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緒緒  言言  

 
転座などの染色体異常は、癌や自閉症などの遺伝性疾患の要因となる。染色体のクロマチン構造は、弛緩して転写が

活発に起きるユークロマチンと凝縮して転写が起きないヘテロクロマチンに大別される。ヘテロクロマチンはヒストン

H3の9残基目リシン（H3K9）のメチル化修飾を基盤にしたエピジェネティック制御により形成される。DNA反復配

列が存在するセントロメアなどの染色体領域は恒常的にヘテロクロマチン構造を形成する。しかし、タンパク質を    
コードしないセントロメア領域を転写抑制する生理学的意義は明らかとなっていない。我々は、分裂酵母を用いて

H3K9 のメチル化修飾酵素Clr4 などの染色体異常への影響を解析した。その結果、ヘテロクロマチンはセントロメア

反復配列を「のりしろ」にした染色体異常の発生を阻止することを明らかにした。また、clr4破壊株で起きる染色体異

常は RNA ポリメラーゼⅡに変異を導入することで大きく減少した［1，2］。このことから、ヘテロクロマチン欠損細

胞では転写によって染色体異常が引き起こされると考えられる。しかし、転写が染色体異常を誘発する分子メカニズム

は明らかになっていない。 
転写により合成された RNA が鋳型 DNA と相互作用することで DNA-RNA 二本鎖を形成することができる。   

DNA-RNA二本鎖は染色体の不安定化を誘発すると考えられている。そこで、DNA-RNA二本鎖特異的な抗体S9.6を

用いて、染色体クロマチン上に形成するDNA-RNA二本鎖を検出した。その結果、H3K9メチル化酵素Clr4を破壊す

るとセントロメア領域特異的にDNA-RNA二本鎖が蓄積することが分かった。DNA-RNA二本鎖が染色体異常の原因

であるのかを明らかにするために、DNA-RNA 二本鎖特異的なRNA 分解酵素RNaseH1 を過剰発現した。その結果、

RNaseH1 の過剰発現により DNA-RNA 二本鎖の減少と染色体異常の発生頻度の低下が見られた。また、転写の進行

停止を促進する Seb1 や転写の進行再開を促進する Tfs1/TIIS やユビキチン分解酵素 Ubp3 を変異すると DNA-RNA
二本鎖が減少し、セントロメア領域での染色体異常の発生頻度も低下した。これらの結果から、ヘテロクロマチン欠損

細胞ではセントロメア領域で転写進行の停止と再開が繰り返し起きることで DNA-RNA 二本鎖が蓄積し、染色体異常

が発生すると考えられる。 
 

方方法法おおよよびび結結果果  

 
11．．DDNNAA--RRNNAA二二本本鎖鎖にによよるる染染色色体体異異常常のの発発生生  
分裂酵母Schizosaccharomyces pombeの clr4破壊株では、ヘテロクロマチンが形成されないためセントロメア反復

配列の転写が起きる。その結果、セントロメア領域の逆向き反復配列を介した染色体異常が起こり、左右の染色体腕が

鏡像関係となった同腕染色体が高頻度に形成される［1，2］。転写がDNA-RNA二本鎖を形成することで染色体異常を

引き起こす可能性を検証するために、我々は DNA-RNA 二本鎖に特異的に結合する S9.6 抗体を用いて DNA-RNA   
免疫沈降（DNA-RNA immunoprecipitation：DRIP)を行った。その結果、野生株に比べて、clr4破壊株ではセントロ

メア領域特異的に DNA-RNA 二本鎖が蓄積することが分かった（図 1a）。次に、clr4 破壊株で蓄積する DNA-RNA   
二本鎖が染色体異常に関与するのかを明らかにするために、DNA-RNA 二本鎖特異的な RNA 分解酵素 RNaseH1 を

強力なadh1遺伝子のプロモーターを用いて過剰発現した。その結果、RNaseH1を過剰発現すると clr4破壊株で蓄積
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していたDNA-RNA二本鎖が減少することが確認された。また、3番染色体由来のエキストラ染色体ChLを利用した

染色体異常の検出系［3］を用いた結果、RNaseH1 を過剰発現すると clr4 破壊株で増加していた同腕染色体も減少す

ることが分かった。RNase 活性がない変異型 RNaseH1 の過剰発現では、DNA-RNA 二本鎖と染色体異常に有意な   
変化は見られなかった。これらの結果から、ヘテロクロマチン欠損細胞ではセントロメア領域で DNA-RNA 二本鎖が

形成されることにより染色体異常が発生すると考えられる。 
 
22．．転転写写のの進進行行停停止止とと再再開開にによよるるDDNNAA--RRNNAA二二本本鎖鎖のの形形成成  

RNAポリメラーゼⅡの触媒活性を担うRpb1に変異を導入すると、clr4破壊株で蓄積するDNA-RNA二本鎖が減少

した。このことから、RNAポリメラーゼⅡの転写によりDNA-RNA二本鎖が生じると考えられる。次に、転写進行を

促進するPAF1複合体サブユニットLeo1や転写の進行再開を促進するTfs1やUbp3を破壊した。その結果、Tfs1と

Ubp3が特異的にDNA-RNA二本鎖の形成に必要であることが分かった（図1a）。そこで、セントロメア領域での転写

の進行停止を促進する Seb1 について解析したところ、Seb1 も DNA-RNA 二本鎖の形成を促進することが分かった

（図1a）。また、ChL 染色体を用いた解析から、Tfs1 とUbp3 に加え［1，2］、Seb1 も染色体異常の発生に必要であ

ることが分かった（図1b）。これらの結果から、セントロメア領域では転写の進行停止と再開が繰り返し起きることで

DNA-RNA二本鎖が蓄積すると考えられる。 
 

 

 

図1．セントロメア領域でのDNA-RNA二本鎖の形成と染色体異常の発生頻度 
a） DRIP 法により精製した DNA-RNA 二本鎖をリアルタイム PCR により定量した結

果。各実験、免疫沈降の前にRNaseH処理することでDNA-RNA二本鎖を除去した

サンプルをコントロールとする。 
b） 染色体異常の発生頻度。1細胞分裂あたりの発生頻度を示す。 
*p＜0.05、**p＜0.01、***p＜0.001、***p＜0.0001（Mann-Whitney検定）。 

 
考考  察察  

 
本研究により、セントロメア領域で転写の停止と再開が繰り返すことで DNA-RNA 二本鎖が形成されることが明ら

かとなった。近年の研究から、ヒトに於いてもセントロメア領域は最もDNA切断が起きる不安定な領域であることが

示された［4］。ヒトの場合にも、転写の進行停止と再開により DNA-RNA 二本鎖が形成されることでセントロメア    
領域が不安定化する可能性が考えられる。 
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