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要旨 

 
 真核生物のゲノム DNA は、ヒストン蛋白質に巻きついてヌクレオソームと呼ばれる構

造を形成し、それが連なったクロマチンと呼ばれる高次構造をとって核内に収められてい

る。クロマチンは、その性質に基づいてユークロマチンとヘテロクロマチンの 2 種類に大

別される。ユークロマチン領域では遺伝子の発現が活発に行われる一方、ヘテロクロマチ

ン領域では遺伝子の発現が強制的に抑制される。この２つの対照的な状態はヒストンの化

学修飾によって決まり、例えばヘテロクロマチンの場合、そのヒストン H3 の 9 番目のリ

ジンのメチル化修飾（H3K9me 修飾）によって特徴づけられることが知られている。真核

生物は、H3K9me 修飾酵素とその修飾を除去する酵素の両方を持っており、ヒストンの修

飾を介してクロマチン状態の制御を行なっていると考えられている。 
 興味深いことに、ヘテロクロマチンは DNA が反復配列となっている領域で形成される

傾向があることが知られている。その代表的な例は、セントロメア近傍領域に存在するヘ

テロクロマチンである。セントロメア近傍領域のヘテロクロマチンは染色体分配において

重要な役割を果たしていると考えられており、多くの真核生物の染色体で共通してみられ

る特徴である。しかし、その領域の DNA 配列は生物種間で保存されておらず、それぞれ

の種特異的な反復配列で構成されている。この事実は、真核生物には DNA が反復配列に

なっていること自体を認識して、その領域のヘテロクロマチン形成を促進する機構が存在

すること示唆している。しかし、その仕組みは未だ明らかになっていない。 
 モデル生物である分裂酵母において、セントロメア近傍領域は高等真核生物で見られる

ような反復配列ではなく、dg/dhと呼ばれる特定の塩基配列で構成されている。過去の研

究から、dg/dh配列からは non-coding RNA（ncRNA）が転写され、これが RNA 干渉

（RNA interference, RNAi）経路の標的となることで、ヘテロクロマチン形成が誘導される

ことが明らかになっている。RNAi 経路は、二十数塩基の small interfering RNA（siRNA）

と、siRNA を介してと結合しそれと相補的な標的 RNA を認識する Argonaute 蛋白質を中

心に構成されている。これまでの研究から、Argonaute 蛋白質が siRNA を介して核内で転

写されている ncRNA を認識・結合する際に、H3K9me 修飾酵素をその領域にリクルート

することで、ヘテロクロマチン形成が促進されることが明らかになっている。しかし一方

で、人工的な siRNA を用いることで、通常の mRNA 遺伝子をその標的として認識させて

も、ヘテロクロマチン形成は殆ど誘導されないことが明らかになっている。この結果は

RNAi 経路を介したヘテロクロマチン形成には siRNA による認識以外の要因があることが

示唆していたが、その実体はこれまで不明であった。 
 本研究ではまず、dg/dh配列中には沢山の転写開始点が偏在していることを明らかにす

る。次にこの特徴こそが、dg/dh ncRNA を RNAi 経路を介したヘテロクロマチン形成の標

的たらしめているという仮説を立て、通常の mRNA 遺伝子を用いてこの特徴を人為的に

模倣することを試みる。その結果、タンデムリピートに配置した mRNA 遺伝子を用いる
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ことで、dg/dh配列と同様、RNAi 経路を介したヘテロクロマチン形成が確立できることを

示す。最後に、Repeat-induced RNAi と名付けたこの系を用いることで、H3K9me 除去因子

Epe1 が、リピートの数に応じて、「H3K9me 修飾の除去」と「RNAi 経路活性化による

H3K9me 修飾の維持」という相反する二つの役割を果たしていることを明らかにする。こ

の結果は、なぜ真核生物では反復配列においてヘテロクロマチン形成が促進されているの

か、という問いに対する 1 つの解答を示すものである。 
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略語表 
 
Ago1: 分裂酵母が持つ唯一の Argonaute protein  
cenH: 性決定領域における dg/dh 配列 
CLRC: Clr4 methyltransferase complex 
Clr4: H3K9me histone methyltransferase 
Dcr1: Dicer (dsRNAを siRNAにプロセシングする機能を持つ)  
Epe1: JmjCドメインを持つ H3K9me除去因子 
dsRNA: double strand RNA (二本鎖 RNA) 
fbp1:コントロールに用いられるユークロマチン領域の mRNA 遺伝子 
H3K9me: ヒストン H3 の 9 番目のリジンのメチル化修飾 
mRNA: messenger RNA  
ncRNA: non-coding RNA: (本研究の場合、tRNA や rRNA ではなく、Pol2 によって転写される
mRNA型の ncRNAを指す) 
OP: overproduction (過剰生産、過剰発現の意)  
ORF: Open Reading Frame  
Pol2: RNA polymerase II  
PTGS: Post Transcriptional Gene Silencing(転写後抑制) 
PMG: 合成最小培地の一種 (Pombe Minimal Glutamate) 
RIGS: Repeat-induced Gene silencing  
RNAi: RNA interference  
RITS複合体: RNA-Induced Transcriptional Silencing complex (Argonaute を含む複合体)  
RDRC: RNA-dependent RNA polymerase complex (Rdp1 を含む複合体)  
Rdp1: RNA-dependent RNA polymerase (RNA を鋳型に二本鎖 RNA を合成する機能を持つ)  
Rik1: CLRC の構成因子の一つ。 
siRNA: small interfering RNA (この RNAの塩基配列の相補性を利用して Argonaute蛋白質が標的
RNAを認識する)  
snoR58: snoRNA58 (loading control).  
Swi6: H3K9me結合蛋白質 HP1ホモログ 
TGS: Transcriptional Gene Silencing (転写抑制)  
TSS: Transcription Start Site (転写開始点) 
TTS: Transcription Termination Site (転写終結点)  
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第一章  
 
序論 
 
1-1: ヘテロクロマチンとユークロマチン 
 
 真核生物のゲノム DNA は、ヒストン８量体に巻き付くことでヌクレオソームを形成

し、そしてこのヌクレオソームが数珠のように連なったクロマチンと呼ばれる構造をとっ

て核内に収められている。このクロマチン構造は、その形状と性質からユークロマチン領

域とヘテロクロマチン領域の２種類に大別されている。ユークロマチン領域は言わば数珠

が弛緩した状態になっており、その領域の遺伝子は活発に発現している。一方ヘテロクロ

マチン領域は数珠が凝集し、遺伝子の発現が強制的に抑制される不活性な領域である。こ

の２つの対照的な状態は、ヒストンの化学修飾に代表されるエピジェネティックな制御に

よって規定されている。DNA とヌクレオソームを形成しているヒストン 8量体は、H2A, 
H2B, H3, H4 と呼ばれる 4 種のヒストンから構成されている。この時、各ヒストンタンパ

ク質の N末端は、DNA が巻き付いた 8量体コア部分の外側に飛び出すような形に配置さ

れている。ヒストンテールと呼ばれるこの領域は、メチル化、アセチル化、リン酸化、ユ

ビキチン化を含む様々な修飾を受けており、DNA の塩基配列とは独立してその領域に更

なる情報を付加する、もう一つのレイヤーとして機能していると考えられている(ヒスト

ンコード仮説)。特にヘテロクロマチン領域の場合、ヒストン H3 の 9 番目のリジンのメチ

ル化修飾(H3K9me)、27 番目のリジンのメチル化修飾、及び全体的な低アセチル化状態な

どがその代表的な指標として知られている。これとは対照的に、ユークロマチン領域は

H3K9 のアセチル化修飾を含む全体的な高アセチル化状態、H3 の 4 番目(H3K4me)、36 番

目のリジンのメチル化修飾等で特徴づけられる。真核細胞は、これらの修飾に対応する修

飾酵素(writer) とその修飾を除去する酵素(eraser)の両方を持っており、ヒストン修飾の制

御を介して、クロマチン状態のコントロールを行なっていると考えられている [1]。 
 
1-2: 反復配列はヘテロクロマチン形成を促進する 
 
興味深いことに、その研究過程の 1940年代から、ヘテロクロマチンは反復配列(特に縦

列反復配列)になった DNA 領域において形成される傾向があることが指摘されてきた 
[2]。その最も代表的な例が、セントロメア近傍領域におけるヘテロクロマチンである。セ

ントロメアは、細胞が分裂する際、倍加した染色体を娘細胞に分配するために紡錘糸が結

合する動源体が形成される DNA 領域である。このセントロメア近傍には構成的にヘテロ

クロマチンが形成されていることが知られており、染色体分配において重要な役割を果た

していると考えられている。注目すべきことに、このセントロメア近傍におけるヘテロク
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ロマチンは多くの真核生物の染色体で共通してみられる特徴であるにも関わらず、その領

域の DNA 塩基配列は生物種間で全く保存されておらず、それぞれの種に特有な反復配列

で構成されていることである[3, 4]。この事実は、特定の塩基配列ではなく、DNA 配列が

「繰り返し(リピート)になっている」こと自体が、その領域のヘテロクロマチン形成を促

進するメカニズムが存在すること示唆している。しかし、その仕組みは未だ明らかになっ

ていない。 
また、反復配列においてヘテロクロマチン形成が促進される傾向は、セントロメア近傍

領域のような特定の塩基配列の繰り返しから構成される反復配列に留まらない。高等真核

生物においては、外部から遺伝子を導入した際、しばしば導入された外来遺伝子がリピー

トになった状態になってゲノム上に挿入されることが知られている。この時、リピートに

なった外来遺伝子の発現量はそのコピー数と比べて低くなる傾向があり、場合によっては

完全に抑制されてしまう。現在までの研究の結果、リピートになった外来遺伝子の領域に

はしばしばヘテロクロマチンが形成されることが明らかになっており、この現象は

Repeat-induced Gene Silencing (RIGS)と呼ばれている[5]。この事実は、単純な反復配列だけ

でなく、mRNA 遺伝子単位の塩基配列が繰り返しになることによっても、ヘテロクロマチ

ン形成が促進される傾向があることを示している。 
 

  

M.musculs

D.melanogaster

A.thaliana

S.pombe

heterochromatin

centromere

図1-1.真核生物における染色体の模式図。
多くの真核生物の染色体では、動原体が形成されるセントロメア周辺領域に構成的なヘテロクロマチンが形成されている。

このヘテロクロマチン領域におけるDNA配列は、保存されていない一方、反復配列で構成されているという共通点がある。
[4] Muller et al., Trends Genet, 2019より一部改変して引用。
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1-3: 分裂酵母における RNAi 経路を介したヘテロクロマチン形成機構 
 
  単細胞モデル真核生物である分裂酵母では、その染色体のペリセントロメア領域、サブ

テロメア領域、性決定領域に構成的なヘテロクロマチン領域が存在しており、他の真核生

物と同様、これらのヘテロクロマチンは H3K9me 修飾で特徴づけられる[6]。一方、これ

らの領域の DNA 配列は高等真核生物で見られるような縦列反復配列でなく、dg/dhと呼ば

れる特定の塩基配列から構成されている(図 1-3)。これまでの研究の結果、dg/dhからは

non-coding RNA (ncRNA)が転写されており、その ncRNA が内在的な RNAi 経路の標的に

なることで、ヘテロクロマチン形成が誘導されていることが明らかになっている。RNAi
経路とは、二十数塩基の siRNA と、その siRNA を介してそれと相補的な配列を持つ標的

RNA を認識する Argonaute 蛋白質で構成されている仕組みのことをいう。この経路は様々

な形で広く真核生物で保存されているが、共通しているのは標的になった RNA の発現が

抑制されるという点である。この抑制には転写後抑制（PTGS）と転写抑制（TGS）と言

う二つのタイプがある。PTGS は、主に細胞質において、標的となった mRNA が

Argonaute 蛋白質によって切断されたり、その翻訳が阻害されたりすることで起きる。一

方で TGS は、核内で転写中の標的 RNA が Argonaute 蛋白質に認識され、その領域におい

てヘテロクロマチン形成が誘導されることによって起きる。分裂酵母の dg/dh ncRNA にお

ける RNAi 経路を介したヘテロクロマチン形成は、後者のタイプの代表例として、最も研

究が進められている分野の１つである[7]。 
 
 

  

PubMed-15976807

図1-2. 分裂酵母の染色体におけるヘテロクロマチン領域の分布。
野生型細胞(WT, 橙色)とH3K9メチル化酵素であるclr4+の破壊株(clr4∆,青)におけるH3K9me分布をゲノムワイドに解析した結果を示す。
セントロメア、サブテロメア、性決定領域に顕著にH3K9meが局在していることが分かる。[6] Cam et al., Nat Genet, 2005 より一部改変
して引用。

tel
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 これまでの研究により、この RNAi 経路を介したヘテロクロマチン形成について、以下

のようなモデルが描かれている(図 1-4)。RNAポリメラーゼ II（Pol2）によって dg/dh配列

から転写される新生 dg/dh ncRNA は、それと相補的な配列を持つ siRNA を含む

Agrgonaute 蛋白質複合体 (RNA-induced transcriptional silencing complex, RITS複合体) によ

って認識される[8-10]。この際、RITS複合体が、Suv39hホモログである H3K9me メチル

化酵素 Clr4 を含む CLRC複合体をリクルートすることで、その領域におけるヘテロクロ

マチン形成が促進される[11]。一方でこの時、RITS複合体は RNA依存性 RNAポリメラ

ーゼ複合体(RDRC)も新生 ncRNA にリクルートすることが明らかになっている[12]。これ

により RDRC は新生 ncRNA を鋳型として 2 本鎖 RNA(dsRNA)を合成し、その dsRNA が

Dicer(Dcr1)によって切断されることで、二次的な siRNA が産生される。この二次的

siRNA は更なる RITS複合体の呼び込みに機能することになり、その結果 siRNA産生の正

のフィードバックが形成されることになる[13-15]。これに加えて、H3K9me 修飾自体が、

これら RITS複合体や、RDRC複合体のヘテロクロマチン局在を促進することも示されて

いる。具体的には、RITS複合体を構成する特定の因子自体が H3K9me と結合するドメイ

ンを持っていることや[14]、H3K9me 修飾特異的に結合する因子である HP1ホモログ Swi6
が、RDRC を構成する因子と直接相互作用する因子を呼び込むことなどが報告されている

[16, 17]。これらの結果は RNAi 経路とヘテロクロマチン形成は相互に強化し合う関係にあ

ることを示している。 

Centoromere Subtelomere

dg dh

dg dh

Mating type locus

cenI (40kb) 

cenII (65kb) 

cenIII (110kb) 

19942857より引⽤

A

B
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H3K9me and a minor plateau of ∼17 kb that abruptly ends 37 kb 
away (Fig. 2b). A full copy and partial paralog of SPAC212.11, a RecQ 
helicase possessing a cenH-like repeat in its coding sequence27, are 
embedded in the 20-kb plateau (Fig. 2b). These repeat elements might 
recruit heterochromatin, accounting for the preferential enrichment 
of H3K9me and Swi6. The subtelomeric regions of chromosome III 
are flanked by a tandem array of rDNAs that are subject to heterochro-
matic silencing28,29. Our mapping data showed a substantial enrich-
ment for H3K9me and Swi6 at these tandem repeats (Fig. 2c).

Retrotransposon LTRs, repeats and heterochromatin assembly
In S. pombe, retrotransposon long terminal repeats (LTRs) have been 
reported to recruit H3K9me and Swi6 through an RNAi-dependent 
mechanism to assemble heterochromatin, which could silence nearby 
genes21. We found that, with the exception of a few LTRs located in 
subtelomeric heterochromatin, there was no enrichment of either 
H3K9me or Swi6 at or near LTRs. Furthermore, we did not detect 
heterochromatin at full-length copies of retrotransposons Tf-1 and 
Tf-2. Instead, our analysis detected a substantial enrichment of 
euchromatin-specific histone modification (H3K4me) at full-length 
Tf elements and solo LTRs, with levels comparable to those of the 
surrounding regions (Fig. 2e). This finding is consistent with a recent 
study showing unaltered expression of genes located near LTRs by 
mutations of Clr4 or RNAi factors30. We also found that other classes of 
repetitive DNA elements, such as wtf repeats31 and noncoding RNAs, 
were not targets for heterochromatin assembly (Fig. 2e). The repeat 
elements that were consistently enriched for heterochromatin included 
centromeres, cenH repeats present at telomeres, the mat locus, the IRC 
repeats and rDNA. Therefore, S. pombe heterochromatin machinery 

preferentially targets only certain classes of repetitive elements, which 
might also be the case in multicellular organisms18.

H3K4me enrichment at euchromatin and centromere core
We also analyzed the genomic distribution of H3K4me. H3K4me was 
broadly distributed, though with wide variation, across the S. pombe 
genome but was absent at all major heterochromatic loci coated with 
H3K9me. In contrast to the sharp peak of H3K4me delimiting hetero-
chromatin boundaries at the chicken β-globin locus2, examination of 
all major heterochromatic domains did not show preferential enrich-
ment of H3K4me at boundary regions in S. pombe (Fig. 2a–c). Instead, 
the appearance of H3K4me coincided with euchromatic regions con-
taining a high density of open reading frames (Fig. 2e). Furthermore, 
rDNA repeats had the lowest level of H3K4me, even though hetero-
chromatin was not prominently enriched at these loci (Fig. 2c). We also 
found a modest but consistent presence of H3K4me at the central core 
domain of centromeres (Fig. 2a). This result indicates that, in addition 
to the H3 variant CENP-A25, cnt regions are also occupied by canon-
ical histone H3, which also has been observed in other species32. This 
finding raises the possibility that H3K4me may have an active role in 
kinetochore function.

The RNAi machinery coats entire heterochromatic domains
We previously proposed that the H3K9me epigenetic mark could 
preferentially target RNAi to repeat elements through interactions 
with the chromodomain of Chp1, thereby promoting the recruit-
ment of RITS, and its interacting factors such as Rdp1, to hetero-
chromatic loci14. We tested this suggestion by genomic mapping of 
RITS and Rdp1 to determine whether the RNAi machinery localized 
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H3K9me and a minor plateau of ∼17 kb that abruptly ends 37 kb 
away (Fig. 2b). A full copy and partial paralog of SPAC212.11, a RecQ 
helicase possessing a cenH-like repeat in its coding sequence27, are 
embedded in the 20-kb plateau (Fig. 2b). These repeat elements might 
recruit heterochromatin, accounting for the preferential enrichment 
of H3K9me and Swi6. The subtelomeric regions of chromosome III 
are flanked by a tandem array of rDNAs that are subject to heterochro-
matic silencing28,29. Our mapping data showed a substantial enrich-
ment for H3K9me and Swi6 at these tandem repeats (Fig. 2c).

Retrotransposon LTRs, repeats and heterochromatin assembly
In S. pombe, retrotransposon long terminal repeats (LTRs) have been 
reported to recruit H3K9me and Swi6 through an RNAi-dependent 
mechanism to assemble heterochromatin, which could silence nearby 
genes21. We found that, with the exception of a few LTRs located in 
subtelomeric heterochromatin, there was no enrichment of either 
H3K9me or Swi6 at or near LTRs. Furthermore, we did not detect 
heterochromatin at full-length copies of retrotransposons Tf-1 and 
Tf-2. Instead, our analysis detected a substantial enrichment of 
euchromatin-specific histone modification (H3K4me) at full-length 
Tf elements and solo LTRs, with levels comparable to those of the 
surrounding regions (Fig. 2e). This finding is consistent with a recent 
study showing unaltered expression of genes located near LTRs by 
mutations of Clr4 or RNAi factors30. We also found that other classes of 
repetitive DNA elements, such as wtf repeats31 and noncoding RNAs, 
were not targets for heterochromatin assembly (Fig. 2e). The repeat 
elements that were consistently enriched for heterochromatin included 
centromeres, cenH repeats present at telomeres, the mat locus, the IRC 
repeats and rDNA. Therefore, S. pombe heterochromatin machinery 

preferentially targets only certain classes of repetitive elements, which 
might also be the case in multicellular organisms18.

H3K4me enrichment at euchromatin and centromere core
We also analyzed the genomic distribution of H3K4me. H3K4me was 
broadly distributed, though with wide variation, across the S. pombe 
genome but was absent at all major heterochromatic loci coated with 
H3K9me. In contrast to the sharp peak of H3K4me delimiting hetero-
chromatin boundaries at the chicken β-globin locus2, examination of 
all major heterochromatic domains did not show preferential enrich-
ment of H3K4me at boundary regions in S. pombe (Fig. 2a–c). Instead, 
the appearance of H3K4me coincided with euchromatic regions con-
taining a high density of open reading frames (Fig. 2e). Furthermore, 
rDNA repeats had the lowest level of H3K4me, even though hetero-
chromatin was not prominently enriched at these loci (Fig. 2c). We also 
found a modest but consistent presence of H3K4me at the central core 
domain of centromeres (Fig. 2a). This result indicates that, in addition 
to the H3 variant CENP-A25, cnt regions are also occupied by canon-
ical histone H3, which also has been observed in other species32. This 
finding raises the possibility that H3K4me may have an active role in 
kinetochore function.

The RNAi machinery coats entire heterochromatic domains
We previously proposed that the H3K9me epigenetic mark could 
preferentially target RNAi to repeat elements through interactions 
with the chromodomain of Chp1, thereby promoting the recruit-
ment of RITS, and its interacting factors such as Rdp1, to hetero-
chromatic loci14. We tested this suggestion by genomic mapping of 
RITS and Rdp1 to determine whether the RNAi machinery localized 
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 前述の通り、RNAi 経路は siRNA を介して標的 RNA を認識するという特徴があるた

め、細胞内で dg/dh以外の配列を持つ人工的な siRNA を産生した場合、RNAi 経路に任意

の RNA をその標的として認識させることが理屈上可能である。しかしながら興味深いこ

とに、以前の研究によれば、人工的な siRNA を用いてユークロマチン領域に存在する通

常の mRNA 遺伝子を人為的に RNAi 経路に認識させたとしても、ヘテロクロマチン形成

が殆ど誘導されないということが報告されている[18-20]。また、かろうじて一度ヘテロク

ロマチン形成が誘導されたとしても、dg/dh 配列でみられるような siRNA産生の正のフィ

ードバックループは形成されず、相補的な配列を持つ siRNA が人工的に供給され続けな

い限り、ヘテロクロマチンを維持できないことが明らかになっている[20, 21]。これらの結

果は、RNAi 経路を介したヘテロクロマチン形成の成立には siRNA による認識以外に必要

な要因があること示唆しており、dg/dh ncRNA には通常の mRNA にはない、RNAi を介し

たヘテロクロマチン形成にとって重要な特性があるということを意味していた。しかしな

がら、その実体はこれまでのところ明らかになっていなかった。 
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図1-4. RNAi経路を介したヘテロクロマチン形成機構のモデル図。
分裂酵母におけるRNAi経路を介したヘテロクロマチン形成機構のモデル図を簡略化したものを示す。本文中に出てくる主要な
因子は遺伝子名も記載している。太い灰色の矢印はncRNAのプロセシングを、黒い両矢印は複合体同士の物理的な相互作用を
示す。H3K9meはピンクの旗で示す。尚、各因子の実際の大きさは考慮していない概念図であることに留意。説明は本文を参照。
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1-4: H3K9me 除去因子 Epe1 
 
一方で、上記のように siRNA を介さず、H3K9me 修飾酵素 Clr4 を DNA 結合蛋白質と結合

させ、ユークロマチン領域に直接係留(tethering)した場合、その領域には異所的なヘテロ

クロマチン形成が誘導される[22-23]。興味深いことに、この時、一度ヘテロクロマチンが

形成された後に Clr4 をクロマチンからリリースすると、その領域に形成されていた異所

的なヘテロクロマチンは急速に消失することが明らかになった。この急速な消失は細胞周

期を停止した状態、つまり染色体複製などの影響がない状況下においても観察され、これ

らの結果から、細胞内ではクロマチン上の H3K9me 修飾は積極的に除去されていることが

示唆された[22]。この H3K9me 修飾の除去を担っている因子の探索が行われた結果、JmjC
ドメイン蛋白質 Epe1 がその役割を担っていることが明らかになった(図 1-5A)。JmjCドメ

インはヒストン脱メチル化酵素に共通して見られるドメインである。実験の結果、Clr4 の

係留によって誘導された異所的な H3K9me 修飾は、野生型の細胞(つまり Epe1 の存在下)
では、係留された Clr4 がリリースされると急速に迅速に消失する一方、epe1 遺伝子を破

壊した細胞(epe1∆)においては、Clr4 がリリースされた後も維持され続けることが確認さ

れた [22-23]。この epe1∆において形成された異所的なヘテロクロマチン領域は、体細胞

分裂や減数分裂を経て娘細胞に伝達され、その維持に RNAi 経路が必要ないことが示され

ている。このようなヘテロクロマチンの”自己伝播”は、self-assembly, self-propagation と呼

ばれ、H3K9me 修飾酵素である Clr4 がそのクロモドメインを介して既存の H3K9me 修飾

に結合し、隣接するヌクレオソームに H3K9me 修飾を広げる活性を持っていることに由来

していることが明らかになっている [22-24](図 1-5A)。まとめると、Epe1 が存在する場

合、細胞は異所的なヘテロクロマチンの形成を阻止できる反面、セントロメア近傍領域の

ような生来の標的領域に形成されるヘテロクロマチンを維持するために、RNAi 経路のよ

うな維持機構が必要になる。一方で Epe1 が存在しない場合、RNAi 経路がなくてもヘテ

ロクロマチンは自己伝播で維持されるが、一度形成された異所的なヘテロクロマチンが維

持及び伝達されることを許容することになる、という関係がこれらの結果から示唆され

た。 
 次に注目すべきは、Epe1 と RNAi 経路の関係性である。興味深いことに、Epe1 は

H3K9me 結合タンパク質である HP1ホモログ Swi6 との相互作用して、ヘテロクロマチン

領域に局在することが報告されている[25](図 1-5B)。H3K9me 除去因子として機能する

Epe1 がヘテロクロマチン領域に局在する理由の一つとしては、ヘテロクロマチン領域と

ユークロマチン領域の境界線の確立に関与していることが挙げられる[26, 27]。実際、元来

Epe1 はヘテロクロマチン領域とユークロマチン領域の境界線の確立に寄与する因子のス

クリーニングで同定された遺伝子である( Enhancer of Position Effect 1)[25] 。しかし一方

で、epe1Δでは dg/dh由来の siRNA減少や、ヘテロクロマチン領域におけるサイレシング

の欠損が観察されることから[28]、RNAi 経路に積極的に関与している可能性が示唆され

ていた。しかし、その正確な役割は未だ不明であった。 
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heterochromatic loci, including centromeres, telomeres,
and the mat locus (Figure 2A). Moreover, Epe1 was de-
tected at certain meiotic genes, some of which are
coated with heterochromatic markers (Figure 2A; [Cam
et al., 2005]). Conventional ChIP with specific primers
confirmed the presence of Epe1 at heterochromatic
loci and meiotic genes (Figure 2E; see below), except
for mae1 and mae2 loci, which share high homology to
ORFs embedded within subtelomeric heterochromatic
regions (Cam et al., 2005). It is possible that Epe1 and
heterochromatin signals at these two loci in ChIP-chip
experiments were due to crosshybridization.

