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要旨 
 

真核生物の線状染色体末端には、テロメアと呼ばれるクロマチン構造体が存在する。

テロメアには通常の塩基対対合をした二本鎖 DNAからなる領域と、数十〜数百塩基に

わたる最末端一本鎖 DNAからなる領域（Gテイル）が存在する。この Gテイルに結合

する因子として、ほ乳類において CST複合体（Ctc1-Stn1-Ten1）が同定されたが、分裂

酵母においても Stn1-Ten1が複合体を形成しテロメアの保護を行うことが知られている。

加えて、分裂酵母 stn1 温度感受性株 stn1-1 では、制限温度においてサブテロメアにお

ける複製が停止しテロメアが消失することから、Stn1の新たな機能としてサブテロメア

における複製への寄与が報告されていた（Takikawa M. et al., Nucl Acids Res. 2017）。本研

究ではサブテロメアと同様に複製が困難な領域として知られ、リピート構造を有する

rDNAに着目し、分裂酵母 Stn1の rDNA領域における機能を検討した。 

stn1-1は、非制限温度下であっても複製阻害剤である Hydroxyurea (HU)に対し感受性

を示した。テロメレース触媒サブユニット trt1+を欠損し染色体が環状化してテロメア配

列を失った株や、サブテロメア領域を欠失させた株においても、stn1-1の HU感受性は

見られたことから、stn1-1の HU感受性はテロメア・サブテロメア以外の未同定のゲノ

ム領域が関与することが示された。また、三番染色体の両端に存在する rDNAについて、

stn1-1では世代を経るにつれ、コピー数の増幅が観察された。さらに、stn1-1では rDNA

領域に相同組換え因子である Rad52と、DNA二重鎖切断マーカーであるリン酸化ヒス

トン H2A （gH2A）が蓄積していた。rDNA上には RFB (Replication fork barrier)があり複

製フォークを停止させるが、RFB機能に必要な reb1+遺伝子を欠損させ RFB活性を不活

化させると、stn1-1 における rDNA のコピー数の増加やgH2A の蓄積が抑制された。以

上の結果より、stn1-1では rDNA反復配列内部において RFB依存的に DNA損傷が蓄積

しやすく、DNA 相同組換えが促進されることが明らかとなった。一方、stn1-1 ではサ

ブテロメアについても、gH2Aの蓄積やコピー数の増幅が見られ、rDNAと同様に reb1+

遺伝子を欠損させることで抑制された。したがって、Stn1は rDNAとサブテロメアの双

方の安定性維持に寄与し、そのどちらでも Reb1が関与していることが示唆された。 

Stn1はテロメア結合因子であり、stn1+を欠損させた株においては染色体が環状化する

ことが知られている。染色体の環状化によってテロメア繰り返し配列を失った株におい

ても、Stn1が線状染色体の場合と同様の機能を果たすかどうかは不明である。環状化株

である trt1Dから stn1+を欠損させた trt1D stn1Dにおいては三番染色体の末端に存在する

rDNAの構造が変化することが示された。以上から、Stn1はテロメア結合因子であるが、
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テロメア繰り返し配列を保持しない株においても rDNA の安定性維持に寄与している

ことが新たに示唆された。したがって、Stn1 はテロメア/サブテロメアと rDNA という

両領域について共通して機能することが本研究により明らかとなった。 
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1-1  複製フォークの阻害と染色体構造   
 

生物の遺伝情報であるゲノム DNAは正確に複製される必要があるため、複製フォー

クの進行が正しく制御されることは重要である。しかしながら、染色体上に生じる種々

の構造によってしばしば複製フォークの進行が阻害される（図 1-1）。例えば、DNA 結

合タンパク質と DNA との結合や、グアニン四重鎖構造など DNA がとる二次構造など

が複製フォークの進行を阻害すると知られている (総説として Ishikawa, 2013)。複製を

阻害するような構造を含む染色体領域は、複製困難領域（Hard to replicate sites）として

知られる。さらに複製フォークが崩壊した場合、DNA二重鎖切断 (Double strand break, 

以下 DSB)が引き起こされ、特に繰り返し配列ではコピー数の変動といった遺伝的不安

定性がもたらされる (Zeman & Cimprich, 2014)。このため、複製困難領域での複製とゲ

ノム安定性を維持する機構があらゆる生物で保存されていると考えられる。 

 
図 1-1. 複製フォークの進行が阻害された場合の模式図 

停止した複製フォークが修復されない場合、複製フォークの崩壊が起き、DSB が生じる。リ

ピート配列などの場合、DSB を修復する際に相同組換えが起き、コピー数の変動がしばしば起

こる。 

 

Figure S7
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1-2  複製困難領域としての rDNA 領域 

 

複製困難領域と知られる中でも、リボソーム RNAをコードするリボソーム DNA（以

下 rDNA）においては、プログラムされた複製フォークの進行阻害が引き起こされるこ

とが知られている。真核生物の rDNA領域は、多コピーの直列繰り返し配列となってい

る。一つのユニットには、複製開始点およびリボソーム RNAのコード領域が含まれる。

非コード領域には Replication fork barrier (RFB) が存在し、複製フォークの進行を阻止す

ることで、転写装置と複製フォークとの衝突を防ぐ (Brewer & Fangman, 1988; Sanchez, 

Kim, & Huberman, 1998)。出芽酵母における rDNA領域では、Ter1/2配列という特殊な配

列に Fob1 が結合することで RFB を形成し、複製フォークの進行が阻害される 

(Kobayashi & Horiuchi, 1996)。分裂酵母においても rDNAの構造は保存されており、100

〜150コピーが三番染色体の染色体両腕末端付近に存在する（図 1-1）。分裂酵母の rDNA

ユニットにも RFB活性は存在し、Ter1配列に Sap1が、Ter2/3配列に Reb1が結合する

ことで、RFB活性を持つことが知られている (Krings & Bastia, 2005; Sanchez-Gorostiaga, 

Lopez-Estrano, Krimer, Schvartzman, & Hernandez, 2004)。 

rDNAのコピー数は変動しやすく、例えば、野生型出芽酵母から単一細胞由来のサブ

クローンを複数単離し培養した場合においても、サブクローン間でコピー数が異なる 

(Rustchenko, Curran, & Sherman, 1993)。また、出芽酵母 FOB1を欠損させた株において

は、rDNAのコピー数が安定に維持されること、また、相同組換えに重要な因子である

rad52+を欠損させた場合でも同様にコピー数の変動が生じないことから、rDNA コピー

数の変動は RFBで生じた複製フォークの停止・崩壊によって DSBが生じ、引き続いて

相同組換えが起こることが原因と考えられている (Kobayashi, Horiuchi, Tongaonkar, Vu, 

& Nomura, 2004)。出芽酵母においては rDNAコピー数が減少した細胞で、DNA損傷を

引き起こす薬剤に対し感受性が上昇することが知られている (Ide, Miyazaki, Maki, & 

Kobayashi, 2010)。また、ある種のがん化した細胞では rDNAのコピー数が減少している

ことが知られている (Udugama et al., 2018)。rDNAのコピー数が変動すると、rRNAの

転写量が変動し、ゲノム全体の転写や DNA損傷応答に影響を与える (Diesch, Hannan, & 

Sanij, 2014)。また、出芽酵母やカビの一種などにおいては、人為的にコピー数を増減さ

せた株を作製し培養を続けると、本来のコピー数に収束することが知られている 

(Kobayashi, Nomura, & Horiuchi, 2001; Rodland & Russell, 1982)。このように、rDNAのコ

ピー数は容易に変化してしまうため、コピー数を安定に保つような仕組みが生物に存在

すると考えられる。 
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図 1-2 分裂酵母におけるリボソーム DNA の構造 

分裂酵母においてリボソーム DNA は三番染色体両腕の末端に存在し、合わせて 100〜150 コ

ピーとされる。１コピーあたり 10 kb 程度であり、rRNA をコードする領域（18S, 5.8S, 28S）、

Ter 配列と Reb1, Sap1 からなる RFB、複製開始点である ars3001 が含まれる。 

 

 

1-3  複製困難領域としてのテロメア・サブテロメア領域 

 

rDNA 領域と同様に、繰り返し配列を持つ代表的な領域としてテロメアが知られる。

テロメアは線状染色体末端に存在する特殊な領域であり、繰り返し配列とそれに結合す

る種々のテロメアタンパク質で構成されている。哺乳類のテロメア DNA は

5’-TTAGGG-3’の繰り返し配列からなるグアニンに富んだ G鎖と、その相補鎖である C

鎖からなる。この繰り返し配列をテロメア繰り返し配列と呼ぶ。分裂酵母のテロメア繰

り返し配列については哺乳類などと比べ規則的ではないものの、GGTTACAというコン

センサス配列を持つ (N. F. Sugawara, 1988)。TTAGGGの繰り返し配列は、逆転写酵素で

28S 

ars3001
RFBs: Replication Fork Barriers

18S 5.8S 

10 kb ( 1 repeat)

Reb1 Sap1

Ter1Ter2/3

�!�#	
(3.5 Mb)

=9:7-�

1544�564JS_`

rDNA
1544�564JS_`
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あるテロメレースによって、テロメア末端に付加される。空間的に隣接するテロメア配

列に含まれるグアニンどうしはフーグスティーン（Hoogsteen）結合を介して平面上で

結合し、さらに４つのグアニンによって構成された平面が積み重なることにより、グア

ニン四重鎖構造を形成しうることが知られている (Sen & Gilbert, 1998)。グアニン四重

鎖構造をほどくようなヘリケースなどの分子機構が欠損している場合、複製フォークが

停止するため、グアニン四重鎖構造は複製フォークを阻害すると考えられる (Paeschke, 

Capra, & Zakian, 2011)。また、テロメアの二本鎖領域に結合する TRF1/2タンパク質を過

剰発現すると複製フォークの進行が阻害される (Ohki & Ishikawa, 2004)。以上のように、

テロメア末端では種々の構造から、複製が困難な領域と考えられている。 

一方、テロメア末端に隣接する領域をサブテロメア領域と呼ぶ。ヒトや分裂酵母のサ

ブテロメア領域は、モザイク状に特定の配列が繰り返す構造を持つため、サブテロメア

間やサブテロメア内での DNA 相同組換えが頻繁に起こることが確認されている 

(Linardopoulou et al., 2005; Oizumi et al., 2021)。分裂酵母において、テロメア末端から 100 

kb程度のサブテロメア領域は、２つの区画に分けられる（図 1-3A; Tashiro et al., 2016)。

セントロメア側の 50 kbでは、互いに共通の配列は持たないものの、knobと呼ばれる構

造を持ち、ヒストン修飾によらずに極度に凝縮した構造をとる。一方、テロメア末端に

隣接した領域は SH（subtelomeric homologous）領域と呼ばれ、ヘテロクロマチン構造を

とる。SH 領域は一番および二番染色体の両腕と、株によっては三番染色体の左腕に位

置し、それぞれの SH 領域に存在する SH 配列は互いに高い相同性を示す（図 1-3B）。

SH配列の中でも末端に近い領域においては、繰り返し配列が多くモザイク状に存在し、

DNA相同組換えが起きやすい (Oizumi et al., 2021)。サブテロメアにおいても、原因と

なる構造は不明であるものの、複製フォークが停止することが観察されているため 

(Ivessa, Zhou, Schulz, Monson, & Zakian, 2002)、サブテロメアにおける DNA相同組換え

は複製フォークの修復が原因であると考えられている。 
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図 1-3 分裂酵母の染色体構造 

