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略語表 
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BFB  breakage-fusion-bridge 
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bp  base pairs 
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DNA  deoxyribonucleic acid 
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GCR  gross chromosomal rearrangement 

HDR homology-directed repair 
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kb  kilo base pairs  

MMS  methyl methanesulfonate 

NHEJ non-homologous end-joining 

NS non-significant 

PCR  polymerase chain reaction 

qPCR quantitative PCR 

RNA  ribonucleic acid 

SDS  sodium dodecylsulfate 

TAE tris-acetate-EDTA 

TE  tris-EDTA 

TK  thymidine kinase 

Tris tris(hydroxymethyl)aminomethane 

YES yeast extract with supplements 
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要旨 

 

細胞が生存し、正常に増殖する上で、ゲノム DNA への突然変異の発生を抑制することは

必要不可欠である。一方、がん細胞においては突然変異が頻繁にみられる。近年の次世代

DNA シーケンシング技術の発展により、がん細胞ゲノム DNA 構造の解析が大規模に行わ

れるようになり、突然変異の中でも、転座、欠失、部分配列の増幅などの染色体の構造変

化である大規模染色体再編（GCR, gross chromosomal rearrangement）が、がんの発生お

よび悪性化において重要な役割を果たすことが明らかになってきた。一方、線状染色体の

末端テロメアでは、テロメア結合蛋白質複合体であるシェルタリンが染色体同士の末端融

合の抑制とテロメア長の維持を行うことで染色体の安定性を担保している。そのため、シ

ェルタリンは、そのテロメアにおける機能を介して GCR を抑制していると言える。その一

方で、シェルタリンが非テロメア領域で直接的に GCR を抑制する機能を持つか否かは明ら

かではない。本研究では、シェルタリンの GCR への影響を明らかにするために、シェルタ

リンが保存されて存在する分裂酵母において GCR 頻度を測定できる系を樹立し、シェルタ

リンの変異株でその頻度を測定した。その結果、シェルタリン構成因子である Taz1 および

Rap1（それぞれ哺乳類の TRF1/2、RAP1 のホモログ）が欠損すると GCR 頻度が上昇し、

染色体の末端欠失が蓄積することが明らかとなった。Rap1 のドメイン解析より、Rap1 は

その二つのドメイン（BRCT ドメインおよび Poz1 結合部位）を用いて、互いに独立した経

路を介して GCR を抑制することが明らかになった。このうち BRCT ドメインは、I-SceI

エンドヌクリエースを用いた DSB の誘導実験から、正確な DSB 修復を促進することが示

唆された。また、Poz1 結合部位については、Poz1 と相互作用を行うことで、DSB におけ

るテロメレース反応を制御し、そのことで新規テロメア付加の発生を抑制すると考えられ

た。このように、本研究は、シェルタリン構成因子 Taz1、Rap1 について、非テロメア領

域における GCR を防ぐことでゲノムの安定性を保つという新規機能を明らかにした。 
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1-1 がんは突然変異によって引き起こされる 

 

 がんは、日本人の死因の約 3 割を占める疾患である。がんは非常に多様な組織型を示し、

発生する臓器、組織、症状、治療法も様々である。しかし、すべてのがんは共通して、突

然変異と自然選択から成るダーウィン進化の過程によって発生する(Stratton et al. 2009)。

細胞分裂過程の染色体複製における誤りや、外部からの変異原などによって、ゲノム DNA 

にはしばしば突然変異が生じる。多くの突然変異はその細胞の増殖能に影響を与えない変

異であるが、増殖、分化、細胞死などを制御する遺伝子の機能が突然変異によって変化す

ることで、その細胞の増殖能が高まることがある。このような突然変異をドライバー変異

という。多くの突然変異は、ゲノム DNA の複製などの細胞分裂に伴う過程で発生するた

め、増殖能が高まった細胞は、新たな突然変異を獲得する機会が増え、さらにドライバー

変異を獲得する可能性が高くなる。こうした正のフィードバックループによって細胞のが

ん化が進行する。このように、がんは、体細胞のゲノム DNA に生じた突然変異により発

生し、進行していく。そのため、がんの進行を抑えるためには突然変異が発生する機構を

理解することが重要である。 

 

1-2 大規模染色体再編（GCR）のがん化への影響 

 

 DNA突然変異には、点変異や数塩基の挿入・欠失といった小規模な塩基配列変化の他に、

染色体の転座・欠失・部分配列の増幅などの大規模な染色体の構造変化が含まれる。染色

体の大規模な構造変化は、大規模染色体再編（GCR, gross chromosomal rearrangement）

と呼ばれる。小規模な配列変化は、アミノ酸置換によるがん遺伝子の活性化や、フレーム

シフト変異によるがん抑制遺伝子の不活性化などを引き起こす。これに対して、GCR はが

ん抑制遺伝子の欠失や異なる遺伝子間の融合、プロモーター領域の転座によるがん遺伝子

の活性化などを引き起こすことによって、がん化に貢献すると考えられている。固形腫瘍

においては、長い間、GCR の発がんへの貢献は小さいと考えられていたが、近年、次世代

シーケンシング技術のがんゲノム解析への応用も手伝って、発がんに直接関与する融合遺

伝子が数多く発見された(Tomlins et al. 2005; Soda et al. 2007; Maher et al. 2009)。また、

これまでにがん細胞で報告された変異の中から、原がん遺伝子に生じた突然変異を抽出す

ると、その大半が転座であった(Futreal et al. 2004)。 

 大部分のがんでは、遺伝情報が安定に保持されなくなる遺伝的不安定性が観察される。

遺伝的不安定性を獲得したがん細胞は、突然変異頻度が増加することでドライバー変異を

獲得しやすくなるために、がんの悪性化が進行しやすくなると考えられる。一般的にがん

は、GCR や染色体数の変化の頻度が増加する性質（染色体不安定性）を持つものと、特定

の反復配列において点変異やフレームシフトの頻度が増加する性質（マイクロサテライト
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不安定性）を持つものの 2 種類に分けることができる(Lengauer et al. 1997)。マイクロサ

テライト不安定性については研究が進んでおり、ミスマッチ修復経路の遺伝子の変異によ

って不安定性が引き起こされることが明らかにされている(Fishel et al. 1993; Leach et al. 

1993)。しかし、多くのがんが染色体不安定性を示すのにも関わらず、染色体不安定性の機

構はよく理解されていない。 

 

1-3 GCR の発生機構 

 

 GCR の発生機構を明らかにするためには、GCR の発生を評価する実験系が必要である。

GCR は小規模な塩基配列変化と比較して低頻度でしか発生しないため、定量的な解析が困

難であった。しかし、Kolodner ら により出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae において

GCR 頻度測定系が確立され、GCR に関する多くの知見が得られた。例えば、これまでの

研究から、GCR は DNA 二本鎖切断（DSB, double-strand break）により生じた DNA 二

本鎖末端（DSE, double-strand end）を基質として起こることが示唆されている(Chen and 

Kolodner 1999)。DSB は細胞外からの電離放射線、DNA 複製の失敗、テロメア（1-5 節

に述べる）の短小化など様々な原因により引き起こされる。DSB によって生じた DSE は、

初めに MRN 複合体により認識される。それに続いて様々な蛋白質がリクルートされるこ

とで、DNA 損傷応答が引き起こされる。具体的には、DNA 損傷チェックポイントの活性

化による細胞周期の停止が引き起こされ、DSE がエキソヌクレアーゼによる切除を受ける

ことで一本鎖 DNA が作られた後に、DSB 修復が行われる。一般的に、G2 期など姉妹染

色分体が存在するときは、DSB で生じた 2 つの DSE が、姉妹染色分体間で相同組換え

（HR, homologous recombination）を起こして、相同領域を鋳型とした DNA 合成が行わ

れると考えられている（図 1-3A）。姉妹染色分体が存在しないときは、DSE 同士が直接結

合する非相同末端結合（NHEJ, non-homologous end-joining）が起こる（図 1-3B）。これ

らの機構が正常に機能する場合、すなわち DSB で生じた 2 つの DSE が、同じ相同配列

を鋳型に DNA 合成を行う場合や、互いに NHEJ を起こす場合、GCR は発生しない。一

方、これらの機構が誤った基質を対象として作用した場合、GCR が発生しうる。例えば、

DSB や複製フォークの停止で生じた DSE（後述）の片側だけが、その DSE と偶然類似し

た配列との間で HR を起こすことがある。その部分から DNA 複製が進行する現象は

break-induced replication（BIR）と呼ばれ、GCR のうち転座を引き起こす原因となる（図

1-3C）。また、後述するが、主にテロメアで機能するテロメレースが DSE で機能すること

で、DSE に新規にテロメア反復配列を付加する機構が存在する。この機構が完了すると

DSEは対となるDSE側の配列を欠失した状態で安定化してしまう（図1-3D）。このように、

DSB を元通りに修復して GCR を防ぐためには正しい修復経路が正しい基質に作用するこ

とが重要である。これまでの研究で、GCR を引き起こさない修復経路を阻害すると GCR

頻度が上昇するとともに、複数のそうした経路を阻害すると GCR 頻度の上昇が相乗的に大
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きくなることが明らかになっている(Myung et al. 2001)。そのため、同じ DSE という基質 

をめぐって GCR を引き起こさない修復経路と引き起こす修復経路が競合しており、誤った

修復経路によりDSB が修復されることで、GCR が起こるというモデルが提案されている。 

 

図 1-3 DSB の修復機構 

DSB が発生すると、DNA の 3’末端がエキソヌクレアーゼによる切除を受けた後、以下の機構で修

復が行われる。赤色および青色の矢印は、DSB を受けた DNA の二本鎖を示す。 

(a) HR を利用した修復。双方の DSE が、姉妹染色体の相同配列を鋳型にして、後で DSE 同士が

結合するための DNA を合成する。 

(b) NHEJ。DSE 同士がそのまま、あるいは露出した一本鎖同士の短い相同配列を利用して結合

する。 

(c) BIR。片方の DSE が他の二本鎖 DNA（黒矢印）の相同部分と HR を起こし、複製フォークを形

成して、染色体末端まで DNA 複製を行う。姉妹染色分体以外を鋳型とした複製を行った場合、他
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方の DSE の側にある配列は失われ、転座が起こる。 

(d) 新規テロメア付加。DSE に対してテロメラーゼがテロメアを新規に合成する。他方の DSE の側

にある配列は失われ、代わりにテロメア反復配列が付加される。 

 

1-4 テロメア 

 

 真核生物の線状染色体末端は、テロメアと呼ばれるDNA－蛋白質複合体を形成している。

テロメア DNA 配列は、グアニンに富んだ反復配列から成る G 鎖とその相補鎖の C 鎖か

ら構成されている。最末端には 50~500 ヌクレオチドの G 鎖が一本鎖 DNA として突出し

ており、G テイルと呼ばれる（図 1-4A）。こうしたテロメア DNA の反復配列に対して特

異的に結合する因子が存在し、以下に記すように、テロメア DNA の保護と複製に重要な

役割を果たす。1-3 に述べたように、テロメア DNA は構造的に DSB により生じた DSE と

類似しており、実際に多くの DNA 損傷応答に必要な因子がリクルートされる。しかし、

テロメア結合蛋白質は、これらの DNA 損傷応答関連因子の機能を抑制することで、DNA

損傷応答からテロメアを保護している。この保護を失うと、テロメアは DSB により生じた

DSE と同様に、DSB 修復反応および細胞周期の停止を引き起こす。DSB 修復を受けた

DSE は、1-3 節に述べたように GCR に変換されうる。また、セントロメアを持つ染色体

同士が DSE の部分で融合すると、セントロメアは M 期に紡錘体からの微小管が結合する

動原体となるため、2 つの動原体が細胞分裂の際に互いに反対側の紡錘体から引力を受け

ることで、融合染色体が物理的に切断される可能性がある。このとき生じた DSE は、再び

他の染色体と融合して、次の染色体断裂のサイクルを引き起こす（図 1-4B）。この一連のサ

イクル（BFB サイクル, breakage-fusion-bridge サイクル）は、McClintock により発見

されたものであり(McClintock 1941)、DSE から新たな DSB が引き起こされるサイクルで

ある。 

 通常の DNA ポリメラーゼを用いた半保存的 DNA 複製において、DNA ポリメラーゼは

DNA 合成の開始に RNA プライマーを必要とし、5’→3’の方向にしか進行しない。この

ため、RNA プライマーが G 鎖の末端に合成されたとしても、RNA プライマーが除去され、

5’末端にギャップが生じてしまう。また、テロメアの C 鎖を鋳型として複製されたテロ

メアは、G テイルを失ってしまう（図 1-4C）。このため、細胞分裂を繰り返すごとにテロ

メアは短小化していく(Watson 1972)。短小化したテロメア DNA は、先に述べたテロメア

因子が結合できなくなるため保護機能を失い、DSE として認識される。このテロメアの短

小化を防ぐために、多くの真核生物およびヒトの幹細胞はテロメラーゼと呼ばれる逆転写

酵素を発現している(Greider and Blackburn 1987)。テロメラーゼは内在する RNA 分子を

鋳型として、テロメア DNA のＧ鎖 3’末端にテロメア反復配列を付加する。このため、テ

ロメアは、このテロメラーゼをリクルートすることで短小化を防ぐことができる。テロメ

ラーゼを欠損した出芽酵母では、GCR 頻度は上昇しないものの、野生型ではほとんど検出
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されない染色体融合が有意な頻度で起こるようになる。このとき、テロメラーゼと同時に、

