると、

G2 から M 期にかけての進行が遅延することが明ら

かとなった。 

3-5 ES細胞の未分化能維持における Rif1の役割 

Rif1は、全能性 ES細胞において高いレベルで発現

している。分化誘導するとそのレベルは急激に低

下した。ES細胞で、Rif1の発現を siRNAで抑制す

ると、一部分化マーカー遺伝子が発現し、アルカ

リフォスファターゼ染色が低下し分化が誘導され

ていることが示唆された。これらは、Rif1が ES細

胞の未分化能の維持に関与することを示す。 
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４ 考察 

DNA複製は、pre-RC(G1期に染色体上に形成される

複製開始前複合体)の形成と再複製の阻害など、た

いへん厳密な制御機構とともに、環境への高い適

応性、可塑性を特徴とする緩やかな制御の二段階

の制御を受ける。後者は、細胞の生存に直接影響

を与えるものではないが、遺伝子発現への影響な

どを介してゲノム機能発現に大きな影響をおよぼ

す。本研究では、Rif1 が酵母及び動物細胞におい

て複製プログラムの制御に関与することを発見し

た。Rif1の非存在下では、通常 fireしない複製起

点の活性化が観察され、これが、hsk1 の欠損をバ

イパスする原因となっていると想像している。

Rif1 は染色体に結合するが、その結合部位は複製

開始部位とは異なるものが 80%を占める。Rif1 は

何らかの機構で複製開始を抑制すると考えられる

が、結合部位と抑制されている複製起点は一致し

ないので、直接複製開始複合体と相互作用して活

性を抑制するとは考えにくい。一方、rif1∆ 株は

チェックポイントに異常はないので、Rif1がチェックポイント依存的に複製開始を抑制する可能性も

否定される。一方、最近分裂酵母の Rif1 タンパクを精製しその生化学的解析を行なった結果、Rif1

はヒストン由来のペプチドに結合することが明らかとなった。Rif1の作用機序について、ヒストンの

修飾を介してクロマチン構造の改変を誘導する可能性、ヒストンシャペロンとしてクロマチン再構成

に機能する可能性、クロマチンの核内構築を制御する可能性など、を現在考えている。来年度は、Rif1

のクロマチン制御における機能を解明するとともに、ヒト細胞において Rif1欠損がゲノムワイド複製

プログラムに及ぼす影響を解析する。 
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