A. 分裂酵母のサブテロメア（DNA 末端より約 100 kb）の模式図。サブテロメアには knob

と呼ばれる構造をとる領域と SH (subtelomeric homologous)領域が存在する。knob はヒストン

修飾を受けずに凝縮したクロマチン構造を指すが、SH 領域においてはヘテロクロマチン構造を

とる (Matsuda et al., 2015)。B. 分裂酵母染色体の模式図。一番および二番染色体の両腕には

SH 領域が存在するが、三番染色体に SH 領域が存在するかどうかは株に依存する。 

 

1-4  テロメア結合タンパク質 

 

テロメア末端に存在する G鎖は Gテイルと呼ばれる一本鎖突出を形成する。一本鎖

と二本鎖領域を空間的につなぐような形でタンパク質複合体が結合しており、これをシ

ェルタリンと呼ぶ（図 1-4; de Lange, 2005; Miyoshi, Kanoh, Saito, & Ishikawa, 2008)。シェ

ルタリンは真核生物において保存されている複合体であり、テロメア末端の保護機能や

テロメレースの制御を担う。シェルタリンとともに真核生物で保存されたテロメア結合
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タンパク質として CST 複合体が存在する（図 1-4）。CST 複合体は、Ctc1（出芽酵母に

おいては Cdc13）-Stn1-Ten1 からなる一本鎖 DNA 結合能を持つ複合体であり、テロメ

アにおいては Gテイルに結合する (Garvik, Carson, & Hartwell, 1995; Grandin, Damon, & 

Charbonneau, 2001; Grandin, Reed, & Charbonneau, 1997; Miyake et al., 2009)。分裂酵母に

おいては、Cdc13/Ctc1 のホモログは未だ見つかっていないものの、Stn1-Ten1 複合体は

保存されている (Martín, Du, Rozenzhak, & Russell, 2007)。 

  

図 1-4 哺乳類および分裂酵母のシェルタリンおよび CST 複合体 

シェルタリンは６つの因子からなる複合体であり、二本鎖と一本鎖テロメア DNA 領域を立体

的に結び付ける構造をとる。CST 複合体は Cdc13/Ctc1-Stn1-Ten1 で構成され、G テイルに結合

する。 

 

1-5  染色体の環状化 

 

哺乳類細胞などでは、シェルタリン因子の欠損によりテロメア末端が維持できない場

合、異なる染色体の末端同士を介した末端融合が起きる。その結果、二動原体染色体が

生じ、染色体の分配異常が引き起こされるため、細胞は生存することができない。しか

し、分裂酵母においては、三本の染色体が自己環状化した染色体を持つ「環状化株」が

生じることが知られている (Naito, Matsuura, & Ishikawa, 1998)。一本鎖 DNA領域に結合

するシェルタリン因子を欠損させた場合は、両腕の SH配列に存在する相同配列を利用

した SSA （single-strand annealing）により環状化する (Wang & Baumann, 2008)。SSAと
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は、DSB末端がエクソヌクレアーゼによって消化された結果生じる一本鎖DNA同士が、

相同配列を介して対合する DNA修復経路の一つである。同様に、一本鎖に結合する因

子である stn1+あるいは ten1+を欠損させた場合にも、環状染色体が生じる (Martín et al., 

2007)。また、テロメレースの触媒サブユニットである trt1+を欠損させ長期培養を行う

と、テロメアが徐々に短小化し、その結果、環状化染色体を形成する (Nakamura, Cooper, 

& Cech, 1998)。Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)により染色体 DNAを分離すること

ができるが、環状染色体をもつバクテリアにおける研究から、環状染色体 DNAは PFGE

のウェルに停留し、泳動されないことが知られている (Dingwall, Shapiro, & Ely, 1990)。

同様に、分裂酵母において発見された環状染色体 DNAは、制限酵素処理などの線状化

をしない限り、PFGEにおいて泳動されず解析が困難である。環状染色体を有する trt1∆

においても同様に、PFGEによる分離が難しく、線状染色体で見られるようなシグナル

は観察されない。しかし、放射線照射によって DSB をランダムに導入することで染色

体 DNAを線状化すると、一番および二番染色体はウェルから泳動しシグナルが観察さ

れるようになる。一方で、三番染色体についてはシグナルが見られないままである (Jain, 

Hebden, Nakamura, Miller, & Cooper, 2010)。このことから、trt1∆の一番および二番染色体

は環状化していることが明らかであるが、三番染色体は環状化していない可能性が残っ

ている。三番染色体の末端には rDNAリピートが存在するため、rDNAを介した相同組

換えなどで末端が維持されていると考えられているが、詳細な機構は明らかになってい

ない。 

 

1-6  CST 複合体 

 

テロメア末端の G 鎖はテロメレースによって伸長されるが、伸長された一本鎖 G 鎖

DNA と対合してテロメア二本鎖 DNA をつくる C 鎖については、ラギング鎖合成を担

う DNAポリメレースa/プライメース複合体によって、C鎖の埋め込み反応が引き起こ

される（図 1-5）。CST複合体は、STN1と DNAポリメレースaとの結合を介して、DNA

ポリメレースa/プライメース複合体をテロメアにリクルートし、C鎖の埋め込み反応を

促進する (Grossi, Puglisi, Dmitriev, Lopes, & Shore, 2004; Qi & Zakian, 2000)。加えて、分

裂酵母の Stn1 はテロメア末端の複製だけでなく、サブテロメアの半保存的複製にも重

要である (Matmati et al., 2018; Takikawa, Tarumoto, & Ishikawa, 2017)。本研究室の滝川雅

大博士により取得された stn1+の高温感受性株の stn1-1 変異株では、制限温度で培養を

続けると、サブテロメアにおける複製中間体が消失し、さらにはテロメア末端およびサ

ブテロメアの一部も消失する (Takikawa et al., 2017)。stn1+の異なる変異株、stn1-226に
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おいても同様の表現型が見られるが、DNA ポリメレースaの触媒サブユニットである

Pol1を過剰発現することで、テロメア末端の消失が部分的に抑制されることから、Stn1

は DNA ポリメレースaをリクルートすることでサブテロメアおよびテロメアでの複製

フォークの進行を促進していると考えられる (Matmati et al., 2018)。 

DNAポリメレースaはゲノム DNA全般の複製に機能することから、CST複合体もテ

ロメア・サブテロメアに限らずゲノム全体の複製に必要な可能性がある。実際に、哺乳

類の CST 複合体は、ゲノム上の GC に富んだ領域において停止した複製フォークの再

開反応に機能することが示されている (Chastain et al., 2016; Stewart et al., 2012)。また、

Ctc1や Stn1の点突然変異が原因とされるヒト遺伝病の一つにコートプラス（Coats plus）

症候群があるが、その患者で見られる CTC1変異を導入した細胞では、複製阻害剤であ

る Hydroxyurea (HU) 存在下で染色体の断片化が頻繁に見られた (Wang & Chai, 2018)。

以上から、CST複合体はゲノム上のとくに複製困難とされる領域で、複製を助ける役目

を担うことが示唆されている。 

 

図 1-5 テロメア末端の複製 

G 鎖の伸長は逆転写酵素であるテロメレースにより行われるが、C 鎖については CST 複合体

によって呼び込まれた DNA ポリメレースa複合体による埋め込み反応で合成される。 

 

1-7  本研究の目的 
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テロメア結合因子として同定された CST 複合体は、哺乳類と分裂酵母で保存された

構造を持つため、その機能も保存されていることが予想される。しかしながら、分裂酵

母 Stn1-Ten1複合体がテロメアとサブテロメア以外のゲノム領域で機能するという報告

はこれまでにない。また、前述のように、繰り返し配列 DNAからなる複製困難な領域

はしばしば DNA 相同組換えを起こしやすく、rDNA などの多コピー存在する領域では

コピー数が増減する。CST複合体がそのような領域での複製に寄与していることは明ら

かであるが、CST複合体の機能欠損によってコピー数の変動や組換えの亢進といった表

現型が出るかどうかは調べられていない。先行研究で単離された stn1-1変異株では、制

限温度下で培養したとき、サブテロメアに加え、rDNAでの複製も部分的に損なわれる

ことが示されている (Takikawa et al., 2017)。これらの結果をもとに、本研究では、分裂

酵母 Stn1 が rDNA やサブテロメアの安定性に寄与するかどうかを明らかにすることを

目的とした。 

また、分裂酵母では rDNAが三番染色体のテロメア末端に隣接するため、rDNAと一

番および二番染色体のサブテロメアとは、テロメア末端からの距離という点において等

しい。さらに、いずれの領域もリピート配列を含む複製困難領域とされているため、サ

ブテロメアと rDNAでの複製に共通する機構があることが予測されるが、これまで明ら

かになっていない。加えて、trt1∆で見られるように、テロメア配列を失った株であって

も、rDNA が染色体末端に存在することにより末端が保護されることが知られている 

(Jain et al., 2010)。このことから、rDNAにはテロメア配列は存在しないものの、テロメ

ア結合因子が rDNA でも機能しうることが考えられる。したがって、分裂酵母 Stn1 の

rDNAへの寄与を明らかにすることで、さらにサブテロメア・テロメアと rDNAとの共

通性についての示唆を得ることを目的とした。 
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第二章 材料と方法 
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2-1 酵母 
本研究で用いた分裂酵母株とその遺伝型を以下に示す。 

TN243 h90 leu1-32 ura4-D18 ade6-M210 trt1::LEU2 

JK317 h- leu1-32 ura4-D18 
TM1520 h+ leu1-32 ura4-D18 mus81::LEU2 
TM1523 h+ leu1-32 ura4-D18 swi1::LEU2 
TM2241 h- leu1-32 ura4-D18 pol1-12myc::ura4+  
TM2782 h-? leu1-32 ura4-D18 rad51::HygR 
MT3982 h- leu1-32 ura4-D18 stn1-1-3flag::ura4+ 
MT4512 h90 leu1-32 ura4-D18 stn1-1-3flag;;LEU2 
MT4515 h- leu1-32 ura4-D18 Rad52-12myc::ura4+ 
MT4516 h- leu1-32 ura4-D18 stn1-1-3flag::LEU2 Rad52-12myc::ura4+ 