チェックポイント機能やテロメアの保護機能を持つ蛋白質リン酸化酵素である tel1 を欠損

すると、染色体融合の頻度とともに、転座や欠失の頻度が大きく上昇する (Chan and 

Blackburn 2003; Pennaneach and Kolodner 2004)。このことから、テロメラーゼが短小化

して他のテロメア保護蛋白質の機能が弱まった際に、Tel1 が大部分のテロメアの保護を行

っており、tel1 を欠損するとテロメアの脱保護によって起こる染色体融合が発端となって

BFB サイクルが起こり、DSB を引き起こすために起こると考えられる。 

 また、染色体 DNA を DNA ポリメレースで複製する際も、テロメア DNA は、大量に存

在するグアニンが四重鎖構造をとる、あるいはテロメア結合蛋白質が DNA に結合するこ

とで複雑な構造をとると予測され、複製フォークが進行しにくいと考えられている。この

ため、ヒトおよび分裂酵母においては、テロメア二本鎖 DNA 結合蛋白質である TRF1 お

よび Taz1（1-5 節に述べる）がそれぞれ複製フォークの円滑な進行を促進している(Sfeir et 

al. 2009; Miller et al. 2006)。複製フォークの停止は DSE へと変換されることで GCR を

引き起こすことが示唆されている（図 1-4D）。このように、テロメア結合蛋白質は GCR の

抑制に関して重要な機能を果たしている。 
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図 1-4 

（A）テロメア DNAの構造を模式図で表す。G鎖を灰色の線、C鎖を緑色の線で表す。ヒト細胞では

G 鎖は TTAGGG 配列の繰り返し、C 鎖は CCCTAA 配列から構成される。（B）McClintock によって

提唱された BFB サイクルを、模式図で表す。DSB により生じた DSE や、保護機能が失われたテロ

メアは、他の DSE と融合しうる（上）。融合染色体がセントロメアを 2 つ持っていた場合、細胞分裂

時に逆向きに引力を受けて、切断される可能性がある（右下）。結果としてできた染色体は、一部

を欠失するか、他の染色体の一部を獲得する（左下）。また、この染色体は DSE を持っているため、

再び他の染色体と融合する（上）。（C）末端複製問題を模式図で表す。テロメア DNA の G 鎖（灰）

を鋳型として複製する場合、DNA ポリメラーゼ（水色の丸）は RNA プライマー（紫）を起点として

DNA 合成を開始するため、5‘末端に空白部分が生じる（左）。テロメア DNA の C 鎖（緑）を鋳型と

して複製する場合、新しい G 鎖は C 鎖と同じ長さまでしか合成されず、G テイルの部分は合成さ



12 

 

れない。どちらのケースでも、DNA 複製の度にテロメア DNA が短小化していくこととなる。（D）複製

フォーク停止は DSE の原因となりうる。DNA 複製において、複製フォークは進行方向（図では左か

ら右）に障害物（赤色の四角形）があると進行を停止する。通常、障害物を処理してから複製が再

開されるが、複製フォークに含まれる一本鎖 DNA が、エンドヌクレアーゼ（鋏）によって切断される

ことで、DSE が生じることがある。 

 

1-5 シェルタリン複合体 

 

 ヒトのテロメアに結合する因子群として、シェルタリン（shelterin）複合体および

CTC1-STN1-TEN1（CST）複合体が報告されている。CST 複合体はテロメア DNA 一本鎖

に結合してテロメアの複製を促進することが知られている。分裂酵母でもホモログとして

Stn1 と Ten1 が保存されているが、Ctc1 は同定されていない。一方、ヒトのシェルタリン

複合体は、POT1、TPP1、TIN2、RAP1、TRF1 および TRF2 から成る 6 者複合体であり、

TRF1 およびTRF2 が二本鎖テロメアDNAと、POT1 が G テイル一本鎖DNAと結合し、

その他の因子が TRF1、TRF2 および POT1 と結合することで、DNA の一本鎖部分と二

本鎖部分が橋渡しされる形になっている(Palm and de Lange 2008)（図 1-5）。これに対し、

分裂酵母 Schizosaccharomyces pombe のテロメアにも類似した複合体が存在する。分裂酵

母のシェルタリン複合体は、Pot1、Tpz1、Ccq1、Poz1、Rap1 および Taz1 から成る 6 者

複合体である。Pot1 および Taz1 が、それぞれ G テイルと二本鎖テロメア DNA に直接結

合しており、Pot1-Tpz1-Poz1-Rap1-Taz1 という一連の蛋白質間相互作用によって、テロ

メア DNA の一本鎖部分と二本鎖部分が橋渡しされている(Miyoshi et al. 2008; Linger 

and Price 2009)。これらの因子は、テロメアの保護やテロメア複製の制御に関与している。

このうち、Taz1、Rap1 および Poz1 は、テロメラーゼを負に制御することで、テロメア

長の伸長を抑制している(Miyoshi et al. 2008; Chikashige and Hiraoka 2001; Kanoh and 

Ishikawa 2001; Ferreira and Cooper 2001)。taz1∆株、rap1∆株および poz1∆株においては

テロメアの著しい伸長が観察されるが、その程度は異なる(Miyoshi et al. 2008)。このとき、

taz1∆ poz1∆株および rap1∆ poz1∆株において、それぞれ taz1∆株および rap1∆株と同程度

のテロメア長が観察されたことから、Poz1 は Taz1-Rap 経路の下流で機能することが示さ

れた(Miyoshi et al. 2008)。また、Taz1 および Rap1 は、G1 期にテロメアにおける NHEJ 

を抑制することが報告されている(Ferreira and Cooper 2001; Miller et al. 2005)。さらに、

taz1∆株ではテロメアの最末端まで DNA 複製が完了していない、不完全な複製産物が蓄積

する。このことから、Taz1 にはテロメア DNA において複製フォーク進行の停止を防ぐ機

能があることが示された。複製フォークの停止は DSE につながると考えられており、実際、

taz1∆株のテロメアには、DSE に結合して HR を引き起こす Rad52 および Rad51 が局在

することが報告されている(Carneiro et al. 2010)。 このように、細部は異なるものの、ヒ

トと分裂酵母のシェルタリン複合体は類似した構造を取っている。シェルタリン複合体は、
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真核生物で広く保存されていると考えられるが、出芽酵母では発見されていないため、GCR 

との関連はよく分かっていない。 

図 1-5 

（A）ヒトおよび分裂酵母におけるシェルタリン複合体と CST 複合体の模式図を表す。（B）taz1∆株

で起こる異常な DNA複製のモデル。（a）taz1∆株ではテロメア DNA（緑）の複製が完了せず途中で

停止する。（ｂ）停止した複製フォークが逆転して進行し、新生鎖同士がアニーリングした結果、

chicken foot と呼ばれる構造が生じる。（ｃ）taz1∆株ではテロメラーゼ活性の上昇も見られるため、

chicken foot 形成や複製されていない DNA の切除（resection）、切断（breakage）の結果生じた

DSE にテロメラーゼ（上）が作用し、伸長反応を起こす。その結果、複雑な構造の複製産物が発生

する。(Dehé et al. 2012)より引用。 

 

1-6 本研究の目的 

 

 突然変異は、がんの発生や悪性化において重要な役割を果たしており、がん細胞は遺伝

的不安定性によって悪性化を加速させると考えられている。近年、突然変異の中でも、GCR 



14 

 

ががん化に大きく貢献することが明らかになりつつある。しかし、先に述べたように GCR 

は小規模な配列変化と比較して発生頻度が非常に低く、がん細胞での GCR 頻度の測定は困

難である。そこで、本研究では、増殖が速く遺伝子操作の容易なモデル生物であり、テロ

メアやセントロメアなどの染色体構造がヒトと類似している分裂酵母における GCR 頻度

測定系を作製し、GCR の抑制機構および発生機構を解明することにした。これまでの研究

から、シェルタリン複合体がテロメアにおいて機能することで、染色体の安定性に寄与し

ていることが明らかになってきた。本研究では、分裂酵母のシェルタリン複合体について、

各構成因子およびその機能による GCR の発生頻度への影響を定量的に解析することで、シ

ェルタリン複合体による GCR 抑制機構を明らかにすることを目的とした。 
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2-1 試薬・酵素等 

 

 以下特に示さない限り、試薬類はナカライテスク社、酵素はタカラバイオ社または New 

England Biolabs 社、培地は Becton, Dickinson and Company の製品を用いた。本研究で

用いたプライマーの配列は章末の表 2-1 に記した。 

 

2-2 大腸菌、分裂酵母株とその操作 

 

 大腸菌培地の組成および基本的な操作は Sambrook らにならい(Sambrook et al. 1989)、

培地には必要に応じて終濃度 100 μg/ml のアンピシリンを加えて用いた。 

本研究で使用した分裂酵母株を章末の表 2-2 に示した。分裂酵母の培地の組成、および基本

的な操作は Alfa らにならった(Alfa et al. 1993)。YES 培地には、終濃度 200 μg/ml のア

デニン、終濃度 200 μg/ml のロイシン、終濃度 200 μg/ml のヒスチジンおよび終濃度 100 

μg/ml のウラシルを加えて用いた。 

プラスミドへの点変異導入は QuikChange Multi Site-Directed Mutagenesis Kit （Agilent

社）または DpnI と PCR を用いて行った。本研究で使用したプラスミドは配列を確認して

から用いた。 

 

2-3 GCR 頻度の測定 

 

 GCR 頻度の測定は以前に報告された振盪試験を用いた出芽酵母での方法に一部修正を加

えて行った(Putnam and Kolodner 2010)。YES 寒天培地上で 32℃で 1~2 日培養した酵母

を新たな YES 寒天培地に移し、32℃で 2~3 日培養した。形成された単一のコロニー（以

後、検体と呼ぶ）をメスによって寒天培地ごと切り取り、YES 液体培地に懸濁し、32℃で

飽和密度に達するまで培養した。培養液のうち 10 μl を取り、蒸留水を用いて 10 倍段階希

釈を行い、105倍に希釈したもの 100 μl を YES 寒天培地に播種した。同時に、培養液の

うち 0.5~5 ml を取り 1 mg/ml の 5-フルオロオロチン酸（5-FOA）および 20 μg/ml の 5-

フルオロデオキシウリジン（FUdR）を含む YES 寒天培地（FF 培地）に播種した。直径

9 cm の培養皿を用い、播種する細胞数は培養皿 1 枚あたり 108個を超えないようにした。

どちらも 32℃で培養し、YES 培地については播種から 2 日後、FF 培地については 5 日後

に形成されたコロニーの数を測定した。前者および後者のコロニー数と、検体の元々の培

養液の液量と播種した培養液の液量を用いて、総細胞数 N および 5-FOA 耐性かつ FUdR 

耐性の細胞数 r が計算される。ここで、m を新たに生じた GCR の数（GCR を持つ細胞が

分裂することにより増える数は含まない）、z を培養液の内 FF 培地に播種した液量の割合

とすると、 
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m = (r / z - 0.693) / ln(r / z + 0.367) 