Closer examination of Epe1 localization at heterochro-
matic loci revealed distribution profiles that resemble

the distribution of heterochromatin complexes. At cen-
tromeres, Epe1 was confined to the outer (otr) repeats
and to a portion of the innermost (imr) repeat, whereas
no Epe1 signal was detected at the central core (cnt)
domain of centromeres. This pattern is almost indistin-
guishable from those of H3K9me and Swi6 (Figure 2B;
[Cam et al., 2005]). Interestingly, Epe1 levels were higher
at the inverted repeat (IRC) elements located at hetero-
chromatin domain boundaries of centromere 1 and 3
(Figure 2B). Similarly, two peaks coincide with a sharp
decrease in heterochromatin marks at the junction be-
tween pericentromeric repeats and the cnt domain of
cen2. We also observed broad distributions of Epe1 at
the subtelomeric regions and across the silent mat

Figure 2. Genome-Wide Profiling of Epe1

(A) Chromosomal distribution profile of Epe1. Schematic representations of three S. pombe chromosomes are shown with heterochromatin re-
gions indicated in red (top). Distributions of Epe1 are plotted (bottom). DNA recovered by chromatin fractions immunoprecipitated with anti-FLAG
antibodies from Epe1-FLAG cell extracts or from whole-cell extract (WCE) was amplified, labeled, and hybridized to S. pombe oligo array. Relative
enrichments were determined by dividing normalized Cy5-labeled ChIP signal against Cy3-labeled WCE signal (y axis). Chromosome positions
correspond to the fully assembled virtual contigs (Sanger Center Pombe Genome Database) (x axis). Enrichment at ura4+ reflects crosshybrid-
ization to Kint2::ura4+ present in strain used to perform ChIP. Abbreviations: cen, centromere; mat, mating-type region; and tel, telomere.
(B–D) Epe1 displays a distribution profile similar to Swi6 at all major heterochromatic loci. Distribution profiles of Epe1 and Swi6 at centromeres left
subtelomere of chromosome 1 and the mating-type locus are shown.
(E) Conventional ChIP analysis of Epe1 binding at heterochromatic loci. DNA isolated from ChIP and WCE fractions was analyzed by multiplex PCR
with primers to amplify ura4+ inserted at the mating-type region (Kint2::ura4+) and control minigene-ura4+ (ura4DS/E) at an endogenous location.
Similarly, primers designed to amplify centromeric repeats (dg223) or telomere (E12) sequences and act1 control were used to assay Epe1 binding.
Intensity ratios of PCR products in ChIP and WCE lanes were used to calculate relative enrichment values shown (see Noma et al. [2001] for details).

Recruitment of an Antisilencing Factor by Swi6/HP1
683

Epe1 Swi6

図1-5. H3K9me除去因子Epe1は構成的なヘテロクロマチン領域に局在する。
(A) Tet-OFFシステムを用いて異所的なヘテロクロマチンを形成し、その維持における
Epe1の影響を解析した結果の模式図。Tet-OFFシステムでは、テトラサイクリン(tet)
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1-5 : 本研究について 
 
本研究では、RNAi 経路を介したヘテロクロマチン形成と Epe1 の関係を明らかにするた

め、まず始めに Epe1 を欠失した細胞、過剰発現した細胞を用い、それぞれの状況下にお

ける RNAi 経路への影響を解析する。またその過程で、dg/dh 配列は実は沢山の転写開始

点が偏在している特殊な転写ユニットであることを明らかにする。次にこの特徴こそが、

dg/dh ncRNA を RNAi 経路を介したヘテロクロマチン形成の標的たらしめているという仮

説を検証するため、通常の mRNA 遺伝子を用いてこの特徴を人為的に模倣することを試

みる。その結果、タンデムリピートに配置した mRNA 遺伝子を用いることで、dg/dh配列

と同様に自律的な RNAi 経路を介したヘテロクロマチン形成を確立できることを示す。最

後に、Repeat-induced RNAi と名付けたこの人工的な系を用いることで、H3K9me 除去因子

である Epe1 が、リピートの数に応じて、「H3K9me 修飾の除去」と「RNAi 経路による

H3K9me 修飾の維持」という相反する二つの役割を果たしていることを明らかにする。 
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第二章 
 
材料と⽅法 
 
2-1: Schizosaccharomyces pombe の培養、遺伝子操作、サイレシングアッセイについて 
 
本研究で使用したすべての株は、表１の株リストに記載されている。用いた菌株におけ

る標的遺伝子の破壊やエピトープタグの付加には、PCR に基づいた手法を用いた。導入フ

ラグメントの組み込みは、全て colony-PCR またはサザンブロットによって確認されてい

る。ade6+遺伝子のサイレシングアッセイは、アデニンの濃度を 10mg/L に減らした PMG
合成培地を用いて行った。ade6 遺伝子発現の抑制状態の確立または維持の効率を評価す

るために、それぞれ白色（ade6 発現）または赤色（ade6 抑制）シングルコロニーから、

赤-ピンク色（ade6 抑制）コロニーが形成される効率の評価を行った。Epe1 過剰発現(以
降 OP, overproduction)株 では、内在性の epe1+遺伝子のプロモーターが、培地中のウラシ

ルの有無によって発現が ON/OFF になる Purg1プロモーター [29]に置き換えられている。

Epe1 OP と高レベル Epe1 OP（多コピープラスミド pREP41 からの発現)[30]との比較は、

図 3-29 を参照されたい。ura4+遺伝子のサイレンシングアッセイにおいては、ura4+を発現

する細胞に対して毒性を示す 5-フルオロオロチン酸（FOA) を 0.2%含ませたエディンバ

ラ最小培地（EMM）を使用した。 
 
 
2-2: ade6+遺伝子リピート株の作成 
 
ade6+リピート株の構築に使用したプライマーは、表 2 のリストに示されている。内在性

の ura4+ 座位に相同組み込えを起こすような ade6+ リピートフラグメントを作成するた

め、ade6+遺伝子フラグメントを段階的に増幅出来、且つこの増幅されたフラグメントが

ura4+の 5'および 3'末端領域に囲まれるようになるようなプラスミドの構築を行った。E. 
coli 内での複製起点とアンピシリン耐性遺伝子を含む pTL2M5(FYP2047, NBRP)の BbsI-
Bst1107フラグメントをバックボーンとし、ura4+座位の上流および下流領域の各 PCR産
物、および同じく pTL2M5由来の neomycin耐性遺伝子（neo）- hCVMプロモーター領

域の PCR産物を、In-Fusion クローニング（Takara, cat#Z9648N または Clontech, 
cat#639648）によって連結し、プラスミド pAP-339 とした。次に、neomycin耐性遺伝子お

よび今後の操作に不要な配列を除去するために、それぞれ領域に対応する逆向きプライマ

ー（AG-714, 715及び AG-720, 721）を用い、KOD Fx neo（TOYOBO, cat#KFX-201）によ

る inverse PCR（iPCR）を連続して行った。その後、pAP-339 の hCMVプロモーターを

ade6+遺伝子フラグメントで置換した。具体的には pAP-339 を SpeI と NheI で切断し、In-
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Fusion クローニングを用いて ade6+ PCRフラグメント（染色体 III、1315461-1318504）と

連結した。ade6+遺伝子フラグメント内の不要な SpeIサイトは、iPCR（AG-751, 752）を用

いた部位特異的突然変異によって破壊した。尚、iPCR後またはサブクローニングの各ス

テップ後には塩基配列解析を行い、設計通りの構築ができているか、変異が入っていない

かを確認を行った。得られた ade6+x1プラスミド pAP-444 は、アンピシリン耐性遺伝子の

中央に PvuIサイト、ade6+フラグメントの 5'末端に SpeIサイト、および ade6+フラグメン

トの 3'末端に NheIサイトを持っている（図 3-13、左パネル）。PvuI-ade6+-SpeI および

PvuI-ade6+-NheIフラグメントを pAP-444 からそれぞれ切り出し再度ライゲーションを行

うと、その結果できるプラスミドでは ade6+フラグメントが重複した状態になり、またラ

イゲーションされた SpeI-NheI接合部が制限酵素処理で切断されないようになっている。

この複製プロセスを繰り返すことで、ade6+x2、x4、および x8プラスミド（pAP-464, pAP-
485, pAP-523）を作成した（図 3-13、中央パネル）。さらに、PvuI-ade6+x2-SpeI（pAP-
464）および PvuI-ade6+x4-NheI（pAP-485）フラグメントを連結することで、ade6+x6プラ
スミド（pAP-599）を得た。結果として得られたこれらの一連のプラスミドは、ade6+リピ

ートフラグメントを挟む ura4+フラグメントの両末端に NotIサイトを有し、NotI 制限酵素

処理により内在の ura4+座位をターゲットとする ade6+リピートフラグメントを得ることを

可能とする。一方で、ade6+リピートフラグメントの ura4座位への相同組み替えを介した

挿入の効率を上げるため、内在性の ura4+座位で二本鎖切断（DSB）を誘発する

CRISPR/Cas9システムを使用した（図 3-13、右パネル）。ura4+ ORF をターゲットとする

gRNA 配列を gRNA-Cas9単一プラスミド pAH237[31]にクローニングし、pAP-562 を得

た。ura4+をターゲットとする ade6+リピートフラグメントと ura4 gRNA-Cas9プラスミド

を co-transformation するにあたり、古典的な LiOAc法を用いた。具体的には 1x10*8 の細

胞に対して 1 µg の AP-562 と 500–1000 ng の ade6+リピートフラグメントを用いて形質転

換を行った。内在性の ura4+遺伝子が ade6+リピートによって置換されたクローンを得るた

め、EMM選択プレート（-ロイシン）で最初に選択された形質転換体は、その後、ura4+

遺伝子が発現している細胞が感受性を示す 5-FOAプレートにレプリカした。5-FOA耐性

の形質転換体候補は再度 5-FOAプレート上にストリークさすることでシングルコロニー

化され、ade6+リピートが挿入されているかどうかの予備的な確認をするためコロニーPCR
が行った。その後、gRNA-Cas9プラスミドを失った形質転換体候補を分離するために、

各候補の単一コロニーを YESプレート上でロイシン要求性を示すまで何度もリストリー

クを行った。最終的に得られた候補株からゲノム DNA を抽出し、予定通りに内在性の

ura4+遺伝子が ade6+リピートによって置換されたクローンを選択するため、qPCR および

サザンブロット解析を行った（図 3-14）。ade6+遺伝子のコピー数と ade6+ mRNA の発現レ

ベルとの相関は、Northern blot および qRT-PCR によって確認された（図 3-15）。 
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2-3: ade6 ヘアピン RNA カセットの作成 
 
ade6 ヘアピン RNAカセットの作成に用いられたプライマーは、表 2 に記載されてい

る。ade6 ヘアピン RNA を発現するカセットの作成に用いられたプラスミドの構造を図 3-
17A に示す。Thiamine の有無によって発現の ON/OFF を調節することができる nmt1+プロ

モーターによって駆動される ade6 ヘアピン RNA 発現カセットを生成するため、pREP1プ
ラスミド [30] をそのバックボーンとして使用した。ade6 ヘアピン部分は、3 つのフラグ

メントから構成されている。左腕および右腕は、ade6+ ORF の一部に対応する PCR産物で

ある（ade6 hairpin I、250 bp：ade6 hairpin II, 750 bp）。第 3 のフラグメントは、スペーサー

であり, S.pombe rad9+遺伝子の第一イントロンの PCR産物が使用された。これらの 3 つの

フラグメントを、SmaI および NdeI によって線形化された pREP1プラスミドにクローニ

ングするため、In-Fusion クローニング（Takara, cat#Z9648N または Clontech, cat#639648）
を用いた。次にこのヘアピン RNA 発現カセットを内在性 leu1+座位に挿入するために、

leu1+ターゲティングプラスミドとして pAP-509 を作成した。pAP-509 では、leu1+遺伝子

PCR産物が pBluescript KS II (+)の SpeI-NotIサイトにサブクローニングされている。

pREP1-ade6 ヘアピン発現カセットプラスミドを、PstI および EcoRI で消化し、nmt1+プロ

モーター -ade6 ヘアピン RNAカセット -nmt1+転写終結領域のフラグメントを回収した。

このフラグメントを、PstI-EcoRI で消化された pAP-509 にライゲーションし、プラスミド

pAP-512（ade6-hairpin I）および pAP-513（ade6-hairpin II）を作成した（図 3-17A）。これ

らのプラスミドを内在性 leu1+座位に挿入するため、leu1+遺伝子フラグメント内の NruIサ
イトを用いて線状化し、その後ロイシン要求性の leu1-32株に形質転換した。形質転換体

はロイシン要求性が回復することを指標によって選択され、leu1-32座位にヘアピン発現

カセットが挿入されているかどうかはコロニーPCR およびサザンブロッティング解析によ

って確認した。ade6 ヘアピン RNA 発現カセットを持つ菌株は、その操作中にヘアピン

RNA 発現しないよう、thiamine の存在下(抑制条件下）で作成した。ヘアピン RNA の発現

を誘導するため、細胞は 16時間 thiamine のない液体培地で培養し、その後同じく

thiamine のない PMG培地に均一に植菌し、得られたコロニーを-80℃で保存したものを使

用した。その後、野生株及びさまざまな変異株における ade6 ヘアピン RNA 発現カセット

由来の ade6 siRNA の産生をノーザンブロット解析によって確認した（図 3-17B） 
 
2-4: サザンブロット解析 
 
ゲノム DNA抽出は、先行研究の手順に従って行った（https://www.baumann-

lab.org/documents/Nurselab_fissionyeasthandbook_000.pdf）。ゲノム DNA は、各制限酵素で一

晩消化し、1xTris-Acetate-EDTAバッファを用いたアガロースゲル電気泳動によって分離

した。その後、Amersham Hybond-N+ メンブレン（GE Healthcare, cat# RPN303B）に

TurboBlotter System（Cytiva, cat#10416328）を用いてトランスファーを行った。その後、
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メンブレンにブロットされた DNA に対し、UVP CL-1000 Ultraviolet Crosslinker（120,000 
μJ/cm2）を用いて UV クロスリンクを行った。DNAプローブは、T4ポリヌクレオチドキ

ナーゼ（Takara, cat# 2021A）によって[γ-32P] ATP で標識し、PerfectHyb Plus Hybridization 
buffer（Sigma, cat# H7033）中で 42℃で一晩ハイブリダイズした。その後、メンブレンを

42℃で 2× SSC 0.1% SDSバッファで洗浄し、イメージングプレートを用いて 1～2日間の

露光を行った。この解析に使用されたプライマーは、表 2 に記載しれている。 
 
2-5: ノーザンブロット解析 
 

Total RNA はホットフェノール法を用いて調製し、RNasin Plus（Promega, cat# N2611）の

存在下でリコンビナント DNase I（Takara, cat# 2270A）処理を行った。サンプルは、1%ア

ガロースと 6.7%ホルマリンを含む条件で電気泳動し、Amersham Hybond-N+ メンブレン

（GE Healthcare, cat# RPN303B）に TurboBlotter System（Cytiva、cat#10416328）を用いて

トランスファーした。その後ハイブリダイゼーションは、サザンブロット解析と同様に行

った。この解析に使用されたプライマーは、表 2 に記載している。 
 
 
2-6: RT-PCR 及び qRT-PCR 
 
Total RNA は、ホットフェノール法を用いて抽出し、その後 RNasin Plus（Promega, 

cat#N2611）の存在下でリコンビナント DNase I（Takara, cat#2270A）を用いて DNA 分解

処理を行った。逆転写には PrimeScript Reverse Transcriptase (Takara, cat#2680A）を用い、

製造元のプロコトールに従って逆転写を行った。qRT-PCR の定量部分は ChIP-qPCR と同

じ方法で行なっている。解析に使用したプライマーは、表 2 の表に記載している。 
 
2-7: siRNA のノーザンブロット解析 
 
siRNA は mirVana miRNA Isolation Kit（Ambion, cat#AM1561）を用い、製品のプロトコー

ルに従って抽出を行った。抽出した siRNA は、15%のシーケンシングゲル上で分離し、

Trans-blot SD セミドライ電気泳動転送セル（Bio-Rad, cat#170-3940）を使用して Amersham 
Hybond-N+メンブレン（GE Healthcare, cat#RPN303B）にトランスファーした。UV クロス

リンク後、ランダムプライミング（Takara, cat#6045）によって[α-32P] dCTP で標識したプ

ローブを用い、PerfectHyb Plusハイブリダイゼーションバッファー（Sigma, cat#H7033）
中で 42℃オーバーナイトでハイブリダイゼーションを行った。42℃の 2× SSC 0.1% SDS
バッファーを用いて洗浄した後、メンブレンはイメージングプレートに 1～2日間露光し

た。T4ポリヌクレオチドキナーゼ（Takara, cat#2021A）によって[γ-32P] ATP で標識され

た snoRNA58 に対するオリゴヌクレオチドプローブは、ローディングコントロールを検出

する際に使用した。解析に使用したプライマーは表 2 の表に記載している。 
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2-8: ChIP-qPCR 及び ChIP-seq 
 
ChIP-qPCR は、先行研究に記載されている方法に従って行った [32]。使用した抗体は、

抗 H3K9me2抗体（mAbProtein, m5.1.1；島根大学・浦野健博士からの提供）、anti-Histone 
H3抗体（Millipore, cat# 07-690）、ANTI-FLAG M2抗体（Sigma, cat# F1804）、anti-Mycタグ
抗体クローン 4A6（Millipore, cat# 05-724）、および anti-RNA polymerase II抗体クローン

CTD4H8（Millipore, cat# 05-623）である。なお、抗 H3K9me2抗体（mAbProtein、m5.1.1）
は H3K9 のモノメチル、ジメチル、トリメチルを認識することが後になって確認されてい

る（浦野健博士、personal communication）。よって、文中の本実験で測定している値は

H3K9me として記載する。RNAi 因子、CLRC 構成因子、および Pol2 の ChIP では、ユー

クロマチン領域の fbp1+に対する濃縮で評価した。H3K9me の ChIP では、fbp1+におけるバ

ックグラウンドのシグナルが低すぎることを考慮し、全細胞抽出物における H3K9me の免

疫沈降量（input%）を計算し、同じく算出した H3 の input%でノーマライズした。図 3-1, 
図 3-2 では、H3K9me の免疫沈降量 input%は野生型細胞の値でノーマライズした。分析に

使用したプライマーは、表 2 に記載している。ChIP-seq では、KAPA Hyper Prep Kit
（KAPABIOSYSTEMS, cat#KK8504）を用いて製品のプロトコールに従って ChIPライブラ
リを調製した。ライブラリは Illumina HiSeq 2500システムでシーケンスした（シングルエ

ンド、50 bp）。シーケンスされたリードは、bowtie（バージョン 1.2.1.1）を使用して、

ade6+が ura4+座位に挿入されているように一部修正された S. pombe ゲノムにマッピングを

行った。データは SAMtools（バージョン 1.9）および IGVTools によって処理し、IGV で

可視化するための tdfファイルを作成した。 
 
2-9: CAGE-seq 
 
CAGEライブラリの調製、シーケンシング、マッピング、および遺伝子発現解析は、株

式会社ダナフォーム（神奈川県横浜市、日本）によって実施された。キャップ修飾された

RNA の 5'末端まで逆転写した一本鎖 cDNA を精製し、その後 CAGE バーコードタグを結

合させた。シーケンスした CAGEタグは、リボソームまたは A/C/G/T 以外の塩基を含む

RNA由来のリードを排除した後、S. pombe ASM294v2 ゲノムに BWA ソフトウェア

（0.7.15-r1140）を用いてマッピングをおこなった。dg/dh 配列における転写開始点由来の

リードの損失を避けるため、通常行うクラスタリングを行わずに CAGEタグデータを使

用し、転写開始点と遺伝子発現プロファイルの可視化を行った。再現性を確認するため、

Epe1 OP細胞からの Total RNA に対して CAGE-seq は 2回繰り返し、代表的なデータを論

文中に示している。dg/dh 配列中に含まれるコアプロモーターのコンセンサス配列解析の

ために、dg/dh 配列の±両鎖（具体的には染色体 I（3752407–3765008、37772666–
3789949）、染色体 II（1602261–1618293、1630123–1643849）、染色体 III（1071176–
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1092437、1106558–1139536)、およびMTR（1–20128))中に含まれるユニークな CAGE 
TSSs（>0.05 CPM, count per million）に近接する±7 nt または±50 nt の配列を取得し、

Weblogo3 [33]による解析を行った。解析の対照サンプルとして、同じ数の pseudo TSSs を
dg/dh 配列中から無作為に抽出し、それらの pseudo TSSs に近接する±50 nt の配列を同じ方

法で解析した。また同時に mRNA TSSs の解析も行うため、野生株のデータを用いて、ユ

ークロマチン遺伝子の 5’-UTR（その上流 100 nt を含む）にマッピングされた CAGE TSSs
（>0.05 CPM）をその発現レベル（CPM）に基づいて高、中、低の 3 つのグループに分類

し、各グループについて、ユニークな TSSs に付随する±7 nt または±50 nt の配列を取得

し、同じ方法で解析を行った。Inr（Y/R）配列を-1/+1 に持ち、TSS の 25–32 nt上流に A/T
リッチ領域を持つ CAGE TSSs を抽出する解析するためにまず Biopython
（https://biopython.org/）を使用して、Weblog解析に使用された FASTAファイルを用いて

Position-Weight 行列ファイルを作成した。生成された行列ファイルは WebLogo の結果と

一致していることを確認した。次にこの行列ファイルに基づき、FIMO（http://meme-
suite.org/doc/fimo.html?man_type=web）を使用して Inr 配列と上流の A/T リッチ領域の両方

を持つ CAGE TSSs を抽出し、ASM294v2 ゲノムにマッピングを行った。 
 
2-10: small RNA (sRNA)-seq 
 
15%のシーケンスゲルで siRNA を電気泳動した後、20–30 nt に対応するゲル断片部分を

切り出し、抽出バッファー（0.3M NaCl）で破砕した。4℃で一晩ローテートした後、エタ

沈メイト（NIPPON GENE, cat# 318-01793）をキャリアーとして用いたエタノール沈殿法

を用いて siRNA を回収した。siRNAライブラリは、メーカーの指示に従って SMARTer 
smRNA-seqキット for Illumina（CLN cat#635029）を用いて構築した。最終的に siRNAラ
イブラリは AMPure XP（Beckman Coulter, cat# A63882）による精製を行った後、Illumina 
HiSeq 4000システム（シングルエンド、51 bp）または HiSeqXシステム（ペアエンド、

151 bp）でシーケンスを行った。リード（ペアエンドの場合は Read 1）は、最初にライブ

ラリ構築中に導入されたアダプタと A tailing の配列を取り除くため、cutadapt program [34]
を使用してトリミングを行った。使用したパラメータは；-m 15 -u 3 -a AAAAAAAAAA 
である。トリミングされたリードは、-M 1 --best parameters とした bowtie (version 1.2.1.1) 
を使用し、ネイティブの ade6+ ORF が削除され、ura4+遺伝子が ade6+x1 で置換された状態

になっている修正した S. pombe ゲノムにマッピングを行った。IGV で可視化するための

Bedgraphファイルは、BEDToolsプログラム（バージョン 2.26）の genomecov 機能によっ

て生成され、総マッピング 100万リード中の値(cpm, count per million)として表示した。 
 cenH の truncation解析（図 3-12）では、-m 1パラメータを用い、ユニークにマップされ