MT4664 
h90 or h- leu1-32 ura4-D18 stn1-1-3flag::LEU2 
pol1-12myc::ura4+ 

IY4885 
h90 leu1-32 ura4-D18 ade6-M210 trt1::LEU2 
stn1-1-3flag::ura4+ 

IY4886. 
4897-8 h- leu1-32 ura4-D18 stn1-1-3flag::ura4+ (#1-3. respectively) 
IY4887. 4896 h- leu1-32 ura4-D18 stn1-1-3flag::ura4+ reb1::kanr (#1-2) 
IY4888 h- leu1-32 ura4-D18  reb1::kanr 
IY4889. 4906 h- leu1-32 ura4-D18 Stn1-3flag::ura4+ (#1-2) 
IY4890. 4899 h-? leu1-32 ura4-D18 stn1-1-3flag::LEU2 rad51::HygR (#1-2) 
IY4891. 4900 h- leu1-32 ura4-D18 stn1-1-3flag::ura4+ mus81::LEU2 (#1-2) 
IY4892. 4901 h- leu1-32 ura4-D18 stn1-1-3flag::ura4+ swi1::LEU2 (#1-2) 
IY4893-4 h90 leu1-32 ura4-D18 ade6-M210 trt1::LEU2 stn1::Hygr (A. B) 

IY4895 
h- ade6-M216 leu1-32 ura4-D18 his7-366 SH1L::ura4+ 
SH1R::his7+  
SH2L::his7+ SH2R::his7+ SH3L::ura4+ trt1::kanr stn1::Hygr 

LN4918 
h- ade6-M216 leu1-32 ura4-D18 his7-366 SH1L::ura4+ 
SH1R::his7+  
SH2L::his7+ SH2R::his7+ SH3L::ura4+ stn1-1-3flag::LEU2  



 19 

以下、東京⼤学 加納研究室より供与 
JP1225 h- ade6-M216 leu1-32 ura4-D18 his7-366  
ST3479 h- ade6-M216 leu1-32 ura4-D18 his7-366 SH1L::ura4+ 

SH1R::his7+ 
 SH2L::his7+ SH2R::his7+ SH3L::ura4+ 
 

JP3697 h- ade6-M216 leu1-32 ura4-D18 his7-366 SH1L::ura4+ 
SH1R::his7+  
SH2L::his7+ SH2R::his7+ SH3L::ura4+ trt1::kanr  

 

2-2 試薬・酵素・アイソトープ等 
本研究では記載のない限り、試薬類はナカライテスク社、酵素類はタカラバイオ社、培

地類は BD社、アイソトープはパーキンエルマー社の製品を用いた。 

 

2-3 大腸菌、分裂酵母の培地と操作 
大腸菌培地の組成、及び基本操作は Sambrook らにならった (Sambrook, Fritsch, & 

Maniatis, 1989)。培地には必要に応じてアンピシリン、カナマイシンを用いた。 

分裂酵母培地の組成、及び基本操作は Alfaらにならった (Alfa, Fantes, Hyams, McLeod, 

& Warbrick, 1993)。培地には必要に応じて Hydroxyurea (SIGMA)を加えた。とくに記載

のない限り、YESを使用した。長期に培養する場合、1 日に 1度継代した。 

 

2-4 分裂酵母ゲノム DNA の調製 
 

液体培養中で対数増殖期にある酵母を回収し、DNA 溶出バッファー（0.1 M Tris-HCl 

[pH8.0]、0.1 M NaCl、1 mM EDTA [pH 8.0]、1% SDS）に懸濁し、スクリューキャップ

付きチューブに移した。フェノールクロロホルム溶液を等量とガラスビーズ（SIGMA）

を加え、ボルテックスミキサーにかけることで細胞を十分に破砕した。 TEを適量加え

遠心分離した後の上清に対して再度フェノールクロロホルム抽出を行い、続けてエタノ

ール沈殿を行った。ペレットを RNase G.S（和光純薬工業）を含む TEバッファーに溶

解し、37℃で RNase 処理をした後、フェノールクロロホルム処理およびエタノール沈

殿に供した。TEバッファーもしくは純水に溶解した。 
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2-5 ChIP（Chromatin Immunoprecipitation）法 

 

液体培養中で対数増殖期にある酵母に、終濃度 1%のホルマリンを加え、室温で 25分間

固定した。その後、2.5 Mのグリシンを全量の 1/10加えて室温で 5分間静置した。TBS

バッファー（20 mM Tris-Cl pH 7.5, 150 mM NaCl ）で 3 回洗浄した。lysis バッファー

（50 mM HEPES-KOH [pH7.5]、140 mM NaCl、1 mM EDTA、1% Triton X-100、0.1% sodium 

deoxycholate、1 x Complete（Roche）、1 mM PMSF）を加えて懸濁し、ジルコニアビーズ

を加え、マルチビーズショッカー（安井器械）にて 2,700 rpmで 1分処理、1分冷却を

10 回繰り返した。処理後の破砕液を遠心しビーズを除去した後、超音波ホモジナイザ

ー（BRANSON SONIFIER 250）にて Duty cycle 80%、Output control 1.5によって 15 秒処

理ののち遠心（12,000 rpm, 1分）を 5 回繰り返した。最後に 15分遠心し、上清を全細

胞抽出液とし、免疫沈降に供した。免疫沈降には Dynabeads protein G（Thermo Fisher）

と抗 myc 9B11 抗体（Cell Signaling）、抗 H2A (phosphor S12) (Abcam)をそれぞれ結合さ

せたものを使用し、4˚Cで 6 時間以上反応させた。反応後のビーズを洗浄した後のサン

プルは 1% SDSを含む TEバッファーで溶出した。溶出したサンプルを 65˚Cで一晩脱

クロスリンクさせた後、Proteinae K （ナカライテスクを加え 37˚Cで 2 時間反応させた。

フェノールクロロホルム抽出した後、RNase 処理をし、QIAquick PCR purification kit

（QIAGEN）によって DNAを精製した。得られた DNAは StepOnePlusTM Real-Time PCR 

System (Applied Biosystems) と Power SYBR Green PCR Master Mix (Thermo Fisher) を用

いて定量した。使用したプライマーを以下に示す。 

rfp4 
5’-ACGCCGGTGAAATACCACTACCTT-3’ 
5’-GAGGATCAGTTCGCGAAGAAACTT-3’ 

gal1 
5’-CGATGCTCTATGATTGTTGCTC-3’ 
5’-CGCCGAAGATGATAGTCCTC-3’ 

telomeres (-0.4kb) 
5’-ATTAATTGGGTAACGGAGTAACAATATAGA-3’ 
5’-CTATTTCTTTATTCAACTTACCGCACTTC-3’ 

ars3001 
5’-CATGTAGCTGAAGCCAGAGTGCAA-3’ 
5’-TCTCTCCACCTTCCCATAACATGC-3’ 

his1 
5’-CGAAGACGTGCTTCAGCGA-3’ 
5’-TGTCCACCTCGGAATCACTG-3’ 

subtelo  
5’-GACTACAGCCACAAGCTA-3’ 
5’-CATTATGACTTCCAATCCCT-3’ 
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28S 
5’-AAGGCGAGAAAAGACATCGG-3’ 
5’-AAGTCGGCAAAATGGATCCG-3’ 

non-ori 
5’-TACGCGACGAACCTTGCATAT-3’ 
5’-TTATCAGACCATGGAGCCCATT-3’ 

 

 

2-6 Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) 
 

アガロースプラグ中で染色体DNAを調製する方法は (Miyoshi, Kanoh, & Ishikawa, 2009)

に従った。DNAを含むアガロースプラグはMバッファーあるいはCutSmart®バッファー

でインキュベートした後にSfiI (TOYOBOあるいはNEB) によって50˚C一晩切断した。

NotI (TOYOBO)の場合は、Hバッファーでインキュベートした後に37˚Cで4時間切断した。

切断後のDNAはCHEF-DR-III PFGE apparatus (BioRad) を用いて分離した。アガロースゲ

ルにはSEAKEM Gold (LONZA) を使用し、バッファーは 0.5x TBEを使用した。泳動の

条件は以下の通りである；electrode angle 120°; voltage gradient 6.8 V/cm; initiating 

switching time 40秒; final switching time 80秒; 泳動時間 15時間; 温度 10°C   

泳動後のDNAはAmersham Hybond-XLナイロンメンブレン (GE Healthcare)にアルカリ

条件下（0.4 M NaOH、1 M NaCl）で転写した。転写後のメンブレンはサザンハイブリ

ダイゼーションに供した。 

 

2-7 サザンハイブリダイゼーション 
 

2-4の手順で酵母から回収したゲノム DNAを、制限酵素 ApaI（Takara）によって 37℃

で一晩処理した。切断後の DNAはエタノール沈殿によって精製し、1%アガロースゲル

を用いて 0.5x TBE バッファー中で泳動した。泳動後の DNA は Amersham Hybond-XL

ナイロンメンブレン (GE Healthcare)にアルカリ条件下（0.4 M NaOH、1 M NaCl）で転

写した。転写後のメンブレンは、2 x SSC（300 mM NaCl、30 mM クエン酸三ナトリウ

ム二水和物）を用いて中和させた後、UV Stratalinker（ストラタジーン）を用いて固定

し た 。 テ ロ メ ア 末 端 を 検 出 す る 場 合 （ 図 3-2 ） に は 、 C31 probe: 5’- 

TGTAACCGTACCCCTGTAACCCCCTGTAACC -3’を[g-32P]-ATP によって標識したもの

をプローブとした。TAS 配列を検出する場合（図 3-10, 3-11）には、pNSU70 プラスミ

ドから ApaI-EcoRI を切り出した断片を[a-32P]-dCTP によって標識したものをプローブ
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とした。rDNAを検出する場合（図 3-6, 3-7）には、pTN94プラスミドから HindIII-KpnI、

ScaI によって切り出した断片を[a-32P]-dCTP によって標識したものをプローブとした。

ま た 、 図 3-13 で は 、 TM693: ATGTAGCTGAAGCCAGAGTG, TM694: 

TGAATTTCGTCCATTTCGGTGを用いて PCRにより増幅した産物を DIGによって標識

したものをプローブとした。I, L, M および C断片の検出には (Miyoshi et al., 2008)に記

載のプローブを使用した。[a-32P]-dCTPを標識する際に Random Primed DNA labeling kit 

(Roche)、DIGを用いた標識には DIG-High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit II 

(Roche)をそれぞれ使用した。反応後は洗浄の後にイメージングプレート（FUJIFILM）

に一晩露光させ、FLA7000システム（FUJIFILM）を用いてシグナルを検出した。 

 

2-8 rDNA とサブテロメアの定量 
 

2-4 の手順で酵母から回収したゲノム DNA を用いて、StepOnePlusTM Real-Time PCR 

System (Applied Biosystems) と Power SYBR Green PCR Master Mix (Thermo Fisher) によ

って定量した。使用したプライマーを以下に示す。 

rDNA 
5’-AAGGCGAGAAAAGACATCGG-3’ 
5’-AAGTCGGCAAAATGGATCCG-3’ 

ade6 
5’-TTAAGCTGAGCTGCCAAGGT-3’ 
5’-GGCTGCCTCTACCATCATTC-3’ 

subtelo (-20 kb) 
5’-TCTCGTCACATCGTTTTTGC-3’ 
5’-TCAGGGTTCCATTCTCGTTC-3’ 