が成り立つため、m が求められる(Jones et al. 1994)。一つの株につき m、N を最低 7 つの

独立したコロニーで求め、m / N の中間値を 1 細胞分裂あたりの GCR 頻度として示した。

検体数が偶数のときは、検体数を 2 L 個としたとき、L 番目に大きい m / N と、(L + 1)番

目に大きい m / N の平均値を GCR 発生頻度とした。ただし、GCR 発生頻度が 0 になっ

た株については、r = 0 となったすべての検体について、r = 1 として計算を繰り返し、求

められた m/N の中央値を GCR 発生頻度の上限値とした。95%信頼区間については、 

L = floor[(X + 1) / 2 - 0.9789 X]、U = (X + 1) - L （X, 検体数） 

から U と L を求め、U 番目および L 番目に大きい P をそれぞれ上限値および下限値と

した。GCR 頻度の統計学的有意差は Mann-Whitney test で判定した。 

 G1 期停止後の GCR 頻度の測定は、出芽酵母における DNA 損傷薬剤処理後の GCR 頻度

の測定のプロトコルを応用して以下のように行った(Myung and Kolodner 2003)。細胞を

YES 液体培地で対数増殖期まで培養した後、培養液を等分した。片方を塩化アンモニウム

（窒素源）を含む EMM 液体培地、他方を塩化アンモニウムを含まない EMM 液体培地で 2

回洗浄した後、同じ培地で 24 時間培養した。培養した細胞は YES 液体培地で１回洗浄し

た後、YES 液体培地で一晩飽和状態まで培養した。一定数の細胞を YES 寒天培地および

FF 寒天培地に播種し、発生したコロニー数を計測し、YES 寒天培地でのコロニー数に対す

る FF 寒天培地でのコロニー数の割合を GCR 頻度として計算した。なお、この G1 停止後

に求めた GCR 頻度は１細胞分裂あたりのものではなく、他の実験での GCR 頻度とは比較

できない。 

 

2-4 GCR の切断点の位置・配列の決定 

 

 GCR アッセイにおいて、FF 培地上に形成したコロニーからゲノム DNA を精製した後、

以下の手順で GCR の切断点が存在する染色体上の位置の絞り込みを行った（図 2-4A）。生

存株の 1 番染色体の sec16+と TK の間の領域全域にわたって、PCR により約 800 bp を増

幅するプライマーセットを設計した（PP1~28 の 28 組使用。「PP」の後の数字が小さいも

のほどセントロメア側に設計されている）（章末の表 2-1）。GCR によって除去された部分

では増幅が起こらない。各々のプライマーの組は原則として約 200 bp ずつ重複しているた

め、PCR における DNA の増幅の有無から判断することで、切断点が存在しうる領域は約

600 bp に絞り込まれる。 

 次に、新規テロメア付加が起こったかどうか調べるために、切断点が存在しうる領域よ

りもセントロメア側のプライマーと、テロメア配列を含むプライマー（M13R-T1 または

M13R-19）を用いて PCR を行った（図 2-4B）。その際は iProof DNA polymerase（Bio-Rad）

もしくは KOD FX Neo DNA polymerase（東洋紡）を用いて 98°C で 30 秒、【98°C で 10
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秒、68°C で 20 秒、72°C で 1 分】を 30 サイクルの条件で行った。もしくは KOD One DNA 

polymerase（東洋紡）を用いて【98°C で 10 秒、68°C で 5 秒、72°C で 10 秒】を 30 サイ

クルの条件で行った。増幅産物について、シークエンシングを行い切断点の配列を決定し

た。 

 増幅産物が見られなかったものについては、Ligation-mediated PCR を行った（図 2-4）。

5 ml の細胞培養液を回収し、遠心して上清を除いた後、TE [pH 7.4]（10 mM Tris-HCl 

[pH 7.4]、1 mM EDTA [pH 7.4]） で洗浄し、沈殿に 400 μl の SE バッファー（1 M ソル

ビトール、0.1 M EDTA [pH 7.4]、14 mM β–メルカプトエタノール）および、15 μl の 10 

mg/ml Zymolyase 100T を加え、37℃で 30 分インキュベートしてスフェロプラスト化を

行った。その後、遠心して上清を除き、沈殿に 400 μl のDNA バッファー（100 mM Tris-HCl 

[pH 7.4]、40 mM EDTA [pH 7.4]、0.4% SDS）を加えて 65℃で 30 分間処理した。この溶

液に 100 μl の 4 M 酢酸カリウム溶液を加え、氷上に 1 時間置き、15,000 rpm で 25 分

間遠心して上清を回収した。この上清に 1.2 ml のエタノールを加えて 15,000 rpmで 15 分

間遠心して DNA を回収した。回収した DNA を 300 μl の RNase 溶液（TE [pH 8.0] + 33 

ng/μl RNase）に懸濁し、37℃で 30 分間インキュベートして RNA を分解した後、フェノ

ールクロロホルム処理およびエタノール沈殿によって精製し、TE [pH 8.0] に懸濁した。以

後の基本的な操作は、GenomeWalker Universal Kit（Clontech）の説明書に従った。以下

に、操作の概要および説明書との相違点を記す。上記の方法で調製した酵母DNA 0.25 μg を

80 U の HinP1 I または Msp I で処理した。2 回のフェノールクロロホルム処理とエタノ

ール沈殿を行って DNA を精製し、10 μl の TE（10 mM Tris [pH 7.4]、0.1 mM EDTA [pH 

7.4]）に溶解した。この DNA 溶液 2 μl とリンカーDNA 3.8 μl に TaKaRa Ligation Kit の

I 液 11.6 μl と II 液 5.8 μl を加えて 16℃で一晩インキュベートした後、56.8 μl の TE（10 

mM Tris [pH 7.4]、1 mM EDTA [pH 7.4]）を加えることで、DNA 断片とリンカーが結合

した DNA ライブラリを作成した。12.5 μM の Adaptor univ.および HinP1I/MspI プライ

マー（表 2-1）、50 mM の NaCl を含む反応液を、サーマルサイクラーGeneAmp PCR 

System 9700（Applied Biosystems 社）を用いて、97℃まで加熱し、3 時間かけて 4℃ま

で徐々に冷却することでアニーリングさせたものを、リンカーとして用いた。DNA ライブ

ラリを鋳型として、表 2-1 に示されたうち、適当なテロメア向きのプライマー１つと ADP1 

プライマーを用いて、Advantage PCR Kit による 1 次 PCR を行った（3-7 節参照）。続け

て、PCR 産物を鋳型として、1 次 PCR で用いたものよりテロメア側に設計されたテロメ

ア向きのプライマーと ADP2 プライマーを用いて、2 次 PCR を行った。増幅産物につい

て、シークエンス反応を行い、切断点の配列を決定した。増幅が見られないものについて

は、「不明」と分類した。 
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図 2-4 

生存株における GCR の構造解析。詳細は本文参照。 

 

2-5 部位特異的な二本鎖切断（DSB）の誘導 

 

 部位特異的なDSBの誘導は基本的に過去の報告にならって行ったが(Sunder et al. 2012)、

以下のような改変を行った。テトラサイクリン誘導性の I-SceI 遺伝子の導入用のプラスミ

ドはプラスミドに含まれる LEU2 遺伝子との相同組換えを利用して細胞の leu1-32 遺伝子

座位に挿入した。I-SceI 切断部位の導入用のプラスミドには I-SceIcs の前後に ura4+遺伝子
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とハイグロマイシン耐性遺伝子を挿入した。このプラスミドは GCR アッセイで ura4+-TK

カセットを挿入したのと同じ位置に挿入した。DSB は無水テトラサイクリン（ahTET、

Sigma 社）を終濃度 3 μM になるよう添加することで導入した。ahTET は極力遮光して用

いた。 

 

2-6 クロマチン免疫沈降（ChIP） 

 

 ChIP は過去のプロトコルに以下の改変を加えて実施した(Miyoshi et al. 2008)。細胞濃

度は ahTET を加える時点で 1.0 × 107細胞/mL になるように調整し、所定の時間に一定の

量の培養液を回収し、固定を行った。免疫沈降は抗 myc 抗体（9B11、Cell Signaling 社）

を Dynabeads M-280 Sheep anti-Mouse IgG（Invitrogen 社）に結合させたものを用いて

行った。洗浄したビーズから、過去の報告にならって Chelex 100 Resin（Bio-Rad 社）を

用いて DNA を精製し(Moser et al. 2014)、qPCR によって解析を行った。 
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表 2-1 本研究で使用したプライマー 

PP1F ggatgtcatgagaaatagttgatggaag 

PP1R taaaatcatcaagtcatgtgaataaac 

PP2F caatgaattgttgtgagagagactgatg 

PP2R ggcatgggataagaagagaaataggataag 

PP3F ctttcctcgggatgagcgatagcataag 

PP3R gcgcttccctgctcttatccatccaac 

PP4F agacactcgtctccagatacccatgtc 

PP4R agttgagattggaagtggccagagttg 

PP5F gacaaccgaaagttcgatttc 

PP5R gagacaaaacgttgacgatgtac 

PP6F catccactttgtccaatccacttacat 

PP6R gaagagtgcgcattgtgtgcatcagcc 

PP7F gtctgctgataactcttcgtcgtctacaac 

PP7R catgcgccattgaagggctggatgtag 

PP8F tacagcgtcggttcctcaacaaatttc 

PP8R tgtgttgggatacgagtattggatatg 

PP9F cagaatgttcctcaacagcttc 

PP9R gaatccactactatgataactattc 

PP10F gctcttaatcgttttgtctttttgctttg 

PP10R aatgctccggtccttttcac 

PP11F ccaccaggttatcttacctccagggtatg 

PP11R tttggcttaaccattttcacag 

PP12F cctgggtaattccaccgaggattgtag 

PP12R actggcagcaagtcgtttac 

PP13F gtattgcaaattacccaccagggagaag 

PP13R cacttggagaacttgggtgc 

PP14F tcgaccataaccaatcttccaatttgg 

PP14R aaaagttcgatggaaattgccatagac 

PP15F agcgttgcttttcaaccgaaattgagg 

PP15R ggcaaattgatagtaaaactaacacaatgc 

PP16F cccatgcaaagtatactatgacaacaagc 

PP16R ctcgtttcaggctagatttcccttatg 

PP17F ttataattcgcaaatgattaaatttag 

PP17R ttcattatccattgatgtgctg 

PP18F aagccattaacgcgtccaatgtataacttg 
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PP18R tttcaatcccctgttgcaaacttgaag 

PP19F ttgaattagacggttccatgcttcaac 

PP19R ccagctagaatttttaatgatgtgaactcg 

PP20F aaataaggccctgcgttatacatagaagg 

PP20R cagttttacatgtacaagggaagtattcgg 

PP21F ctatctcttactttgcagaatttgggatcg 

PP21R ataagcattaaattgcaatctagac 

PP22F cctgaatcaaagttcccatgatttatagtc 

PP22R attttctattcccttgaagagccaagc 

PP23F aatatggtgttccagtccatttatggc 

PP23R gaaggaattcccgttaagaaagtcagc 

PP24F cagaagattctttgatatcgatacctcctg 

PP24R catctggaacccgttagacttgcttaagag 

PP25F ctagaagatagtaaattccatgggcacatg 

PP25R gggttctttgtggcccattc 

PP26F agacgggaaaccaaatggcgacattgg 

PP26R tttcgttagtaattactaaactttgccgc 

PP27F ttcagccagtgtagtgcccggcttagc 

PP27R catcttgcttatgatatgaagcatgtgatc 

PP28F ctggtgttatatacaaaaaccggttttgctg 

PP28R aaccctctcttcccttcctatc 

PP29F aagcttagctacaaatcccac 

PP29R ccaacaattccttggcaatggg 

PP30F ccatcccagtttaactatgcttcgtcg 

PP30R tcgctaccgcagtttacaatcacttc 

PP31F acgtggtctcttgcttttggctg 

PP31R aagcttgtgatattgacgaaac 

M13R-T1 caggaaacagctatgacctgtaaccgtgtaaccgtaac 

M13R-C19 caggaaacagctatgaccctgtaaccccctgtaacc 

Adaptor univ. gtaatacgactcactatagggcacgcgtggtcgacggcccgggctggt 

BfaI taaccagccc 

HinPLI/MspI/TaqI cgaccagccc 

ADP1 gtaatacgactcactatagggc 

ADP2 actatagggcacgcgtggt 

ADPSEQ gtcgacggcccgggctggt 

ade6F ctgtcgccactgttgctatc 
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ade6R tctccatagcagccaaaagg 

1.5kbF ccatcccagtttaactatgcttcgtcg 

1.5kbR ccaacaattccttggcaatggg 

3kbF ttcagccagtgtagtgcccggcttagc 

3kbR tttcgttagtaattactaaactttgccgc 

5kbF gacataaaccggacaacattagc 

5kbR cgatgatggaaagtcaggag 

13kbF ttaatcgttttgtctttttgctttg 

13kbR ggatctcgtatacgaaagtaccggtcg 

telF ctatttctttattcaacttaccgcacttc 

telR attaattgggtaacggagtaacaatataga 

I-sceIcsF agagaagctggttggaaggc 

I-sceIcsR cacgtgctgatcagatccga 
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表 2-2 本研究で使用した酵母株 