たリードのみを解析に使用した。IGV で可視化するための Bedgraphファイルは、

BEDToolsプログラム（バージョン 2.26）の genomecov 機能によって生成し、その後、100
万個のトータルマッピングリード中の値に補正して表示した。siRNA リードをアノテーシ
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ョンに基づいてカテゴリ分けするためには、BEDToolsプログラムの coverage 機能を使用

した（図 3-26A）。siRNA長の解析（図 3-26B,C）は、BEDToolsプログラムの intersect 機
能を使用し、ade6+x1 領域または dg/dh 領域にマップされたリードを抽出したものを用い

て行った。各リードの長さ情報は bedファイルに基づいている。5’末端ヌクレオチドの解

析（図 3-268D,E）は、WebLogoプログラム[33]を使用することで行った。 
 
2-11: 5’/3’RACE 解析 
 
まず、指数増殖期の培養液から得られた 700 × 10^6 の細胞から、ホットフェノール法に

より total RNA を抽出した。この total RNA は、RNasin Plus（Promega, cat# N2611）の存在

下でリコビナント DNase I（Takara, cat# 2270A）処理され、その後 polyA Tract mRNA 
isolation system IV（Promega, cat# Z5310）を用い PolyA+ RNA の精製を行った。5’/3’RACE
解析は、SMARTer RACE 5’/3’キット（Clontech, cat# 634858）を用い、製品のプロトコー

ルに従って行った。SMART テクノロジーは、逆転写酵素の末端転移酵素活性と呼ばれる

性質を利用しており、キャップされたトランスクリプトの 5’末端を選択するため、テンプ

レートスイッチングと呼ばれる現象を利用している[35]。増幅およびクローニングステッ

プで用いる製品付属の SeqAmpDNAポリメラーゼと線状化された pRACEベクターの代わ

りに、KOD Fx neo（TOYOBO, cat# KFX-201）および pUC18 から派生した自家製ベクター

を使用した。cenH ncRNA の解析においては、PCR の特異性を高めるために、nested PCR
を行なっている。5’-RACE の最初の PCR は、30秒間の 94℃および 3 分間の 68℃で、45
サイクルの増幅を行った。続く 2nd PCR では、50倍希釈した 1st PCR産物の 5µL を使用

して、30秒間の 94℃および 3 分間の 68℃で、25サイクルの増幅を行った。3’-RACE の

1st PCR は、5サイクルの増幅が 94℃および 3 分間の 72℃で行われ、次に 5サイクルの増

幅が 94℃および 3 分間の 70℃、最後に 25サイクルの増幅が 94℃および 3 分間の 68℃で

行われるプログラムを用いた。2nd PCR は、50倍希釈した 1st PCR産物の 5µL を使用し

て、30秒間の 94℃および 3 分間の 68℃で、25サイクルの増幅を行った。Kint2::ura4+お

よび act1+の RACE解析では、cenH の 1st PCR と同じ方法で増幅を行った。最終的に得ら

れた大腸菌のクローンから独立したサンプルをランダムに選択し塩基配列解析を行い、そ

の RACE産物のシーケンス結果を BLAST にかけることで、セントロメア近傍領域におけ

る dg/dh 配列ではなく cenH 配列に由来した RACE産物であることを確認した。それぞれ

の変異体において、cenH ncRNA のセンス、アンチセンス転写産物について、5’RACE ま

たは 3’RACE産物のクローンそれぞれ 30個の塩基配列を解析した。この解析に使用され

たプライマーは、表 2 の表に記載されている。実際の RACE産物の配列データは [36]の
サプリメントデータでダウンロードが可能である。 
 
2-12: プラスミドベースのミニ染色体を用いた cenH 配列の truncation 解析 
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truncation された一連の cenHフラグメントを作成するため、まず最初に h90株のゲノム

DNA から 4.5 kb の cenH 配列を PCR で増幅した。希釈されたこの PCR産物を、続く PCR
のテンプレートとして使用し、truncation cenHフラグメントをそれぞれのプライマーを用

いて作成した。各 PCR産物には、プライマー由来の BamHI および NcoIサイトが含まれ

ており、これを用いてプラスミドベースのミニ染色体である MC-L5（Buscaino et al. 
2013）の対応するサイトにクローニングを行った。これにより、本来 L5フラグメントが

挿入されていた領域が、一連の truncation cenHフラグメントに置き換えられたプラスミド

ベースのミニ染色体が作成された（pAP-275、pLCC-cenH 3.0 kb; pAP-315、pLCC-cenH 
major∆ Rev TSS; pAP-273、pLCC-cenH major Rev TSS only; pAP-269、pLCC-cenH 1.5 kb）。こ

のミニ染色体を含む株は、その保持のためにアデニンとウラシルを欠く PMG培地で培養

した。pLCC-cenH truncation シリーズの作成に使用されたプライマーは、表 2 に記載して

いる。 
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表１ : 使用した菌株 
* EH: trans-acting RNAi もしくは Repeat-induced RNAi もしくは self-propagation によって維

持されている異所的ヘテロクロマチン(ectopic heterochromatin)  
* hairpin-removed: leu1-32 に存在する leu1+::ade6-hp II が親株である leu1-32 と掛け合わせる

ことによって取り除かれた細胞を示す。 
 
Source  Name Genotype 

This study HS-270 h90, ade6-M210, his2, leu1-32, ura4DS/E, 
Kint2::ura4+ , natMX6::3FLAG::ago1 

This study HS-282 h90, ade6-M210, his2, leu1-32, ura4DS/E, 
Kint2::ura4+, natMX6::3FLAG::ago1, 
epe1Δ::hphMX6  

This study HS-309 h90, ade6-M210, his2, leu1-32, ura4DS/E, 
Kint2::ura4+, natMX6::3FLAG::ago1, hphMX6:: 
Purg1::epe1 

This study HS-324 h90, ade6-M210, his2, leu1-32, ura4DS/E, 
Kint2::ura4+, natMX6::3FLAG::ago1, hphMX6:: 
Purg1::epe1 , dcr1Δ::kanMX6 

This study TS-873 h90, ade6-M210, his2, leu1-32, ura4DS/E, 
Kint2::ura4+, rik1-13myc-hphMX6 

This study KS-107 h90, ade6-M210, his2, leu1-32, ura4DS/E, 
Kint2::ura4+, rik1-13myc-hphMX6, epe1Δ::natMX6  

This study KS-708 h90, ade6-M210, his2, leu1-32, ura4DS/E, 
Kint2::ura4+, rik1-13myc-hphMX6, 
kanMX6::Purg1::3FLAG-epe1  

This study KS-840 h90, ade6-M210, his2, leu1-32, ura4DS/E, 
Kint2::ura4+, rik1-13myc-hphMX6, 
kanMX6::Purg1::3FLAG-epe1 dcr1Δ::natMX6  

R.Allshire FY2002 h+, leu1-32, ade6-DN/N, ura4-DS/E, imr1L::ura4+, 
otr1R::ade6+ 

This study TS-179 h+, leu1-32, ade6-DN/N, ura4-DS/E, imr1L::ura4+, 
otr1R::ade6+, hphMX6::Purg1::3FLAG-epe1 

This study KS-960 h+, leu1-32, ade6-DN/N, ura4-DS/E, imr1L::ura4+, 
otr1R::ade6+, hphMX6::Purg1::3FLAG-epe1, 
dcr1Δ::kanMX6 
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Our lab stock HS-95 (ISZ4) h+, ade6-DN/N, leu1-32, ura4-DS/E , 
imr1L(NcoI)::ura4+, otr1R(SphI)::ade6+, 
3FLAG::epe1::kanMX6 

This study HS-189 h+, ade6-DN/N, leu1-32, ura4-DS/E , 
imr1L(NcoI)::ura4+, otr1R(SphI)::ade6+, 
hphMX6::Purg1::3FLAG::epe1::kanMX6 

Jun-ichi 
Nakayama 

SPYB105  h90, ade6-M210, his2, leu1-32, ura4DS/E, 
Kint2::ura4+ 

This study KS-377 h90, ade6-M210, his2, leu1-32, ura4DS/E, 
Kint2::ura4+, hphMX6::Purg1::3FLAG-epe1  

This study JS-986 h-, leu1-32, ade6Δ::natMX6, ura4Δ::ade6+x1 

This study JS-988 h-, leu1-32, ade6Δ::natMX6, ura4Δ::ade6+x8 

This study JS-820 h-, leu1-32, ade6Δ::natMX6, ura4Δ::ade6+x1, 
leu1+::ade6-hp I 

This study JS-821 h-, leu1-32, ade6Δ::natMX6, ura4Δ::ade6+x8, 
leu1+::ade6-hp I  

This study JS-816 h-, leu1-32, ade6Δ::natMX6, ura4Δ::ade6+x1, 
leu1+::ade6-hp II 

This study JS-817 h-, leu1-32, ade6Δ::natMX6, ura4Δ::ade6+x8, 
leu1+::ade6-hp II 

This study BS-778 h-, leu1-32, ade6Δ::natMX6, ura4Δ::ade6+x2, 
leu1+::ade6-hp II 

This study BS-780 h-, leu1-32, ade6Δ::natMX6, ura4Δ::ade6+x4, 
leu1+::ade6-hp II 

This study BS-782 h-, leu1-32, ade6Δ::natMX6, ura4Δ::ade6+x6, 
leu1+::ade6-hp II 

This study BS-785 h-, leu1-32, ade6+, ura4Δ::ade6+x8, leu1+::ade6-hp II  

This study BS-796 h-, leu1-32, ade6Δ::natMX6, EH[ura4Δ::ade6+x1], 
leu1+::ade6-hp II 

This study BS-830 h-, leu1-32, ade6Δ::natMX6, EH[ura4Δ::ade6+x2], 
leu1+::ade6-hp II 

This study BS-832 h-, leu1-32, ade6Δ::natMX6, EH[ura4Δ::ade6+x4], 
leu1+::ade6-hp II 
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This study BS-834 h-, leu1-32, ade6Δ::natMX6, EH[ura4Δ::ade6+x6], 
leu1+::ade6-hp II 

This study BS-798 h-, leu1-32, ade6Δ::natMX6, EH[ura4Δ::ade6+x8], 
leu1+::ade6-hp II 

This study JS-881 h+, leu1-32, ade6Δ::natMX6, EH[ura4Δ::ade6+x8], 
hairpin-removed 

This study JS-882 h-, leu1-32, ade6Δ::natMX6, EH[ura4Δ::ade6+x8], 
leu1+::ade6-hp II 

This study KS-66 h+, leu1-32, ade6Δ::natMX6  

This study BS-806 h+, leu1-32, ade6Δ::natMX6, EH[ura4Δ::ade6+x8], 
hairpin-removed 

This study BS-808 h+, leu1-32, ade6Δ::natMX6, EH[ura4Δ::ade6+x8], 
hairpin-removed, dcr1Δ::kanMX6   

This study BS-809 h+, leu1-32, ade6Δ::natMX6, EH[ura4Δ::ade6+x8],  
hairpin-removed, epe1Δ::kanMX6  Red  

This study BS-810 h+, leu1-32, ade6Δ::natMX6, EH[ura4Δ::ade6+x8],  
hairpin-removed, epe1Δ::kanMX6  White 

This study BS-289 h?, leu1-32, ade6Δ::natMX6, EH[ura4Δ::ade6+x8],  
hairpin-removed 

This study BS-288 h+, leu1-32, ade6Δ::natMX6, EH[ura4Δ::ade6+x8],  
hairpin-removed, dcr1Δ::kanMX6   

This study BS-268 h?, leu1-32, ade6Δ::natMX6, EH[ura4Δ::ade6+x8],  
hairpin-removed 

This study BS-271 h?, leu1-32, ade6Δ::natMX6, EH[ura4Δ::ade6+x8], 
hairpin-removed, ago1Δ::kanMX6 

This study BS-148 h-, leu1-32, ade6Δ::natMX6, dcr1ΔkanMX6   

This study BS-154 h-, leu1-32, ade6Δ::natMX6, ago1ΔkanMX6   

This study BS-136 h-, leu1-32, ade6Δ::natMX6, epe1ΔkanMX6   

This study BS-249 h?, leu1-32, ade6Δ::natMX6, EH[ura4Δ::ade6+x8], 
hairpin-removed 

This study BS-247 h?, leu1-32, ade6Δ::natMX6, EH[ura4Δ::ade6+x8], 
hairpin-removed, epe1Δ::kanMX6 

This study BS-258 h?, leu1-32, ade6Δ::natMX6, EH[ura4Δ::ade6+x8], 
hairpin-removed 
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This study BS-259 h?, leu1-32, ade6Δ::natMX6, EH[ura4Δ::ade6+x8], 
hairpin-removed, epe1Δ::kanMX6 

This study BS-263 h?, leu1-32, ade6Δ::natMX6, EH[ura4Δ::ade6+x8], 
hairpin-removed 

This study BS-262 h?, leu1-32, ade6Δ::natMX6, EH[ura4Δ::ade6+x8], 
hairpin-removed, epe1Δ::kanMX6 

This study BS-265 h?, leu1-32, ade6Δ::natMX6, EH[ura4Δ::ade6+x8], 
hairpin-removed 

This study BS-264 h?, leu1-32, ade6Δ::natMX6, EH[ura4Δ::ade6+x8], 
hairpin-removed, epe1Δ::kanMX6 

This study CS-174 h+, leu1-32, ade6Δ::natMX6, EH[ura4Δ::ade6+x8], 
hairpin-removed, kanMX6::3FLAG::ago1 

This study CS-228 h+, leu1-32, ade6Δ::natMX6, EH[ura4Δ::ade6+x8], 
hairpin-removed, kanMX6::3FLAG::ago1, 
epe1Δ::hphMX6 Red  

This study CS-229 h+, leu1-32, ade6Δ::natMX6, EH[ura4Δ::ade6+x8], 
hairpin-removed, kanMX6::3FLAG::ago1, 
dcr1Δ::hphMX6  

This study BS-800 h-, leu1-32, ade6Δ::natMX6, EH[ura4Δ::ade6+x1], 
leu1+::ade6-hp II, epe1Δ::hphMX6 

This study BS-802 h-, leu1-32, ade6Δ::natMX6, EH[ura4Δ::ade6+x8], 
leu1+::ade6-hp II, epe1Δ::hphMX6 

This study BS-731 h?, leu1-32, ade6Δ::natMX6, EH[ura4Δ::ade6+x1], 
hairpin-removed, rdp1-13myc-kanMX6 

This study BS-730 h?, leu1-32, ade6Δ::natMX6, EH[ura4Δ::ade6+x1], 
hairpin-removed, epe1Δ::hphMX6, rdp1-13myc-
kanMX6 

This study BS-602 h?, leu1-32, ade6Δ::natMX6, EH[ura4Δ::ade6+x8], 
hairpin-removed, rdp1-13myc-kanMX6 

This study BS-598 h?, leu1-32, ade6Δ::natMX6, EH[ura4Δ::ade6+x8], 
hairpin-removed, epe1Δ::hphMX6, rdp1-13myc-
kanMX6 

This study BS-520 h+, leu1-32, ade6Δ::natMX6, rdp1-13myc-kanMX6 
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Our lab stock KKS-273 h+, leu1-32, ade6-m210, ura4-DS/E, 
otr1R(SphI)::ura4+, natMX6-ago1+ promoter-3FLAG-
ago1, chp1-13myc-kanMX6  

This study TS-813 h+, leu1-32, ade6-m210, ura4-DS/E, 
otr1R(SphI)::ura4+, natMX6-ago1+ promoter-3FLAG-
ago1, chp1-13myc-kanMX6 epe1Δ::hphMX6  

This study TS-817 h+, leu1-32, ade6-m210, ura4-DS/E, 
otr1R(SphI)::ura4+, natMX6-ago1+ promoter-3FLAG-
ago1, chp1-13myc-kanMX6 clr4Δ::hphMX6 

This study TS-290 h+, leu1-32, ade6-DN/N, ura4-DS/E, imr1L::ura4+, 
otr1R::ade6+, rdp1-13myc-kanMX6  

This study TS-909 h+, leu1-32, ade6-DN/N, ura4-DS/E, imr1L::ura4+, 
otr1R::ade6+, rdp1-13myc-kanMX6, epe1Δ::hphMX6 
Red clone 

This study TS-865 h+, leu1-32, ade6-DN/N, ura4-DS/E, imr1L::ura4+, 
otr1R::ade6+, rdp1-13myc-kanMX6, clr4Δ::hphMX6  

This study TS-790 h?, leu1-32, ade6-DN/N, ura4-DS/E, imr1L::ura4+, 
otr1R::ade6+, 5FLAG-clr4, his? 

This study TS-915 h?, leu1-32, ade6-DN/N, ura4-DS/E, imr1L::ura4+, 
otr1R::ade6+, 5FLAG-clr4, his?, epe1Δ::hphMX6 
Red clone 

This study KS-72 h?, leu1-32, ade6-DN/N, ura4-DS/E, imr1L::ura4+, 
otr1R::ade6+, 5FLAG-clr4, his?, dcr1Δ::kanMX6  

This study HS-109 h+, ade6-DN/N, leu1-32, ura4-DS/E , 
imr1L(NcoI)::ura4+, otr1R(SphI)::ade6+, 
pREP1::empty 

This study HS-117 h+, ade6-DN/N, leu1-32, ura4-DS/E , 
imr1L(NcoI)::ura4+, otr1R(SphI)::ade6+, 
pREP41::epe1::3FLAG 

This study TS-893 h90, ade6-M210, his2, leu1-32, ura4DS/E, 
Kint2::ura4+, epe1Δ::hphMX6 

This study SS-908 h90, ade6-M210, his2, leu1-32, ura4DS/E, 
Kint2::ura4+, dcr1Δ::hphMX6 



 29 

This study KS-397 h90, ade6-M210, his2, leu1-32, ura4DS/E, 
Kint2::ura4+, epe1Δ::hphMX6, dcr1Δ::kanMX6 

This study SS-872 h90, ade6-M210, his2, leu1-32, ura4DS/E, 
Kint2::ura4+, clr4Δ::hphMX6 

Our lab stock SP6 h-, leu1-32 

This study KS-953 h-, leu1-32, ade6Δ::natMX6  

This study OS-701 h-, leu1-32, ade6Δ::natMX6, ura4Δ::ade6+x1 

This study OS-707 h-, leu1-32, ade6Δ::natMX6, ura4Δ::ade6+x2 

This study BS-405 h-, leu1-32, ade6Δ::natMX6, ura4Δ::ade6+x4 

This study BS-431 h-, leu1-32, ade6Δ::natMX6, ura4Δ::ade6+x6 

This study JS-46 h-, leu1-32, ade6Δ::natMX6, ura4Δ::ade6+x8 

This study BS-236 h?, leu1-32, ade6+, ura4Δ::ade6+x8 

This study KS-66 h+, leu1-32, ade6Δ::natMX6 

This study OS-778 h+, leu1-32, ade6Δ::natMX6, leu1+::ade6-hp I 

This study OS-916 h+, leu1-32, ade6Δ::natMX6, leu1+::ade6-hp I, 
dcr1Δ::kanMX6  

This study OS-856 h+, leu1-32, ade6Δ::natMX6, leu1+::ade6-hp I, 
epe1Δ::kanMX6  

This study OS-860 h+, leu1-32, ade6Δ::natMX6, leu1+::ade6-hp I, 
rdp1Δ::kanMX6  

This study OS-991 h+, leu1-32, ade6Δ::natMX6, leu1+::ade6-hp I, 
clr4Δ::kanMX6  

This study OS-900 h+, leu1-32, ade6Δ::natMX6, leu1+::ade6-hp I, 
hphMX6::Purg1::3FLAG-epe1  

This study OS-783 h+, leu1-32, ade6Δ::natMX6, leu1+::ade6-hp II 

This study OS-889 h+, leu1-32, ade6Δ::natMX6, leu1+::ade6-hp II, 
dcr1Δ::kanMX6  

This study OS-893 h+, leu1-32, ade6Δ::natMX6, leu1+::ade6-hp II, 
epe1Δ::kanMX6  

This study OS-908 h+, leu1-32, ade6Δ::natMX6, leu1+::ade6-hp II, 
rdp1Δ::kanMX6  
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This study OS-987 h+, leu1-32, ade6Δ::natMX6, leu1+::ade6-hp II, 
clr4Δ::kanMX6  

This study OS-968 h+, leu1-32, ade6Δ::natMX6, leu1+::ade6-hp II, 
hphMX6::Purg1::3FLAG-epe1  

This study JS-847 h?, leu1-32, ade6+, ade6Δ::natMX6, 
EH[ura4Δ::ade6+x8], leu1+::ade6-hp II 

This study JS-848 h?, leu1-32, ade6Δ::natMX6, EH[ura4Δ::ade6+x8], 
leu1+::ade6-hp II 

This study CS-39 h?, leu1-32, ade6Δ::natMX6, EH[ura4Δ::ade6+x1], 
hairpin-removed 

This study BS-865 h?, leu1-32, ade6Δ::natMX6, EH[ura4Δ::ade6+x2], 
hairpin-removed 

This study BS-879 h?, leu1-32, ade6Δ::natMX6, EH[ura4Δ::ade6+x4], 
hairpin-removed 

This study BS-952 h?, leu1-32, ade6Δ::natMX6, EH[ura4Δ::ade6+x6], 
hairpin-removed 

This study JS-888 h?, leu1-32, ade6Δ::natMX6, EH[ura4Δ::ade6+x8], 
hairpin-removed 

This study BS-466 h-, leu1-32, ade6Δ::natMX6, ura4Δ::ade6+x1, 
leu1+::ade6-hp II, epe1Δ::hphMX6 

This study BS-467 h-, leu1-32, ade6Δ::natMX6, ura4Δ::ade6+x8, 
leu1+::ade6-hp II, epe1Δ::hphMX6 

This study BS-674 h-, leu1-32, ade6Δ::natMX6, ura4Δ::ade6+x1, 
leu1+::ade6-hp II, dcr1Δ::hphMX6 

This study BS-677 h-, leu1-32, ade6Δ::natMX6, ura4Δ::ade6+x1, 
leu1+::ade6-hp II, hphMX6::Purg1::3FLAG-epe1 

This study BS-675 h-, leu1-32, ade6Δ::natMX6, ura4Δ::ade6+x8, 
leu1+::ade6-hp II, dcr1Δ::hphMX6 

This study BS-678 h-, leu1-32, ade6Δ::natMX6, ura4Δ::ade6+x8, 
leu1+::ade6-hp II, hphMX6::Purg1::3FLAG-epe1 

This study BS-358 h?, leu1-32, ade6Δ::natMX6, EH[ura4Δ::ade6+x8], 
hairpin-removed 

This study BS-357 h?, leu1-32, ade6Δ::natMX6, EH[ura4Δ::ade6+x8], 
hairpin-removed, kanMX6::Purg1::3FLAG-epe1  
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This study BS-145 h-, leu1-32, ade6Δ::natMX6, 
kanMX6::Purg1::3FLAG-epe1  

This study RS-350 h-, leu1-32, ura4-D18, ade6-704 

This study RS-421 h-, leu1-32, ura4-D18, ade6-704, pLCC-cenH 3.0kb 

This study RS-549 h-, leu1-32, ura4-D18, ade6-704, pLCC-cenH 3.0kb, 
dcr1Δ::natMX6 

This study OS-115 h-, leu1-32, ura4-D18, ade6-704, pLCC-cenH 3.0kb 
Δmaojr Rev TSS 

This study RS-382 h-, leu1-32, ura4-D18, ade6-704, pLCC-cenH maojr 
Rev TSS only 

This study RS-378 h-, leu1-32, ura4-D18, ade6-704, pLCC-cenH 1.5kb 
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表２ : 使用したプライマー 
 