 

 

2-9 Yeast two-hybrid assay 
 

出芽酵母 Y190株 (MATa ura3-52 his3-D200 lys2-801 ade2-101 trp1-901 leu2-3, 112gal4Δ 

gal80Δ LYS2::GAL-HIS3 URA3::GAL-lacZ cyhr) を親株として用いた。Taz1をコードする

配列は pGBKT7 (Gal4 DNA binding domain vector) (Clontech)に、Reb1 (K54 to stop codon)

をコードする配列は pGAD-GHにそれぞれクローニングした。β-gal 法は Clontechのマ

ニュアルに従った。 
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第三章 結果 
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3-1 stn1 高温感受性株は HU に対し感受性を持つ 
序論で述べたように、本研究室の滝川雅大博士により、Stn1 の高温感受性株 stn1-1

が取得された (Takikawa et al., 2017)。同論文において、stn1-1の場合、制限温度である

36°Cで 12 時間以上培養すると、テロメア繰り返し配列が消失することが確認されてい

る。また、このとき、二次元ゲル電気泳動により、stn1-1ではサブテロメアにおける複

製中間体が消失することが示されており、複製が適切に進行しないことにより、テロメ

アが消失したと予想される。以上の結果より、Stn1がテロメアおよびサブテロメアでの

複製に重要であることが示唆されている。 

今回、新たに stn1-1の複製を阻害する薬剤として Hydroxyurea (HU) への感受性を調

べたところ、非制限温度下であっても HUに対し感受性を示した（図 3-1）。HUはリボ

ヌクレオチド還元酵素を阻害することで細胞内の dNTPを枯渇させる薬剤である。この

ことから、stn1-1は非制限温度下であっても複製に異常があることが示唆される。また、

同様に、stn1-1と異なるアミノ酸変異を含む変異株 stn1-226においても、HUに対し感

受性を示すことが知られている (Matmati et al., 2018)。 

 

図 3-1 stn1-1 は HU に対して感受性を示す 

表記の株で１０倍希釈系列を作製し、それぞれのプレートにスポットし、３日間培養した。い

ずれも YES プレートを使用した。 

 

3-2 stn1-1 はテロメア繰り返し配列およびサブテロメア配列の有無に関わらず

HU 感受性を示す 
これまでの研究により、分裂酵母 Stn1 はテロメア末端に局在することが知られてい

る (Martín et al., 2007)。テロメア以外のゲノム領域においても Stn1が複製に必要かどう

かを検討するため、テロメア繰り返し配列を持たない環状化株を用いることとした。分

裂酵母においては、テロメレースの触媒サブユニットをコードする trt1+を欠損させるこ

とでテロメア繰り返し配列が失われテロメアクロマチンの染色体末端保護機能不全の

結果、染色体が自己環状化することが知られている （図 3-2A; Nakamura et al., 1998)。

環状染色体を持つ trt1D（図 3-2B）に対し、stn1+を stn1-1-Flag により置換した。まず、
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テロメア繰り返し配列を持たないことを確認するため、分裂酵母テロメア繰り返し配列

を検出するオリゴヌクレオチドプローブ（tgtaaccgtacccctgtaaccccctgtaacc）（以下、テロ

メアプローブと呼ぶ）を用いたサザンハイブリダイゼーションを行なった。stn1+ trt1D

および stn1-1-Flag trt1Dではテロメアシグナルが検出されなかったため、これらの株は

テロメア DNA を持たないものと考えられた（図 3-2B）。また、Pulsed-field gel 

electrophoresis （以下 PFGE）では、一番および二番染色体の腕部最末端を認識するプ

ローブ（L, I, M, C）を使用した（図 3-2B）。線状染色体を有する株（WT, stn1-1-Flag）

では、L, I, M, C のバンドが検出されたが、stn1+ trt1Dおよび stn1-1-Flag trt1Dでは、L, I, 

Mのバンドは検出されず、I+Lとして予想される分子量のバンドが検出された。以上か

ら、本実験で用いた stn1+ trt1Dと stn1-1 trt1Dが環状染色体を持つことが確かめられた（図

3-2B）。次に、環状染色体をもつ trt1Dと、上記のように trt1Dを親株にして作成された環

状染色体をもつ stn1-1-Flag trt1Dの HU感受性の強さを比較検討した。環状染色体を持

つ trt1Dでは、複製フォークの進行を阻害する薬剤であるMMS (methyl methanesulfonate)

に対し感受性を示すことが知られている (Jain et al., 2010)。したがって、環状染色体を

持つ trt1Dでは複製を阻害する薬剤である HU に対して感受性を示すことは期待されて

いた。しかし、stn1-1 trt1Dでは trt1Dと比較してさらに強い感受性を示した （図3-2C）。

これらの二株はテロメア繰り返し配列を持たないため、この結果は、stn1-1はテロメア

繰り返し配列非依存的に HUに対する感受性をもたらすことが明らかとなった。 

次に、stn1+を trt1Dから欠損させて、新たに stn1D trt1Dを作成することを試みた。本

来 stn1+は必須遺伝子であるが、それを欠失させると環状染色体を有する株がサバイバ

ーとして出現することが知られている (Martín et al., 2007)。親株の trt1Dとして環状染色

体を有している株を使用したため (Sadaie, Naito, & Ishikawa, 2003)、stn1D trt1Dは生存可

能であると期待され、実際に取得された。PFGE により、stn1D trt1Dが環状染色体を有

することを確かめた（図 3-2B）。HU への感受性を調べたところ、stn1-1 trt1Dの場合と

同様に、stn1D trt1Dは trt1Dよりも強い感受性を示した（図 3-2C）。したがって、この結

果からも、Stn1がテロメア繰り返し配列以外で機能することが示唆される。 
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図 3-2 stn1-1 はテロメア繰り返し配列の有無に関わらず HU 感受性を示す 

A. trt1Dによる染色体環状化の模式図。B. （左）テロメアプローブを用いたサザンハイブリダ
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イゼーションを行なった。表記の株を 25˚C で液体培養し回収した。得られたゲノム DNA を ApaI

によって切断した。（中央および右）表記の株を用いて PFGE を行なった。表記の株を 25˚C で

液体培養し回収した。得られたゲノム DNA を NotI によって切断した。プローブは模式図にある

通り、L, I, M, C の断片を使用した。以上のプローブは[a-32P]-dCTP で標識した。C.表記の株で

１０倍の希釈系列を作製し、それぞれのプレートにスポットした。D.表記の株で５倍の希釈系

列を作製し、それぞれのプレートにスポットした。A と B は独立なクローンを示す。｜は線状

染色体を有する株、○は環状化株を有する株を示す。 

 

先行研究により、Stn1はテロメア末端だけでなく、テロメア末端に隣接するサブテロ

メア領域における複製に必要であることが知られている (Matmati et al., 2018; Takikawa 

et al., 2017)。trt1Dにおいてはテロメア繰り返し配列が欠失し、サブテロメアの一部も失

われているが、株により残存するサブテロメアの長さが異なる。本研究で使用した trt1D

においては、テロメア繰り返し配列との境界から10 kb 程度のサブテロメア配列は失っ

ているが、よりセントロメア側のサブテロメア配列は残存している  (Sadaie et al., 2003)。

したがって、stn1D trt1Dや stn1-1 trt1Dで見られた、HUに対する強い感受性がサブテロ

メアに由来する可能性がある。そこで、これらの二株における trt1Dよりも強い HU 感

受性が、stn1+の機能異常がサブテロメアにおいてもたらした複製阻害によるものなのか

どうかを検討することとした。東京大学・加納研究室から供与いただいた SD5株では、

一番・二番染色体の両腕に位置する 40〜60 kb程度の SH領域（SH1R, SH1L, SH2R, SH2L)

および三番染色体の左腕に位置する 15 kb程度の SH領域（SH3L)が栄養要求性マーカー

によって置換されている（序論・図 1-3; Tashiro, Nishihara, Kugou, Ohta, & Kanoh, 2017)。 

SD5株は野生型株と比べ、HUに対し感受性は見られなかった（図 3-3）。次に、SD5 stn1-1

を作成したところ、同様に、SD5 株では見られなかった HU への感受性が観察された。

SD5 stn1-1は SD5株と比較し、5 mM HUにおいては生育に約 25 倍程度の差が見られた

が、野生型株と stn1-1についても同程度の差が見られている（図 3-3; レーン 1 vs 2お

よびレーン 5 vs 6）。したがって、stn1-1の HUへの感受性には、SH領域の欠損は影響

しないことが示唆される。また、先行研究により、SD5株においても trt1+を欠損させる

ことで、染色体が環状化した株がサバイバーとして出現することが知られている 

(Tashiro et al., 2017)。trt1D SD5は trt1Dと同程度に HUに対し感受性を示した。そこで

trt1D SD5から stn1+を欠損させた株を作製し、環状染色体が保持されていることを確か

めた（図 3-2B）。次に、HUへの感受性を確認したところ、stn1D trt1Dの場合と同様に、

サブテロメア配列を欠失させた株においても、stn1+の欠損により HUの感受性が増大し

た (図 3-3)。以上の結果より、stn1+の機能不全による HUへの感受性はテロメアリピー
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トおよびサブテロメア領域以外での欠損によることが示唆された。 

 

図 3-3 stn1-1 は SH 配列の有無によらず HU に感受性を示す 

表記の株で５倍の希釈系列を作製し、それぞれのプレートにスポットした。いずれも YES プレ

ートを使用した。この実験結果は中岡秀憲博士により得られた。 

 

3-3 stn1-1 では rDNA への複製フォークの局在が減少する 
 

stn1-1においては、テロメアやサブテロメア以外の領域において複製に異常がある可

能性が考えられたが、それが起きている領域の候補として、複製フォークの進行を阻害

する RFB (Replication fork barrier)を要する繰り返し配列からなる rDNA領域が考えられ

た。また実際に、先行研究において、二次元ゲル電気泳動により複製フォークの進行を

観察したとき、制限温度下の stn1-1では rDNA領域での複製中間体の減少が観察された 

(Takikawa et al., 2017)。そこで、rDNA領域において RFBを形成するタンパク質である

Reb1 を欠失させることで、stn1-1 の HU 感受性が影響を受けるか否かを確かめた（図

3-4）。stn1-1に比べて、stn1-1 reb1Dの HUに対する感受性はやや減少した。したがって、

stn1-1の HUに対する感受性は rDNAの RFB形成に起因することが示唆された。 

 

図 3-4 stn1-1 の HU 感受性は Reb1 に依存する 

表記の株で５倍の希釈系列を作製し、それぞれのプレートにスポットした。いずれも YES プレ

ートを使用した。上下に分かれた写真は一つの培養プレートから撮影した一枚の写真を分離し
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たものである。 

 