JK317  h- leu1-32 ura4-D18  

JK320  h- leu1-32  

FY2317  h+ ade6-M210 hENT1-leu1 ura4-D18 his7-366::adh-TK-his7  

HI4083  h- leu1-32 ura4-D18 Ch.1-5442737::CMV-TK/ura4+ 

HI4085   HI4083 rad2::kanMX6 

HI4087  HI4083 mre11::kanMX6 

HI4123   HI4083 taz1::kanMX6 

HI4126  HI4083 rap1::kanMX6  

HI4206   HI4083 rap1::kanMX6 taz1::hphMX6 

HI4408   HI4083 poz1::kanMX6 

HI4423  HI4083 stn1-1::LEU2 

HI4421   HI4083 tpz1-I501A,R505E-3Flag:LEU2 

HI4339   HI4083 taz1::kanMX6 poz1::hphMX6 

HI4804   HI4083 taz1::kanMX6 tpz1-I501A,R505E-3Flag:LEU2 

HI4796   HI4083 rap1::kanMX6 poz1::hphMX6 

HI4809   HI4083 rap1::kanMX6 tpz1-I501A,R505E-3Flag:natMX6 

HI4171   HI4083 lig4::hphMX6 

HI4172   HI4083 taz1::kanMX6 lig4::hphMX6 

HI4173   HI4083 rap1::kanMX6 lig4::hphMX6 

HI4227   HI4083 bqt4::hphMX6 

HI4841   HI4083 bqt4::hphMX6 leu1+::GFP–bqt4-∆N 

HI4842   HI4083 bqt4::hphMX6 leu1+:: rap1-GFP–bqt4-∆N 

HI4249  HI4083 bqt3::kanMX6 

HI4721  HI4083 rap1213/378/422/456/513A:LEU2 

HI4332   HI4083 lem2::kanMX6 

HI4333     HI4083 man1::kanMX6 

HI4576  HI4083 pku70::hphMX6 

HI4839   HI4083 taz1::kanMX6 bqt4::hphMX6 

HI4126  HI4083 rap1::kanMX6 

HI4840   HI4083 rap1::kanMX6 bqt4::hphMX6 

HI4843   HI4083 pof8::hphMX6 

HI4844   HI4083 taz1::kanMX6 pof8::hphMX6 

HI4845   HI4083 rap1::kanMX6 pof8::hphMX6 

HI4846     HI4083 rad2::kanMX6 pof8::natMX6 

HI4260  HI4083 trt1::kanMX6 
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HI4831  HI4083 trt1::kanMX6 pREP1-trt1+ 

HI4852  HI4083 trt1::kanMX6 taz1::natMX6 

HI4853  HI4083 trt1::kanMX6 taz1::natMX6 pREP1-trt1+ 

HI4854  HI4083 taz1::natMX6 trt1::kanMX6  

HI4855  HI4083 taz1::natMX6 trt1::kanMX6 pREP1-trt1+ 

HI4856  HI4083 trt1::kanMX6 taz1::natMX6 poz1::hphMX6 

HI4857  HI4083 trt1::kanMX6 taz1::natMX6 poz1::hphMX6 pREP1-trt1+ 

HI4858  HI4083 rap1::natMX6 trt1::kanMX6  

HI4859  HI4083 rap1::natMX6 trt1::kanMX6 pREP1-trt1+ 

HI4817   HI4083 rap1-WT:LEU2 

HI4818   HI4083 rap1-∆2-110:LEU2 

HI4820    HI4083 rap1-∆2-174:LEU2 

HI4821  HI4083 rap1-∆2-248:LEU2 

HI4822  HI4083 rap1-∆2-300:LEU2 

HI4823  HI4083 rap1-∆2-370:LEU2 

HI4824  HI4083 rap1-∆2-456:LEU2 

HI4825  HI4083 rap1-∆2-512:LEU2 

HI4849  HI4083 rap1-∆457-512:LEU2 

HI4826  HI4083 rap1-∆2-110, 457-512:LEU2 

HI4860  HI4083 rap1-∆2-110, 457-512:LEU2 pof8::hphMX6 

HI4860  HI4083 rap1-∆2-110, 457-512:LEU2 pof8::hphMX6 

HI4706  h- ura4-D18 leu1-32::adh-TetR/CaMV35Sp-I-SceI/LEU2 

  Ch.1-5442737::I-SceIcs/hphMX6/ura4+ 

HI4719   HI4706 taz1::kanMX6 

HI4850   HI4706 rap1::kanMX6 

HI4861   HI4706 poz1::kanMX6 

HI4862  HI4706 taz1::kanMX6 pof8::natMX6 

HI4851   HI4706 rap1-∆2-110:natMX6 

HI4863   HI4706 trt1::kanMX6 

HI4864   HI4706 ccq1::kanMX6 

HI4866     HI4083 pfh1-WT:LEU2 

HI4867     HI4083 pfh1-mt*:LEU2 

HI4577     HI4083 clr4::hphMX6 

HI4561     HI4083 swi6::hphMX6 

HI4578     HI4083 taz1::kanMX6 clr4::hphMX6 

HI4579     HI4083 taz1::kanMX6 swi6::hphMX6 
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HI4868  HI4083 rap1::kanMX6 clr4::hphMX6 

HI4869  HI4083 rap1::kanMX6 swi6::hphMX6 

HI4870  HI4083 poz1-W209A 

HI4871  HI4706 taz1-13myc::kanMX6 

HI4872  HI4706 rap1-13myc::kanMX6 

HI4873  HI4706 rad11-13myc::kanMX6 

HI4874  HI4706 taz1::natMX6 rad11-13myc::kanMX6 

HI4875     HI4083 cds1::hphMX6 

HI4876     HI4083 taz1::kanMX6 cds1::hphMX6 

HI4877     HI4083 rap1::kanMX6 cds1::hphMX6 
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3-1 GCR 頻度測定系の構築 

 

 出芽酵母における先行研究を参考にして(Chen and Kolodner 1999)、GCR 頻度を測定で

きる分裂酵母株を作製した。分裂酵母細胞の一番染色体に ura4＋遺伝子と TK 遺伝子を含む

DNA カセットを挿入した（図 3-1A）。ura4＋遺伝子を発現する細胞と TK 遺伝子を発現す

る細胞はそれぞれ 5-フルオロオロチン酸（5-FOA）と 5-フルオロ-2’-デオキシウリジン

（FUdR）に対して感受性を示すことが知られている。実際、この DNA カセットを一番染

色体右腕のテロメアから約 150 kb の地点に挿入した細胞は、両薬剤に対して感受性を示し

た（図 3-1B）。この酵母株が両薬剤への耐性を獲得する機構として、ura4＋と TK 双方にま

たがる欠失が発生することと、機能喪失型の点変異が両遺伝子に独立して発生することの

二つが考えられる。しかし、後者の点変異については、先行研究において全長約 1.8 kb の

ura4＋遺伝子の機能喪失型の点変異は 1 細胞分裂あたり 10-7 のオーダーでしか起こらない

と概算されている(Fraser et al. 2003)。そのため、全長約 1 kb の TK 遺伝子の機能喪失型

の点変異発生率を同じと見積もると、双方に機能喪失型の点変異が起こる可能性は 1 細胞

分裂あたり 10-14と概算され、非常に頻度の低いイベントだと考えられる。そのため、出芽

酵母における GCR アッセイと同様、私のアッセイで生じる生存株の大部分は、両方のマー

カー遺伝子の欠失を伴う GCR によって引き起こされると考えられる。 

 このとき、両マーカー遺伝子よりもテロメア側には生存に必須な遺伝子は存在せず、セ

ントロメア側にある必須遺伝子のうち最も近い sec16＋を GCR によって失うと細胞は死ん

でしまうと考えられる。そのため、生存につながる GCR は、両マーカー遺伝子と、sec16

＋遺伝子の間の 16.8 kb の領域で生じたものに限定されると考えられる。以後、本論文では

この 16.8 kb の領域を”breakpoint region”と呼ぶ。この領域は他の染色体領域と明らかな相

同性を持っていないため、配列相同性への依存性が低い GCR が検出されると予想される。 

図 3-1  
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（A）GCR アッセイに用いる ura4-TK 株の模式図。5-FOA、FUdR への感受性をもたらす ura4+、TK

遺伝子を 1 番染色体の右腕に挿入した。sec16+は 1 番染色体の右腕で最も末端に近い必須遺伝

子。赤色、青色の矢印はそれぞれ 1 番染色体の左腕、右腕を示しており、矢頭がテロメアに相当

する。丸はセントロメアを示している。（B）ura4+、TK 遺伝子を持つ細胞の 5-FOA、FUdR への感受

性。この実験での野生株は ura4+、TK 遺伝子を持っていない。細胞は左から右に向かって 10 倍ず

つ希釈して記載の薬剤を含む YES 平板培地にスポットした。 

 

3-2 GCR 頻度の測定と出芽酵母 GCR アッセイとの比較 

 

 GCR アッセイでは、5-FOA と FUdR を含む培地および含まない培地上でのコロニーの

数をカウントし、その数から Luria と Delbrück が考案した fluctuation test によって GCR

頻度を概算した（2-3 参照）(Luria and Delbrück 1943)。野生株の場合、GCR 頻度は一細

胞分裂あたり 2.6 × 10-9であると概算された（図 3-2A）。実際、この頻度は点変異が二つの

マーカー遺伝子に同時に起こると予想される確率（10-14）よりはるかに高く、このシステ

ムによって主に GCR が検出できていることが確かめられた。次に、5-FOA+FUdR 耐性の

クローンを単離し、ゲノム DNA の配列を解読した（2-4 参照）。その結果から、GCR を欠

失と転座という 2 種類に分類した（図 3-2B）。野生株では 15 クローンの内 12 クローンで

欠失が観察された。欠失では、DSB によって薬剤選択カセットを含む染色体末端部が失わ

れ、その後にテロメア反復配列が続いていた。新規テロメア付加によって DSB が修復され

て、安定に保持されるようになったものだと考えられる（図 3-2C）。他の 2 クローンでは切

断点は、マーカーカセットが挿入された 1 番染色体右腕とは反対側の 1 番染色体の左腕の

配列に、図 3-2D に記すように同じテロメアに向かう方向で繋がっていた（図 3-2C）。こう

したGCRは break-induced replicationやDNA組換えによって起こる可能性がある。実際、

これらの生存株では融合点に 7、8 bp の相同配列が存在していた。GCR の切断点は

breakpoint region に sec16+の近傍を除く領域に概ね一様に分布しており、ホットスポット

となる領域は存在しなかった（図 3-2E）。sec16+の近傍領域に切断点が存在しなかった原因

として、テロメア近傍の遺伝子転写の抑制（サイレンシング）の影響が考えられる。sec16+

の近傍で欠失が発生し、新規にテロメアが形成された細胞は、必須遺伝子である sec16+の

発現が抑制され、生存率が減少するために淘汰された可能性がある。15 株の生存株の内の

1 株では、マーカーカセットの欠失は確認されたが、breakpoint region の配列変化は解読

できなかった。予想通り ura4＋と TK の両方に点変異が起きたような生存株は得られなかっ

たため、このアッセイによって特異的に GCR 頻度を測定できることが確かめられた。 

 ここで、今回測定した分裂酵母の GCR 頻度と過去に測定された出芽酵母の GCR 頻度の

比較を行った(Myung et al. 2001)。分裂酵母野生株では GCR は 16.8 kb の breakpoint 

region 上で 1 細胞分裂あたり 2.6 × 10-9の頻度で発生したのに対し、出芽酵母野生株

では 19.2 kb の breakpoint region 上で 1 細胞分裂あたり 2.27 × 10-9の頻度で発生した。
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GCR がゲノム上で一様の頻度で起こるとすると、GCR 頻度は breakpoint region の長さと