Name ID Sequence  

dh Fw AO-440 GATGCCCATGTTCATTCCAC 

dh Rv AO-441 TCAGCAGTCCTTGGGAAATG 

fbp1 Fw AO-255 GTCGAACGGATGCTGCAAAC 

fbp1 Rv AG-385 CGCAAGTGACGGCATAGGAAC 

cen-dh Fw AG-380 TTCTCAACCTTCCGACGC 

cen-dh Rv AG-381 CTGTCATCCAAGTGGAATG 

cen-dg Fw AG-382 CACCACTTCCACTTACCACTTCC 

cen-dg Rv AG-383 ACAGGATCATCGAGAAGAGTAG 

snoRNA58 AG-384 GATGAAATTCAGAAGTCTAGCATC 

act1 Fw AO-436 TGCCGATCGTATGCAAAAGG 

act1 Rv AO-437 CCGCTCTCATCATACTCTTG 
ade6 
(compatible 
with hairpin) 
Fw AG-945 GCTTCAAGAGGGTTGCGTGTG 
ade6 
(compatible 
with hairpin) 
Rv AG-946 GGAACGCCGATTACTGGAAGAG 

ade6 ORF AG-327 ATGAGCGAAAAACAGGTTGTAGG 

ade6 ORF AG-328 CTATGCAGAATAATTTTTCCAACCAAC 

ura4 AO-261 GAATGGTTTGAGAAGCATACC 

ura4 AO-262 GAGTACGATATTGCTGTCCC 

epe1 PR42 ATGTCAGCGGAAAACTCGTA 

epe1 PR43 GTCATTTGAAGATGTTAGCCAGG 
cenH 
specific 
primer AG-397 GCTAAGATCGATTGGTGACG 
cenH 
specific 
primer AG-398 AAGTTCACTGTTCTTATACACTGG 
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cenH 
5'RACE 1st 
Rv (3'RACE 
nested Fw) AG-399 GATTACGCCAAGCTTGCTAAGATCGATTGGTGACGACGATATTATC 
cenH 
5'RACE 1st 
Fw (3'RACE 
nested Rv) AG-401 GATTACGCCAAGCTTGATAATATCGTCGTCACCAATCGATCTTAGC 

cenH 
5'RACE 
nested Rv AG-404 GATTACGCCAAGCTTCTTTGGTTTTTATCGTCGATGTCTAAGAAGGATC 
cenH 
5'RACE 
nested Fw AG-405 GATTACGCCAAGCTTCTCAAGTCCAATCGCACCATGTCCAATG 
cenH 
3'RACE 1st 
primer Fw AG-416 GATTACGCCAAGCTTGATACAGATGTGGAAAAACCATTATCCATTTCG 

cenH 
3'RACE 1st 
primer Rv AG-417 GATTACGCCAAGCTTGATCCTTCTTAGACATCGACGATAAAAACCAAAG 
Kint2::ura4 
3'RACE 
sense AG-458 GATTACGCCAAGCTTGAGACGGGCTGGGACAGCAATATCG 
Kint2::ura4 
5'RACE 
sense AG-459 GATTACGCCAAGCTTCGATATTGCTGTCCCAGCCCGTCTC 
RACE seq 
M13( -
150bp) AG-406 CATTCAGGCTGCGCAACTGTTG 
for 
construction 
of pRACE 
based on 
pUC18  AG-414 GCCCTATAGTGAGTCGTATTAGGAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAAC 
for 
construction 
of pRACE 
based on 
pUC18  AG-415 AAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTG 

act1 3'RACE AG-402 GATTACGCCAAGCTTGCTCTTCCTCATGCTATCATGCGTCTTG 

act1 
5'RACE AG-403 GATTACGCCAAGCTTCAAGACGCATGATAGCATGAGGAAGAGC 
ade6 
Southern 
blot AO-260 GAGCACGCTGTTGAATTGAG 
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ade6 sense AO-259 GTAGTACGCAGTTTAGACGG 
ade6 ChIP-
PCR Fw 
(SpeI site) AG-952 CCGAATAATGTGCTGCGACG 
ade6 ChIP-
PCR Rv 
(SpeI site) AG-953 GATCGTTTTGGTCCTACAGCTATATGC 

iPCR to 
remove neo  AG-714 CTGACACACATTCCACAGGACATTG 

 AG-715 CAATTCTTGAAGACGAAAGGGCTTC 
iPCR to 
remove 
unnesessary 
sequence  AG-720 ACTAGTCAATAATCAATGTCCTGTGG 

 AG-721 GCGTTACATAACTTACGGTAAATGG 

ade6 
fragment AG-749 TTGATTATTGACTAGTCTGCATGAAATACTTCAGAAGCCTC 

 AG-756 CAATGATGATGCTAGCATCGTTTTGGTCCTACAGCTATATGC 
iPCR : ade6 
speI site 
destruction AG-751 CTAGTCTTAATATTGCATTTTTTG 

 AG-752 CTATTAAACCGATAATTAGTCTTC 

gRNA ura4 AG-807 CACCGCAAAGCAACTTGTCAGTCG 

 AG-808 AAACCGACTGACAAGTTGCTTTGC 

colony PCR AG-734 CTCATGAAGAATTGGTTATCCGTG 

 AG-735 CAATTCTTGAAGACGAAAGGGCTTC 

rad9 intron 
for hp I AG-759 CTTCTCAGTTTGAAGCTCACCAGGTGTGTTGGAACTTTTTTC 

 AG-760 CTTCTCAGTTTGAAGCTCACTATCTTTACCAATTAGTTTCAATG 

ade6 hairpin 
I Fw AG-757 AGTCGCTTTGTTAAATCATATGGACCATTCAAAAGGATAATGTTTGTC 

 AG-758 GTGAGCTTCAAACTGAGAAGTTGG 
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ade6 hairpin 
I Rv AG-758 GTGAGCTTCAAACTGAGAAGTTGG 

 AG-761 GGGAGACATTCCTTTTACCCGGGGACCATTCAAAAGGATAATGTTTGTC 

rad9 intron 
for hp II AG-764 TAGGTATCAGATGCTTCTTGCAGGTGTGTTGGAACTTTTTTC 

 AG-765 TAGGTATCAGATGCTTCTTGTATCTTTACCAATTAGTTTCAATG 

ade6 hairpin 
II Fw AG-762 AGTCGCTTTGTTAAATCATATGGTGTTGAAAAAGCAGGCCAAG 

 AG-763 CAAGAAGCATCTGATACCTACGTTC 

ade6 hairpin 
II Rv AG-763 CAAGAAGCATCTGATACCTACGTTC 

 AG-766 GGGAGACATTCCTTTTACCCGGGGTGTTGAAAAAGCAGGCCAAG 
leu1 
fragment for 
pAP-509 AG-783 GGAAGCGGCCGCGCAATATTATCGATATCCCAATCTGTAG 

 AG-784 CCTTACTAGTGTAAAGCGAGTATCGATTAAGTATGTGAG 
colony PCR 
leu1 
integate AO-348 TTGTAAAACGACGGCCAGTG 

 AG-796 GTCTTTAAGGTCTGACGGCTCTCAAC 
cenH 
fragment 
amplification AG-540 GGAAGGATCCGACAACCCAATCGTAAGCTATTTG 

 AG-541 CCTTCCATGGGTACTCTTCCGAGGTTTTGCTTATAC 

cenH 3.0kb 
for pAP-275 AG-544 GGAAGGATCCCTACGTGTCTGATTCACGCAAAGG 

 AG-545 CCTTCCATGGCTGAATGCTGAGAGGAAAGCTTC 
cenH 
Δmajor Rev 
TSS for 
pAP-315 AG-544 GGAAGGATCCCTACGTGTCTGATTCACGCAAAGG 
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 AG-611 CCTTCCATGGCAATAAATGAGTCCTACTCCTACACC 
cenH major 
Rev TSS 
only for 
pAP-273 AG-548 GGAAGGATCCCTGTTTGCCAAGATTCAGGACTTG 

 AG-549 CCTTCCATGGGAATGCTGAGAGGAAAGCTTCCAC 

cenH 1.5kb 
for pAP-269 AG-542 GGAACATATGGGATCCCTGTTATCCAAGTGGAATGAACATG 

 AG-543 CCTTGCGGCCGCCCATGGCGTGAATGCCCAGCCTGTAAATC 
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第三章  
 
結果 
 
3-1 : H3K9me 除去因子 Epe1 は RNAi 経路を活性化する 
 
RNAi 経路が特定の領域で活性化している場合、CLRCや RDRC といった RNAi 経路の構

成因子が、標的 RNA を認識した RITS複合体によってクロマチン上にリクルートされ

る。そのため、RNAi 経路が該当領域で機能しているかどうかは、これら RNAi マシーナ

リーがその領域に局在するかどうかで判断することができる。そこでまず私は、Epe1 と

RNAi 経路との関係性を明らかにするため、epe1+の欠損株(epe1∆）や Epe1 の過剰発現

（Epe1 OP）株における RNAi マシーナリーの dg/dh 配列への局在を解析した。その結

果、野生型細胞(wt)と比べ、epe1∆では dg/dh 配列における RNAi マシーナリーの局在が大

きく減少することが判明した（図 3-1A-C)。また、この時以前に報告されている結果と一

致して、siRNA が減少していることが確認された(図 3-1D)。 
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図3-1. Epe1を欠失した細胞ではdg/dh配列におけるRNAiマシーナリーの局在が失われる。
(A) RITS複合体構成因子Chp1、(B)RDRC構成因子Rdp1、(C)CLRC構成因子Clr4のペリセント
ロメアdhにおけるChIP-qPCRの結果を示す。epe1∆クローンはvariegation phenotypeを示しク
ローン毎に異なるレベルのH3K9meになりうるため[28] 、同時に行ったH3K9meのChIP-qPCR
の結果を並べて示している。エラーバーはSEMを表し、独立した3回の実験から算出した。
(D) dg/dh siRNAのノーザンブロット解析の結果を示す。snoRNA58（snoR58）はローディング
コントロール。
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図3-1. Epe1を欠失した細胞ではdg/dh配列におけるRNAiマシーナリーの局在が失われる。
(A) RITS複合体構成因子Chp1、(B)RDRC構成因子Rdp1、(C)CLRC構成因子Clr4のペリセント
ロメアdhにおけるChIP-qPCRの結果を示す。epe1∆クローンはvariegation phenotypeを示しク
ローン毎に異なるレベルのH3K9meになりうるため[28] 、同時に行ったH3K9meのChIP-qPCR
の結果を並べて示している。エラーバーはSEMを表し、独立した3回の実験から算出した。
(D) dg/dh siRNAのノーザンブロット解析の結果を示す。snoRNA58（snoR58）はローディング
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 次に今度は逆に Epe1 過剰発現（Epe1 OP）株における影響を調べたところ、RNAi マシ
ーナリーの dg/dh 配列における局在量が顕著に増加し（図 3-2A)、またこの結果と一致し

て、siRNA の産生量が増加していることが確認された（図 3-3)。またこれらの結果はセン

トロメア近傍領域のヘテロクロマチンに限定されたものではなく、性決定領域のような他

のヘテロクロマチン領域についても同様の結果が得られることが確認された（図 3-2C）。 
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図3-3. Epe1の過剰発現はRNAi経路を高活性化状態にする。
dg/dh siRNAのノーザンブロット解析の結果を示す。snoRNA58
（snoR58）はローディングコントロール。3回の独立した実験か
ら計算した平均シグナル強度を下に示す。 

図3-2. Epe1 の過剰発現はRNAiマシーナリーのヘテロクロマチン局在を促進する。
(A)Ago1、CLRC構成因子Rik1、及び(B)H3K9meのペリセントロメアdhにおけるChIP-qPCRの結果を示す。Epe1の過剰発現
（Epe1 OP）株では、そのepe1+の内在性プロモーターがPurg1プロモーターに置換されている[29]。(C) 性決定領域のdg/dh配列
(cenH）におけるAgo1、CLRC構成因子Rik1、および(D)H3K9meのChIP-qPCRの結果を示す。エラーバーはSEMを表し、独立し
た3回の実験から算出した。
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図3-3. Epe1の過剰発現はRNAi経路を高活性化状態にする。
dg/dh siRNAのノーザンブロット解析の結果を示す。snoRNA58
（snoR58）はローディングコントロール。3回の独立した実験か
ら計算したwtを1.0とした時の平均シグナル強度を下に示す。 
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またこの時、以前の研究で Epe1 が dg/dh ncRNA の転写を促進することが示唆されていた

ことに一致して[25, 37]、Epe1 OP によって dg/dh ncRNA の発現量や、ヘテロクロマチン領

域における Pol2 の局在量が有意に増加することが確認された（図 3-4）。これらの結果か

ら、Epe1 は dg/dh ncRNA の発現を促進することで、ヘテロクロマチン領域における RNAi
マシーナリーの局在を促進する役割を持っていることが明らかになった。以前の研究によ

って、epe1∆において siRNA が減少することは既に確認されていたが、これは RNAi 経路

への直接的な影響によるものではないという解釈が為されており、これまで Epe1 と

RNAi 経路の関係は明確にされていないままであった[28]。これに対し、今回の Epe1 OP
によって RNAi 経路が高活性化状態になるという結果は、Epe1 が RNAi 経路に関与してい

るということを明確に示すものであった。注目すべきことに、H3K9me 除去因子 Epe1 を

過剰発現している細胞では、ncRNA が高発現状態になるにもかかわらず、そのヘテロク

ロマチン上の H3K9me量は野生型と変わらないレベルに維持されていた(図 3-2B, D)。し

かしこの時、Epe1 OP に加えて RNAi 経路に必須の Dcr1 を更に破壊すると、H3K9me 修飾

は完全に失われることが確認された(図 3-2B, D)。この結果は、Epe1 が RNAi 経路を促進

する機能を持っているという結論を裏付けるもので、Epe1 OP株で維持されていた

H3K9me 修飾は、Epe1 OP によって高活性化状態にある RNAi 経路が H3K9me 修飾を補充

しているためであることを示唆している。 
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図3-4. Epe1はdg/dh ncRNAの発現を促進する。
(A) dhまたはcenH配列におけるPol2のChIP-qPCRの結果を示す。エラーバーはSEMを表し、独立した3回の実験から算出した。
(B）野生型細胞に対するEpe1 OP株におけるdh転写産物の相対量をqRT-PCRで算出したものを示す。
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(A) dhまたはcenH配列におけるPol2のChIP-qPCRの結果を示す。エラーバーはSEMを表し、独立した3回の実験から算出した。
(B）野生型細胞に対するEpe1 OP株におけるdh転写産物の相対量をqRT-PCRで算出したものを示す。
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3-2 : Epe1 は、dg/dh 配列全体に偏在する転写開始点から ncRNA の転写を誘導する 
 
野生型細胞において、dg/dh ncRNA の発現量は極めて低く抑えられている。この抑制は

ヘテロクロマチン形成による転写抑制と Dcr1 による ncRNA の分解に起因しているが、こ

れにより、ヘテロクロマチンから転写される dg/dh ncRNA がどのような特徴を持つのか、

その解析を行うことが非常に難しいという問題点があった。そこで次に私は、Epe1 OP に

よって dg/dh ncRNA の発現量が 30倍以上増加することに着目し（図 3-4B）、この状況を

利用して ncRNA の解析を行うことを試みた。CAGE-seq(Cap analysis of Gene expression-
seq)は、Pol2 によって転写された転写産物の特徴である 5’キャップ構造を利用して、その

転写産物の転写開始点(Transcription Start Site, TSS) を転写の強さに応じてゲノムワイドに

プロファイリングすることができる解析手法である。上述したように、通常、野生型細胞

では dg/dh ncRNA の発現量は極めて低く抑制されているため、CAGE-seq を用いて解析を

行っても dg/dh ncRNA の TSS を検出することは殆ど不可能であった。一方で、Epe1 OP細
胞を用いて CAGE-seq を行ったところ、dg/dh 配列中の全体に万遍なく低いシグナルが検

出されることが判明した（図 3-5A, 図 3-6）。これら低いシグナルを持つ TSS のコンセン

サス配列解析を行ったところ、Y/R（Y = ピリミジン、R = プリン）ジヌクレオチドが-
1/+1位置に濃縮されること（図 3-5B）が判明した。また TSS に隣接する更に広い範囲の

コンセンサス配列解析を行なったところ、TSS上流の-25～32nt に A/T リッチ領域が存在

することが明らかになった（図 3-7）。これらのモチーフは、mRNA 遺伝子の TSS のコン

センサス配列解析を行った際にも見られる Initiator（Inr）配列と TATAボックスに対応し

ていると考えられる（図 3-5B, 図 3-7）[38]。これらの結果から、dg/dh 配列は多くの TSS
から構成される特異な転写ユニットであることが明らかになり、その TSS は通常の

mRNA と同様のコアプロモーター構造を持つ傾向があることが明らかになった（図 3-
8）。 
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図3-5. Epe1は、dg/dh配列全体に偏在する転写開始点からncRNAの転写を誘導する。
(A） wtまたはEpe1 OP株のCAGE-seqの結果。I番染色体のcen1L（左側のペリセントロメア）近傍領域及びそのdg/dh配列部分の
拡大図を示す。シグナルの高さはそのTSSから起きる転写の強さを反映している。+はセンス鎖、-はアンチセンス鎖を示す。
(B) Epe1 OP株において検出されたdg/dh配列に存在する0.05 CPM(count per million)以上のTSSのコンセンサス配列解析。
wtにおけるmRNAのTSSを転写の強さに基づき3つにグループ分けした際のコンセンサス配列解析の結果を並べて示す。
それぞれの解析に用いたユニークなTSSの数を "n "で示している。
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それぞれの解析に用いたユニークなTSSの数を "n "で示している。
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図3-6.  Epe1 OPは、ヘテロクロマチン領域全体に広く遍在するTSSからのncRNA転写を促進する。
(A)(B)(C)は、(A)II番染色体セントロメア、(B)III番染色体セントロメア、(C)性決定領域におけるwtとEpe1 OPのCAGE-seqの結
果を示す。緑色の横棒はヘテロクロマチン領域を示す。オレンジ色の横棒は、図3-9で解析したcenH領域を示す。矢印は
5'RACE解析によって同定されたForward鎖（For）およびReverese鎖（Rev）のmajor TSSの位置を示す（図3-9を参照）。

図3-6.  Epe1 OPは、ヘテロクロマチン領域全体に広く遍在するTSSからのncRNA転写を促進する。
(A)(B)(C)は、(A)II番染色体セントロメア、(B)III番染色体セントロメア、(C)性決定領域におけるwtとEpe1 OPのCAGE-seqの結
果を示す。緑色の横棒はヘテロクロマチン領域を示す。オレンジ色の横棒は、図3-9で解析したcenH領域を示す。矢印は
5'RACE解析によって同定されたForward鎖（For）およびReverese鎖（Rev）のmajor TSSの位置を示す（図3-9を参照）。
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図3-8. dg/dh配列には、mRNAと同じコアプロモーター構造を持つ傾向があるTSSが遍在している。
Inr配列とTATA box様のA/Tリッチ領域の両方を持つCAGEリードを抽出し、I番染色体ペリセントロメア領域にマッピングした
結果を示す。

図3-7. dg/dh配列に存在するTSS±50 ntのコンセンサス配列解析。
dg/dh配列に存在するwidespread TSSのコンセンサス配列解析の結果を示す。Epe1 OPで0.05 CPM以上を示したdg/dh配列内のTSS
に隣接する±50 ntの塩基配列をWebLogo [33] を用いて解析した。また、コントロールとしてdg/dh配列からランダムに選んだ
pseudo TSS±50 ntの配列も解析した。野生型細胞のmRNA遺伝子のTSSは、発現強度によって3つのグループに分類され、その
うちの高発現に分類されたmRNAのユニークなTSSに隣接する±50 ntの配列の解析結果を示す。横軸はTSSに対する相対位置
（+1）を示す。dg/dh配列とユークロマチン領域のmRNA遺伝子のTSSは共通して、-1/+1位におけるInr（Y/R）配列と25-32 nt上
流にA/Tリッチ領域を持つ傾向にあることがわかる。
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Inr配列とTATA box様のA/Tリッチ領域の両方を持つCAGEリードを抽出し、I番染色体ペリセントロメア領域にマッピングした
結果を示す。
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3-3 : dg/dh 配列は２つのタイプの転写開始点から構成されている 
 

 次に私は dg/dh 配列の更に詳細な解析を行うため、PCR を用いて特定の転写産物の転写

開始点と転写終結点を同定することができる 5’/3’ RACE法を用いて dg/dh ncRNA の解析

を行った。この実験では、性決定領域の dg/dh 配列(cenH と呼ばれる）を、dg/dh 配列のモ

デルとして選択して解析を行った。cenH 配列は、ペリセントロメア領域に存在する dg/dh
配列と高い相同性を持っている一方で、他の dg/dh 配列と区別することを可能にすいる挿

入配列を含んでいる（図 3-9）[39]。dg/dh 配列は各染色体セントロメアに再編成されなが

ら冗長に存在しており（図 1-3A）、これも dg/dh ncRNA解析を難しくする一因になってい

るが、これにより特定の dg/dh 配列に限定してその転写産物を解析することが可能にな

る。加えて、この性決定領域のヘテロクロマチン形成は、RNAi 経路を介した Clr4 のリク

ルートメント以外にも、DNA 結合タンパク質である Atf1/Pcr1 を介して Clr4 をリクルート

メントする経路を持つという特徴がある[40]。この特徴により、RNAi 経路が欠損してい

る変異体においても、ヘテロクロマチン形成が維持された状態を保ったまま、その領域で

転写されている ncRNA を解析することが可能となる。Epe1 は H3K9me 結合因子 HP1ホ
モログ Swi6 を介してヘテロクロマチン領域に局在するため、Epe1 がその領域の ncRNA
転写にどのような影響を与えるかは、ヘテロクロマチンを維持したまま解析する必要があ

る。従って、上記のような特徴を持つ cenH は、ncRNA 転写へに Epe1 が与える影響を解

析するのに非常に適していると考えられた。 
 まずヘテロクロマチンが存在しない状態では（図 3-9A、clr4∆）、cenH 配列のセンス鎖

アンチセンス鎖それぞれにおいて主要な転写開始点(major TSS)が検出され、またその

major TSS に挟まれた領域のセンス鎖アンチセンス鎖には minor な転写開始点(widespread 
TSS)が偏在していることが確認された。この結果は、以前の報告で、clr4∆株を用いてセ

ントロメア近傍領域の dg/dh 配列で 5'RACE解析を行った際にも、そのセンス鎖アンチセ

ンス鎖の両鎖で複数の TSS が検出されたことと一致している[41]。次に、ヘテロクロマチ

ン存在下での転写パターンを調べるため、まず野生型細胞で同様の解析を試みた。しか

し、やはりその発現量の低さに起因して cenH ncRNA のの 5'RACE産物をクローニングす

ることが殆どできなかった。そこで次に RNAi 経路が欠損している dcr1∆株を用いて、ヘ

テロクロマチンが存在下での転写パターンを解析した。dcr1∆株では、ncRNA の発現は

Dcr1 による分解を受けないため、ncRNA の検出量が増え 5’RACE解析することが可能に

なった（図 3-9B, RT-PCR）。注目すべきことに、ヘテロクロマチン存在下では widespread 
TSS がヘテロクロマチン非存在下より相対的に活性化されており、これを反映して

5'RACE産物を電気泳動するとスメア状になることが確認された（図 3-9B、dcr1∆）。ま

た、この widespread TSS の活性化は Epe1 に依存しており、dcr1∆細胞において更に epe1+

遺伝子を破壊すると、その活性化が顕著に抑制されることが明らかになった（図 3-
9A,B、dcr1∆epe1∆）。この結果と一致して、epe1+の単独破壊株においても、major TSS の



 45 

みが検出されるという結果が得られた（図 3-9A、epe1∆）。epe1 を欠損した状態において

も major TSS が活性化されていることは、以前の研究による epe1∆細胞でも ncRNA 転写が

検出されるという報告と一致していた（図 3-9B, RT-PCR）[25]。一方、CAGE-seq の結果

と一致して、Epe1 OP は widespread TSS の高い活性化を引き起こし、電気泳動でスメア状

の 5’RACE産物が検出された（図 3-9A, B、Epe1 OP)。これらの結果は、dg/dh 配列が、

「ヘテロクロマチンによるサイレシングに耐性である major TSS」と、「ヘテロクロマチン

によるサイレシングに感受性の widespread TSS」という 2 種類の TSS から構成されている

ことを示していた。epe1∆細胞でも ncRNA 転写が確認されるという以前の報告は [25] 、
Epe1 が ncRNA 転写においてどのような機能を果たしているかを考える際に一つの疑問点

となっていたが、これにより Epe1 は後者の TSS を活性化する役割を持っていることが明

らかになった。  
 

A B

図3-9. dg/dh 配列は異なる２つのタイプの転写開始点から構成されている。
性決定領域におけるdg/dh配列であるcenH領域の5’/3’RACE解析の結果。(A）各変異体を用いて、5'/3’RACEで同定された
ForwardおよびReverese鎖由来のcenH ncRNA のTSS/TTSをcenH上にマップした（それぞれ30個ずつ同定）。尚、野生型細胞では
RACE産物のクローニングが不十分であったため、TSSを同定できなかった。下段の模式図に示しているようにcenHには他の
dg/dh配列にはない特異的な挿入があり、これによりcenH ncRNAをペリセントロメア由来のdg/dh ncRNAと区別することができ
る[39] 。(B)ForwardおよびReverese鎖由来のcenH ncRNA、act1+ mRNAの5’RACE産物を電気泳動後、EtBr染色した際の結果を示
す。上段にはoligodTプライマーを用いた際のcenH ncRNAのRT-PCRの結果を示す。
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 次に私は 3’RACE を用いてこれらの変異体における cenH ncRNA の転写終結点

(Transcription Termination Site, TTS)の同定を試みた。その結果、cenH 領域には複数の TTS
が存在することが検出された (図 3-9）。この結果は転写産物の 3’末端をゲノムワイドに解

析できる PolyA-seq を用いた以前の報告で、dg/dh 配列中に複数の転写終結点が検出され

た結果と一致している[42]。しかし、TSS に対するその効果と比較して、Epe1 の有無は

TTS の分布には顕著な影響を与えなかった（図 3-9）。そのため、Epe1 が RNAi 経路で果

たしている役割は、ヘテロクロマチン存在下で widespread TSS からの ncRNA 転写を促進

することにあると予想された。 
 
3-4 : Epe1 はヘテロクロマチン下の DNA 配列に従って転写を活性化する 
 
次に私は Epe1 によって誘導されるヘテロクロマチン領域における転写の性質を調べるた

め、cenH 領域に挿入された ura4+ mRNA 遺伝子(Kint2::ura4+）[40]の 5'/3'RACE解析を行

った。以前の研究により、Epe1 OP によってヘテロクロマチン内に挿入された mRNA 遺

伝子が脱抑制することが報告されており[25, 26, 28]、このことと一致して、Epe1 OP によ

って Kint2::ura4+の発現が脱抑制されることが確認された（図 3-10A, B）。またこの転写

は、ura4+には H3K9me が存在している状態で誘導されていることが確認された（図 3-
10C）。 
 
 