Stn1 が DNA ポリメレースaと結合することは多様な生物種において知られているた

め、stn1-1においては DNAポリメレースaのゲノム上での局在が変化している可能性が

考えられる (Escandell et al., 2019; Ganduri & Lue, 2017; Grossi et al., 2004)。そこで DNA

ポリメレースaの触媒サブユニットである Pol1 に myc タグを付加した株を用い、ChIP

実験によって、stn1-1における DNAポリメレースaの rDNAに対する局在を調べた（図

3-5 A,B）。とくに rfp4 (Replication fork pause)と呼ばれる領域では、複製フォークの進行

の向きと rDNA の転写の方向が反対方向であるため、RFB を逃れた一部の複製フォー

クと転写装置が衝突し、複製が停止しやすいことが知られている (Krings & Bastia, 

2004)。stn1-1では rfp4領域と 28Sをコードする領域（図 3-5A, 28S）で、Pol1の局在が

減少することを独立な実験で繰り返し確認した（図 3-5B）。rfp4領域においては Pol1の

局在は有意に減少した。陰性対照として用いた gal1+では差が見られなかった。また、

同様に rDNAにおける DNAポリメレースdの触媒サブユニットである Pol3の局在につ

いても、mycタグを付加した Pol3を発現する株を用いて調べたところ、stn1-1において

は Pol3の 28Sへの局在が減少することが示された（図 3-5 C）。以上から、rDNA領域に

おいて、stn1-1では DNAポリメレースaおよびdを含むレプリソームの局在が減少して
いることが⽰された。 

 
図 3-5 stn1-1 ではレプリソームの局在が減少する 

A. rDNA におけるプライマーの位置を示す。B. Pol1-myc による ChIP を行なった。表記の株を

25˚C で液体培養に供した。エラーバーは S.E.M.を示す。それぞれのシンボルは独立な実験によ

る結果を表す。gal1+は陰性対照として用いた。n=3, *; p≦0.05, n.s.; not significant（paired t-test
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による）。C. Pol3-myc による ChIP を行なった。Non-origin locus でのシグナルに対する相対値

を示す。Non-origin locus は二番染色体左腕に位置する領域であり、複製開始点が存在しないこ

とが知られている (Hayashi et al., 2007)。エラーバーは S.E.M.を示す。それぞれのシンボルは

独立な実験による結果を表す。n=4,*; p≦ 0.05（paired t-test による）。 

 

3-4 stn1-1 では rDNA リピートが不安定化する 
 

rDNA においては RFB での複製フォーク停止により、DSB が生じる (Weitao, Budd, 

Hoopes, & Campbell, 2003)。正常な細胞では DSBは適切に修復されるが、クロマチンか

らレプリソームが解離しやすい変異体においては、DSB 部位におけるエクソヌクレア

ーゼによる消化が促進され、一本鎖が露出することにより相同組換えを介したリピート

数の変動が誘導されることが知られている (Kobayashi, Heck, Nomura, & Horiuchi, 1998; 

Sasaki & Kobayashi, 2017)。前項で stn1-1では rDNAにおいて複製反応が阻害されている

可能性が示されたため、stn1-1において rDNAのコピー数が変化していないかを検討し

た。コピー数の変化を調べるため、まず rDNA繰り返し配列を含む染色体 DNA断片の

長さを測定した。分裂酵母において、rDNA繰り返し配列は第三染色体の両腕に存在し、

ゲノムDNAを SfiIで切断することでAおよびBの断片として得られることが知られて

いる（図 3-6 上部パネル; Fan, Grothues, & Smith, 1991; Miyoshi, Sadaie, Kanoh, & Ishikawa, 

2003)。野生型株に加え、同じ遺伝型をもち、stn1+-Flagと stn1-1-Flagを有する株につい

て、独立したクローンをそれぞれ２株ないし３株単離し液体培地で培養した。得られた

サンプルからゲノムDNAを抽出し、SfiIで切断したのちに、PFGEにより分離した。rDNA

にハイブリダイズするプローブを用い、rDNAを含む SfiI断片を検出した。また、1 日

に一度新たな液体培地に植え継ぎ、10 日間液体培養を続けた細胞と比較することで、

染色体断片の長さに変化が起きるか観察した。これは、rDNAのコピー数変化は複製フ

ォークの停止に伴う相同組換えによる修復の結果だと考えられ、世代を経たサンプルで

はコピー数の変化が顕著に見られることを期待したためである。野生型株および

stn1+-Flagを発現する株では、いずれのクローンにおいても、培養初日および 10 日後の

サンプルで、A と B のシグナルが移動度に変化があるものの明瞭な２本のバンドとし

て観察された（図 3-6A）。また、図中の X-Yの範囲についてシグナルを定量しピークプ

ロットを作製したところ、やや Aと Bのピーク位置が移動するものの、Aと Bのピー

クは明瞭であった（図 3-6B）。しかし、stn1-1-Flagを発現する株では、いずれのクロー

ンにおいても、培養開始後 1 日培養したサンプルにおいては Aおよび Bのシグナルは

明確に見られたが、10 日間培養したサンプルにおいてはいずれのシグナルもスメア状
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になっているように見えた（図 3-6A）。また、同様にシグナルを定量しピークプロット

を作製したところ、全体にシグナルの大きさが増加しているように見えた（図 3-6B）。

同様の方法により培養を続けた細胞からゲノム DNA を抽出し、qPCR によって rDNA

の相対的なコピー数を測定した（図 3-7A）。野生型の stn1+-Flagを発現する株では、経

時的な培養によってもコピー数は変化しないが、stn1-1-Flag を発現する株では、PFGE

の結果同様に、コピー数が増加することが示された。以上の結果は、stn1-1変異体にお

いて、野生型と比べ rDNAのコピー数に変化が生じやすいことを示している。したがっ

て、Stn1が rDNAリピート数の安定性に寄与していることが示唆された。 

 

 

図 3-6 stn1-1 では rDNA のコピー数が変動する 

A. 表記の株で rDNA を含む断片を検出した。25˚C で一定期間培養し、表記の日数でそれぞれ回

収した。得られた DNA を SfiI で切断したのち、PFGE により分離した。プローブは[a-32P]-dCTP 

によって標識した rDNA プローブを用いた。B. 図中の X-Y に沿ってシグナルを定量した。シグナ
ル強度と移動度をそれぞれの株について、Day1 と Day10 をプロットした。横軸に表記した X-Y は A図

中のX-Yに対応し、移動度はX-Yに対する相対的な位置をプロットした。泳動はXからYの方向へ進

行する。プロットは中岡秀憲博士により作成された。 

 

3-5 stn1-1 での rDNA リピートの不安定化は RFB 活性に由来する 
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出芽酵母では、rDNA のコピー数の変化は RFB 活性に依存することが知られている 

(Kobayashi et al., 1998)。そこで、stn1-1変異体において見られた rDNAのコピー数の変

動が RFB活性に依存するかどうかを明らかにするため、stn1-1 reb1D二重変異株におけ

る rDNAのコピー数の変動を qPCRにより調べた（図 3-7A）。15 日の液体培養の後にも

stn1-1 reb1Dでは rDNA のコピー数の増加は見られなかった。また、reb1Dにおいても

rDNAのコピー数の変化はなかった。さらに、同様に PFGEによって rDNAを含む断片

の大きさを観察したところ、stn1-1 では長期培養により、断片 A および B のシグナル

はスメア状を呈し明瞭なバンドとして認められなかったのに対し、stn1-1 reb1D二重変

異株においては、長期培養後にはややスメア状になるものの、断片 A および B ははっ

きりシグナルを示した（図 3-7B）。reb1Dにおいては、stn1+-Flagと同様に、断片 Aおよ

び Bのシグナルは明確であった。また、シグナル強度をスキャンした結果からも、stn1-1 

reb1D二重変異株においてはピークAおよび Bが長期培養後も存在することが支持され

た（図 3-7C）。これらの結果は、rDNAを含む SfiI断片の大きさが変化しないことを示

し、qPCR よって示された結果と一致する。したがって、stn1-1 で見られる長期培養に

伴う rDNAのコピー数の増加は reb1+つまり RFB活性に依存することが示唆された。 
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図 3-7 stn1-1 で見られる rDNA のコピー数の変動は Reb1 に依存する 

A. 表記の株で rDNA を定量した。25˚C で一定期間培養し、表記の日数でそれぞれ回収した。２

４時間に一度継代し細胞数を計測することで、世代数を概算した。得られた DNA を qPCR に供

した。rDNA での値を stn1+-Flag および ade6+での値によって標準化した。*;p≦0.05 (Mann 

Whitney test による), n.s.; not significant。 B. 図 3-7A と同様に、表記の株で rDNA を含む断片

を検出した。25˚C で一定期間培養し、表記の日数でそれぞれ回収した。得られた DNA を PFGE

により分離した。プローブは[a-32P]-dCTP によって標識した rDNA プローブを用いた。C. 図中

の X-Y にそってシグナルを定量した。シグナル強度と移動度をそれぞれの株について、Day4, Day8, 

Day15をプロットした。プロットは中岡秀憲博士により作成された。 

  

3-6 stn1-1 では Rad52 および γH2A が rDNA 領域へ蓄積する 
 

stn1-1においては、先行研究により示された rDNA上の複製中間体がやや減少したと

いう点 (Takikawa et al., 2017)、および、DNAポリメレースaの rDNAへの局在が減少し
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た（図 3-5）という点より、rDNAにおける複製が阻害されていると考えられる。stn1-1

で見られる rDNA のコピー数の変化は、rDNA 中の RFB における複製フォークの停止

にともなう相同組換えによる可能性が考えられる (Takikawa et al., 2017)。そこで stn1-1

において、相同組換えを担う因子である Rad52の局在が変化しているか検討した。stn1-1

の株において、rad52+遺伝子を Rad52-myc により置き換えた株を作製し、ChIP 法によ

って Rad52-mycの局在を調べた。テロメア繰り返し DNA配列に接するサブテロメア領

域と、rDNAのうち、RFBとして知られる rfp4および早期発火する複製起点として知ら

れる ars3001 での局在を調べることとした（図 3-8A）。陰性対照として his1+を使用し、

それぞれの場所でのシグナルを his1でのシグナルで標準化した。また、HU 無添加の場

合に加えて、HUを添加する条件も同様に観察した。本実験で使用した濃度（12 mM）

の HUにより、複製フォークの停止が起き、S期のはじめで細胞周期が停止することが

知られている。stn1-1では複製フォークの進行が阻害されている可能性があるため、複

製フォークが停止するような条件ではより顕著に Rad52 の蓄積が見られることを期待

した。先行研究で示された通り (Takikawa et al., 2017)、HU非存在下の stn1-1において、

テロメア繰り返し配列近傍における Rad52の局在は野生型株と比べ有意に増加した（図

3-8B）。これは、stn1-1 においては、DNA ポリメレースaのテロメア繰り返し配列への

呼び込みが阻害され、DNA ポリメレースaによる C 鎖の埋め込み反応が損なわれるた

め、テロメレースにより伸長された G鎖が露出するためと考えられる (Takikawa et al., 

2017)。HU 存在下の stn1-1 においても、テロメア繰り返し配列近傍における Rad52 の

局在は野生型株と比べ有意に増加した。また、HU非存在下で見られた stn1-1における

Rad52の蓄積は、HU存在下では減少している傾向が見られたが、これは HUにより複

製フォークの崩壊が他の領域でも誘導され、結果的にテロメア末端への Rad52 局在量が

減少したためと考えられる。次に、stn1-1ではいずれの rDNA領域においても、HU非

存在下で野生型株と比べて有意に高い局在が見られた。また、HU 存在下においては、

とくに ars3001において、Rad52の有意に高い局在が見られた。野生型、stn1-1ともに、

HU 添加により、ars3001における Rad52の局在は増加する傾向にあったが、これは HU

によりリボヌクレオチドリダクターゼが阻害された場合であっても、dNTPが枯渇する

までには時間がかかるため、HU存在下においても DNA複製が起き、rDNAにおける複

製フォークの崩壊が促進されたためと考えられる。以上から、Stn1が rDNA領域におい

て Rad52の局在を抑制していることが示唆された。 

次に、129番目のセリンがリン酸化されたヒストン H2A（以下 γH2A）の局在を ChIP

により調べた。チェックポイントキナーゼである ATM/ATRによって、DSB付近のヒス

トン H2A がリン酸化されるため、γH2A は DSB の指標の一つとして知られている 
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(Nakamura, Du, Redon, & Russell, 2004; Rogakou, Pilch, Orr, Ivanova, & Bonner, 1998)。テロ