比例する。この仮定に基づいて GCR 頻度を標準化すると、分裂酵母では 1 kb あたり約 1.5  

× 10-9、出芽酵母では約 1.2 × 10-9であった。このことから、分裂酵母は野生型において同

じ長さの breakpoint region に換算すると同程度の頻度で GCR が発生することが明らかに

なった。また GCR の種類については、どちらの生物種も野生型では末端欠失が大部分で（分

裂酵母：12/15、出芽酵母：5/6）、転座は比較的まれである（分裂酵母：2/15、出芽酵母：

1/6）(Myung et al. 2001)。次に、出芽酵母の GCR アッセイで GCR の抑制に関わることが

明らかとなった機構が、分裂酵母でも同様に機能するかどうか調べた。5’末端のフラップ構

造を基質とする FEN-1 エンドヌクレアーゼや DNA 修復に重要な多機能なヌクレアーゼで

ある Mre11 を欠損した出芽酵母株は、それぞれ野生株の 914 倍、628 倍の GCR 頻度を示

すことが報告されている(Chen and Kolodner 1999)。そこで、分裂酵母株でそれらのホモ

ログを欠いた rad2∆株と mre11∆株の GCR 頻度を測定したところ、野生株の約 100 倍の増

加が見られた（図 3-2A）。Pif1 は 5’→3’方向に DNA の二次構造を解消する DNA ヘリ

ケースである。出芽酵母では Pif1 はテロメレースの鋳型 RNA とテロメア一本鎖 DNA のア

ニーリングを阻害することで、通常のテロメアや DSB でテロメレースによるテロメアの伸

長を抑制する(Boulé et al. 2005)。そこで、分裂酵母での PIF1 ホモログ pfh1 の変異による

GCR への影響を調べた。pfh1-mt＊は生存に必須なミトコンドリアでの機能を維持している

一方で、核内での機能を欠く変異体である(Pinter et al. 2008)。pfh1-mt＊株は野生株の 32

倍の GCR 頻度を示した（図 3-2F）。これは出芽酵母の対応する変異株である pif1-m2 株と

同様の結果であった(Myung et al. 2001)。分裂酵母と出芽酵母は 10 億年以上前に分岐した

と考えられている。進化的に離れた 2 種の酵母が多くの類似の結果を示したことから、GCR

制御機構は進化的に保存されており、分裂酵母で GCR の機構を研究することは有意義であ

ると考えられる。 
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図 3-2  

（A）GCR 頻度を対数グラフに示した。本研究における GCR 頻度を示す図では、特に示さない限り

エラーバーは＞95%信頼区間を表している。（B）野生株由来の 5-FOA、FUdR 耐性細胞において

同定された GCR の種類の内訳。（C）同定された切断点の配列の例。欠失（上）では、赤色の小文

字はテロメア配列を示す。括弧内の数字はテロメア配列が付加された 1 番染色体の配列番号を

示す。転座（下）では、上下の配列は転座前の染色体の DNA 配列を示しており、下線で示した配

列が転座で生じた配列を示している。赤字は相同な配列を示す。染色体の DNA 配列および配列

番号はPombase（http://www.pombase.org/）より入手した。（D）野生株由来の5-FOA、FUdR耐性

細胞で同定された転座の模式図。これらの細胞では、breakpoint region が 1 番染色体左腕と逆向

きに融合していた。このとき 1 番染色体左腕の配列が失われたか、あるいは残されたかどうかは

不明である。（E）GCRの切断点の分布。一つ一つの矢頭が同定した 5-FOA、FUdR耐性細胞の切

断点の位置を示す。白抜きの矢頭、塗りつぶした矢頭はそれぞれ欠失、転座を示す。cen：セント

ロメア。tel：テロメア。（F）野生型または変異型 Pfh1 を発現する細胞株の GCR 頻度。Pfh1 はゲノ

ム内の pfh1+プロモーターから発現した。 

 

http://www.pombase.org/
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3-3 Taz1、Rap1 は GCR を抑制する 

 

 野生株で検出された GCR の大部分が新規テロメア付加だったことから、私はテロメア因

子が GCR の制御に関連しているのではないかと考えた。分裂酵母では Taz1 がテロメア二

本鎖 DNA と Rap1 に直接結合することで、Rap1 をテロメアにリクルートしている（図

3-3A）。taz1∆株と rap1∆株で GCR 頻度の測定を行ったところ、野生型のそれぞれ 42 倍、

33 倍という有意に高い頻度を示した（図 3-3B）。taz1∆ rap1∆二重変異株では、単独変異株

と同等の高い GCR 頻度を示した。 また、rap1-I655R 変異株では Taz1-Rap1 の相互作用

が弱まることで Rap1 のテロメアへのリクルートが消失することが知られているが(Chen 

et al. 2011)、この変異株も taz1∆株や rap1∆株と同様に高い GCR 頻度を示した。これらの

結果から、Taz1 と Rap1 は同経路で GCR の抑制に機能しており、Taz1 が主に Rap1 との

物理的相互作用によって GCR を抑制することが示唆された。次に、taz1∆株や rap1∆株に

ついても GCR アッセイで単離した生存株から発生した GCR の種類を調べた。どちらの欠

損株も、調べたすべての生存株で欠失が検出されたが、その割合は野生型と比較したとき

統計学的有意差は見られなかった（図 3-3C、D）。 

 次に、野生株、taz1∆株、rap1∆株を 20℃で培養した際の GCR 頻度を測定した。taz1∆

株は、野生株や rap1∆株とは異なり、20℃で培養するとおそらく染色体の絡まりによって

細胞周期の進行が遅くなり、生存率が低下することが知られている(Miller and Cooper 

2003)。taz1∆株の 20℃での培養時の GCR 頻度は 32℃での培養時に比べて 10 倍以上増加

した（図 3-3E）。このような GCR 頻度の 20℃での増加は野生株や rap1∆株では見られなか

った。今回調べた 3 株で GCR 頻度の上昇と低温感受性に相関が見られたことから、20℃で

は taz1∆株は染色体のもつれが GCR 頻度の上昇の一因になっている可能性がある。 
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図 3-3  

（A）分裂酵母シェルタリン複合体およびの模式図。（B）テロメア結合因子の変異体の GCR

頻度。（C）taz1∆株、rap1∆株で発生した GCR の種類の内訳。（D）（C）に示した GCR（す

べて欠失）の切断点の分布。（E）32℃または 20℃で培養した野生株、taz1∆株、rap1∆株の

GCR 頻度。 

これ以降の図で、アスタリスク（*）および NS はそれぞれ統計学的に有意差があること（P 

< 0.05）および有意差がないこと（P > 0.05）を示す。特に示さない限りアスタリスク、NS

は野生型との比較結果である。また、特に断らない限り P 値は two-tailed Mann–Whitney

検定により求めた。 

 

3-4 Poz1、Stn1 の GCR 頻度への影響 

 

 次に、Rap1 に結合するシェルタリン構成因子 Poz1（図 3-3A 参照）の GCR 頻度への影

響を調べた。poz1+を欠損すると、テロメアの過剰な伸長、テロメア遺伝子のサイレンシン

グの阻害など、taz1∆株や rap1∆株と類似の表現型が見られる。しかしながら、poz1∆株で

は taz1∆株や rap1∆株と異なり GCR 頻度の上昇は見られなかった（図 3-3B）。興味深いこ

とに、taz1∆株や rap1∆株において poz1+を欠損すると、上昇していた GCR 頻度の減少が

見られた（図 3-4）。このことから、Poz1 は taz1∆株や rap1∆株において GCR の脱抑制を

行っていると言える。さらに、Poz1 と結合するシェルタリン因子である Tpz1 について、
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その結合を弱める tpz1-I501A/R505E 変異を taz1∆株や rap1∆株に導入すると(Jun et al. 

2013)、同様に GCR 頻度の減少が見られた。そのため、Poz1 が Tpz1 によってリクルート

されることが GCR の促進につながると考えられる。なお、poz1+欠損の場合も

tpz1-I501A/R505E 変異の場合も、taz1∆株と比較して rap1∆株の方が GCR 頻度の減少が

大きくなった。この違いをもたらす要因として、Taz1 と Rap1 が一部異なる経路で GCR

を抑制している可能性が考えられる。例えば、試験管内では Rap1 が Poz1、Tpz1 と段階を

踏んで三量体を形成する(Kim et al. 2017)。はじめに Poz1-Tpz1 が二量体を形成すること

で Poz1 が構造変化を引き起こす。そのことで Poz1 の Rap1 結合ドメインが Rap1 との親

和性を増加させることで、最終的に Rap1-Poz1-Tpz1 の三量体を形成すると言われている。

そのため、通常は中間体の形のみで存在する Poz1-Tpz1 二量体が、rap1∆株では安定して

存在するという可能性が考えられる。rap1∆株では野生株や taz1∆株には存在しない

Poz1-Tpz1 二量体が GCR を促進しており、そのことが poz1+を欠損した際の表現型の違い

に繋がっているのかもしれない。いずれにせよ、これまでの結果から、Taz1、Rap1、Poz1

はテロメア長の制御や低温感受性と同様に(Moser et al. 2011; Miller et al. 2005)、GCR の

抑制についても複雑な遺伝的相互作用を持つことが示唆された。 

 次に、シェルタリン因子に加えて、テロメア一本鎖 DNA に結合する Stn1 について調べ

た。Stn1 は生存に必須であるので、私が所属する研究室にて単離された温度感受性変異株

stn1-1 株を用いた(Takikawa et al. 2016)。stn1-1 株は準許容温度である 25℃においてわず

かにテロメア長の増大が見られる。25℃で培養した際に GCR 頻度を測定すると、stn1-1

株は野生株の 6 倍程度の上昇が見られた（図 3-3B）。そのため、Stn1 も GCR の抑制に中

程度に関与していると考えられる。 

図 3-4   

poz1+の欠損、tpz1-I501A/R505E の GCR 頻度への影響。 

 

3-5 NHEJ は taz1∆株、rap1∆株での GCR 頻度の増加に必須ではない 

 

 Taz1 と Rap1 はさまざまな機能を持った因子であるので、そのうちどの機能が GCR の

抑制と関連するのか調べることにした。taz1∆株、rap1∆株では見られるが poz1∆株では見

られない表現型として、G1 期に細胞を停止させるとテロメア同士が NHEJ により融合す
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ることが知られている(Ferreira and Cooper 2001; Fujita et al. 2012b)。そのため、taz1∆

株、rap1∆株では G1 停止状態ではなくてもある程度 NHEJ によるテロメア融合が起こっ

ており、そのことで二動原体染色体が形成されることで DSB が起こり、GCR が引き起こ

されることが考えられる。そこで、taz1∆株、rap1∆株で NHEJ が GCR 頻度の上昇に必要

であるか調べるために、NHEJ に必須な因子である DNA ライゲース IV をコードする lig4+

遺伝子の欠損株を作製した。taz1∆株、rap1∆株で lig4+遺伝子を欠損すると G1 停止時のテ

ロメア融合が抑制されることが知られている(Ferreira and Cooper 2001; Miller et al. 