 

A C

図3-10. Epe1 OPによってヘテロクロマチンに挿入されたmRNA遺伝子が脱抑制する。
(A）性決定領域の模式図。cenHと、その領域に挿入されたura4+（Kint2::ura4+, [40]）の位置関係を示す。mat2, mat3は性決定に
寄与する遺伝子、IR-L, IR-Rはユークロマチンとの境界配列を示す。(B）Kint2::ura4+株のサイレンシングアッセイの結果を示す。
5-フルオロオロチン酸（FOA）はura4+を発現する細胞に対して毒性を示す。N/Sは非選択培地。(C）Kint2::ura4+における
H3K9meの ChIP-qPCRの結果を示す。

B
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図3-10. Epe1 OPによってヘテロクロマチンに挿入されたmRNA遺伝子が脱抑制する。
(A）性決定領域の模式図。cenHと、その領域に挿入されたura4+（Kint2::ura4+, [40]）の位置関係を示す。mat2, mat3は性決定に
寄与する遺伝子、IR-L, IR-Rはユークロマチンとの境界配列を示す。(B）Kint2::ura4+株のサイレンシングアッセイの結果を示す。
5-フルオロオロチン酸（FOA）はura4+を発現する細胞に対して毒性を示す。N/Sは非選択培地。(C）Kint2::ura4+における
H3K9meの ChIP-qPCRの結果を示す。

B



 47 

この時 Kint2::ura4+の 5'/3'RACE解析を行ったところ、Epe1OP によって脱抑制している

Kint2::ura4+の転写産物の TSS/TTS は、ユークロマチン領域で転写されている時に検出さ

れるものとほぼ同一であることが明らかになった（図 3-11）。この結果から、Epe1 によっ

てヘテロクロマチンからの転写が誘導される際には、その転写パターンはヘテロクロマチ

ン下の DNA 配列に従うことが示唆された。この結果は、Epe1 OP株の CAGE-seq におい

て検出された dg/dh 配列で検出された転写開始点のコンセンサス配列解析が、コアプロモ

ーター構造と一致する傾向があるという上記の結果を裏付ける一方、dg/dh 配列の転写ユ

ニットとしての特異性を改めて示すものであった。 
 

 
3-5 : widespread TSS だけを含む DNA 断片で、RNAi 経路を介したヘテロクロマチン形成

を確立できる 
 

5’RACE解析の結果、cenH には、ヘテロクロマチン耐性で Epe1非依存的な転写開始点

（major TSS）と、ヘテロクロマチン感受性で Epe1依存的な転写開始点（widespread 
TSS）という、2 つのタイプの TSS が含まれていることが明らかになった。そこで次に私

は、cenHフラグメントを削って major TSS, widespread TSS を一部しか含まないような一

連の cenHフラグメントを作成し、RNAi 経路を介したヘテロクロマチン形成にどの TSS

図3-11. Epe1はヘテロクロマチン下のDNA配列に従って転写を活性化する。
(A) Epe1 OP及びclr4∆を用いて5‘RACE解析を行った際、Kint2::ura4+の5’RACE産物を電気泳動後、EtBr染色した時の結果を示す。
(B)5’/3’RACEで同定したTSS/TTSをKint2::ura4+上にプロットした（それぞれ30個ずつ同定）。clr4∆はヘテロクロマチンが存在
しない状態になることに留意。cenH ncRNAの結果とは対照的に、Kint2::ura4+ではEpe1 OPの5’RACE産物はスメアにならず、
clr4∆と同じTSSを主に活性化した。また、TTSもclr4∆と一致している 
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が重要であるのかの検討を行った。具体的には、一連の cenHフラグメントをプラスミド

ベースのミニ染色体 [41]にクローニングし、これを cenH 配列が完全に失われている変異

体である h-S株に導入し、削られた各 cenHフラグメントにおいて siRNA産生と H3K9me
修飾が起きるかどうかの解析を行った(図 3-12A)。その結果、widespread TSSs のみを含む

cenHフラグメントが挿入されているミニ染色体においても、ヘテロクロマチンが形成さ

れ、またその領域で siRNA が産生されることが確認された（図 3-12B,C）。この結果は、

ヘテロクロマチン耐性の Epe1非依存的な major TSS は、RNAi 経路を介したヘテロクロマ

チン形成に必須ではないことを示していた。 
 次に私は、上記の widespread TSS のみを含む cenHフラグメント(約 1.5 kb)に存在してい

る全ての TSS を破壊することで、widespread TSS の重要性を検討する実験を行うことを考

えた。しかし、このフラグメント内で同定された widespread TSS の数は非常に多く、最も

近い隣接した TSS 間の距離はわずか 3 bp であった。そのため、これらの TSS を破壊する

ための塩基置換を行うと、結果として元の配列と大きく異なる DNA 配列になってしまう

ため、このような実験は実行不可能であった。 
  

図3-12. widespread TSSだけを含むcenH断片はRNAi経路を介したヘテロクロマチンを確立できる。
(A）cenHのtruncation解析の模式図。一連のcenH断片をプラスミドベースのミニ染色体 [41]にクローニングし、内在性のcenH領域が
完全に失われているh-S株に形質転換した。 5’RACEによって同定されたForward鎖及びReverse鎖におけるmajor TSSの位置を示す
（図3-9参照)。また、cenHフラグメントにおけるsiRNA産生とH3K9me蓄積を評価するために利用した、cenH特異的挿入配列を記す
[39] 。(B)(C)一連の株における (B)small RNA-seq及び(C)H3K9meのChIP-qPCR。small RNA-seq解析に関しては、II番染色体ペリセン
トロメア(一部抜粋)とcenH断片における結果を示す。cenH断片上におけるsiRNAの産生を検出するため、ゲノム上にユニークに
マップされたリードのみを抽出している。 (C) cenH特異的領域プライマーを用いたH3K9meのChIP-qPCR。エラーバーはSEMを表
し、独立した3回の実験から算出した。

図3-12. widespread TSSだけを含むcenH断片はRNAi経路を介したヘテロクロマチンを確立できる。
(A）cenHのtruncation解析の模式図。一連のcenH断片をプラスミドベースのミニ染色体 [41]にクローニングし、内在性のcenH領域が
完全に失われているh-S株に形質転換した。 5’RACEによって同定されたForward鎖及びReverse鎖におけるmajor TSSの位置を示す
（図3-9参照)。また、cenHフラグメントにおけるsiRNA産生とH3K9me蓄積を評価するために利用した、cenH特異的挿入配列を記す
[39] 。(B)(C)一連の株における (B)small RNA-seq及び(C)H3K9meのChIP-qPCR。small RNA-seq解析に関しては、II番染色体ペリセン
トロメア(一部抜粋)とcenH断片における結果を示す。cenH断片上におけるsiRNAの産生を検出するため、ゲノム上にユニークに
マップされたリードのみを抽出している。 (C) cenH特異的領域プライマーを用いたH3K9meのChIP-qPCR。エラーバーはSEMを表
し、独立した3回の実験から算出した。
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3-6 : タンデムリピートに配置した mRNA 遺伝子が RNAi 経路を介したヘテロクロマチン

形成を促進する 
 
 RNAi 経路を介したヘテロクロマチン形成におけるパラドックスは、「サイレント」なヘ

テロクロマチンを形成するためにその領域の「転写」が必要ということである。そのた

め、dg/dh 配列中に widespread TSS が存在するという上記の結果は、このように多数の

TSS がヘテロクロマチン領域に存在することによって、転写が抑制されるサイレントなク

ロマチン条件下においても、Epe1 によって RNAi 経路に十分な量の標的 RNA を供給する

ことが可能になるのではないかということを想像させた。そこで次に私は、細胞内で人工

的な siRNA を産生することで、RNAi 経路を介したヘテロクロマチン形成を mRNA 遺伝

子に対して誘導しても、ヘテロクロマチン形成がほとんど誘導されないという以前の報告

に着目した [18-20]。そこでもしもこの時、標的 mRNA 遺伝子がゲノム上の一箇所でクラ

スター化して存在した場合、dg/dh 配列と同様ヘテロクロマチン存在下でも十分な標的

RNA を供給することが出来、RNAi 経路を介したヘテロクロマチン形成が成立するように

なるのではないかという仮説を立てた。 
 この仮説を検証するため、私は mRNA 遺伝子 ade6+が 1 から 8コピー、リピートになっ

てゲノム上の内在性 ura4+座位に挿入されている一連の細胞を生成した。この時、より状

況を単純化するため、ade6+は縦列反復（タンデムリピート）を形成するようにした（図

3-13, 3-14）。 

 
 
 

図3-13. ade6+タンデムリピートフラグメントの作製。
ade6+リピート株作成の模式図。ade6+断片をプラスミド上のura4+相同配列間にクローニングし、制限酵素処理を用いた切断と
結合を繰り返すことで段階的に増幅を行った。CRISPR/Cas9システムを用いて内在性ura4+遺伝子座位に二本鎖切断を誘導する
ことで、相同組換えによるade6+リピート断片の相同組み替えを促進した。ade6+リピート断片の作成に用いた主な制限部位とし
て NはNotI、SpはSpeI、NhはNheI、PvはPvuIを示す。括弧はiPCRを用いた点突然変異によって破壊された制限サイトを示す。
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結合を繰り返すことで段階的に増幅を行った。CRISPR/Cas9システムを用いて内在性ura4+遺伝子座位に二本鎖切断を誘導する
ことで、相同組換えによるade6+リピート断片の相同組み替えを促進した。ade6+リピート断片の作成に用いた主な制限部位とし
て NはNotI、SpはSpeI、NhはNheI、PvはPvuIを示す。括弧はiPCRを用いた点突然変異によって破壊された制限サイトを示す。
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次にノーザンブロット解析及びセンス・アンチセンス鎖特異的プライマーを用いた RT-
PCR解析によって、ade6+リピートアリル特異的な read-through 転写産物やアンチセンス転

写産物が検出されないことの確認を行った（図 3-15A,B）。更に、オリゴ dTプライマーを

用いた qRT-PCR によって、ade6+mRNA 遺伝子の発現量を測定したところ、各 ade6+リピ

ート株における ade6+ mRNA の発現量はそのコピー数と一致していることが確認された

（図 3-15C）。 
 
 
 
 

A B

図3-14. ade6+タンデムリピート株の作製。
内在性のura4+遺伝子座位にade6+リピートを持つ株のサザンブロット解析。これらの株では内在性のade6+遺伝子が欠失されて
いることに留意。ゲノムDNAを(A)ClaIまたは(B)ScaIで消化し、それぞれade6+リピートの長さとタンデムリピートになってい
るかを評価した。ブロットの下の図は、各サザンブロット のスキームを示している。■は用いたade6+プローブの位置を示す。

A B

図3-14. ade6+タンデムリピート株の作製。
内在性のura4+遺伝子座位にade6+リピートを持つ株のサザンブロット解析。これらの株では内在性のade6+遺伝子が欠失されて
いることに留意。ゲノムDNAを(A)ClaIまたは(B)ScaIで消化し、それぞれade6+リピートの長さとタンデムリピートになってい
るかを評価した。ブロットの下の図は、各サザンブロット のスキームを示している。■は用いたade6+プローブの位置を示す。
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図3-15. ade6+タンデムリピートの転写産物の確認。
(A) ade6+リピートを持つ一連の株のtotal RNAを用いたノーザンブロット解析。ade6+のセンスプローブとアンチセンスプローブ
を用いた結果を示す。電気泳動の際エチジウムブロマイドで染色したrRNAをローディングコントロールとして示す。(B）
ade6+リピートを持つ一連の株のtotal RNAを用いた、ade6のセンス・アンチセンス鎖特異的なプライマーを用いたRT-PCR。逆
転写酵素（RT）の存在下（+）または非存在下（-）の結果を示す。 (C)オリゴdTプライマーを 逆転写に使用したade6+ mRNA 
のqRT-PCRの結果を示す。エラーバーはSEMを表し、独立した3回の実験から算出した。
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ade6+遺伝子を標的 mRNA 遺伝子として選んだ理由は、ade6+の発現が抑制されると、低ア

デニン含有培地において細胞は赤色のコロニーを形成するようになるため、ade6+mRNA
遺伝子上にヘテロクロマチンが形成されているかどうかをその表現型で簡便に判別するこ

とができるためである(サイレシンングアッセイ)。 
 まず、サイレンシングアッセイの結果、最小コピー数の ade6+x1株と最大コピー数であ

る ade6+x8株は両方とも白い（ade6 発現）表現型を示すコロニーのみを形成することが確

認された（図 3-16, 図 3-18）。この結果は、qRT-PCR の結果とも一致しており、mRNA 遺

伝子がタンデムリピートになっていること自体はヘテロクロマチン形成を直接的に引き起

こす原因にならないことを示していた。次に私は ade6-hp I および ade6-hp II という 2 つの

ヘアピン RNA 発現カセットを構築した。ade6-hp I および ade6-hp II は、ade6 ORF の一

部、それぞれ 250 bp および 750 bp の領域に対応する siRNA を産生するよう設計されてい

る（図 3-17）。これらのヘアピン RNA 発現カセットを内在性の leu1+座位に挿入し、trans
に RNAi 経路を介したヘテロクロマチン形成を誘導することを試みた(trans-acting RNAi)
（図 3-18）。 
 
 
 

図3-16. ade6+リピート株の実際の表現型の代表例。
ade6-hpIIが存在する時としない時の、ade6+x1株とade6+x8株の
サイレンシングアッセイの表現型の代表例を示す。

図3-16. ade6+リピート株の実際の表現型の代表例。
ade6-hpIIが存在する時としない時の、ade6+x1株とade6+x8株の
サイレンシングアッセイの表現型の代表例を示す。
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図3-17. trans-acting RNAiを駆動するade6ヘアピンRNAカセットの作成。
(A）ade6ヘアピンRNA発現カッセト作成の模式図。ade6ヘアピンI（ade6-hp I）またはade6ヘアピンII（ade6-hp II）カセットは、
それぞれade6+ ORFの621-871 ntまたは386-1132 ntに対応する250 bpまたは750 bpの断片を持つ。この断片がrad9+の第一イントロ
ンに由来するスペーサー配列を挟んで逆向きに配置されていることでヘアピン部分が形成される。nmt1+プロモーターがこのカ
セットからのヘアピンRNA発現を誘導する。最終的に作成されたプラスミドは制限酵素処理で線状化された後、宿主細胞のII
番染色体上のleu1-32遺伝子座に組み込まれる。直鎖化に用いたNruI制限酵素部位を Nrで示す。(B) ade6+プローブを用いたノー
ザンブロット解析を行い、ade6-hp Iまたはade6-hp II由来の siRNAを検出した。ローディングコントロールとして非特異的なバ
ンドを示している。この実験に用いた株は内在性のade6+遺伝子及びura4+遺伝子座位のade6+アリルの両方を持たないため、blot
の結果はヘアピンRNAから産生された初期型siRNAのみを反映していることになる。epe1∆またはEpe1 OPは、ヘアピンRNAか
らのsiRNA産生に影響しないことが分かる。

図3-18.リピートになったmRNA遺伝子ade6+にRNAiを人工的にターゲティングする実験(trans-acting RNAi)の模式図。
分裂酵母の持つ3本の染色体をChr. I, Chr. II, Chr. IIIで示し、ヘアピンRNAカセットが挿入されたleu1+座位、
ade6+リピートが挿入されたura4+座位、破壊された内在性ade6+遺伝子(ade6∆)の位置関係を記す。
cen1, cen2, cen3は各染色体におけるセントロメアを表す。
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図3-17. trans-acting RNAiを駆動するade6ヘアピンRNAカセットの作成。
(A）ade6ヘアピンRNA発現カッセト作成の模式図。ade6ヘアピンI（ade6-hp I）またはade6ヘアピンII（ade6-hp II）カセットは、
それぞれade6+ ORFの621-871 ntまたは386-1132 ntに対応する250 bpまたは750 bpの断片を持つ。この断片がrad9+の第一イントロ
ンに由来するスペーサー配列を挟んで逆向きに配置されていることでヘアピン部分が形成される。nmt1+プロモーター[30]がこ
のカセットからのヘアピンRNA発現を誘導する。最終的に作成されたプラスミドは制限酵素処理で線状化された後、宿主細胞
のII番染色体上のleu1-32遺伝子座に組み込まれる。直鎖化に用いたNruI制限酵素部位を Nrで示す。(B) ade6+プローブを用いた
ノーザンブロット解析を行い、ade6-hp Iまたはade6-hp II由来の siRNAを検出した。ローディングコントロールとして非特異的
なバンドを示している。この実験に用いた株は内在性のade6+遺伝子及びura4+遺伝子座位のade6+アリルの両方を持たないため、
blotの結果はヘアピンRNAから産生された初期型siRNAのみを反映していることになる。epe1∆またはEpe1 OPは、ヘアピンRNA
からのsiRNA産生に影響しないことが分かる。

図3-18.リピートになったmRNA遺伝子ade6+にRNAiを人工的にターゲティングする実験(trans-acting RNAi)の模式図。
分裂酵母の持つ3本の染色体をChr. I, Chr. II, Chr. IIIで示し、ヘアピンRNAカセットが挿入されたleu1+座位、
ade6+リピートが挿入されたura4+座位、破壊された内在性ade6+遺伝子(ade6∆)の位置関係を記す。
cen1, cen2, cen3は各染色体におけるセントロメアを表す。
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先行研究の結果から RNAi 経路による PTGS は分裂酵母ではほぼ検出されないことが分か

っている[18-20]。そのため、ヘアピン RNA を用いた人工的な siRNA の産生によって、赤

-ピンク色（ade6 抑制）の表現型を示すコロニーが出現すれば、それは ade6+ mRNA 遺伝

子上のヘテロクロマチン形成(TGS)を反映していることになる。そこまでまず私は、ヘア

ピン RNA 発現時に白色コロニー(ade6 発現）から赤-ピンク色（ade6 抑制）が出現する頻

度を測定することにより、ade6+mRNA 遺伝子上にヘテロクロマチン形成が誘導される効

率の解析を行った。 
 

その結果、これまで報告されている研究の結果と一致して、ade6-hp I または ade6-hp II
によって RNAi 経路を介したヘテロクロマチン形成を ade6+x1 アリルに誘導した場合、赤-
ピンク色（ade6 抑制）の表現型を示すコロニーは、非常に低い効率（0%および 0.2%）で

しか出現しなかった（図 3-19, Establishment +ade6-hp I or II の ade6+x1 アリル）。一方、

ade6-hp I または II によって RNAi 経路を介したヘテロクロマチン形成を ade6+x8 アリルに

誘導した場合、赤-ピンク色（ade6 抑制）コロニーの出現効率がそれぞれ 0.2%および

10.7%と増加することが確認された（図 3-19, Establishment +ade6-hp I or  II の ade6+x8 ア

リル）。この時、ade6-hp I および ade6-hp II で赤-ピンク色（ade6 抑制）コロニーの誘導効

率に差がある原因の一つは、ヘアピン RNA によって産生される siRNA がカバーする領域

の範囲の広さが違うことにあると考えられる。 
次に、赤-ピンク色（ade6 抑制）から赤-ピンク色（ade6 抑制）が出現する頻度を測定す

図3-19.リピートになったmRNA遺伝子はRNAiを介したヘテロクロマチン形成を促進する。
trans-acting RNAiによってヘテロクロマチン形成を誘導した時のサイレシングアッセイの結果。白(ade6発現)の表現型を示
すコロニーから赤/ピンク(ade6抑制)の表現型を示すコロニーが出現する頻度をヘテロクロマチンの確立、赤/ピンク(ade6
抑制)の表現型を示すコロニーから赤/ピンク(ade6抑制)の表現型を示すコロニーが出現する頻度をヘテロクロマチンの維
持としてその効率を評価した。評価したコロニー数を括弧内に示す。 尚、該当する株について赤色/ピンク(ade6抑制)の
表現型を示すコロニーが出現しなかった場合は、その維持の効率は計測不可能であるため、N.Aと表記した。

図3-19.リピートになったmRNA遺伝子はRNAiを介したヘテロクロマチン形成を促進する。
trans-acting RNAiによってヘテロクロマチン形成を誘導した時のサイレシングアッセイの結果。白(ade6発現)の表現型を示
すコロニーから赤/ピンク(ade6抑制)の表現型を示すコロニーが出現する頻度をヘテロクロマチンの確立、赤/ピンク(ade6
抑制)の表現型を示すコロニーから赤/ピンク(ade6抑制)の表現型を示すコロニーが出現する頻度をヘテロクロマチンの維
持としてその効率を評価した。評価したコロニー数を括弧内に示す。 尚、該当する株について赤色/ピンク(ade6抑制)の
表現型を示すコロニーが出現しなかった場合は、その維持の効率は計測不可能であるため、N.Aと表記した。
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ることで、一度 ade6 遺伝子上に形成されたヘテロクロマチンがどれくらい安定に維持さ

れるかの解析を行った。その結果、ade6+x1 アリルで確立された赤-ピンク色（ade6 抑制）

コロニーの表現型は非常に不安定であり、赤-ピンク色（ade6 抑制）コロニー由来の細胞

の 90%以上が白（ade6 発現）の表現型に戻ることが確認された（図 3-19, Maintenance 
+ade6-hp I or II の ade6+x1）。これに対して、ade6+x8 アリルで確立された赤-ピンク色

（ade6 抑制）コロニーの細胞が再び赤-ピンク色（ade6 抑制）コロニーを形成する頻度は

非常に高く、ade6-hp I および ade6-hp II それぞれのヘアピン RNA の場合で両方とも 97%
以上であった（図 3-19, Maintenance +ade6-hp I or II の ade6+x8）。これらの結果は、タンデ

ムリピートになった mRNA 遺伝子が、独立して存在している mRNA 遺伝子よりも trans-
acting RNAi に適した標的であることを示唆しており、これは主に ade6+x8 アリルでは一度

形成されたヘテロクロマチンが効率的に維持されることに由来していることが明らかにな

った。 
 次にタンデムリピートになった mRNA 遺伝子の効果を更に検証するため、ade6+mRNA
遺伝子リピートの一連の株、ade6+x2,ade6+x4, ade6+x6 を ade6-hp II と組み合わせた場合の

赤-ピンク色（ade6 抑制）表現型の確立と維持の効率を同様に検証した。その結果、リピ

ートの含むコピー数の増加に相関してヘテロクロマチン形成は促進される傾向があり、特

にヘテロクロマチンの維持においてリピートの効果はより顕著に見られることが明らかに

なった（図 3-20）。 

図3-20. mRNA遺伝子のリピート数に相関して、ヘテロクロマチン形成は促進される (I)。
ade6-hpIIをtrans-acting RNAiに用いた際の、一連のade6+リピート株におけるサイレシングアッセイの結果。
比較のために、図3-19のade6+x1, ade6+x8の結果も並べて示す。該当する株について赤色/ピンク(ade6抑制)の表現型を
示すコロニーが出現しなかった場合は、その維持の効率は計測不可能であるため、N.Aと表記した。

図3-20. mRNA遺伝子のリピート数に相関して、ヘテロクロマチン形成は促進される (I)。
ade6-hpIIをtrans-acting RNAiに用いた際の、一連のade6+リピート株におけるサイレシングアッセイの結果。
比較のために、図3-19のade6+x1, ade6+x8の結果も並べて示す。該当する株について赤色/ピンク(ade6抑制)の表現型を
示すコロニーが出現しなかった場合は、その維持の効率は計測不可能であるため、N.Aと表記した。
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また、これら一連の ade6+リピートの赤-ピンク色（ade6 抑制）クローンから単離された細

胞を用いて、その ade6+mRNA 遺伝子の H3K9me レベルを解析すると、ade6+上の H3K9me
レベルとコピー数との間に明確な正の相関が観察された。驚くべきことに、この時、最大

コピーである ade6+x8 アリルでは、ade6+mRNA 遺伝子上の H3K9me量はペリセントロメ

アにおける dg/dh 配列に匹敵するレベルになっていることが明らかになった（図 3-21）。 
 

  

図3-21. mRNA遺伝子のリピート数に相関して、ヘテロクロマチン形成は促進される (II)。
(上段)図-3-20で単離された一連のade6+リピート株の赤-ピンク（ade6抑制）クローンを用いて
行ったH3K9meのChIP-qPCRの結果を示す。input%を計算しているため、ade6+の値は1コピー
当たりの値に補正されていることに留意。

(下段) 同じ細胞を用いたade6+ siRNAのノーザンブロット解析の結果。非特異的バンドをロー
ディングコントロールとして用いている。

図3-21. mRNA遺伝子のリピート数に相関して、ヘテロクロマチン形成は促進される (II)。
(上段)図-3-20で単離された一連のade6+リピート株の赤-ピンク（ade6抑制）クローンを用いて
行ったH3K9meのChIP-qPCRの結果を示す。input%を計算しているため、ade6+の値は1コピー
当たりの値に補正されていることに留意。