メア繰り返し配列近傍では、stn1-1において HUの有無に関わらず、野生型と比べ有意

に γH2A の蓄積が見られたものの、陰性対照である his1+での値を下回る結果となった

（図 3-8C）。この理由は現段階で不明であるものの、このことは、テロメア繰り返し配

列近傍ではチェックポイントの活性化が抑制されていることと一致する (Carneiro et al., 

2010)。HU非存在下の stn1-1においては、ars3001と rfp4といった rDNA領域では、野

生型株と比べて有意に高い蓄積が見られた（図 3-8C）。また、野生型、stn1-1 ともに、

HU 添加により ars3001と rfp4における γH2Aの局在が増加する傾向が見られたが、こ

れは Rad52の結果と一致し、野生型であっても rDNAにおいては HU 添加によって複製

フォークの阻害が亢進していることを示す。HU存在下の stn1-1においても、野生型と

比べ、γH2Aの局在が増加するという結果が再現性よく得られた。これらの結果は、stn1-1

における rDNA 領域では、野生型と比べ、HU の有無にかかわらず DSB がより引き起

こされている可能性を示唆した。出芽酵母の rDNAにおいて、RFBによって DSBが引

き起こされることが知られているため、stn1-1における DSBも RFB活性によることが

予想された (Weitao, Budd, & Campbell, 2003)。そこで、stn1-1 reb1D二重変異株において

γH2Aの蓄積に変化が見られるかを、ChIPにより検証した（図 3-8D）。stn1-1 reb1D二重

変異株においては、stn1-1と比べ、rDNAにおける γH2Aが減少していた。この結果に

より、stn1-1での DSBが RFB活性によることが示唆された。 
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図 3-8 stn1-1 では Rad52 およびgH2A の局在が増加する 

A. テロメア近傍および rDNA におけるプライマーの位置を示す。B および C. Rad52-myc およ

びgH2A による ChIP を行なった。表記の株を 25˚C で液体培養に供した。HU は 12 mM ４時間

処理した。エラーバーは S.E.M.を示す。y軸の値（relative fold enrichment）は、his1+でのシグ

ナルに対する相対値を示す。n=3, *; p≦ 0.05（ratio paired t-test による）。 D. gH2A による ChIP

を行なった。表記の株を 25˚C で液体培養に供した。エラーバーは S.E.M.を示す。それぞれのシ

ンボルは独立な実験による結果を表す。n=3,*; p≦ 0.05（Tukey's multiple comparisons test によ
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る）。 
 

3-7 stn1-1 では相同組換えが生存に必要である 
 

stn1-1における Rad52の蓄積が見られたことから、相同組換えが起こっていることが

予想される。そこで、stn1-1の生存に相同組換えが必要かどうか、二重変異株を作製し

調べることとした。まず、相同組換えに必要な因子である rad51+を欠損させた株と stn1-1

の二重変異株を作製し、生育を調べた（図 3-9A）。stn1-1 rad51D二重変異株は、非制限

温度である 25˚C、30˚Cのどちらにおいても、rad51Dおよび stn1-1と比べて生育が悪化

した。次に、mus81+を欠損させた株と stn1-1の二重変異株を作製した。Mus81は、ホリ

デイジャンクション構造をほどくリゾルベースであり、停止した複製フォークの再開に

伴う相同組換えに重要であることが知られている (Boddy et al., 2001)。stn1-1 mus81D二

重変異株も同様に、25˚Cでも 30˚Cのどちらにおいても、mus81Dおよび stn1-1と比べ生

育の悪化が見られた（図 3-9B）。以上から、stn1-1の生育には Rad51やMus81といった

相同組換えに関わる因子が必要であることが示唆された。 

 

 

図 3-9 stn1-1 の生存には HR 関連因子が必要である 

A, B 表記の株で１0 倍の希釈系列を作製し、それぞれのプレートにスポットした。いずれも YES

プレートを使用した。stn1-1 rad51Dおよび stn1-1 mus81Dについては独立の２クローンをスポ

ットした。 

 

3-8 stn1-1 ではサブテロメアが不安定化し、swi1Dによりさらに不安定化する 
 

これまでの結果から、Stn1は複製フォークの停止や崩壊による DSBや相同組換えを

抑制する機構に重要であると考えられる。stn1-1では複製フォークが不安定化している

と予想されるため、Fork protection complex (FPC)の一部である swi1+を欠損させ、さらに

30°C

Figure 4

stn1-1

WT

stn1-1 rad51Δ

25°C 30°C

rad51Δ

A

stn1-1

WT

stn1-1 mus81Δ

25°C 30°C

mus81Δ

B

stn1-1

WT

stn1-1 swi1Δ

Control

swi1Δ

2 mM HU

C

30°C

Figure 4

stn1-1

WT

stn1-1 rad51Δ

25°C 30°C

rad51Δ

A

stn1-1

WT

stn1-1 mus81Δ

25°C 30°C

mus81Δ

B

stn1-1

WT

stn1-1 swi1Δ

Control

swi1Δ

2 mM HU

C

A. B.



 38 

複製フォークを不安定化させたときの細胞の生存率に与える影響を見ることとした。

Swi1はレプリソームとともに染色体 DNA上を移動し、複製フォークを安定化する役割

を持っている (Noguchi, Noguchi, Du, & Russell, 2003; Noguchi, Noguchi, McDonald, Yates, 

& Russell, 2004)。stn1-1の非制限温度である 30˚Cで培養した HU非存在下のプレート上

において、stn1-1 swi1D二重変異株では、それぞれの変異株に比べ、生育がやや悪化し

た（図 3-10 A）。さらに、stn1-1 swi1D二重変異株は HUに対し強い感受性を示した。し

たがって、stn1-1 では複製フォークが不安定化し、その安定化には Swi1 が重要である

ことが示唆された。 

swi1Dでは rDNA やサブテロメアにおいて、γH2A や Rad52 が蓄積し、相同組換えが

亢進することが知られている (Gadaleta et al., 2016; Noguchi et al., 2003)。そこで、stn1-1 

swi1D二重変異株におけるサブテロメアの構造を確かめた。ゲノム DNAを ApaIによっ

て切断し、テロメア繰り返し配列との境界から 1 kb セントロメア側付近に存在する

TAS1 配列を認識するプローブを用いて、サザンハイブリダイゼーションを行なった 

(Nakamura et al., 1998; Sugawara & Haber, 1992)。野生型株においては５本のバンドが確

認された（図 3-10B）。分裂酵母サブテロメアのうち、TAS1を含む末端から 10 kb程度

の領域については、繰り返し配列を持ち、頻繁に染色体間や同一染色体内で相同組換え

が起こるため、株間や染色体間で配列が異なる (Oizumi et al., 2021; Tashiro et al., 2017)。

このため、TAS1を含む ApaI断片についても長さが染色体間で異なり、野生型株で見ら

れる複数のシグナルがどの染色体由来かを判断することは困難である。しかし、stn1-1

では、野生型株では見られない高分子のラダー状のシグナルが生じた（図 3-10B;＊）。

この結果は、stn1-1 ではサブテロメアで頻繁に相同組換えが起き、TAS1 を含む繰り返

し配列が増幅されたためと考えられる（図 3-10B 右模式図）。また、同様のシグナルは

swi1Dでも観察されたが、このことは swi1Dにおいてはサブテロメアでの相同組換えが

促進しているという報告と一致する (Gadaleta et al., 2016)。さらに、stn1-1 swi1D二重変

異株については、野生株およびそれぞれの変異株で見られた複数のバンドが消失した上、

スメア状のシグナルが観察された（図 3-10B; ◯）。このことから、stn1-1 swi1D二重変

異株においては、サブテロメアでの相同組換えが促進され、さらなる構造変化が生じて

いる可能性がある。したがって、stn1-1においてすでにサブテロメアは不安定であるが、

swi1+を欠損させることにより、相乗的にサブテロメアの不安定化が進んだと考えられ

る。本研究においては詳細な機構は明らかにしていないものの、stn1-1においては Swi1

がサブテロメアの構造を維持するために重要であることが示唆された。 
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図 3-10 stn1-1 ではサブテロメアが不安定化し、swi1Dによりさらに不安定化する 

A. 表記の株で１0 倍の希釈系列を作製し、それぞれのプレートにスポットした。いずれも YES

プレートを使用した。stn1-1 swi1Dについては独立の２クローンをスポットした。B. 表記の株

で TAS1 シグナルを検出するサザンハイブリダイゼーションを行なった。表記の株を 25˚C で液

体培養し、回収したのちに得られたゲノム DNA を ApaI によって切断した。プローブは TAS1

プローブを[a-32P]-dCTP によって標識した。TAS1 プローブの位置を右パネルに示す。 

 

 

3-9 stn1-1 のサブテロメアにおける不安定化および γH2A の蓄積は Reb1 に依存

する 
 

前項では stn1-1においてサブテロメア領域内で DNA組換えが亢進していることが観

察された（図 3-10B;＊）。また、これまでの結果から、stn1-1で見られる表現型は Reb1

に依存すると考えられる（図 3-4, 3-7）。出芽酵母において Reb1はサブテロメアに結合

する因子であることが知られているため、本論文では分裂酵母の Reb1が rDNA領域だ

けでなくサブテロメアにおいても機能すると仮説を立てた  (Berthiau et al., 2006; 

Pasquier & Wellinger, 2020)。rDNA領域に見られる Reb1結合配列はサブテロメアに存在

しないため、何らかの因子を介して Reb1がサブテロメアに局在する可能性を考えた。

テロメア二重鎖結合タンパク質である Taz1 はテロメア繰り返し配列だけでなくサブテ

ロメアにも結合する (Kanoh, Sadaie, Urano, & Ishikawa, 2005)。そこで、まず、Yeast two 
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hybrid 法により、Reb1とテロメア二重鎖に結合する Taz1との結合を検討した（図 3-11A）。