2005)。一方、これらの taz1∆ lig4∆、rap1∆ lig4∆二重変異株では taz1∆株、rap1∆株で増加

した GCR 頻度の減少が見られなかったことから、この GCR 頻度の増加に NHEJ は必須で

ないことが示唆された（図 3-5A）。 

 これまでの実験では分裂酵母は栄養増殖条件で培養を行った。栄養増殖条件では、分裂

酵母の G1 期は非常に短いが、NHEJ は分裂酵母では G1 期のみでしか活性を持たない。そ

のため、taz1∆株、rap1∆株で GCR の増加に NHEJ が必要なかった原因として、G1 期に

ある細胞の割合が少なかったことが考えられる。そこで私は、細胞の G1 期停止を促すよう

な窒素源飢餓条件下で、GCR 頻度を測定することにした。まず、YES 培地で栄養増殖を行

っている細胞を分割して、窒素源として硫酸アンモニウムを含む EMM 培地で培養を行う

グループ（N-）と、窒素源を含まない EMM 培地で培養を行うグループ（N+）に分けた。

どちらも 24 時間培養を行った後に、YES 培地で一晩培養を行い、その後 5-FOA と FUdR

を含む培地および含まない培地に細胞を播種して GCR 頻度を測定した。その結果、taz1∆

株(N-)は統計学的有意差はないものの、taz1∆株(N+)の 2倍の GCR頻度を示した（図 3-5B）。

この GCR 頻度の上昇傾向は lig4+の欠損によって弱まった。このことから、テロメア同士

の NHEJ は GCR を引き起こしうるものの、栄養増殖条件の taz1∆株では G1 期が短いため

に GCR 頻度の上昇に貢献しないものと考えられる。 

図 3-5 

（A）NHEJ に必須な因子である Lig4 の GCR 頻度への影響。（B）G1 期誘導時の NHEJ の GCR 頻

度への影響。窒素源を含まない培地で細胞を培養することで G1 期を誘導した（2-3 参照）。この実

験では GCR 頻度を他の実験とは異なる方法で求めており、ここで示した GCR 頻度は 1 細胞分裂
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あたりのものではない。野生株では FF プレートで一つもコロニーが発生しなかった。アスタリスク、

NS は-N との比較結果である。 

 

3-6 テロメアヘテロクロマチンの消失は GCR 頻度を上昇させない 

 

 Taz1、Rap1 はテロメアやその周辺領域のサブテロメアでのヘテロクロマチンの形成に必

須の因子である(Kanoh et al. 2005)。近年、ヘテロクロマチンはセントロメア領域の反復配

列の組換えにより生じる GCR を抑制することが示された(Okita et al. 2019)。そのため、

本研究での実験系においてもGCRの抑制にヘテロクロマチンが影響するかどうか調べるた

めに、ヘテロクロマチン形成の必須因子である clr4+遺伝子および swi6+遺伝子の欠損株を

作製した。メチル基転移酵素である Clr4 がヒストン H3 の 9 番目のリジンをメチル化し、

そこに Swi6 がリクルートされることでヘテロクロマチンが形成される。clr4+遺伝子の欠損

では GCR 頻度への影響が見られなかったが、swi6+遺伝子を欠損させると、GCR 頻度の有

意であるが弱い上昇が見られた（図 3-6A）。その一方、rap1∆株で clr4+遺伝子を欠損させ

ると GCR 頻度の有意な減少が見られた。以上のことから、Clr4、Swi6 が GCR 頻度の制

御を行う可能性がある。ただし、野生株では clr4+の欠損では影響は見られず、rap1∆株で

は swi6+の欠損では影響は見られなかったため Clr4、Swi6 は互いに独立してヘテロクロマ

チン非依存的に GCR の制御を行うと考えられるが、その機構は不明である。次に、テロメ

アでのヘテロクロマチンの GCR への影響をより特異的に調べるために、poz1-W209A 変異

を導入した。Poz1 は Taz1、Rap1 と同様にテロメアのヘテロクロマチンに必須であり、

poz1-W209A変異はPoz1のヘテロクロマチン制御機能を特異的に弱めることが報告されて

いる(Tadeo et al. 2013)。しかし、poz1-W209A 株や poz1∆株では GCR 頻度の上昇が見ら

れなかった（図 3-3B、3-6B）。このことから、テロメアヘテロクロマチンの消失は GCR 頻

度の上昇を引き起こさないため、taz1∆株や rap1∆株での GCR 頻度の上昇はテロメアヘテ

ロクロマチンの消失によらないと考えられる。 
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図 3-6 

（A）ヘテロクロマチンに必須な因子である Swi6、Clr4、（B）テロメアでのヘテロクロマチン形成能が

弱まる Poz1 変異の GCR 頻度への影響。 

 

3-7 核膜内膜蛋白質は Taz1、Rap1 とは別経路で GCR を抑制する 

 

 栄養増殖期の分裂酵母では、Taz1、Rap1 は Rap1 と核膜内膜蛋白質 Bqt4 の結合を介し

てテロメアを核膜内膜に係留する(Chikashige et al. 2009; Fujita et al. 2012a)。そのため、

テロメアの核膜内膜への係留が核内の染色体配置に影響することでGCRの抑制へとつなが

る可能性が考えられる。そこで、bqt4+遺伝子の欠失を行ったところ、GCR 頻度の中程度の

増加が見られた（図 3-7A）。また、Bqt4 の安定化を行う Bqt3 を欠失させたところ

(Chikashige et al. 2009)、同様に GCR 頻度の増加が確認された。Ku70/80 複合体、および

核膜内膜蛋白質である Lem2 と Man1 についても、テロメアの核膜への係留を促進するこ

とが報告されていたため、欠損株を作製した(Gonzalez et al. 2012; Tanaka et al. 2012)。

その結果、pku70∆株と lem2∆株では GCR 頻度が中程度に増加していた（図 3-7A）。man1∆

株では GCR 頻度の変化は見られなかったが、これは Man1 がテロメアの核膜への係留に関

して部分的な役割しか持っていないことを反映しているかもしれない。これらの結果から、

テロメアの核膜への係留が GCR の抑制を促進する可能性が考えられた。 

 Bqt4 は C 末端の膜貫通領域を介して核膜内膜に局在する一方、N 末端側の領域が Rap1

との結合に必要となる（図 3-7B）(Chikashige et al. 2009)。bqt4∆株ではテロメアは核膜

から解離するが、N 末端側の領域を欠いた Bqt4 と Rap1 の融合蛋白質 Rap1-GFP-Bqt4∆N

を発現させると、核膜への係留が再現される(Chikashige et al. 2009)。そこで同様の細胞株

で GCR アッセイを行ったが、bqt4∆株に bqt4 プロモーターから Rap1-GFP-Bqt4∆N を発

現させても、テロメアの核膜への係留を引き起こさない GFP-Bqt4∆N を発現させた場合と

比べてわずかな GCR 頻度の減少しか起こらなかった（図 3-7A）。加えて、Rap1-Bqt4 の結

合を弱める rap1-5E 変異（S213E、T378E、S422E、S456E、S513E から成る）を野生株

に導入したところ(Fujita et al. 2012a)、GCR 頻度の上昇は見られなかった。さらに、taz1∆

株や rap1∆株において bqt4+を欠失させたところ、有意な GCR 頻度の増加が見られた（図

3-7C）。これらの結果から、Rap1-Bqt4 の結合は GCR の制御には重要ではなく、Bqt4 が

Taz1、Rap1 に依存しない経路を介して GCR を抑制することが示された（図 3-7D）。この

ことは、別の視点から見ると、Taz1、Rap1 が Bqt4 非依存的に GCR を抑制するというこ

とを表している。 
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図 3-7  

（A）テロメアの核膜への係留が弱まる変異の GCR 頻度への影響。（B）Bqt4 は N 末端側の領域で

Rap1 と結合し、C 末端の領域（黒四角）で核膜内膜に局在する。Rap1-Bqt4 の相互作用の重要性

を調べるために、Rap1 と結合できない Bqt4-∆N および Rap1 との結合を強制的に再現した Rap1- 

Bqt4-∆N。そこで、なお、本研究で発現させた Bqt4-∆N、Rap1-Bqt4-∆N は先行研究と同様に

GFP を融合させたものを用いている(Chikashige et al. 2009)。（C）bqt4+欠損と taz1+欠損、rap1+欠

損の GCR 頻度に関する遺伝学的相互作用。（D）Bqt4 は Taz1、Rap1 と別経路で GCR を抑制す

る。 

 

3-8 テロメレースの脱制御は taz1∆株と rap1∆株での GCR の増加に必須である 

 

 Taz1 と Rap1 はテロメレースを負に制御することでテロメアの DNA 鎖長を制御してお

り、taz1∆株と rap1∆株ではテロメレースの脱制御によりテロメア DNA が著しく伸長する

(Nakamura 1998; Miller et al. 2006)。taz1∆株と rap1∆株では調べたすべての GCR が新規

テロメア付加によるものだったことから、taz1∆株と rap1∆株では DSB に働くテロメレー

スについても脱制御が起き、新規テロメア付加が増加することで GCR が増加する、という

仮説を検討することとした。テロメレース触媒サブユニットをコードする trt1+をはじめと

したテロメレース活性に必須な遺伝子を欠失すると、染色体の環状化が起きる(Naito et al. 

1998; Nakamura 1998)。このとき、環状染色体で GCR によりマーカー遺伝子が失われる
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ためには、線状染色体の場合と異なり、DSB がマーカー遺伝子の前後の 2 か所に発生する

必要がある。このため、線状染色体を持つ株と環状染色体を持つ株で GCR 頻度を単純に比

較することはできない。そこで、テロメレースの GCR 頻度への寄与を調べるために pof8+

遺伝子を欠損させることにした。Pof8 はテロメレース RNA の成熟に関与しており、野生

株、taz1∆株、rap1∆株で pof8+を欠損するとテロメアの短小化が起きるが、trt1+の欠損と

は異なり顕著な染色体環状化は見られない(Páez-Moscoso et al. 2018; Mennie et al. 2018; 

Liu et al. 2010; Collopy et al. 2018)。そこで taz1∆ pof8∆株および rap1∆ pof8∆株を作製し

たところ、taz1∆株、rap1∆株よりも低く、野生株と同等の GCR 頻度を示した（図 3-8）。

この結果から、taz1∆株、rap1∆株での GCR の増加にはテロメレース活性が不可欠である

ことが示唆された。一方、rad2∆ pof8∆株は rad2∆株と野生株の中間程度であったため、Taz1

と Rap1 はテロメレース依存的な GCR を特異的に抑制していると考えられる。 

 

図 3-8  

pof8+欠損によるテロメレース活性の低下の GCR 頻度への影響。 

 

3-9 Taz1 はテロメア DNA 非存在下で GCR を抑制する 

 

 テロメレース活性が taz1∆株、rap1∆株において GCR を促進する機構として、大きく分

けて 2 つの仮説が考えられる。ひとつは taz1∆株、rap1∆株において脱制御されたテロメレ

ースが切断点での新規テロメア付加を直接促進するという仮説である。もうひとつは、脱

制御されたテロメレースによって元々のテロメアが伸長し、そのことが間接的に非テロメ

ア領域の GCR に影響するという仮説である。どちらが正しいかを調べるために、Trt1 の有

無で GCR 頻度を比較することにした。ただ、前述したように trt1∆株は環状染色体を形成

するため、線状染色体を持つ trt1＋の株と単純に GCR 頻度を比較することができない。そ

こで、環状染色体を形成した trt1∆株において、後から Trt1 発現プラスミドを導入した株

としなかった株で GCR 頻度を比較した。ただし、trt1∆ taz1∆株については染色体環状化が

起こるかどうかは遺伝子の欠損の順序によって決定される。trt1+を先に欠損して taz1+を後

に欠損した株は環状染色体を持つが（本研究では trt1∆ taz1∆と記す）、taz1+を先に欠損し

た場合は trt1+を欠損しても線状染色体が保たれる（taz1∆ trt1∆と記す）(Nakamura 1998)。

本研究で使用した trt1∆株については、taz1∆ trt1∆株を除いて Trt1 発現プラスミドの導入



40 

 

の有無に関わらず 1、2 番染色体の環状化を維持していた（図 3-9A）。taz1∆ trt1∆株は 1、

2 番染色体について線状の形態を維持していた。 

 環状染色体を持つ細胞をGCRアッセイに供する場合、GCRとして検出されるためには、

環状染色体上の選択カセットの両側で二つの独立した DSBが発生して選択カセットが失わ

れ、その上で染色体が修復されて細胞が生き残る、というような複雑な変化が必要となり、

検出される GCR 頻度は低くなると考えられる。実際、Trt1 発現プラスミドを導入しなかっ

た trt1∆株、trt1∆ taz1∆株、trt1∆ rap1∆株ではGCR頻度は検出限界以下であった（図3-9B）。

また、trt1∆株、trt1∆ rap1∆株では Trt1 発現プラスミドを導入しても GCR 頻度の増加は

見られなかった。その一方で、trt1∆ taz1∆株では Trt1 発現プラスミドの導入によって GCR

頻度が有意に増加した。環状染色体はすべてのテロメア DNA を失うため(Sadaie et al. 