(下段) 同じ細胞を用いたade6+ siRNAのノーザンブロット解析の結果。非特異的バンドをロー
ディングコントロールとして用いている。
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3-7 : タンデムリピートになった mRNA 遺伝子による RNAi 経路を介したヘテロクロマチ

ン形成の促進は、その遺伝子量に起因するものではない 
 

 次に私は、タンデムリピートになった mRNA 遺伝子が RNAi 経路によるヘテロクロマ

チン形成を促進する理由が、その遺伝子量(つまりはゲノム中におけるコピー数)に起因し

ているのかどうかを検証した。この検証のため、接合によって ade6+x(8+1)という株を作

成した。この株では ura4+座位に組み込まれた ade6+リピートとは離れた部位に、細胞が生

来持っている内在性の ade6+遺伝子が存在している（図 3-22A, ade6+x(8+1) + ade6-hp II）。
作成した ade6+x(8+1)株は、ade6-hp II が存在しない時、ade6+mRNA の発現量がそのコピー

数と一致していることが qRT-PCR で確認された(図 3-15C)。この株を用いて ade6-hp II に
よる trans-acting RNAi を用いたサイレンシングアッセイを行ったところ、ade6+x8株の結

果とは対照的に、ade6+x(8+1)株では赤-ピンク色（ade6 抑制）コロニーが一切出現しなく

なることが明らかになった（図 3-20）。原理的には、細胞内に複数の ade6+遺伝子が存在す

る場合、そのうちの 1 つだけでも発現していれば、他の ade6+遺伝子がサイレンシングさ

れていても白い（ade6 発現）表現型を示すコロニーを形成することになる。したがっ

て、ade6+x(8+1)株で赤-ピンク色（ade6 抑制）コロニーの形成が一切観察されなかったこ

とは、独立して存在している ade6+遺伝子と ade6+x8 アリルの間で、ヘテロクロマチン形

成能に偏りがあることに起因している可能性が考えられた。しかし、ade6+x(8+1)株では白

い（ade6 発現）表現型のコロニーしか観察されないため、実験上最初の集団の中から

ade6+遺伝子にヘテロクロマチンが形成されたクローンを単離することが出来ない。その

ため、ade6+x(8+1)株でこの可能性を検証するのは困難であった。そこで次に私は、既に

ade6-hp II によってヘテロクロマチン形成が誘導されている ade6+x8 アリルと、内在性

ade6+遺伝子を組み合わせた株を接合によって作成した（図 3-22A, ade6+x(8*+1) + ade6-hp 
II）。この ade6+x(8*+1)株は赤-ピンク色（ade6 抑制）コロニーを形成したが、同時に作成

されたコントロールとなる ade6+x8*株と比較して、その赤-ピンク色（ade6 抑制）の表現

型が不安定であることが明らかになった(図 3-22B）。そこで、ade6+x8 アリルと、それとは

別に独立して存在する内在性 ade6+遺伝子を区別可能な半定量的 ChIP-PCR を用いて、そ

れぞれの H3K9me レベルの解析を行った。その結果、ade6+x(8*+1)株では、独立して存在

する内在性 ade6+遺伝子上に H3K9me が殆ど存在していないことが明らかになった（図 3-
22C, D）。これらの結果から、タンデムリピートになった mRNA 遺伝子が RNAi 経路を介

したヘテロクロマチン形成を促進する理由は、その遺伝子量に起因している訳ではない事

が明らかになった。 
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図3-22.リピートになったmRNA遺伝子は、その遺伝子量によってRNAiを介したヘテロクロマチン形成を促進している訳ではない。
(A)内在性ade6+遺伝子とade6+x8アリルが同時に存在するade6+x(8+1)株とade6+x(8*+1)株を接合によって作成する模式図。ade6+x(8*+1)
では、ade6+x8アリルはすでにtrans-acting RNAiによってヘテロクロマチン化されている（アスタリスク）。
(B) ade6+x8*株とade6+x(8*+1)株のサイレンシングアッセイの結果。赤色（ade6抑制）クローンを2回連続して単離した後の表現型を示
す。同系由来のade6+x8*株と比較して、ade6+x(8*+1)株の赤ピンクの表現型はほとんど維持されていない。
(C）独立して存在する内在性ade6+遺伝子とade6+x8アリルを区別する半定量的ChIP-PCRの実験スキームの模式図。ade6+ORFの下流に
位置するSpeIサイトは、ade6+x8を構築する際に点変異を導入することで除去されている（$, 補足図S5も参照）。したがって、この制
限部位領域（青矢印）を増幅するプライマーを用いた半定量的ChIP-PCRと、それに続くSpeIによる制限酵素処理によって、免疫沈降
したDNAが独立して存在する内在性のade6+遺伝子由来のものか、それともade6+x8アリル由来のものかを区別することができる。
(D) H3K9me抗体もしくはH3抗体を用いて半定量的ChIP-PCRを行い、そのPCR産物をSpeI消化あり(+)/なし(-)という両条件で用意した
後、ゲル電気泳動で分離した。電気泳動後、ゲルを臭化エチジウムで染色し、imageJソフトウェアを用いて各バンドの密度を測定し
た。独立して存在する内在性ade6+遺伝子に由来するバンドの強度を、ade6+x8アリルに由来するバンドと比較して評価し、WCEの結
果で相対化した。3回の独立した実験から算出した平均シグナル強度を示す。また、電気泳動の代表的な画像を示す。
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3-8 : タンデムリピートになった mRNA 遺伝子は cis-acting RNAi を促進する 
 
 リピートになった mRNA 遺伝子が何故 RNAi 経路を介したヘテロクロマチン形成を促

進するのか、その原因を詳細に調べるため、次に私はリピートになった mRNA 遺伝子が

siRNA の産生に及ぼす影響を解析した。本研究の実験系では、ura4+座位の ade6+リピート

とは異なる染色体上にある leu1座位に存在するヘアピン RNAカセットから、ade6+mRNA
遺伝子と相補的な配列を持つ siRNA を産生している(図 3-18)。このような trans-acting な
siRNA によって RITS複合体が標的 ade6+ mRNA 認識すると、その際にリクルートされる

RDRC により ade6+ mRNA を鋳型とした dsRNA の合成が起きると予想される。この

dsRNA が Dcr1 によるプロセシングを受けると、ヘアピン RNA由来の言わば初期型

siRNA に対し、二次型 siRNA と呼ぶべき siRNA が ade6 リピートから産生されることにな

る。二次型 siRNA は RDRC によって標的 mRNA から合成された dsRNA に由来している

ため、初期型 siRNA とは異なり、ヘアピン RNA にコードされていない領域に対応する

siRNA を含むことになる。また、この二次型 siRNA は RITS複合体を介して更に RDRC
を呼び込むことになるため、正のフィードバックループを描く(図 1-4)。この時、RNAi 経
路は標的 mRNA から産生される二次型 siRNA によって駆動されているため、初期型

siRNA によって駆動される trans-acting RNAi に対し、cis-acting RNAi と呼ぶことができる 
(図 3-23A)。 

hairpin
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図3-23.リピートになったmRNA遺伝子は、独立して存在するmRNA遺伝子よりも効率的にcis-acting RNAiを促進する。
(A）上段はtrans-acting RNAiを示し、ade6ヘアピンRNAに由来するsiRNAがトランスにRNAi経路をade6+ mRNAにター
ゲッティングする模式図。下段はcis-acting RNAiで、ade6+ mRNAに由来するsiRNAがRNAi経路をシスにade6+ mRNAに
ターゲッティングすることを示す。もし、trans-acting RNAi (初期型siRNA)がcis-acting RNAiを活性化すると、RDRCによ
るdsRNA合成及びそれに続くDcr1によるプロセシングにより、初期型siRNAにコードされていない領域を含む二次型
siRNAが生成されると考えられる。(B) ade6+アリルとIII番染色体ペリセントロメアにおけるsmall RNA-seqの結果を示す。
オレンジの破線は、trans-acting RNAi（ade6-hp II）が標的とする領域を示す。ade6+x1とade6+x8のコピー数の差による影
響を考慮し、ade6+x1を8倍に拡大した図も並べて示した。
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図3-23.リピートになったmRNA遺伝子は、独立して存在するmRNA遺伝子よりも効率的にcis-acting RNAiを促進する。
(A）上段はtrans-acting RNAiを示し、ade6ヘアピンRNAに由来するsiRNAがトランスにRNAi経路をade6+ mRNAにター
ゲッティングする模式図。下段はcis-acting RNAiで、ade6+ mRNAに由来するsiRNAがRNAi経路をシスにade6+ mRNAに
ターゲッティングすることを示す。もし、trans-acting RNAi (初期型siRNA)がcis-acting RNAiを活性化すると、RDRCによ
るdsRNA合成及びそれに続くDcr1によるプロセシングにより、初期型siRNAにコードされていない領域を含む二次型
siRNAが生成されると考えられる。(B) ade6+アリルとIII番染色体ペリセントロメアにおけるsmall RNA-seqの結果を示す。
オレンジの破線は、trans-acting RNAi（ade6-hp II）が標的とする領域を示す。ade6+x1とade6+x8のコピー数の差による影
響を考慮し、ade6+x1を8倍に拡大した図も並べて示した。
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注目すべきことに、sRNA-seq を用いて ade6+x1, ade6+x8 両株の siRNA を解析したとこ

ろ、ade6+x8株では ade6-hp II によってコードされていない siRNA、つまり二次型 siRNA
の産生が顕著に促進されていることが明らかになった（図 3-23B）。この結果は、ade6+x8
アリルではヘアピン RNA由来の trans-acting RNAi が、ade6+ mRNA における cis-acting 
RNAi を効果的に活性化したことを意味している（図 3-23A）。一方で、ade6+x1株でも二

次型 siRNA の産生が検出されたものの、ade6+x8株と比較するとその量は非常に少ないこ

とが確認された（図 3-23B）。この結果から、リピートになった mRNA 遺伝子は、独立し

て存在する mRNA 遺伝子よりも効率的に cis-acting RNAi を活性化することができること

が明らかになった。 
また一方で、一連の ade6+リピート株の ade6 siRNA の total量（ade6-hp II から産生さ

れる初期型 siRNA と cis-acting RNAi によって産生される二次型 siRNA の合計）は、タン

デムリピートになった ade6+遺伝子のコピー数と正に相関していることが確認された（図

3-21、下段)。ヘアピン RNA由来の初期型 siRNA量は全ての株で一様である為、この結果

は cis-acting RNAi の活性化の効率が ade6+遺伝子のリピート数と正に相関していることを

示唆していた。この時、その H3K9me量も ade6+遺伝子のリピート数と正の相関があるこ

とを考えると、cis-acting RNAi の活性化効率の違いが、そのアリルにおける H3K9me レベ

ルの違いを説明すると考えられた。 
 
3-9 : タンデムリピートになった mRNA 遺伝子は自律的な RNAi 経路を介したヘテロクロ

マチン形成を確立できる (Repeat-induced RNAi)  
 
 先行研究によると、例えヘアピン RNA 発現による trans-acting RNAi が mRNA 遺伝子に

おいてヘテロクロマチン形成を誘導しても、その後ヘアピン RNA 発現カセットを細胞か

ら取り除くと、形成された異所的ヘテロクロマチンは維持されずに消失することが報告さ

れている [20, 21]。そこで次に私は、ade6+x8 アリル上に形成された異所的なヘテロクロ

マチンの維持にも、持続的な trans-acting RNAi、つまりは初期型 siRNA の供給が必要かど

うかの検証を行った。具体的には、ヘテロクロマチン形成が誘導された ade6+x8 アリルを

持つ細胞を親株である leu1-32変異体と掛け合わせることで、leu1座位に挿入されている

ade6-hp II を減数分裂を経て取り除く実験を行った(図 3-24, 左)。その結果驚くべきこと

に、ade6-hp II を取り除いた後も、ade6+x8細胞は元の ade6+x8細胞と同様、赤-ピンク色

（ade6 抑制）の表現型を維持し続け(図 3-24, 右) 、実際にこの表現型と一致して ade6+x8
アリル上の H3K9me レベルも維持されていることが明らかになった(図 3-24B)。 
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そこで次にこの ade6-hp II を取り除いた株の siRNA解析を行ってみると、ade6-hp II が亡
くなった後も、ade6+x8 アリルからは二次型 siRNA と同じパターンの ade6 siRNA が産生

され続けていることが明らかになった(図 3-25A)。この時、ade6+x8 アリルから自律的に産

生されている ade6 siRNA は、その塩基長の分布や 5’末端塩基の傾向が dg/dh siRNA のそ

れと同じであった（図 3-26)。また、dg/dh 配列におけるヘテロクロマチンと同様、

ade6+x8 アリル上のヘテロクロマチンも有糸分裂と減数分裂を経て伝達され、その維持は

RNAi 因子に依存的であることが明らかになった(図 3-25B)。これらの結果から、タンデム

リピートになった mRNA 遺伝子はそれ自体では直接的にヘテロクロマチン形成を誘導し

ないものの、一度 RNAi 経路によって認識されると、dg/dh 要素と同様、RNAi 経路を介し

たヘテロクロマチン形成のプラットフォームとして機能することが明らかになった。これ

まで用いられてきた RIGS（Repeat-Induced Gene Silencing）という用語はそのメカニズム

を定義していないため、私はこのリピートになった mRNA 遺伝子上で成立した「自律的

な cis-acting RNAi」を RIGS に倣って「Repeat-induced RNAi」と名付けた。 
 
 

図3-24. trans-acting RNAiがなくなった後も、ade6+x8のヘテロクロマチンは維持される。
(A) (左) 接合によってade6-hp IIをade6+x8アリルを持つ細胞から取り除く模式図。 ade6-hp II によってade6+x8アリルにヘ
テロクロマチン形成を誘導後、単離された赤い(ade6抑制)クローンに親株であるleu1-32変異体(ロイシン要求性株)を掛け
合わせる。接合後に減数分裂を経ることで、ade6-hp IIを失い、ade6+x8アリルのみを引き継いだ子孫を単離することが可
能になる。ade6-hp IIはleu1+マーカーでleu1-32座位に挿入されているので、その有無はロイシン要求性で区別することが
できる。（右）ade6-hp IIが取り除かれた子孫および取り除かれなかった同系子孫のサイレンシングアッセイの結果を示
す。(B) (A)で示したクローンのade6+遺伝子におけるH3K9meのChIP-qPCRの結果を示す。エラーバーはSEMを表し、独立
した3回の実験から算出した。N.S.はNot Significantを示す（P= 0.27、two-sided Student's t-test）。
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テロクロマチン形成を誘導後、単離された赤い(ade6抑制)クローンに親株であるleu1-32変異体(ロイシン要求性株)を掛け
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図3-25. ade6+x8アリルにおいて自律的なcis-acting RNAiが成立する(Repeat-induced RNAi)。
(A) 図3-24で示したade6-hp IIが取り除かれなかった株、取り除かれた株、及び後者の派生株であるdcr1∆とepe1∆ Rにおけ
るsmall RNA-seq解析。ade6+x8アリルとIII番染色体ペリセントロメア(一部抜粋)の結果を示す。Dcr1及びEpe1依存的に
ade6+x8アリルで自律的にsiRNA産生が行われていることが分かる。 (B)Repeat-induced RNAiにより自律的にヘテロクロ
マチンが維持されている ade6+x8アリル株を、RNAi欠損変異体であるdcr1∆、ago1∆と接合によって組み合わせた時のサ
イレシングアッセイの結果。コントロールとして、同じ接合体由来でade6+x8アリルのみを受け継いだ子孫クローンの結
果も角括弧で並べて示した。epe1∆の略号 "R "は、図3-28で示すepe1∆の赤色（ade6抑制）クローン由来の細胞を意味する。
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図3-26. ade6+x8におけるRepeat-induced RNAiによって産生されるsiRNAは、dg/dh配列由来のsiRNAと同じ特徴を持つ。
(A)Repeat-induced RNAi成立前、あるいは成立後のade6+x8アリル株、更に後者にdcr1∆またはepe1∆を組み合わせた株の
small RNA-seqの結果。円グラフにより、small RNA リード全体に対する各small RNAカテゴリーの割合を示す。尚、これ
らの株はade6-hp II(つまり初期型siRNA)は持っていないことに留意。(B)(C)(D)(E)Repeat-induced RNAi成立後のade6+x8ア
リル株のsiRNA-seqデータを用い、そのサイズ分布と5‘ヌクレオチド嗜好性を解析した。(B)dg/dh配列または(C)ade6+x8由
来のsiRNAのサイズ分布を示す。横軸は塩基数、縦軸は相対量を示す。 (D)dg/dh配列または(E)ade6+x8由来のsiRNAにおい
て、各塩基が5’末端を占める相対的な割合を示す。

A
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3-10 : Repeat-induced RNAi には一定数以上のコピー数が必要である 
 
  trans-acting RNAi を一連の ade6+リピートに対して行った時の結果から、cis-acting 
RNAi が活性化される効率はリピートになった mRNA 遺伝子のコピー数と相関していると

いうことが予想された(図 3-21)。そこで次に私は、Repeat-induced RNAi の確立も標的

mRNA 遺伝子のリピート数に依存するかどうかの解析を行った。具体的には、trans-acting 
RNAi によって ade6+アリルにおいてヘテロクロマチンが形成された一連の ade6+リピート

株の赤-ピンク色（ade6 抑制）の細胞を、先程と同じく親株である leu1-32変異体と接合す

ることで ade6-hp II を取り除き、ade6-hp II がない状態で赤-ピンク色（ade6 抑制）の表現

型を維持する子孫の割合を各々の株で測定した(図 3-27A)。その結果、4コピー以上の

ade6+遺伝子を持つ ade6+リピート株の子孫は、ade6-hp II を取り除いた後もそのほとんど

が赤-ピンク色（ade6 抑制）の表現型を示すことが明らかになった。しかし一方で、

ade6+x1株または ade6+x2株の子孫は、全て白い（ade6 発現）の表現型を示した(図 3-
27A)。この表現系の結果と一致して、これらの子孫クローンの H3K9me レベルと siRNA
産生を解析したところ、上記の赤-ピンク色（ade6 抑制）の表現型を示した子孫では自律

的な ade6 siRNA の産生及び ade6+mRNA 遺伝子上の H3K9me 修飾の維持が観察された一

方、ade6+x1 または ade6+x2株の白い（ade6 発現）表現型の子孫ではこのような RNAi 経
路を介した ade6+アリルにおけるヘテロクロマチンの維持は観察されなかった(図 3-27B)。
これらの結果から、Repeat-induced RNAi の確立には、一定数以上のコピー数で mRNA 遺

伝子がリピートになっていることが必要であることが明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図3-27. Repeat-induced RNAiには一定数以上のコピー数が必要である。
(A）ade6-hp IIによってヘテロクロマチン形成が誘導された一連のade6リピート株の赤色(ade6抑制）クローンを、親株
leu1-32と接合することで、ade6-hp IIを取り除いた。この時ade6-hp IIがなくても赤/ピンク色（ade6抑制）の表現型を維持
した子孫の割合を測定した。括弧内は実験で実際に得られた子孫の数と、そのうちの赤/ピンク色（ade6抑制）の表現型
を示した子孫の数を示す。(B) (A)で得られた子孫クローンを用い、H3K9meのChIP-qPCR（上段）、及びade6 siRNAの
ノーザンブロット解析(下段)を行った。非特異的バンドをローディングコントロールとして用いている。

図3-27. Repeat-induced RNAiには一定数以上のコピー数が必要である。
(A）ade6-hp IIによってヘテロクロマチン形成が誘導された一連のade6リピート株の赤色(ade6抑制）クローンを、親株
leu1-32と接合することで、ade6-hp IIを取り除いた。この時ade6-hp IIがなくても赤/ピンク色（ade6抑制）の表現型を維持
した子孫の割合を測定した。括弧内は実験で実際に得られた子孫の数と、そのうちの赤/ピンク色（ade6抑制）の表現型
を示した子孫の数を示す。(B) (A)で得られた子孫クローンを用い、H3K9meのChIP-qPCR（上段）、及びade6 siRNAの
ノーザンブロット解析(下段)を行った。非特異的バンドをローディングコントロールとして用いている。
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3-11: Repeat-induced RNAi には H3K9me 除去因子 Epe1 が必要である 
 
 次に私は、dg/dh 配列における RNAi 経路の活性化に Epe1 が必要であることを念頭に

（図 3-1）、ade6+x8 アリルにおける Repeat-induced RNAi にも Epe1 が必要かどうかの解析

を行った。まず、ade6+x8 アリルにおける Repeat-induced RNAi が確立している細胞におい

て epe1+遺伝子を破壊すると、細胞は著しい variegation phenotype を示すようになった（図

3-28）。そこで次に epe1∆ 赤色（ade6 抑制）クローン (epe1∆ R)、つまり ade6+x8 アリルに

ヘテロクロマチンが形成されていることが予想されるクローンにおいて、RNAi 経路が機

能しているかどうかの解析を行った。その結果、Epe1 の欠失によりその領域における

RITS複合体の局在が著しく減少し、同時に ade6 siRNA の産生が失われることが確認され

た（図 3-28B, C, 図 3-25A）。 
 

 
この結果は、epe1∆ R（ade6 抑制）細胞における ade6+x8 アリル上のヘテロクロマチンは

RNAi 経路を介しておらず、H3K9 メチル化酵素 Clr4 がそのクロモドメインを介して既存

の H3K9me に結合し、隣接するヌクレオソームに H3K9me を広げる自己伝播に依って維

持されていることを示していた[22, 23]。一方で、epe1∆白色（ade6 発現）クローン 
( epe1∆ W)の解析を行ってみると、その表現系にも関わらず、高いレベルの H3K9me が検

出されることが明らかになった（data not shown, 図 3-29, 下段）。前述したように、理屈

上、ade6+x8 アリルのうちの 1 つでも ade6+遺伝子が発現すれば、細胞は白色（ade6 発

現）のコロニーを形成することになる。その為、この表現型と H3K9me レベルの齟齬は、

図3-28. Repeat-induced RNAiにはEpe1が必要である。
(A)Repeat-induced RNAiにより自律的にヘテロクロマチンが維持されているade6+x8アリル株とepe1∆を接合して得られた
子孫のサイレシングアッセイの結果。コントロールとして、同じ接合体由来でade6+x8アリルのみを受け継いだ子孫ク
ローンの結果も角括弧で並べて示した。これらのクローンのうち、以降の解析に用いた赤い表現型(ade6発現)のクローン
をR, 白い表現型(ade6抑制)のクローンをWとして記す。(B) (C)表記した株のade6+x8アリルにおける(B)H3K9meと(C)Ago1
のChIP-qPCRの結果を示す。

A B C

R

W

図3-28. Repeat-induced RNAiにはEpe1が必要である。
(A)Repeat-induced RNAiにより自律的にヘテロクロマチンが維持されているade6+x8アリル株とepe1∆を接合して得られた
子孫のサイレシングアッセイの結果。コントロールとして、同じ接合体由来でade6+x8アリルのみを受け継いだ子孫ク
ローンの結果も角括弧で並べて示した。これらのクローンのうち、以降の解析に用いた赤い表現型(ade6発現)のクローン
をR, 白い表現型(ade6抑制)のクローンをWとして記す。(B) (C)表記した株のade6+x8アリルにおける(B)H3K9meと(C)Ago1
のChIP-qPCRの結果を示す。

A B C

R

W
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ade6+x8 リピート中における部分的な脱抑制を反映してしているものだと予想された。ま

た、この epe1∆ W（ade6 発現）細胞においても、epe1∆ R（ade6 抑制）と同様、ade6+ 
siRNA が失われていることが確認され、維持されている H3K9me は自己伝播によるもの

であることが明らかになった（図 3-29）。これらの結果は、dg/dh 配列における RNAi 経路

と同様、Repeat-induced RNAi の活性化には Epe1 が必要であることを示していた。epe1∆
細胞が野生型細胞と比べて著しい variegation phenotype を示すのは、ade6+遺伝子がペリセ

ントロメアの dg/dh 配列領域に挿入された細胞でも見られる現象である[28]。このような

不安定な表現型は、RNAi 経路による H3K9me 修飾の補充がない中で、自己伝播に依って

維持されているヘテロクロマチンが不安定であることを反映していると思われる。 
 一方で前述したように、epe1∆とは逆に、Epe1 OP は dg/dh 配列における RNAi 経路の高

活性化状態を引き起こす (図 3-2, 図 3-3)。そこで次に私は ade6+x8 アリルでヘテロクロマ

チンを維持している Repeat-induced RNAi も、Epe1 OP により高活性化状態になるかどう

かの検証を行った。その結果、Epe1 OP は ade6+x8 アリルにおける repeat-induced RNAi の
高活性化は誘導せず、寧ろその領域の H3K9me 修飾を完全に取り除いてしまうことが明ら

かになった(図 3-29A, B)。この結果は、ade6+x8 アリルに形成されたヘテロクロマチンにお

いても、Epe1 が本質的には H3K9me 除去因子として機能していることを示していた。ま

た、この結果と一致して、Epe1 の過剰発現のレベルを更にあげると、dg/dh 配列において

も H3K9me が減少することが明らかになった(図 3-29, C-E)。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(図 3-29)次ページに続く 
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3-12: Epe1 は cis-acting RNAi の活性化に必要である 
 