また、Taz1は二量体を形成するため、陽性対照として Taz1間の結合も確認した。その

結果、Taz1は Reb1と結合することが示された。したがって、Reb1が Taz1を介してサ

ブテロメアで機能している可能性がある。次に、前項では stn1-1において観察されたサ

ブテロメアの相同組換えが reb1+を欠損させることで抑制されるか検証した（図 3-11B）。

同様に TAS1 プローブを用いてサザンハイブリダイゼーションを行なった結果、stn1-1

においてはいずれの培養日数においても、高分子量のラダー状のシグナル（*）が観察

された。一方、stn1-1 reb1Dにおいて、stn1-1で見られたラダー状のシグナルはほぼ検出

できなかった。したがって、stn1-1 で見られたサブテロメアの相同組換えは reb1+を欠

損させることで抑制されることが示された。 

また、これまでの結果から、stn1-1 では、rDNA 領域と同様に、サブテロメアにおい

ても複製に伴う DSBが生じている可能性が考えられる。そこで、まず stn1-1において

サブテロメアにおける γH2A の蓄積が見られるかを ChIP により検証した（図 3-11C）。

本実験では、テロメア末端から 20 kbの位置にプライマーを設計した。stn1-1ではサブ

テロメアにおいて、野生型株に比べて γH2Aが蓄積するという結果を繰り返し得た。次

に、reb1+を欠損させることで、stn1-1と比べ、サブテロメアにおける γH2Aの蓄積が有

意に減少した。また、陰性対照である his1+においてはいずれの株も同程度の値を示し

た。以上の結果より、stn1-1 によるサブテロメアでの相同組換えおよび DSB の発生は

Reb1依存的であることが示唆された。 
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図 3-11 stn1-1 で見られるサブテロメアの不安定化は、reb1+の欠損により抑制される 

A. Taz1 と Reb1 の結合を Yeast two hybrid 法により検証した。Taz1 は陽性対象として用いた。

この結果は三好知一郎博士によって得られた。B. 表記の株で TAS1 シグナルを検出するサザン
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ハイブリダイゼーションを行なった。表記の株を 25˚C で液体培養し、回収したのちに得られた

ゲノム DNA を ApaI によって切断した。プローブは TAS1 プローブを[a-32P]-dCTP によって標

識した。 C. gH2A による ChIP を行なった。表記の株を 25˚C で液体培養に供した。his1+は陰性

対照として用いた。エラーバーは S.E.M.を示す。それぞれのシンボルは独立な実験による結果

を表す。n=3,*; p≦ 0.05（Tukey's multiple comparisons test による）。 

 

 

3-10 環状化株の stn1-1 においても γH2A が rDNA に蓄積する 
 

Stn1はテロメア末端に結合するタンパク質である。stn1-1ではサブテロメアと rDNA

の双方で γH2Aの蓄積が見られたため、Stn1がサブテロメアと rDNAでの安定化に寄与

していると考えられるが、両領域ともテロメアに隣接する領域であるため、テロメア末

端に局在する Stn1 が隣接する両領域での安定性維持に寄与している可能性がある。そ

こで、Stn1によるサブテロメアおよび rDNAでの安定性維持に、テロメア繰り返し配列

が必要かどうか確かめるため、テロメア繰り返し配列を持たない環状染色体の場合にお

いても stn1-1 による γH2A の蓄積が見られるかを検証した。環状化株である trt1Dに対

し stn1-1-Flagを導入した株を用い、trt1Dと比較した（図 3-12）。まず、rDNA領域（ars3001）

では、stn1-1 trt1Dにおいて、trt1Dと比べ γH2Aの蓄積が見られた。とくに HU非存在下

では有意に差があった。また、HU 添加により、stn1-1 trt1D・trt1Dのいずれの株におい

ても γH2Aの蓄積が増加する傾向が見られた。このことは、環状染色体における rDNA

であっても、線状染色体の場合と同様に、HUによる複製フォークの阻害が亢進してい

ることを示す。以上から、テロメア繰り返し配列を持たない trt1Dの場合であっても、

stn1-1 によって rDNA における DSB が誘導されることが示された。次に、サブテロメ

アに関しても同様に検証した。本実験で使用した環状染色体を有する trt1Dにおいては、

テロメア末端から10 kb程度が消化されて失われている (Sadaie et al., 2003)。したがって

サブテロメアについては、テロメア繰り返し配列との境界から 20 kb程度セントロメア

側に位置するプライマーを使用した。HU 添加により、環状染色体をもつ stn1-1 trt1D、

trt1Dのいずれの株においても γH2A の蓄積が増加する傾向が見られた。このことから、

環状染色体の場合のサブテロメアにおいて、rDNA で見られるように、HU により複製

フォークの停止が亢進することが示された。また、前項で示したように、線状染色体の

場合、stn1-1は野生型株と比べサブテロメアでの γH2Aの蓄積が見られていた（図 3-11C）。

しかし、環状染色体を有する stn1-1 trt1Dでは、HUの有無にかかわらず、trt1Dと比べて

サブテロメアでの γH2Aの蓄積は見られなかった（図 3-12）。以上から、テロメア繰り
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返し配列を持たない trt1Dの場合、stn1-1によってサブテロメアにおける DSBが誘導さ

れないことが示された。これまでの結果から、環状化株において Stn1は rDNAでの DSB

を抑制する一方で、サブテロメアでの DSB の抑制には寄与していないことが示唆され

た。 

 

 

図 3-12 stn1-1 trt1Dでは rDNA においてgH2A が蓄積する 

（パネル上部）trt1Dにおける環状化株形成の過程およびサブテロメアプライマーの位置を示す。

（パネル下部）gH2A による ChIP を行なった。表記の株を 25˚C で液体培養に供した。HU は

12 mM を 4時間処理した。エラーバーは S.E.M.を示す。それぞれのシンボルは独立な実験によ

る結果を表す。his1+でのシグナルに対する相対値を示す。n=4,*; p≦0.05（Tukey's multiple 

comparisons test による）。 
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3-11 stn1D trt1Dでは三番染色体の構造が変化する 
 

trt1Dなど環状染色体を形成するとされている株においても、一番および二番染色体の

環状化は確認されているものの、三番染色体については rDNAを用いた DNA相同組換

えなどで維持されていると考えられている (Jain et al., 2010)。また、stn1Dも環状染色体

を持つことが知られているが、その三番染色体が trt1Dと同様に維持されているのかは

不明である (Martín et al., 2007)。これまでの結果から、Stn1が rDNAリピートの安定性

に重要であることが明らかとなったため、trt1Dにおける rDNAを介した三番染色体の維

持にも Stn1 が寄与する可能性があると考えた。そこで、すでに染色体が環状化してい

る trt1Dから stn1+を欠損させたときに、三番染色体の構造が変化するかを調べた。ゲノ

ム DNAを SfiIで切断し、PFGEにより分離し、rDNAプローブでハイブリダイズするこ

とで、三番染色体の rDNA領域を含む SfiI 断片の構造を調べた（図 3-13A）。trt1Dの親

株として使用した野生型株では、500〜600 kb付近にスメア状のシグナル（図 3-13A、

鍵括弧で示す）が見られた。断片の大きさが図 3-6 などで示した野生型株と異なるが、

それは使用した株の種類が異なるためである。分裂酵母の rDNAは両腕合わせて 100〜

150コピーと考えられているが、野生型であっても株間で rDNAの右腕と左腕への分布

が異なることが知られている。本実験で用いた野生型株では、三番染色体の左腕および

右腕に 500〜600 kbの rDNAが分布していると推測される。一方、trt1Dでは、ウェル以

外ではシグナルが見られなかった（←）。PFGE においては、環状染色体 DNA のほか、

組換え中間体などを含む複雑な構造は泳動により分離できないことが知られている。こ

の結果は、trt1Dにおいて三番染色体の rDNAが相同組換えにより維持されており、組換

え中間体が蓄積しているためウェルから泳動が進行しないとする先行研究と一致する 

(Jain et al., 2010; Tashiro et al., 2017)。一方、trt1D stn1D株については、独立に取得したク

ローン Aおよび Bからシングルコロニー由来のゲノム DNAを得た。PFGEによって分

離したところ、ほぼ全てのクローンでシグナルが見られた。したがって、trt1D stn1Dと

trt1Dの三番染色体は互いに異なる構造をとる可能性が示唆された。また、クローン A

においては、コロニーごとに大きさは違うものの、1000〜1600 kb付近に強いシグナル

（**）が検出され、クローン Bについては 2200 kb付近の強いシグナル（*）のみが検

出された。次に、ゲノム DNAを用いた qPCRにより、rDNAおよびサブテロメアの DNA

量を相対的に定量した（図 3-13B）。trt1D stn1Dと trt1Dではサブテロメアの DNA量には

変化がなかった。一方、rDNA量について、野生型株に対し trt1Dでは2倍ほどに増加し

ていた。さらに、trt1Dに比べ、trt1D stn1DのクローンAでは減少し、野生型株の 1.5 倍程
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度の rDNA量を示した。クローン Bでは、trt1Dとクローン Aの間の量を示した。野生

型株では、図 3-13Aの結果から、500~600 kbの rDNAが三番染色体の左右に分布してい

るため、合計でおおよそ 1000〜1200 kb程度の rDNAを持つと予想される。qPCRの結

果から trt1Dにおいては rDNA量が野生型株の 2 倍程度であることを鑑みると、2000 kb

超程度の rDNA を持つと考えられる。これらを踏まえ、qPCR の結果から概算すると、

trt1D stn1Dでは1500〜2000 kb程度の rDNAを持つと予測される。この結果は、図 3-13A

で見られたクローン Aおよび Bで見られたバンド（*および**）の大きさと一致したた

め、trt1D stn1Dにおいて検出されたバンドは、左腕と右腕に存在する rDNAが融合して

形成された断片である可能性が高い。また、trt1D stn1D中のクローン Aでは、コロニー

間で rDNAを含む断片の大きさにばらつきが見られた。このことは、trt1Dにおいて一番

および二番染色体の融合部位がコロニー間で異なることと同様に (Sadaie et al., 2003)、

trt1D stn1Dにおける三番染色体においても融合部位がコロニー間で異なるためと考えら

れる。また、クローン Bについては安定してバンド（*）が検出されたため、クローン

Aではクローン Bと比べて、よりヘテロな細胞集団となっている可能性が考えられる。

これまでの知見より、テロメア繰り返し配列を失った環状化株であっても、Stn1は rDNA

の安定性に寄与することが示唆された。 
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図 3-13 stn1D trt1Dでは三番染色体の構造が変化する 