2003)、環状染色体を用いた実験では Taz1 はテロメア DNA に結合していないと考えられ

る。Trt1 を発現させたときに trt1∆ taz1∆株の GCR 頻度が trt1∆株よりも高かったことか

ら、Taz1はテロメアDNAへの結合を介さずにGCRを抑制しうることが示唆された。一方、

trt1∆ rap1∆株では Trt1 を発現させた際に GCR 頻度の上昇が見られなかったことから、

Rap1 は上記のテロメア DNA 非依存的な GCR の抑制には必要ない可能性が高い。このこ

とから、Taz1 が Rap1 非依存的な環状染色体での GCR を防ぐ機能を持っていることが示

唆された。trt1∆ taz1∆ poz1∆の場合は Trt1 発現プラスミドを導入しても GCR 頻度の上昇

は見られなかったことから、これらのTaz1の機能はPoz1により促進されると考えられる。 

 一方、線状染色体を維持する taz1∆ trt1∆株は taz1∆株よりも低い GCR 頻度を示し、Trt1

発現プラスミドの導入によって GCR 頻度の上昇がみられた。これらのことから、taz1∆株

における GCR 頻度の上昇がテロメレースに依存していることが示された。その一方で、

taz1∆ trt1∆株の GCR 頻度は野生型や taz1∆ pof8∆よりも高かった。taz1∆ trt1∆株ではテロ

メアがテロメレースにより伸長するのではなく、テロメア同士がテロメア配列間で組換え

を起こし、BIR によって複製することで維持されていると考えられている。taz1∆ trt1∆株

では高い組換え活性を持っていることが予想されるため、組換えを起点として GCR が発生

しやすくなっている可能性がある。 
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図 3-9 環状染色体条件下での Taz1、Rap1 の GCR 頻度への影響 

（A）trt1∆株は Trt1 再発現後も 1、2 番染色体の環状化を維持している。NotI で切断したゲノム

DNA をパルスフィールドゲル電気泳動およびサザンブロッティングで解析した。サザンブロッティン

グでは 1、2 番染色体の両末端の断片 C、I、L、M を 4 種類のプローブを混合したもので検出した。

Trt1 再発現は pREP1-trt1+プラスミド（Trt1 プラスミド）の導入によって行った。例えば 1 番染色体

が自己環状化した場合、I 断片と L 断片は融合しているため、I と L のバンドは消失し、I+L のバン
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ドが出現する。3-9 の条件では細胞は常に YES 培地で培養しているため、Trt1 プラスミドで Trt1

の発現を調節する nmt1 プロモーターは中程度の活性を持っていると考えられる。環状：環状染色

体、線状：線状染色体（本文参照）。（B）（A）で解析した細胞株の GCR 頻度。 

 

3-10 Rap1 の BRCT ドメインは GCR の抑制に重要である 

 

 Rap1 による GCR 抑制機構をより詳細に調べるために、以前の研究で報告された、Rap1

を N 末端から順に欠失させた一連の変異株 rap1-A～G を使用した(Fujita et al. 2012b)（図

3-10A、B）。その中で、rap1-G のみで GCR 頻度の上昇が見られた（図 3-10C）。rap1-G

のみが Poz1 結合部位（Rap1 の 457～512 番目のアミノ酸）を欠失していたため(Fujita et 

al. 2012b)、Rap1-Poz1 の結合が GCR の抑制に必要だという仮説が考えられた。しかし、

Poz1 結合部位のみを欠損した rap1∆P では GCR 頻度の上昇は見られなかった。そこで、

Poz1 結合部位に加えて他の部位も重要なのではないかという仮説を立て、より詳細に調べ

たところ、Rap1 の Poz1 結合部位と同時に N 末端に存在する BRCT ドメインを欠失した

変異株 rap1-A∆P では GCR 頻度が上昇し、rap1∆株と同程度になることが分かった。また、

rap1-A∆P 株の GCR の種類は 10 検体中 9 検体が末端欠失だった（図 3-10D）。加えて、

rap1-A∆P 株の GCR 頻度の上昇は pof8+の欠損によって抑制された（図 3-10C）。このよう

に、rap1-A∆P 変異が GCR 制御に関して rap1∆株の表現型を再現していることから、BRCT

ドメインと Poz1 結合部位が冗長的に GCR を抑制することが示された。ここで、BRCT ド

メインのみを欠く rap1-A 株ではテロメア伸長が見られないことから(Fujita et al. 2012b)、

BRCT ドメインはテロメアでのテロメレース制御は行っておらず、Poz1 結合部位がテロメ

アおよびテロメア外の DSB でテロメレースの抑制を介して GCR を抑制していると考えら

れる。そこで、BRCT ドメインは一般的な DNA 修復を促進しており、BRCT ドメインを欠

失した場合は、修復できなかった DNA 損傷に対してテロメレースが新規テロメア付加を行

いうる状態になるのではないかと考えた。 
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図 3-10 GCR 抑制に関与する Rap1 ドメインの同定 

（A）使用した Rap1 変異の模式図。（B）Rap1 の発現。全細胞抽出液を抗 Rap1 抗体および抗

PSTAIR 抗体（抗 Cdc2 抗体）を用いてイムノブロットで解析した。アスタリスクは非特異的検出だと

考えられる。（C）Rap1 変異株の GCR 頻度。Rap1 はゲノムに挿入した単独の rap1 プロモーターか

ら発現した。野：野生株、全：全長。アスタリスクと NS はすべて野生株との比較結果。（D）

rap1-A∆P 株で同定された GCR の種類の内訳。 

 

3-11 Taz1、Rap1 は DSB 誘導時の生存を促進し、末端欠失を抑制する 

 

 GCR は異常な DSB 修復により起こると考えられるため、Taz1、Rap1 のテロメレース非

依存的な GCR 抑制機構とは、DSB 修復の制御であるという仮説を立てた。この仮説を検

証するために、DSB を部位特異的に誘導する実験系を構築した（図 3-11A）。この系では、

テトラサイクリン誘導プロモーターによりエンドヌクレアーゼ I-SceI の発現が制御されて

いる。I-SceI はアンヒドロテトラサイクリン（ahTET）が培地に添加されたときのみ発現
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し、ゲノム DNA に挿入された I-SceI 切断部位（I-SceIcs）に DSB を誘導する。この実験

系は Kurt Runge 博士が構築した。私は Kurt Runge 博士のご協力の元、I-SceI 切断部位を

GCR アッセイの細胞株でマーカーカセットが挿入されたのと同じ位置（1 番染色体右腕の

テロメアから約 150 kb の位置）に挿入した株を作製した。ahTET を添加した 2 時間後の

細胞のゲノム DNA について I-SceIcs を挟むプライマーセットを用いて定量 PCR を行った

ところ、野生株、taz1∆株、rap1∆株、poz1∆株では DNA 増幅量が ahTET を添加する前の

40～50％になっていた（図 3-11B）。このことから、これらの株では同等の効率で DSB が

誘導されていることが確認された。この系を用いて、細胞が DSBを修復する効率を調べた。 

 まず、DSB を一時的に誘導した際の細胞の生存率を比較した。ahTET を含む培地で 2

時間培養して一時的に DSBを誘導した後、ahTET を含まない培地に一定数細胞を播種し、

その後コロニー数を測定することで細胞の生存率を求めた。この場合、DSB が存在する状

態では細胞は細胞周期を停止し、増殖できない。しかし、細胞は HR 等により DSB を修復

することで増殖を再開することが可能になる。新規テロメア付加などによる不正確な DSB

修復が起きることによっても細胞が生存しうると考えられるが、野生株、taz1∆株、rap1∆

株より 10 コロニーずつからゲノム DNA を抽出して解析したところ、どのコロニーにも

I-SceIcs の消失・変異は見られなかった。また、DSB が誘導されなかった場合も細胞は生

存できるが、前述した通り DSB の誘導率は少なくとも 4 種類の株では同等だった。野生株

で DSB を一時的に誘導したところ、DSB 非誘導時と比較した際の生存率は 62％に減少し

た（図 3-11D）。一方、taz1∆株、rap1∆株では生存率はそれぞれ 37％、32%となり、減少

が大きかった。このことから、Taz1、Rap1 が DSB 修復を促進することが明らかになった。

さらに、taz1∆ pof8∆株の生存率は taz1∆株と同等であったことから、Taz1 はテロメレース

の制御と異なる経路で DSB 修復を行うと考えられる。ここで、Rap1 の BRCT ドメインを

欠く rap1-A 株も野生株と比較して有意ではないものの生存率の減少を示したことから、

Rap1 の BRCT ドメインは DSB 修復において重要な役割を果たしていると考えられる（図

3-11E）。 
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図 3-11  Taz1、Rap1 の I-SceI 誘導性 DSB の修復への影響 

（A）部位特異的 DSB 誘導系の模式図。I-SceIエンドヌクレアーゼをコードする遺伝子を含むカセッ

トをゲノム DNA に挿入した。I-SceI 遺伝子は、改変型 CaMV 35S プロモーターの下流に配置され

ている。同じカセットに恒常的に発現する Tet リプレッサー（TetR）遺伝子が含まれており、TetR は

改変型 CaMV 35S プロモーターの活性を抑制するため、I-SceI の発現は低く抑えられる。一方、

TetR を抑制する無水テトラサイクリン（ahTET）を培養液に加えると、I-SceI の発現が誘導され、

I-SceI 切断部位（I-SceIcs）が切断される。本研究では I-SceIcs は GCR 頻度測定系での ura4-TK

と同じ位置に挿入したため、同位置に DSB が誘導される。（B）I-SceIcs での DSB 誘導効率。

ahTETを添加して記載の時間後に I-SceIcsをまたぐプライマーセットを用いてqPCRをすることで、

切断された DNA の割合を測定した。（C）（B）の条件で、ahTET 添加の 2 時間後に ahTET を培地

から取り除いた場合の DSB 誘導効率。（D）2 時間の ahTET 処理後の生存率。P 値は two-tailed 

Student’s t-test によって求めた。（E）Rap1 による DSB 修復、GCR 抑制のモデル。 

 

3-12 Taz1、Rap1 は DSB 誘導時の末端欠失を抑制する 

 

 taz1∆株、rap1∆株で GCR 頻度が上昇する機構について、taz1∆株、rap1∆株で DSB 修

復機能が減弱したことで、発生した DSB が GCR へと変換されやすくなるという仮説が考

えられる。この仮説を検証するために、I-SceI により誘導された DSB が GCR に変換され

る頻度を測定した。この実験では、細胞を ahTET が含まれる平板培地に播種して培養し、
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発生するコロニー数を測定した。この条件では、細胞は常に I-SceI を発現しているため、

I-SceIcs に DSB が誘導され続ける。先ほどの実験とは異なり、正確に DSB が修復されて

も、修復された I-SceIcs に再び DSB が誘導されてしまうため、生存にはつながらない。そ

の一方で、DSB が修復される際に GCR や点変異、挿入・欠失等が発生して I-SceIcs の正

確な配列が失われた場合、それ以上 I-SceI による切断が起きなくなるため、細胞は生存し、

コロニーを形成することができる。そのため、この実験での生存率は不正確な DSB 修復の

活性を反映すると考えられる。野生株では、生存率はわずかに 0.58％であり、不正確な DSB

修復は稀にしか起こらないことが推察された（図 3-12）。生存したコロニーを単離してゲノ

ム DNA を解析したところ、解析できたすべてのコロニーにおいて、I-SceIcs は新規テロメ

ア付加によって失われていた。trt1∆株、ccq1∆株では生存率が野生株よりも減少したため、

テロメアでのテロメア伸長と同様に、新規テロメア付加には Trt1 や Ccq1 が必要であるこ

とが予想された。次に、taz1∆株、rap1∆株で測定を行ったところ、両株は野生株よりも高

い生存率を示した。野生株と同様に、生存株のゲノム DNA を解析したところ、野生株と同

様に解析できたすべての生存株で I-SceIcs が新規テロメア付加によって失われていたこと

から、taz1∆株、rap1∆株では新規テロメア付加の頻度が上昇したことが示唆された。その

ため、Taz1、Rap1 は DSB 修復を促進するとともに、新規テロメア付加という誤った DSB

修復機構を抑制することが明らかになった。また、rap1-A 株および poz1∆株では生存率の

上昇は見られなかった。そのため、Rap1 の BRCT ドメインおよび Rap1-Poz1 間の結合は

単独では新規テロメア付加の抑制には必要ではなく、GCR の制御と同様に、両者が冗長的

に新規テロメア付加の抑制を行っていることが予想される。 

 

図 3-12  Taz1、Rap1 による DSB 誘導性 GCR の発生率への影響 

図 3-11（A）の細胞について、ahTET を含まない平板培地、ahTET を含む平板培地に播種してコロ

ニー形成率を比較した。P 値は two-tailed Student’s t-test によって求めた。 

 

3-13 taz1∆株、rap1∆株では新規テロメア付加の切断点の分布が異なる 
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 次に、先の実験で解析した生存株の新規テロメア付加について、テロメア配列が付加さ