 前述したように、RNAi 経路介したヘテロクロマチン形成では、siRNA産生が正のフィ

ードバックループを形成していることが知られている[13-15]。そのため、∆epe1 によって

引き起こされる siRNA産生の欠如が、このループのどのステップに由来しているのか

を、通常の dg/dh 配列における RNAi 経路を用いて解析することは難しい。そこで次に私

は、本研究の人工的な系を利用し、ヘアピン RNA による trans-acting RNAi と、それによ

って活性化される cis-acting RNAi を用いて、Epe1 の機能を明らかにすることを試みた。 
ヘアピン RNA によって trans-acting RNAi を行う際には、ヘアピン RNA の dsRNA部分

を Dcr1 がプロセシングすれば siRNA が産生されるため、Epe1 が欠失しても ade6-hp II か
らの ade6 siRNA産生は失われない（図 3-17)。そこでまずこの trans-acting RNAi を用いる

ことで、siRNA を介して ade6+ mRNA 遺伝子上にヘテロクロマチン形成を誘導する際に、

Epe1 の有無がどのように影響するのか解析を行った。その結果、Epe1 の欠失により、

ade6+x1 アリル及び ade6+x8 アリル両方において trans-acting RNAi を介したヘテロクロマチ

ン形成が効率的に誘導されるということが明らかになった（図 3-30）。この結果は、

siRNA が trans に供給される場合、Epe1 は RNAi 経路を介したヘテロクロマチン形成に必

C D E

図3-29. Epe1 OPはRepeat-induced RNAiにより形成されていたヘテロクロマチンを除去する。
(A）Repeat-induced RNAiがヘテロクロマチンを維持しているade6+x8アリルを持つ株とEpe1 OP株を接合によって組み合わ
せた時のサイレンシングアッセイの結果を示す。コントロールとして、同じ接合体の由来でade6+x8アリルを受け継いだ
野生型細胞の結果も角括弧で並べて示した。(B）(A)の細胞を用いたade6+におけるH3K9meのChIP-qPCR。Epe1 OPによっ
てade6+x8アリルからH3K9meが完全に除去されたことが分かる。この実験は図4Fと並行して行われたため、野生型細胞
（wt）についてはそれと同じデータが示されている。エラーバーはSEMを表し、独立した3回の実験から算出した。
(C)(D)(E), Epe1 OP（epe1+の内因性プロモーターをPurg1 [29]で置換した場合と更に高レベルのEpe1 OP（マルチコピープ
ラスミドpREP41[30]から発現）を行なった場合の影響の比較。(C）それぞれの条件におけるepe1+mRNA発現量をqRT-
PCRで測定した結果を野生型細胞に対する相対量で示す。(E）dh ncRNAのqRT-PCRの結果を野生型細胞に対する相対量
で示す。(F）dhにおけるH3K9meのChIP-qPCRの結果を野生型細胞に対する相対量で示す。

C D E

図3-29. Epe1 OPはRepeat-induced RNAiにより形成されていたヘテロクロマチンを除去する。
(A）Repeat-induced RNAiがヘテロクロマチンを維持しているade6+x8アリルを持つ株とEpe1 OP株を接合によって組み合わ
せた時のサイレンシングアッセイの結果を示す。コントロールとして、同じ接合体の由来でade6+x8アリルを受け継いだ
野生型細胞の結果も角括弧で並べて示した。(B）(A)の細胞を用いたade6+におけるH3K9meのChIP-qPCR。Epe1 OPによっ
てade6+x8アリルからH3K9meが完全に除去されたことが分かる。この実験は図4Fと並行して行われたため、野生型細胞
（wt）についてはそれと同じデータが示されている。エラーバーはSEMを表し、独立した3回の実験から算出した。
(C)(D)(E), Epe1 OP（epe1+の内因性プロモーターをPurg1 [29]で置換した場合と更に高レベルのEpe1 OP（マルチコピープ
ラスミドpREP41[30]から発現）を行なった場合の影響の比較。(C）それぞれの条件におけるepe1+mRNA発現量をqRT-
PCRで測定した結果を野生型細胞に対する相対量で示す。(E）dh ncRNAのqRT-PCRの結果を野生型細胞に対する相対量
で示す。(F）dhにおけるH3K9meのChIP-qPCRの結果を野生型細胞に対する相対量で示す。
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要ないということを示していた。そして野生型細胞よりも epe1∆においてより効率的にヘ

テロクロマチンが形成されるというこの結果は、siRNA は本来 ade6+x1 アリルが標的であ

っても効率的にヘテロクロマチン形成を誘導することができるが、Epe1 によってそのヘ

テロクロマチン形成が抑制されているということを示していた。 
 次に私は cis-acting RNAi の活性化に Epe1 の欠失が及ぼす影響の解析を行った。これま

での解析の結果、野生型細胞の場合、trans-acting RNAi によって ade6+x8 アリルでのみ異

所的なヘテロクロマチン形成が誘導され、同時に顕著な二次型 siRNA の産生が確認され

ることが分かっている（図 3-21, 図 3-23）。一方で epe1∆では、trans-acting RNAi によっ

て、ade6+x1 および ade6+x8 アリルの両方において、異所的なヘテロクロマチン形成が誘

導された（図 3-31）。しかし、siRNA解析を行ったところ、これらの異所的ヘテロクロマ

チンでは、たとえ ade6+x8 アリルであっても、野生型で見られるような二次型 siRNA産生

が誘導されていないことが明らかになった（図 3-31）。この結果は、Epe1 は cis-acting 
RNAi を活性化するために必要であることを示していた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(図 3-30)次ページに続く 
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図3-30. Epe1はtrans-acting RNAiによるヘテロクロマチン形成を抑制する。 
ade6-hp IIを用いたtrans-acting RNAiのサイレンシングアッセイ。(A) ade6+x1アリル株と(B) ade6+x8アリル株の表記された
変異体における結果を示す。本文中にあるように、epe1+の欠損はヘテロクロマチンの不安定化を引き起こし、赤白の
variegation phenotypeを伴う（図3-28も参照）。このようなepe1∆細胞の特徴は、サイレンシングアッセイによるヘテロク
ロマチンの確立と維持の評価に影響を与える可能性がある。そのため、本実験ではヘアピンRNA発現誘導直後の細胞を
用いて、ヘテロクロマチン形成の確立のみを評価している。計測に用いたコロニーの数は括弧内に記した。

(C)(D) (A)と(B)の細胞を用いてH3K9meのChIP-qPCRを行った際の、 ade6+における結果を示す。エラーバーはSEMを表し、
独立した3回の実験から算出した。ヘアピンRNAによって産生されるsiRNAの量は、epe1∆またはEpe1 OPによって影響さ
れないことに留意（図3-17）。

図3-31. Epe1はcis-acting RNAiの活性化に必要である。
ade6-hp IIによりヘテロクロマチン形成が誘導されたade6+x1, ade6+x8アリルを持つepe1∆株を用いて(A) ChIP-seqと
(B)small RNA-seqを行った際の、ade6+遺伝子とIII番染色体ペリセントロメア(一部抜粋)における結果を示す。
比較のため、野生型細胞の結果も示す(small RNA-seqに関しては図3-23と同一のデータを引用)。

A

図3-31. Epe1はcis-acting RNAiの活性化に必要である。
ade6-hp IIによりヘテロクロマチン形成が誘導されたade6+x1, ade6+x8アリルを持つepe1∆株の(A) ChIP-seqと
(B)small RNA-seqにおけおるade6+遺伝子とIII番染色体ペリセントロメア(一部抜粋)の結果を示す。
比較のため、それぞれepe1+細胞の結果も示す(small RNA-seqに関しては図3-23と同一のデータを引用)。

A
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3-13: 一部の株において ade6+ TSS 上流領域で siRNA 産生が確認される 
 
 一方、一連の実験を行なっている過程で、私は幾つかの株において ade6+TSS上流領域

において予期せず siRNA産生が検出されることに気がついた(図 3-32)。ade6+がリピート

になっていない場合、ade6 siRNA が産生されていない場合、Epe1 が存在しない場合

(epe1∆)でもその産生が確認されることから、この siRNA は本研究で解析している Repeat-
induced RNAi とは異なったメカニズムで産生されていると考えられた (考察 4-3 を参

照) 。 
 
 
 

 

(次ページ) 図3-32. 一部の株において、ade6+ TSS上流領域でsiRNA産生が検出される。
本研究で用いた一連の株において、ade6+アリル近傍領域にマッピングされたsiRNAの全体像を上段のパネルに示す。ま
たその拡大図を中央のパネルに示す。ade6+x1 wt + ade6-hp IIのトラック以外のトラックでは、100万リードあたりのカウ
ント数の表記は省略している。比較のため、同じ株を用いたH3K9meのChIP-seqの結果を下段に示す。ade6+x8アリル由来
のリードは、可視化を容易にするためにade6+x1コンストラクト上にマッピングした。この時、ade6+x8株はade6+遺伝子を
8コピー持っているため、これらの株のade6+におけるChIP-seqリードは8倍にスケールアップして示されている。オレン
ジの破線は、ade6-hp II（trans-acting RNAi）が標的とする領域を示す。緑の破線はade6+のTSSを示し、灰色の破線はade6+
アンプリコン(リピート単位）の両端を示す。また各パネルの下に、ade6+アリルと隣接する遺伝子であるnew25+とtam14+
の位置と方向を矢印で示している。ade6+x8 epe1∆ RまたはWの表記は、解析したクローンがそれぞれRed（ade6抑制）の
表現型を示す細胞由来であるか、White（ade6発現）の表現型を示す細胞由来であるかを示している。
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3-13:  H3K9me 修飾の伝達において、Epe1 はリピート依存的に真逆の役割を果たす 
 
 上記の結果は、trans-acting RNAi でヘテロクロマチン形成を誘導した際、ade6+x8 アリル

において Epe1 は cis-acting RNAi を活性化することでヘテロクロマチン形成を促進する役

割を担っていることを示していた。しかしながら対照的に、ade6+x1 アリルでは Epe1 存在

下でも cis-acting RNAi の活性化が見られず、ヘテロクロマチン形成も効率よく誘導されな

い(図 3-31)。この結果は、Epe1 による cis-acting RNAi の活性化は標的 mRNA 遺伝子がリ

ピートであることに依存的である可能性を示唆していた。ただし、Epe1 は H3K9me 結合

タンパク質 HP1ホモログ Swi6 を介してヘテロクロマチンに局在することが知られている

[25]。そのため、ade6+x1 アリルでは別の何らかの理由で H3K9me レベルが低いために

Epe1 が局在できず、その結果 cis-acting RNAi が活性化されないという、もう一つの可能

性も考えられた。そこでこれら 2 つの可能性を検証するために、次に私は ade6+x1 または

ade6+x8 アリルに既に存在する異所的ヘテロクロマチンに対して、Epe1 がどのように機能

するかを解析した。具体的には、epe1∆細胞において ade6-hp II による trans-acting RNAi
によって ade6+x1 または ade6+x8 アリル上に異所的ヘテロクロマチンを形成した後、接合

によって ade6-hp II を取り除くと同時に epe1+遺伝子を戻すという実験を行った（図 3-
33A）。コントロールとして、epe1+遺伝子を戻さず epe1∆のまま ade6-hp II を取り除いた細

胞では、ade6+x1 と ade6+x8 アリルの両方で異所的ヘテロクロマチンが維持されることが

確認された（図 3-33）。一方で epe1+遺伝子を戻した場合には、ade6+x1 アリルと ade6+x8
アリルの細胞でそれぞれ異なる結果が得られた。ade6+x1 アリルの細胞に epe1+遺伝子を戻

した場合、その接合で生じた全ての子孫が白色（ade6 発現）の表現型を示すコロニーを

形成し、この表現型と一致して ade6+x1 アリル上の異所的ヘテロクロマチンは完全に除去

されていることが明らかになった（図 3-33）。この結果とは対照的に、ade6+x8 アリルの細

胞に epe1+遺伝子を戻した場合、赤色-ピンク（ade6 抑制）の表現型を示す子孫が頻繁に出

現し、それらの ade6+x8 アリルにおける H3K9me レベルは元の状態が維持されていること

が明らかになった（図 3-33A,B）。これらの細胞を用いて RNAi 経路の活性化状態を確認し

てみると、ade6+x8 アリルにおいてのみ、epe1+遺伝子を戻した際に RNAi 因子の局在が増

加し、ade6 siRNA の自律的な産生が起きるようになることが確認された（図 3-33C）。以

上の結果から、Epe1 による cis-acting RNAi の活性化は mRNA 遺伝子のリピート数依存的

であり、また Epe1 が cis-acting RNAi を活性化しなかった場合には、Epe1 によってその領

域のヘテロクロマチンは除去されてしまうことが明らかになった。これらの結果は、

H3K9me 除去因子である Epe1 は、標的 mRNA 遺伝子のリピート数に応じて、「H3K9me
修飾の除去」と「RNAi 経路の活性化による H3K9me 修飾の維持」という相反する二つの

役割を果たしていることを示していた。 
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図3-33. H3K9meの伝達においてEpe1はリピート依存的に相反する二つの役割を果たす。
(A) ade6-hp IIによってヘテロクロマチン化されたade6+x1またはade6+x8アリルを保有するepe1∆の赤い表現型（ade6抑制）
のクローンを、親株のepe1+＋leu1-32細胞と接合することで、ade6-hpIIを取り除くと同時にepe1+遺伝子を戻す実験の模式図。
結果得られた各子孫クローンにおいて、ade6-hp IIが取り除かれた後も赤/ピンク色（ade6抑制）の表現型を維持する
クローンが出現した割合(%)を示す。括弧内は実際に検証した子孫数の内訳を示す。
(B)(C)この子孫クローンを用いて(B)H3K9me、(C)RDRC構成要素Rdp1のChIP-qPCR（上段）とade6 siRNAのノーザンブロッ
ト解析（下段）を行った結果を示す。エラーバーはSEMを表し、独立した3回の実験から算出した。

A B C

図3-33. H3K9meの伝達においてEpe1はリピート依存的に相反する二つの役割を果たす。
(A) ade6-hp IIによってヘテロクロマチン化されたade6+x1またはade6+x8アリルを保有するepe1∆株の赤/ピンク色
（ade6抑制）クローンを、親株のepe1+細胞と接合することで、ade6-hpIIを取り除くと同時にepe1+遺伝子を戻す模式
図。結果得られた各子孫クローンにおいて、ade6-hp IIが取り除かれた後も赤/ピンク色（ade6抑制）の表現型を維持
するクローンが出現する割合(%)を示す。括弧内は実際に検証した子孫数の内訳を示す。
(B)(C)次にこの子孫クローンを(B)H3K9me、(C)RDRC構成要素Rdp1のChIP-qPCR（上段）とade6 siRNAのノーザンブ
ロット解析（下段）に用いた結果を示す。エラーバーはSEMを表し、独立した3回の実験から算出した。
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第四章  
 
考察 
 
 真核細胞におけるヘテロクロマチンは反復配列上において形成される傾向があることが

古くことから指摘されてきたが、この結びつきを担う分子機構は未だ明らかになっていな

い。本研究ではモデル生物である分裂酵母を用い、タンデムリピートに配置された mRNA
遺伝子が、RNAi 経路を介したヘテロクロマチン形成を促進することを明らかにした。タン

デムリピートになった mRNA 遺伝子それ自身はヘテロクロマチン形成を誘導しないもの

の、一度 trans に siRNA が供給されると、標的 mRNA 遺伝子がリピートになっている時に

限り RNAi 経路が cis に siRNA を再生産し、その領域のヘテロクロマチンを維持するよう

になった。このリピートに配置された mRNA 遺伝子における自律的な RNAi 経路の活性化

は、標的 mRNA 遺伝子のリピート数と、ヘテロクロマチン下の転写ユニットを脱抑制でき

る H3K9me 除去因子 Epe1 に依存的であった。解析の結果、Epe1 は標的 mRNA 遺伝子がリ

ピートになっている場合、RNAi 経路を cis に活性化することでその領域のヘテロクロマチ

ン形成を促進する一方、標的 mRNA 遺伝子が単独で存在している場合はその領域のヘテロ

クロマチンを除去してしまうことが明らかになった。ヘテロクロマチンの Eraser がリピー

トの数によって相反する２つの役割を果たすという今回の結果は、「なぜ真核細胞では反復

配列においてヘテロクロマチン形成が促進されるのか」という問いに対して 1 つの解答を

示すものである。  
 
4-1 : Repeat-induced RNAi のモデルについて 
 
 「タンデムリピートになったmRNA遺伝子によってヘテロクロマチン形成が促進される」

という観点からみると、本研究における Repeat-induced RNAi は、これまで高等真核生物に

おける遺伝子導入時に観察される現象として報告されてきた RIGS を、分裂酵母を用いて

人工的な系で再現することに成功したものであると言える。上述したように、RIGS は様々

なモデル生物で報告されてきた真核生物における普遍的な現象である。しかし一方でその

メカニズムに関しては未だコンセンサスが得られておらず、現在までに幾つかのモデルが

提唱されている。これらのモデルで共通しているのが、タンデムに連なった mRNA 遺伝子

自体が、ヘテロクロマチン形成の直接的な原因になるという点である。具体的には、これ

らのモデルでは、タンデムに連なった mRNA 遺伝子が i) DNA-DNA 相互作、ii) 遺伝子量

の閾値の超過、iii) 異常な転写産物などの原因となり、こういった異常が細胞に認識される

ことで RIGS が起きる可能性が考えられている[43-45]。これに対し本研究は、タンデムに

なった mRNA 遺伝子それ自体はヘテロクロマチン形成の原因にはならないことを示す一

方で、cis-acting RNAi を促進するという特性があることを明らかにした。またこの特性に
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より、一度 siRNA が供給されれば、その領域におけるヘテロクロマチンは RNAi 経路によ

って自律的に維持されるようになるということを示した。このように、本研究で明らかに

なった Repeat-induced RNAi は、RIGS における新しい考え方の枠組みを提案している。 
 
4-1-1 :標的 RNA の局所濃度モデル 
 
 本研究の結果、Repeat-induced RNAi の成立はタンデムになった標的 mRNA 遺伝子のリピ

ート数に依存していることが明らかになった(図 3-27)。またこれと同時に、ヘテロクロマ

チン領域に存在する mRNA 遺伝子を脱抑制することができる H3K9me 除去因子 Epe1 も、

その活性化に必要であることが明らかになった(図 3-28)。これらの結果から考えられるモ

デルは、ヘテロクロマチン領域下にリピートになった標的 mRNA 遺伝子が存在している場

合、Epe1 による脱抑制によって RNAi 経路に必要な標的 RNA を十分量供給することが可

能となり、その結果、その領域における cis-acting RNAi が促進されるというものである。

加えて ade6+x(8+1)株を用いた解析から、タンデムリピートになった mRNA 遺伝子が RNAi
経路を促進する効果は、そのコピー数に依存しているのではなく、標的 mRNA 遺伝子がゲ

ノム上の一箇所にまとまって存在していることが重要であることが示された(図 3-22)。こ

れらの結果を併せて考えると、タンデムリピートのようにゲノム上の一箇所に標的 mRNA
がまとまっている場合にのみ、Epe1 による脱抑制が標的 RNA の濃度を核内で局所的に高

めることが可能になるというのが最も蓋然性が高い説明だと考えられる(図 4-1)。先行研究

において、RNAi 経路を介したヘテロクロマチン形成には標的 mRNA 遺伝子の転写が必要

である一方、その転写活性が強すぎるとヘテロクロマチン形成に対して逆効果であること

が報告されている[46]。標的 mRNA 遺伝子がタンデムリピートであることによって、一つ

一つの転写量は低いまま、RNAi 経路に十分量の標的 RNA を供給することができるという

このモデルは、不活性なヘテロクロマチン領域の形成にその領域の転写が必要という RNAi
経路の矛盾をうまく説明することができる。 
 注目すべきことに、本研究と同じく、ヘアピン RNA による trans-acting RNAi を用いた以

前の研究によると、i) 標的 mRNA 遺伝子の 3’UTR を破壊した場合や、ii) 転写終結や、新

生 RNA のクロマチン上からの解離に欠損が出る Pol2 結合因子複合体 Paf1C の変異体にお

いては、標的 mRNA 遺伝子が単独で存在する状態でも RNAi 経路を介したヘテロクロマチ

ン形成が促進されることが報告されている[18, 42]。これらの結果は転写終結異常等によっ

て新生 RNA がクロマチン上に保持されることによっても、RNAi 経路を介したヘテロクロ

マチン形成が促進されることを示唆している。特に Paf1C 変異体の研究では、一度 trans-
acting RNAi によって ade6 mRNA 遺伝子上にヘテロクロマチンが形成されると、ヘアピン

RNA による siRNA の供給がなくなった後も、そのヘテロクロマチンは体細胞分裂、減数分

裂を経て維持されるようにみえる結果が報告されている[18]。この結果は、Paf1C変異体に

おいては、単独で存在する ade6 mRNA 遺伝子上で Repeat-induced RNAi と同様、自律的な

cis-acting RNAi が確立することを示唆している。この結果は、転写終結異常等によって新
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生 RNA がクロマチンから解離するステップが欠損すると、核内における標的 RNA の局所

的な濃度が増加することで、タンデムになった mRNA 遺伝子と同じ効果を生み出すのでは

ないかということを想像させる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
一方最近の研究で、ヘアピン RNA の代わりに、ユークロマチン領域の一部をまるごとセン

トロメア近傍領域のヘテロクロマチン領域に挿入するという方法で trans な siRNA を産生

した結果が報告されている[21]。この場合、挿入した領域に該当するユークロマチン領域に

異所的なヘテロクロマチン形成が一度でも誘導されると、その後は trans な siRNA がなく

なっても、その領域のヘテロクロマチンが維持されるということが示されている。注目す

べきことに、この時の異所的なヘテロクロマチンの維持はその領域内に存在する隣り合っ

た遺伝子群からの自律的な siRNA産生を伴っている[21]。論文の著者らはこの siRNA の産

生に Epe1 が必要かどうかの検討は行っていないため、Repeat-induced RNAi に沿った考え

方をして良いのはまだ未確定であるものの、この結果は、複数種の siRNA がゲノム上で隣

接する複数種の標的 mRNA 遺伝子を認識した場合、その標的 mRNA 遺伝子群は今回の研

究におけるリピートになった mRNA 遺伝子と同様に機能し、自律的な cis-acting RNAi を確
立するのではないか、ということ想像させる(図 4-2)。 
 

図4-1. H3K9me除去因子Epe1を介したRepeat-induced RNAiのモデル図。
サイレントなヘテロクロマチン下に標的mRNA遺伝子が独立して存在する場合、
Epe1による脱抑制はRNAiマシーナリーが認識するのに十分量の標的RNAを供給
できず、その結果H3K9meは除去される。一方、標的mRNA遺伝子がリピートに
なって存在している場合、Epe1による脱抑制によってRNAiマシーナリーが認識
するのに十分量の標的RNAが供給され、その結果、その領域にH3K9meが補充さ
れてヘテロクロマチンは維持されることになる。
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4-1-2 :重合体としてのリピート mRNA 遺伝子と核膜吸着モデル 
 
 上記のような標的 RNA の局所濃度モデルとは別に、リピートになった mRNA 遺伝子そ

れ自体がもつ物質的特性も、何らかの形で RNAi 経路を介したヘテロクロマチン形成に寄

与している可能性がある。本研究で示した Repeat-induced RNAi は、これまで dg/dh 配列と

いう特殊な ncRNA 転写ユニットに基づく現象であった RNAi 経路を介したヘテロクロマ

チン形成を、「タンデムに配置された mRNA 遺伝子」という非常に単純な形にして再現し

たものであるといえる。このような単純化は、これまで RNAi 経路を介したヘテロクロマ

チン形成には難しかった生物物理学的なアプローチを可能にすると思われる。私は本研究

に基づき、北海道大学創成研究機構化学反応創成拠点(WPI-ICReDD)の山本哲也特任准教授

と共同研究を行い、生物物理学の理論を用いたRepeat-induced RNAiのモデル構築を試みた。

その結果、リピートになった mRNA 遺伝子を構成ユニットの重合体としてみなすことで、

その siRNA 産生におけるアドバンテージを説明できる可能性が示唆された[47]。具体的に

は、重合体はその構成ユニットの数が増えるほど表面吸着が促進するという物性を持つと

いうソフトマター物理学の理論と、先行研究において Dcr1 が核膜に局在にしていることが

報告されていることに着想を得て、mRNA 遺伝子がリピートになることで核膜への吸着効

率が増し、その結果 siRNA 産生が促進されるというモデルを構築した [47] 。この理論は

幾つかの前提の上に成り立っているものの、本研究における実験結果をうまく説明してお

り、リピートとなった mRNA 遺伝子で RNAi 経路を介したヘテロクロマチン形成が促進さ

図4-2.複数のsiRNAがゲノム上で隣接する標的mRNA遺伝子を認識した場合の模式図。
ゲノム上で互いに隣接した複数の標的遺伝子に対し、それぞれに対応する複数のsiRNAが同時に産生された場合、
タンデムリピートに配置された単一の標的遺伝子の時と同じように、自律的なcis-acting RNAiを可能にするかもしれない。