A. 表記の株で rDNA を含む断片を検出した。WT, trt1D, stn1D trt1D（クローン A, B）についてそ

れぞれ 2 コロニーあるいは７コロニーずつ単離し、液体培養に供した。得られた DNA を PFGE

により分離した。レーンの番号は単一クローン名を示す。プローブは DIG によって標識した

rDNA プローブを用いた。この実験結果は三好知一郎博士により得られた。 B. 表記の株で rDNA

を定量した。WT, trt1D, stn1D trt1D （クローン A, B）についてそれぞれ１コロニーあるいは２コ

ロニーずつ単離し、液体培養して回収したのち、得られた DNA を qPCR に供した。末端から

20 kb のサブテロメアおよび rDNA での値を WT および ade6+での値によって標準化した。この

実験結果は中岡秀憲博士により得られた。 
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本研究では、分裂酵母においてサブテロメアおよび rDNAなどの反復配列の安定性に

Stn1が寄与していることを明らかにした。stn1+の高温感受性株 stn1-1においては stn1-1

を長期間培養すると、rDNAのコピー数が増加することが示された。さらに、DSBマー

カーである γH2Aが rDNAにおいて蓄積した。以上の表現型が、rDNAにおいて RFB活

性を有する reb1+を欠損させることで抑制されたため、stn1-1では rDNAの RFBで停止

した複製フォークが崩壊することにより、相同組換えが亢進していることが示唆された。

Stn1と DNAポリメレースaが結合することは知られているため、Stn1が rDNAにおけ

る複製フォークの安定性に寄与していると考えられる。また、stn1-1によって引き起こ

されるサブテロメアの不安定性についても、reb1+の欠損によって抑制されることから、

サブテロメアにおける Reb1の機能についても知見を得た。さらに、Stn1と rDNAの関

係から、環状染色体において Stn1が果たす機能についても示唆的なデータを得た。 

 

4-1 複製フォークと Stn1 
 

本研究では、stn1-1 においては DNA ポリメレースaの触媒サブユニットである Pol1

の rDNAにおける局在が減少していることを確かめた（図 3-5A, B）。また、Pol1に加え、

Pol3 についても rDNA における局在が減少していることを確かめた（図 3-5C）。また、

Stn1は DNAポリメレースaと結合することが知られている (Grossi et al., 2004)。これら

のことから、Stn1が rDNAにおける複製を促進させる機構として、DNAポリメレース

aとの結合を介してレプリソームの染色体 DNA への局在を安定化させているというこ

とが予測される。哺乳類細胞において、DNAポリメレースaと DNAヘリケースを繋ぐ

ハブタンパク質として機能する CTF4 と、Stn1 がその構成因子である CST 複合体の相

互作用があることが示されている (Wang, Brady, Caiello, Ackerson, & Stewart, 2019)。また、

出芽酵母において CTF4を欠損させた場合、rDNA中の RFBで停止した複製フォークに

より DSB が生じ、さらに 5’末端の切除が進行することで生じた一本鎖 DNA によって

相同組換えが誘導される (Sasaki & Kobayashi, 2017)。その結果、rDNAのコピー数が増

加する。ctf4Dでは DNA ポリメレースaの複製フォークへの結合が減少することが知ら

れている (Tanaka et al., 2009)。本研究により示された、rDNAのコピー数が増加する、

また DNAポリメレースaの局在が減少するなどの表現型が出芽酵母 ctf4Dと stn1-1との

間で類似している点を鑑みると、stn1-1では DNAポリメレースaが安定に染色体 DNA

へ局在できないため、RFBにおける DSB末端の切除反応が促進され、相同組換えが亢

進する可能性が示唆される（図 4-1）。 
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図 4-1 stn1-1 においてリピートが増幅する 

rDNA における Stn1 の機能を示すモデル図。rDNA において、転写装置の進行方向と複製フォー

クの進行方向が対向しているため、正面衝突が生じる危険性がある。これを回避するため、複

製フォークの進行を阻害する RFB が存在する。正常な Stn1-Ten1 複合体が存在する細胞では、

Reb1 を介した RFB により複製フォークが停止した場合であっても複製フォークは欠落せず、

コピー数は変動しない。一方 stn1-1 では、ポリメレースの解離と DSB が生じ、Rad52 が呼び

込まれ、相同組換えが起こる。その結果、コピー数の増大が起こる。したがって、Stn1 は RFB

における DSB と、その結果としてもたらされる、HR を介したリピート数の不安定性を抑制し

ていると考えられる。 

 

加えて、stn1-1においては DNAポリメレースaだけでなく、DNAポリメレースdの触

媒サブユニットである Pol3 の rDNA 局在も減少していることを確認した（図 3-5C）。

RFBでの複製フォークの停止などが原因で生じる DSBの修復には、複製を伴う経路が

用いられると考えられ、その経路はBIR （Break-induced replication）と呼ばれる (Malkova, 

Ivanov, & Haber, 1996)。BIRとは、末端切除反応により生じた 3’末端が下流の二本鎖DNA

に侵入し D ループを形成し、D ループそのものを鋳型として複製が進行する反応であ

る。この複製には DNAポリメレースaおよびポリメレースdが必要であり、ポリメレー

スdの変異株では BIRによる修復が遅れるため、DSB部位における 5’末端の消化がより
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促進される (Donnianni et al., 2019)。上述のように、stn1-1においては相同組換えが亢進

していることから、RFBによって生じた DSBにおいて 5’の末端切除反応が亢進してい

ることが予想される。stn1-1においては、BIRに必要である DNAポリメレースaおよび

ポリメレースdの rDNA における局在が減少しているという結果が得られており（図

3-5）、それらの DNAポリメレースが安定に染色体上に局在できないために BIRによる

修復が損なわれている可能性も考えられる。Stn1 が BIR を伴う修復と関連するかどう

かは今後の研究にて明らかにされるべきである。また、本研究においては、とくに rDNA

とサブテロメア領域に主に着目したが、哺乳類 CST複合体がゲノム上の DSB修復に機

能しているという報告もあることから (Mirman et al., 2018)、分裂酵母における Stn1に

ついても、他の複製が困難な領域でも機能していることは十分考えられ、今後の検証が

待たれる。 

 

4-2 Reb1 のサブテロメアにおける機能 
 

Reb1は rDNAにおいて RFBを形成し、複製フォークの進行を阻害する。stn1-1では

rDNAで見られた表現型と同様に、サブテロメアでの γH2Aの蓄積や相同組換えが誘導

されたが、その表現型は reb1+を欠損させることで抑制された（図 3-11）。このことから、

stn1-1 におけるサブテロメアの不安定性は Reb1 によって誘導されると考えられる。し

たがって、分裂酵母 Reb1が rDNAにおいて RFBを形成することと同様に、サブテロメ

アにおいて複製を阻害している可能性が考えられる。Reb1は rDNA領域において Ter2/3

と呼ばれる配列に結合することが知られている。分裂酵母におけるサブテロメアには、

Ter2/3 配列に相当する配列は存在せず、Reb1 がサブテロメアに局在するかどうかは明

らかにされていない。しかしながら、Yeast two hybrid 法によって示された、テロメア結

合タンパク質である Taz1と Reb1が結合するという結果より、Reb1が Taz1を介してサ

ブテロメアに局在する可能性も考えられる（図 3-11）。また、哺乳類 TRF2はMybドメ

インを介してテロメアと結合するが、分裂酵母 Reb1は TRF2と相同性の高いMybドメ

インを有することから、サブテロメア DNA へ直接結合する可能性も十分考えられる 

(Jaiswal et al., 2016)。出芽酵母 Reb1においては、配列依存的にサブテロメアへ結合する

ことが知られている (Berthiau et al., 2006; Pasquier & Wellinger, 2020)。したがって、分裂

酵母においても、局在方法は不明であるものの、Reb1 が rDNA のみならずサブテロメ

アでの複製も阻害すると推測できる。 
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4-3 環状化株における Stn1 の機能 
 

trt1Dは環状染色体を持つが、三番染色体は末端が rDNAによる相同組換えを介して維

持されていると考えられている。染色体などサイズの大きい DNAについては PFGEに

より分離することができるが、環状染色体や組換え中間体など複雑な構造を持つ DNA

は泳動されず、ウェルに停留することが知られている。この性質から、trt1Dにおいて、

三番染色体末端に存在する SfiI により切断した場合であっても、rDNA を含む断片は

PFGEにより検出されない（図 3-13A; Tashiro, Nishihara, Kugou, Ohta, & Kanoh, 2017)。一

方、trt1D stn1Dにおいては rDNAを含む断片が見られたことから、trt1D stn1Dにおける

三番染色体の構造は trt1Dとは異なることが示唆された（図 3-13）。trt1D stn1Dにおいて

rDNAを含むシグナルが検出された理由については、trt1D stn1 Dにおいては rDNAにお

いて DSB が多く誘導された結果細かいニックなどが生じ、泳動が可能となったためと

考えられる。これは、stn1-1の rDNAにおいて γH2Aが蓄積し、環状化 trt1D stn1-1にお

いても同様に γH2Aが蓄積したことから、stn1+の欠損により rDNAに DSBが生じやす

くなると考えられるためである（図 3-8, 3-12）。さらに、trt1D stn1Dにおいて PFGEによ

り検出された rDNAを含む断片の大きさが、両腕に存在する rDNAが自己環状化により

融合したと仮定した場合と合致することから（図 3-13）、三番染色体が rDNAの組換え

により維持されず、一番および二番染色体と同様に環状化した可能性が考えられる。ま

た、trt1D stn1Dにおけるクローン Aとクローン Bについては、PFGEにより検出された

rDNAを含む断片の大きさや rDNAの量が異なり、クローン Aはより少ない rDNAを有

することが示された。一方、クローン Aとクローン Bについては、HUに対する感受性

の程度がやや異なり、クローン Aはクローン Bと比べ、HUに対しより強い感受性を示

した（図 3-2D）。出芽酵母を用いた研究により、rDNA の量が少ない株は DNA 損傷を

もたらす薬剤に対しより感受性を示すことが明らかとなっているが (Ide et al., 2010)、

本研究の結果から、分裂酵母においても HUに対する感受性と rDNAの量に相関が見ら

れることが示唆された。 

テロメア配列を持たない状態でどのように末端が維持されているかについては議論

がある。Reb1が Taz1と結合するという新たな結果が得られたことから（図 3-11A）、Taz1

は他のシェルタリン因子を呼び込むことができるために (Miyoshi et al., 2008)、Reb1が

Taz1 を介して他のシェルタリン因子を rDNA に呼び込み、テロメア繰り返し配列と同

様の環境を維持しているという可能性が考えられる。また、Stn1が環状化株の rDNAに

おいてもgH2Aの蓄積を抑制しうること（図 3-12）、および trt1D stn1Dで三番染色体が環

状化している可能性が考えられること（図3-13）という結果から、Stn1 が通常のテロ
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メア末端に局在する場合と同様に、rDNA配列で構成される末端においても末端保護の

機能を担っているという可能性も考えられる。上述のように、環状染色体を有すると言

われている株においても、様々な染色体構造を持つ可能性があるため、種々の環状化株

の維持機構を解明することは非常に意義深いと考える。 
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