れた部位の分布に着目した。野生株では解析した 9 クローンすべてで I-SceIcs の直近（1~10 

bp）にテロメア配列が付加されていた（図 3-13）。一方、taz1∆株、rap1∆株ではそれぞれ 9

クローン中 5 クローン、7 クローン中 2 クローンでそれよりもセントロメア側（>10 bp）

にテロメア配列が付加されていた。taz1∆株由来の 1 クローン、rap1∆株由来の 1 クローン

では~400 bp セントロメア側の領域、taz1∆株由来の 4 クローン、rap1∆株由来の 1 クロー

ンでは 9~13 kb セントロメア側の領域に分布が見られた。そのため、taz1∆株、rap1∆株で

は新規テロメア付加が起こる前に DSB が大規模な DNA 末端消化を受けている可能性が考

えられた。そこで、クロマチン免疫沈降によって DNA 一本鎖に結合する RPA のサブユニ

ットである Rad11 の局在を調べた。Rad11 は野生株でも taz1∆株でも、ahTET 添加の 2

時間後には I-SceIcs から 1.5 kb 離れた部位に局在が見られ、4 時間後には 5、13 kb 離れた

部位にまで局在が広がっていた。以上の結果から、一部の DSB は野生株と taz1∆株におい

て非常に長い一本鎖切除を受けるが、taz1∆株では何らかの機構でそうした切除された部分

での新規テロメア付加が起きやすくなっていると考えられる。rap1-A 株では先の実験での

生存率自体は高くなかったが、新規テロメア付加の切断点の分布自体は taz1∆株、rap1∆株

と類似していたため、切断点の分布の変化は Rap1の BRCTドメインによると考えられる。 
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図 3-13  Taz1、Rap1 による DNA 切除への影響 

（A）図 3-13 に示す実験で得られた生存細胞について、GCR（すべて欠失）の切断点を同定し、そ

の分布をプロットした。赤い点線は I-SceIcs から 10 bp の部分を示す（本文参照）。（B）Rad11 の

I-SceIcs 付近への局在。Rad11-myc を発現させた上で、ahTET 添加前後で細胞を回収し、抗 myc

抗体を用いたクロマチン免疫沈降（ChIP）によって Rad11-myc の局在を調べた。。“～kb”は

I-SceIcs から～kb セントロメア側に離れた部分に設計したプライマーセットを指す。“テロメア”はテ

ロメアから約 300 bp セントロメア側に離れた部分に設計したプライマーセットを指す。ade6 座位は

陰性対照として用いた。 
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3-14 Taz1、Rap1 による GCR の抑制と DNA 損傷薬剤への耐性の関連 

 

 以前の研究において、taz1∆株が DNA 損傷薬剤であるメチルメタンスルフォネート

（MMS）やブレオマイシンに対して感受性を示すことから、Taz1 が DSB 修復に関与する

ことが報告されていた(Miller and Cooper 2003)。この感受性は cds1+を同時に欠損するこ

とで増強された。私は、この研究で報告された Taz1 の DSB 修復が、本研究で明らかにし

た Taz1、Rap1 の DSB の修復、GCR の抑制と同じ経路で起こるのか調べることにした。

そこで、taz1∆株と rap1∆株において DNA 損傷薬剤感受性と、本研究で観察された GCR

頻度の増加に相関が見られるかどうか調べた。まず、以前の研究から taz1∆株とは異なり、

rap1∆株は MMS 感受性を示さないことが報告されていた。また、我々は rap1∆株のブレオ

マイシン感受性が野生株と同等かそれ以下であることを明らかにした（図 3-14A）。これら

の結果は、taz1∆株と rap1∆株は同程度の野生型よりも高い GCR 頻度を示したのとは対照

的である。次に、taz1∆ cds1∆株が taz1∆株よりも高い MMS 感受性を示したのに対し(Miller 

and Cooper 2003)、taz1∆ cds1∆株と rap1∆ cds1∆株を作製して GCR 頻度を測定したとこ

ろ、taz1∆株や rap1∆株と比較して GCR 頻度の上昇は見られなかった（図 3-14B）。このよ

うに、先行研究と本研究の間では相関しない部分が多く、現時点では関連があるかどうか

は明らかでない。 

図 3-14  Taz1、Rap1 による GCR の抑制と DNA 損傷薬剤への耐性の関連 

（A）図 3-1（B）と同様に、ブレオマイシンへの感受性を調べた。（B）cds1+欠損による taz1∆株や

rap1∆株の GCR 頻度への影響。 

 

3-15 Taz1、Rap1 の DSB 誘導部位への局在 

 

 最後に、Taz1、Rap1 が DSB に物理的に相互作用するかどうかを ChIP によって調べた。

Taz1、Rap1 のどちらとも、テロメアには局在が見られたのに対し、I-SceIcs から 1.5 kb

および 5 kb 離れた部位には局在が見られなかった（図 3-15）。Taz1、Rap1 が DSB 修復に

機能する機構として、Taz1、Rap1 は DSB に一過的に短い時間だけリクルートされる可能

性がある。あるいは、Taz1、Rap1 は DSB 修復に間接的に関与する可能性がある。 
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図 3-15  Taz1、Rap1 の DSB への局在 

Taz1-myc または Rap1-myc を発現させた上で、ahTET 添加前後で細胞を回収し、抗 myc 抗体を

用いたクロマチン免疫沈降（ChIP）によって両蛋白質の局在を調べた。“～kb”は I-SceIcs から～

kb セントロメア側に離れた部分に設計したプライマーセットを指す。“テロメア”はテロメアから約

300 bp セントロメア側に離れた部分に設計したプライマーセットを指す。ade6 座位は陰性対照とし

て用いた。 

 



51 

 

 

 

 

 

 

 

 

第四章 

 

 

考察 

 

 

 

 

 

 



52 

 

 

 本研究はシェルタリン構成因子 Taz1、Rap1 がテロメア以外の領域においてもゲノムの

安定化を行うことを明らかにした。Taz1、Rap1 を欠損することで自発的な GCR、特に新

規テロメア付加を伴う染色体末端欠損が増加した。その場合の GCR の上昇にはテロメレー

スの脱制御が必須であることが示唆された。その一方で、テロメレースの脱制御に必要な

Rap1-Poz1 の結合のみを阻害しただけでは GCR の増加は起こらなかった。そこで、特に

Rap1 について注目して Rap1-Poz1 の結合の阻害と Rap1 の BRCT ドメインの欠損を同時

に行ったところ、GCR が増加した。これらの結果から、Rap1 が 2 つの独立した経路を用

いて冗長的に GCR を抑制することが明らかになった。一つは BRCT ドメインによる経路、

もう一つは Rap1-Poz1 相互作用を通じてテロメレースのリクルートを抑制する経路である。 

 

4-1 テロメア因子 Taz1、Rap1 が非テロメア領域の GCR を抑制する機構 

 

 Taz1、Rap1 はどのようにテロメアから約 150 kb 離れた breakpoint region で GCR を抑

制するのだろうか。Taz1 はテロメア外でもテロメア様配列にリクルートされることが知ら

れていたものの(Tazumi et al. 2012)、本研究の GCR アッセイでの breakpoint region には

テロメア DNA モチーフは含まれておらず、以前に報告されたゲノムワイド ChIP 解析でも

本研究でいう breakpoint region に相当する領域において Taz1 の局在は検出されなかった

(Tazumi et al. 2012)。また、別の研究では 3C 法を用いて染色体の三次元配置が調べられ

たが、breakpoint region はテロメアと近接していなかった (Tanizawa et al. 2010; 

Mizuguchi et al. 2015)。考えられる仮説としては、taz1∆株や rap1∆株で見られる高頻度の

GCR は、これらの遺伝子機能欠損から生じるテロメア異常から間接的にもたらされる、と

いうものがある。例えば、taz1∆株や rap1∆株で見られる伸長したテロメアや、taz1∆株で

見られるギャップを含むテロメアは通常よりも DSB修復因子をリクルートすることで隔離

してしまい(Moser et al. 2009; Dehé et al. 2012)、非テロメア領域で起こった DSB 修復の

効率が損なわれてしまう、という仮説が考えられる。しかし、この仮説と整合性が取れな

い結果として、本研究では Taz1 については環状染色体でテロメア DNA がない状態でも

GCR の抑制機能を保っていることが示された。他の仮説として、Taz1、Rap1 がテロメア

DNA 配列に依存しない形で直接 DSB にリクルートされるというモデルが考えられる。本

研究での ChIP 解析では Taz1、Rap1 の局在は検出されなかったが、Taz1、Rap1 の局在が

量的に少ない可能性や、ヒト TRF2 のように DSB に短時間だけ局在する可能性が考えられ

る(Huda et al. 2012; McKerlie et al. 2013; Huda et al. 2009)。また、出芽酵母では核膜蛋

白質の Mps3 が未修復の DSB に結合して DSB を核膜付近にリクルートすることが知られ

ているが(Schober et al. 2009)、DSB が核膜付近にリクルートされることで DSB とテロメ

アが近接し、Taz1、Rap1 が機能する可能性がある。 
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4-2 Taz1、Rap1 は DSB 修復を促進する 

 

 本研究では Taz1、Rap1 が一時的に DSB を誘導した後の生存率を向上させたことから、

両者が DSB 修復に関与することが示唆された。興味深いことに、DSB を恒常的に誘導し

た実験では、taz1∆株、rap1∆株での GCR の切断点が元の DSB の場所よりも 10 kb 以上離

れた部位にあるケースが見られた。こうした巨大な欠失が起こる原因として、①DSB の過

剰な切除、もしくは②相同組換え活性の低下という二つの可能性が考えられる。①につい

ては、Taz1、Rap1 がテロメアでは過剰な切除を抑制することが知られていることから

(Tomita et al. 2003)、テロメア外でも同様の機能を持つことが考えられる。出芽酵母では

DSB で 5’ 鎖の切除が生じた数時間後、3’ 鎖も分解されるという報告があり(Zierhut and 

Diffley 2008)、5’鎖が過剰な切除を受けた DSB ではその相補鎖も失われる可能性がある。

そうして生じた新たな DSB 部位に新規テロメア付加が起こることで、元の DSB から離れ

た部位まで欠失が起こることになる。②については、ヒト TRF1 が非テロメア領域での DSB

で相同組換え修復を促進していることから(McKerlie et al. 2013)、Taz1 も同様の機能を持

つ可能性がある。その場合、taz1∆株、rap1∆株での DSB 修復効率の減少は HDR 効率の減

少により説明できる。また、恒常的に DSB を誘導した際の新規テロメア付加の増加は、HDR

効率の減少により修復が遅れた DSB に、脱制御されたテロメレースが作用することで起こ

る可能性がある。さらに、HDR 効率の減少により DSB 修復が遅れた場合、それが原因で

過度の切除が起こり、前述のように巨大な欠失につながるかもしれない。本研究と類似し

た結果として、出芽酵母で新規テロメア付加が活性化する pif1 変異株の報告がある。野生

株では HO エンドヌクレアーゼにより DSB を誘導した際に DSB 付近に新規テロメア付加

の切断点が集中するのに対し、pif1 変異株では切断点が DSB から離れた部位にも分散した

(Schulz and Zakian 1994)。最近、Pif1 は HDR を促進することが示されたことから(Jimeno 

et al. 2018)、このケースについても HDR の効率低下により説明できる。 

 

4-3 Rap1 の BRCT ドメインの DSB 修復・GCR 抑制における機能 

 

 出芽酵母や哺乳類細胞を用いた以前の研究では、テロメア結合蛋白質による GCR の抑制

は染色体融合や新規テロメア付加を抑制することによってのみ起こると考えられていた。

しかし、本研究の Rap1 の BRCT ドメインに関する結果から、シェルタリン複合体の構成

因子がこれまで知られていなかった機構によりゲノム不安定性を抑制する可能性が示され

た。本研究ではこれまで機能不明であった Rap1 の BRCT ドメインが、Poz1 結合部位と冗

長的に GCR を抑制することが分かった。rap1∆株での GCR 頻度の上昇には DNA リガー

ゼ IV が不要であることから、BRCT ドメインによる抑制機構が染色体融合によるとは考え

にくい。また、BRCT ドメインを欠く rap1-A 株のテロメア長は正常であり(Fujita et al. 

2012b)、BRCT ドメインはテロメレースの制御にも関与していない可能性が高い。 
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 現時点ではBRCTドメインがGCRを抑制する詳細な分子機構は不明だが、一時的にDSB

を誘導した際に生存率が減少することから、DSB 修復に関与するものとみられる。Rap1

は生物種を越えて N 末端に BRCT ドメインを持っている。しかし、出芽酵母 Rap1 の BRCT

ドメインの変異が転写活性に影響するという報告を除き(Miyake et al. 2000)、その機能は

ほとんどわかっていない。哺乳類 Rap1 の BRCT ドメインがゲノム不安定性や DSB 修復に

関与するか、というのも興味深い問題である。今後、分裂酵母や他生物のシェルタリン構

成因子について精査することで、詳細なGCRの抑制機構が明らかになることが期待される。 
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