図4-2.複数のsiRNAがゲノム上で隣接する標的mRNA遺伝子を認識した場合の模式図。
ゲノム上で互いに隣接した複数の標的遺伝子に対し、それぞれに対応する複数のsiRNAが同時に産生された場合、
タンデムリピートに配置された単一の標的遺伝子の時と同じように、自律的なcis-acting RNAiを可能にするかもしれない。
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れる理由を別の視点から説明している。このモデルは前節のモデルと背反するものではな

く、両者の効果が同時に寄与している可能性も考えられる。昨今、ヘテロクロマチンと相

転移の関係性について指摘する論文が相次いでいる。プロモーターの強さ、mRNA 遺伝子

の長さ、リピートの数など各種パラメータを任意に設定することが出来る Repeat-induced 
RNAi は、今後こういった生物物理学的な視点から RNAi 経路を介したヘテロクロマチン形

成を解析する際に良い研究対象となる可能性がある。 
 
4-2 : Repeat-induced RNAi は H3K9me の補充と除去のバランスの上に成り立っている 
 
 注目すべきことに、Epe1 OP は dg/dh 配列においては RNAi 経路の過剰な活性化を引き起

こす一方で、ade6+x8 アリルにおける Repeat-induced RNAi では過剰な活性化を誘導せず、

むしろ H3K9me 修飾を取り除いてしまった(図 3-29A,B）。この結果は、Repeat-induced RNAi
を介したヘテロクロマチン形成が、RNAi 経路による H3K9me の補充と、Epe1 による

H3K9me 除去のバランスの上に成り立っていることを如実に示している。通常の Epe1 の発

現レベルでは ade6+x8 アリル上の Repeat-induced RNAi における H3K9me の補充と除去はバ

ランスが取れている一方、Epe1 を過剰発現するとこのバランスが崩れ、H3K9me の除去が

優勢になるのだと考えられる。一方で、dg/dh 配列における RNAi 経路においても、Epe1 OP
によって RNAi 経路が過剰に活性化されるにも関わらず、その領域の H3K9me量の増加は

確認されなかった（図 3-2）。また更に Epe1 OP のレベルを増加させると、dg/dh 配列におけ

る H3K9me が減少することが確認されている（図 3-29C, D, E）[25]。この結果は、Repeat-
induced RNAi と同様、dg/dh 配列における RNAi 経路も、H3K9me の補充と除去のバランス

の上に成り立っていることを示唆している。このバランスがどこで成立するかは、Epe1 の

量、リピート数、および標的 RNA の性質といった要因が影響を与えると考えられる。 
 
4-3 : ade6+アリル上流領域で検出される siRNA について 
 
 留意すべきこととして、small RNA-seq解析の過程で、幾つかの株で ade6+ TSS の上流に

少ないながらも有意なレベルで siRNA が産生されていることが確認された(図 3-32)。これ

らの siRNA は ade6+x1株（ade6+x1 epe1∆ +ade6-hp II）でも検出されたことから、その産生

はリピートになった ade6+遺伝子アリルの構造に由来している訳ではないことが示唆され

た。更に、これらの siRNA は ade6 siRNA が産生されていない状況下でも検出されたこと

から、ade6 siRNA の産生とは独立したメカニズムに由来していることが示唆された

（ade6+x8 epe1∆ R hairpin-removed）。その一方で、dcr1∆によってこの siRNA産生は消失す

ることから、RNAi 経路による siRNA産生であることは間違いないと考えられた（ade6+x8 
dcr1∆  hairpin-removed）。注目すべきことに、ade6+ TSS の上流で siRNA産生が確認される

株を調べてみると、その領域が高いレベルの H3K9me 修飾で覆われている、という共通点

があった(図 3-32, 下段)。このことから考えられる説明としては、H3K9me はそれ自身で
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RDRC のヘテロクロマチン局在を促進する性質があるため[16, 17]、ade6+アリルに形成され

た異所的ヘテロクロマチンに向かって外側のユークロマチン領域から流れ込んでくるよう

な転写が起きた場合、その転写産物が ade6+アリルに形成されている異所的ヘテロクロマチ

ンに局在している RDRC によって認識され、このような siRNA の産生に至っているという

可能性が考えられた。実際、ade6 アリルに向かってこのような転写を起こす可能性のある

遺伝子の候補としては new25+遺伝子などがあるが、これらの株ではこの遺伝子は H3K9me
に覆われておらず、転写が起きていることが予想された。 
 上記の仮説を支持する一つの根拠としては、ade6+ TSS 上流の siRNA の有無が ade6+x8 
epe1∆ hairpin-removed クローンの赤（ade6 抑制）と白（ade6 発現）の表現型と連動してい

ることが挙げられる（図3-32,  ade6+x8  hairpin-removed epe1∆ RまたはW）。理屈上、ade6+x8
株は、その ade6+コピーのうちの 1 つが脱抑制されただけでも、細胞は白い（ade6 発現）表

現型のコロニーを形成する。ChIP-seq の解析上では H3K9me 量は W 株と R 株であまり変

わらないように見えるが、この ade6+x8 epe1∆ W株の白い表現型は ade6+x8 アリルのコピー

の一つが H3K9me 修飾を失い脱抑制していることを示唆している(ChIP-seq 解析では

ade6+x8 アリルにおける各 ade6+コピーの H3K9me レベルを区別できないことに留意)。よっ

て、ade6+x8 epe1∆ R で存在する ade6+ TSS上流の siRNA が ade6+x8 epe1∆ W では消失する

というこの結果は、ade6+ TSS上流の siRNA産生が ade6 アリルに形成されたヘテロクロマ

チンに起因していることを示唆している。具体的には、ade6+x8 epe1∆ W細胞では、外部か

ら流れ込んでくる転写に直面する ade6+x8 アリルの最も外側の ade6コピーが H3K9me 修飾

を失っているため、この siRNA の産生が見られなくなっている、といったことが予想され

る（図 4-3）。ヘテロクロマチン領域の外側から転写を起こして標的 RNA を供給すること

でも、siRNA 産生を誘導することが出来る可能性がある、というこの考察に立って考える

と、Epe1 とリピートになった標的 mRNA 遺伝子という組み合わせは、標的 RNA の供給を

ヘテロクロマチン内部で成り立たせるための仕組みであると解釈することができる。 
 
 

 
(次ページ、図 4-3)  
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図4-3. epe1∆の表現型とade6+アリル上流でのsiRNA産生が連動することを説明する仮説
epe1∆ R (Red, ade6+抑制) と epe1∆ W (White, ade6+発現) の表現型クローンにおける予想される異所的ヘテロクロマチン
の分布とそれに伴うsiRNA産生メカニズムを示す。 epe1∆ Rにおいてnew25+から流れ込んでくるRead-through 転写産物
がade6+x8アリルに形成されているヘテロクロマチンに到達すると、その領域にH3K9me依存的に呼び込まれている
RDRCに認識され、siRNA産生に至る。一方、 epe1∆ Wでは一番外側のade6+コピーが脱抑制しており、Read-through転
写産物はヘテロクロマチンに到達できない。
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（図 4-3、続き） 

 
 
 
4-4 : dg/dh 配列における RNAi と Repeat-induced RNAi の比較 
 
4-4-1 : dg/dh 配列のみが持つ特徴について 
 
 dg/dh 配列において RNAi 経路がヘテロクロマチン形成を促進していることが明らかに

なって以来、何故 dg/dh から転写される ncRNA が RNAi 経路の標的になっているのか、と

いう問いはこの分野の重要なテーマの一つであった。これまでの研究により、dg/dh 配列は

通常の mRNA 遺伝子とは異なる幾つかの特徴を持っていることが報告されてきた。これに

はヘテロクロマチン耐性プロモーターの存在 [9, 41]、センス鎖アンチセンス鎖の両鎖が転

写される双方向性転写[48]などが含まれ、こういった特徴は dg/dh 配列が RNAi 経路の標的

として機能することに関与していると考えられてきた。また、これらの特徴に加えて、dg/dh 
ncRNA のスプライシングが RNAi 経路の活性化に寄与する可能性も指摘されている[49]。 
  本研究で行った 5’RACE解析により、性決定領域における dg/dh 配列である cenH 配列

には、Epe1非依存的なヘテロクロマチン耐性 TSS（major TSS）と、Epe1依存的なヘテロ

クロマチン感受性 TSS (widespread TSSs)の 2 種類の TSS が存在していることが明らかにな

った。このうち Epe1 非依存的なヘテロクロマチン耐性 TSS は、セントロメア近傍領域の

dg/dh 配列において以前報告されたヘテロクロマチン耐性プロモーターのカウンターパー

トだと思われる[9, 41]。一方で、本研究で行ったプラスミドベースのミニ染色体を用いた

cenH配列の truncation 解析により、widespread TSSのみを含む cenH領域の断片のみでRNAi
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図4-3. epe1∆の表現型とade6+アリル上流でのsiRNA産生が連動することを説明する仮説
epe1∆ R (Red, ade6+抑制) と epe1∆ W (White, ade6+発現) の表現型クローンにおける予想される異所的ヘテロクロマチンの分布とそれに伴う
siRNA産生メカニズムを示す。 epe1∆ Rにおいてnew25+から流れ込んでくるRead-through 転写産物がade6+x8アリルに形成されているヘテロ
クロマチンに到達すると、その領域にH3K9me依存的に呼び込まれているRDRCに認識され、siRNA産生に至る。一方、 epe1∆ Wでは一番外
側のade6+コピーが脱抑制しており、Read-through転写産物はヘテロクロマチンに到達できない。
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経路を介したヘテロクロマチン形成を確立できることが明らかになった(図 3-12)。この結

果は、Epe1非依存的なヘテロクロマチン耐性 TSS は RNAi を介したヘテロクロマチン形成

には必須ではないことを意味していた。同じくプラスミドベースのミニ染色体を用いた以

前の研究で、ヘテロクロマチン耐性プロモーターが RNAi 経路を介したヘテロクロマチン

形成に必要であるとの報告があるが[41]、論文中に記載されているプライマー情報を確認

したところ、プライマー位置の誤認に起因した誤った結論であることが確認された。 
 本研究で作成したタンデムリピートになった ade6 アリルにおいては、少なくともノーザ

ンブロット 解析や RT-PCR解析でみる限り、リピート特異的なアンチセンス転写産物は確

認されなかった(図 3-15)。ade6+リピートからこういった異常な転写産物が産生されていな

いことを完全に証明することは不可能であるが、Repeat-induced RNAi における siRNA産生

パターンが ade6 遺伝子の転写ユニットと一致しているという結果は(図 3-25)、ade6 mRNA
自体がその標的になっていることを示唆している。また今回 Repeat-induced RNAi の標的遺

伝子として用いた ade6+遺伝子は、イントロンを持っていない mRNA 遺伝子である。した

がって、本研究において、リピートになった ade6+mRNA 遺伝子で Repeat-induced RNAi が
成立することが示されたことによって、上記で挙げた dg/dh ncRNA の特徴、ヘテロクロマ

チン耐性プロモーターの存在、センス鎖アンチセンス鎖の双方向転写、そしてスプライシ

ングは、RNAi 経路を介したヘテロクロマチン形成に必須ではないことが明らかになった。

これらの特徴は、本研究でヘアピン RNA によって代替されている初期型 siRNA の産生や、

標的 RNA が RNAi 因子にもっと効率的に認識される仕組みに関与している可能性がある。

実際先行研究によって、RDRC が欠損した細胞においても dg/dh 配列から siRNA が産生さ

れていることが報告されており、dg/dh 配列はそれ自身に初期型 siRNA を産生する仕組み

を内包していることが予想される[42]。また、本研究の解析では dg/dh 配列全体で ncRNA
が転写される widespread TSS の存在が確認されたが、先行研究によれば dg/dh siRNA の産

生領域は dg/dh 配列の一部の領域に限定されていることが報告されており[50]、dg/dh 
ncRNA の一部の集団はより効率的に RNAi 因子に認識される仕組みを持っている可能性が

予想される。 
 
4-4-2 :「widespread TSS を持つ転写ユニット」と「タンデムリピートの mRNA 遺伝子」の

類似性について 
 
 dg/dh 配列おける RNAi 経路とタンデムリピートになった mRNA 遺伝子における Repeat-
induced RNAi を比較する際に、転写ユニットの存在様式の違いが重要なポイントとして挙

げられる。タンデムリピートになった mRNA 遺伝子は、その名の通り、プロモーター領域、

5’UTR, ORF, 3’UTR, 転写終結点を含む領域がアンプリコン(単位配列)としてリピートにな

ることで構成されている。本研究において、Epe1 によって誘導される転写産物はヘテロク

ロマチン下の DNA 配列に依存していることが示されていることから(図 3-11)、Repeat-
induced RNAi によるヘテロクロマチン形成が起きている際に Epe1 によって産生される標
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的 mRNA はこの転写ユニットに沿ったものになっていると予想される。一方で dg/dh 配列

の場合、タンデムリピートになった mRNA 遺伝子に相当した役割を担っていると考えられ

るのは widespread TSS という特徴だが、この widespread TSS が具体的にどのような転写産

物を産生しているかは現段階では不明である。これを解明するには例えば Epe1 OP によっ

て dg/dh ncRNA の発現量を増加させた条件下で完全長 cDNA 合成を行い、ロングリードを

解析可能なナノポアや Pacbio と行った第三世代シーケンサーで塩基配列決定を行うことが

考えられる。ただし、dg/dh ncRNA の発現量は Epe1 OP条件下であっても他の mRNA 遺伝

子と比べて特段に高い訳ではないので、十分な解析を行うためにはかなりのリード数を読

む必要があると思われる。予備的な実験として、私は Epe1OP 株で完全長 cDNA ライブラ
リーを作成後、SLIP と呼ばれる方法で dh や cenH 由来の cDNA クローンを選択的に濃縮

し、その塩基配列の決定を試みている。しかし、この方法では計二十個程度の cDNA の塩

基配列の決定に成功した程度で、その全体像を把握することは出来なかった。この解析で

確認できた事実としては、同一の転写開始点から転写されている ncRNA が異なった転写終

結点で終わる場合があることや、異なった転写開始点から転写されている ncRNA が同一の

転写終結点で終わっているものが存在するということであった。先行研究において、RNAi
経路が欠損している細胞を用いて PolyA-seq 解析を行い、転写終結点をプロファイリング

した実験では、dg/dh 配列内に複数の転写終結点が検出されたことが報告されている[42]。
また、このこと一致して、本研究で行った cenH ncRNA の 3’RACE解析においても、解析

領域中に複数の転写終結点が検出された(図 3-9)。これらの結果から推測するに、dg/dh 
ncRNAの実体は、widespread TSSから転写されたRNAが dg/dh配列内に複数存在する polyA
サイトにおいて、ランダムに転写終結したヘテロな集団であることが予想される。 
 このような ncRNA が転写されていることが予想される dg/dh 配列がどのようにタンデム

リピートになった mRNA 遺伝子と同等の機能を果たしているのか、そのメカニズムはやは

り widespread TSS という特徴と関連していると予想される。CAGE-seq の結果によれば、

widespread TSS は dg/dh 配列全体に偏在しており、実際に 5’RACE で cenH ncRNA の詳細な

解析を行った場合も、検出された最も近い隣接した TSS 間の距離はわずか 3 bp であること

が確認された(図 3-9)。理屈上、このように非常に近接した TSS から転写が起きると、それ

らの TSS から産生される ncRNA は互いに同じ配列を含むことになる。このことが、タン

デムになった mRNA 遺伝子と同様に、ヘテロクロマチン存在下で標的 RNA の濃度を局所

的に高くする効果を持つ理由である可能性が考えられる。 
 留意しなければならないのが、そもそも dg/dh 配列は種を超えて高度に保存されている

ような特別な配列ではないことである。分裂酵母の近縁種ですらこの配列は保存されてお

らず、これらの近縁種におけるセントロメア近傍領域の配列は、他の塩基配列からなるリ

ピート配列やトランスポゾンのクラスターによって構成されている[51]。dg/dh 配列の由来

は正確には明らかになっていないが、この配列も元々はトランスポゾンに由来している可

能性が提案されている[52]。本研究によって、タンデムリピートになった mRNA 遺伝子で

RNAi 経路を介したヘテロクロマチン形成が成立することが明らかになったことを考える
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と、dg/dh 配列も当初は転写ユニットが連なったような単純な構造をしていたのが、進化の

過程で最適化され、RNAi 経路に必要な要素のみから構成される特殊な転写ユニットに変

化していった可能性が予想される。 
 
 
4-5 : Repeat-induced RNAi の普遍性について 
 
4-5-1:RNAi 経路を介したヘテロクロマチン形成機構の普遍性について  
 
 分裂酵母は、RNAi 経路を介したヘテロクロマチン形成の研究が最も進んでいるモデル

生物の一つである。RNAi 機構自体は広く真核生物に保存されていることが知られており、

分裂酵母で見られるような siRNA を介したヘテロクロマチン形成機構は他の多くの真核生

物にも存在していることが予想される。実際、特に植物においては分裂酵母における RNAi
経路を介したヘテロクロマチン形成機構と非常に似たメカニズムが存在することが知られ

ており、その研究が進められている。しかしその一方で、ヒトを含む哺乳類においては、

RNAi 経路を介したヘテロクロマチン形成機構の研究はあまり進んでいないのが実情であ

る。分裂酵母を用いた研究で、RNAi 因子を欠失した細胞でセントロメア近傍領域のヘテロ

クロマチンが欠損することが明らかになった後[48]、哺乳類細胞を用いて RNAi 経路を欠損

した時に同様の影響が見られるかどうかの解析が行われたが、この時、そこまで明確な結

果が得られなかったことが、その後研究があまり進まなくなった原因の一つであると思わ

れる[53. 54]。また、RIGS における RNAi 経路の関与については、ハエや線虫、そして植物

においては RIGS に RNAi 因子が関与していることを示唆する研究結果が報告がされてい

る一方 [44, 55, 56]、アカパンカビや哺乳類細胞に関しては RNAi 経路の関与を否定する結

果が報告されている[57, 58]。気をつけなければならないのは、幾つかの異なった経路が冗

長に機能してヘテロクロマチンを維持している場合や、ヘテロクロマチンの自己伝播能自

体が何らかの仕組みで補強されている場合、単純に RNAi 経路を破壊しただけではその影

響が見えにくくなっているケースがあることである。今後更に研究が進むことで、RNAi 経
路を介したヘテロクロマチン形成がヒトを含む高等真核生物でどの程度保存されているの

か、明らかになってくると思われる。 
 
4-5-2:単純な反復配列における Repeat-induced RNAi についての考察 
 
 また、Repeat-induced RNAi の普遍性について考える際に特に考慮すべき点は、例えばヒ

トやマウスの染色体のセントロメア近傍領域に存在するサテライトリピートのような、特

定の塩基配列が繰り返される単純な反復配列においても、今回の Repeat-induced RNAi と同
様の機構が機能するかどうかということである。本研究は、分裂酵母の染色体のセントロ

メア近傍領域に存在している dg/dh 配列には、mRNA と同じコアプロモーター構造を持つ

傾向がある TSS が遍在しており(図 3-8)、そこから転写される ncRNA によって活性化され
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る RNAi 経路を介したヘテロクロマチン形成は、Epe1 依存的であること示した(図 3-1,2)。
この結果は、dg/dh 配列における RNAi 経路を介したヘテロクロマチン形成は、タンデムリ

ピートになった mRNA 遺伝子における Repeat-induced RNAi の言わば”変化形”であること

を示唆している。このような Repeat-induced RNAi の柔軟性を考えると、mRNA 遺伝子をコ

ードしていない単純な反復配列であっても、転写さえ起きるのであれば同様の機構が機能

するのではないかと予想される。実際、哺乳類細胞を用いた研究でも、セントロメア近傍

領域に存在するサテライトリピート由来の転写産物が確認されることが広く知られている。 
 
4-5-3: アンチサイレシング因子 Epe1 の普遍性について 
 
 本研究で明らかにされた Repeat-induced RNAi の最も興味深い点は、その成立に本来は逆

の役割を持つ H3K9me 除去因子 Epe1 が必要なことである。Epe1 はヒストン脱メチル化酵

素で共通してみられる JmjC ドメインを持っており、そのドメインのアミノ酸配列からは

ヒトにおける KDM2A/B のオーソログであると推測されている。しかし、その全長のアミ

ノ酸配列からみてオーソログと断定できる高等真核生物の遺伝子は現在のところ同定され

ていない。留意しなければならないのが、Epe1 は in vivo では明らかに H3K9me 除去の役

割を担っているものの[22, 23]、in vitro の実験ではその脱メチル化活性が検出されていない

ことである[59]。また一方で、Epe1 の N末端にはそれ単独で転写活性可能をもつドメイン

が存在するのではないかということが幾つかの論文によって指摘されている。その根拠は、

出芽酵母を用いた Y2H などの実験を行った際に、Epe1や Epe1 の N末端を DNA 結合ドメ

イン(bait)と融合させただけで、レポーター遺伝子の発現が観察されることなどに基づいて

いる[60, 61]。この結果と一致して、Epe1 の JmjC ドメインの変異体を過剰発現した時にも、

ヘテロクロマチン領域において転写活性化が起きることが報告されており、JmjCドメイン

の機能がその転写活性化に必須ではないことが示唆されている[28]。（ただしこの結果は、

「OP 条件下では」という条件付きであることに留意せねばならない。）このような背景が

あるため、実際のところ、Epe1 が H3K9me 除去することによってヘテロクロマチン領域内

の転写を活性化するのか、もしくは転写を活性化することによってヒストンのターンオー

バーが起き H3K9me が除去されるのか、現在のところ明確な結論は出ていない。 
 Epe1 がどのようにヘテロクロマチン領域の転写を促進しているのか、そのメカニズムを

明らかにする方法の一つとしては、Epe1 OP によってヘテロクマチン内部に挿入された

mRNA 遺伝子が脱抑制することを利用して(図 3-10)、その発現が再度抑制されることを指

標にした遺伝学的スクリーニングを行うことが挙げられる。このようなスクリーニングを

行うことで、Epe1 がヘテロクロマチン領域の転写を活性化するために必要なファクターX
だけでなく、Epe1 自体の変異体も多数単離することが出来る。この時、もし Epe1 に存在

する特定のドメインがその転写活性化能に必要だった場合、取れてくる Epe1変異体の変異

箇所がそのドメイン領域に集中することが期待された。実際にそのようなスクリーニング

を予備的に行った結果、私は多数の Epe1変異体を単離することに成功した。しかし、予想
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に反して、それらの変異体の変異箇所は Epe1 蛋白質の特定の領域に集中しておらず、その

全体に満遍なく散らばっていた。このような結果が得られた理由の一つは、Epe1 の挙動自

体が複雑な制御を受けていることに起因していると思われる。具体的な例としては、一見

Epe1 がヘテロクロマチンに局在することとは無関係に思われるような JmjC ドメインの点

変異体でも、Epe1 のヘテロクロマチン局在能が欠損してしまうことが先行研究によって報

告されている[61]。 
 一方で、この時のスクリーニングで、私は最終的に Swi6/HP1(T278A)という変異体の単

離にも成功している。T278A は、Swi6 の CSD（Chromo-Shadow Domain）と呼ばれる領域

のミスセンス変異体である。CSD は、HP1 ホモログ Swi6 がホモダイマーを形成するのに

必要なドメインで、そのダイマー形成により CSDドメイン領域にできるポケットは様々な

蛋白質と結合することが知られており、ヘテロクロマチン領域にエフェクターを呼び込む

プラットフォームとして機能すると考えられている。その後の解析で T278A変異体にはダ

イマー形成能に異常がないこと、ヘテロクロマチン領域における H3K9me量は野生株レベ

ルに維持されていること、Swi6 自体のヘテロクロマチン結合量は半減するものの維持され

ていることなどが確認されている[62]。このような Swi6変異体が Epe1 OP スクリーニング

で取れてくるということは、「Epe1 OP条件下による脱抑制においても」Epe1 が H3K9me 結

合因子である Swi6 を介してその機能を発揮していることを示唆している。このように、

H3K9me 除去因子が H3K9me 結合因子を介してその機能を発揮するという状況は、Epe1 が

どう H3K9me 除去能を発揮しているのかという問題を考える際にあたってより事態を複雑

化している。H3K9me 修飾、H3K9me 結合因子 Swi6、そして H3K9me 修飾除去因子 Epe1 の

関係性を明らかにするには、in vivo による解析だけでは不十分で、ヘテロクロマチンを部

分的に再現したような高度な in vitro の実験系が必要だと思われる。 
 一方で、Repeat-induced RNAi を成り立たせるには、ヘテロクロマチン下の DNA の転写

を活性化するような仕組みが必要なのであって、それが必ずしも H3K9me脱メチル化酵素

である必要はないと考えられる。実際、ヘテロクロマチン領域に直接基本転写因子を呼び

込むことでヘテロクロマチン領域の転写を誘導するアンチサイレシング機構の存在が植物

やハエで報告されており[63, 64]、このようなメカニズムは普遍的であることが予想される。

Epe1 もそういった機構の一つの形である可能性がある。このようなアンチサイレシング機

構を介して、今回明らかにした Repeat-induced RNAi と同様のメカニズムが高等真核生物に

おいても機能しているかどうかを明らかにするため、今後も更なる研究が期待される。 
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