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鲚鳎鲱鳀鳡鲧鳀�
真核⽣物鱳 DNA鱴鳊鲱鳀鳫鲷鳫鳉鲧質鱰巻鱒鱩鱉鱤鲧鳥鳖鲹鳫構造鲗鱭鲏、核鱰収納鱚鲑
鲐。鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫鱴凝縮鱜鱤構造鲗鱭鲏、転写鱰抑制的鱰機能鱞鲐。HP1鱴種鲗超鱍鱫
広鱔保存鱚鲑鱤鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫鲷鳫鳉鲧質鱬鱇鲏、鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫構成主因⼦鱭鱜鱫広鱔
知鲎鲑鱫鱉鲐。鱢鱳⼀⽅鱬、HP1鱳鳏鳥鲾鲢鳗鲧鲱解析鱐鲎鱴転写抑制因⼦以外鱳様々鱯鲷
鳫鳉鲧質鱭相互作⽤鱞鲐鱘鱭鱑知鲎鲑鱫鱏鲏、遺伝⼦発現抑制以外鱳機能鲗持鱩鱘鱭鱑知鲎鲑
鱫鱉鲐。分裂酵⺟鱴 2種類鱳接合型鲗鲇鱦、相同組換鱍鱰鲍鲐遺伝⼦変換鲗介鱜鱫、接合型鱑
⼀定鱳頻度鱬切鲏替鲔鲐。接合型変換鱰関鲔鲐領域鱳⼀部鱴鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫鲗形成鱜鱫鱉
鲐。分裂酵⺟鱰鱏鱉鱫 HP1鱴 Swi6鱳別名鱬古鱔鱐鲎知鲎鲑鱫鱉鲐遺伝⼦鱬鱇鲏、接合型変
換(mating-type switching)鱰関鲔鲐因⼦鱭鱜鱫同定鱚鲑鱤経緯鱑鱇鲐。swi6+遺伝⼦破壊株鱬鱴
鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫構造鱴崩壊鱞鲐鱑、分裂酵⺟鱳⽣育鱢鱳鲇鱳鱰鱴影響鲗与鱍鱯鱉。本研究鱬
鱴、多鱔鱳鲷鳫鳉鲧質鱭相互作⽤鱞鲐鱘鱭鱑知鲎鲑鱫鱉鲐 HP1/Swi6鱳⼆量体化鳁鳙鲜鳫鱰着
⽬鱜、鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫構造鱰鱴影響鲗与鱍鱯鱉鱑、⽣育阻害鱭接合型変換時鱰異常鱯組換鱍
鲗起鱘鱞、⾮常鱰特徴的鱯 swi6点変異体鲗単離鱜鱤。鱘鱳変異鱰鲍鲏 Swi6鱭相互作⽤鲗介
鱜鱫接合型遺伝⼦座鱰局在鱜、接合型変換鱰重要鱯機能鲇鱩鱘鱭鱑知鲎鲑鱫鱉鲐組換鱍関連鲷
鳫鳉鲧質鱳 Swi2鱭鱳相互作⽤鱑無鱔鱯鱨鱫鱉鱤。鱘鱳 Swi2鱳 Swi6結合鳚鲹鱅鳍鱳変異体鱬
鲇 Swi6変異体鱭同様鱳⽣育阻害鱑鱏鱘鲐。鱘鱳⽣育阻害鱴 Swi2-Swi6相互作⽤鱑鱯鱔鱯鱨鱤
鱭鱒 Swi2鱳 AT-hook motif依存的鱰起鱒鲐鱘鱭鱑明鲎鱐鱰鱯鱨鱤。AT-hook motif鱴 DNA結
合鱳鱤鲆鱳鳚鲹鱅鳍鱬鱇鲏 Swi2鱳接合型遺伝⼦座鱬鱳局在鱰重要鱬鱇鲐。鱚鲎鱰、⽣育阻害
鱴接合型遺伝⼦座鱳⼀部鱑重複鱜鱤構造(h+N型)鲗鲇鱩分裂酵⺟鱬特定的鱰鱏鱘鲐。以上鱳結
果鱴、⽣育阻害鱑重複鱜鱤接合型遺伝⼦座鱬鱳 Swi2鱳異常鱯局在鱰鲍鲐異常鱯組換鱍反応鱰
起因鱞鲐鱘鱭鲗⽰唆鱜鱫鱏鲏、Swi2-Swi6鱳相互作⽤鱭 AT-hook motif鱰鲍鲐 DNA認識鲗介
鱜鱤 Swi2鱳鲧鳥鳖鲹鳫局在機構鱰新鱜鱉視点鲗与鱍鲐鲇鱳鱬鱇鲐。鲃鱤、h+N型鱳分裂酵⺟
鱴接合型変換鱑起鱒鱟 P型鱳接合型鲗維持鱞鲐鱑、上記鱳 swi6点変異鱰鲍鲏接合型変換鱑鱏
鱒鲐鲍鱋鱰鱯鱨鱤。遺伝学的解析鱐鲎 swi6変異体鱬鱏鱒鲐接合型変換時鱳異常鱯組換鱍鱴
DNA鱳相同組換鱍関連鲷鳫鳉鲧質 Rad57鱰依存鱞鲐鱘鱭鱑明鲎鱐鱰鱯鱨鱤。接合型遺伝⼦座
鱰鱏鱖鲐鲪鳆鳘構造解析鲗⾏鱨鱤鱭鱘鲒、接合型変換鱑鱏鱒鱯鱉 h+N型鱳遺伝⼦座鱳鲪鳆鳘構
造鱐鲎接合型変換鱑鱏鱒鲐 h90型鱽鱳接合型遺伝⼦座鱳鲪鳆鳘構造鱽鱭遺伝⼦鱳再配列鱑起
鱒鱫鱉鱤。相同組換鱍鲷鳫鳉鲧質 Rad57鱑関鲔鱨鱫鱉鲐鱘鱭鲗考鱍鲐鱭、鱘鲑鱴相同組換鱍
鱳結果起鱒鱤遺伝⼦鱳再配列鱥鱭考鱍鲎鲑鲐。以上鱳鱘鱭鱐鲎 Swi6鱑正常鱯相同組鲄換鱍鲗
介鱜鱤接合型遺伝⼦座鱳遺伝⼦変換鱰鱏鱉鱫、相互作⽤鱞鲐鲷鳫鳉鲧質鱳制御鲗通鱜鱫統括的
鱰重要鱯役割鲗果鱤鱜鱫鱉鲐鱘鱭鲗⽰唆鱜鱫鱉鲐。 
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鲜鳫鳀鳥鲸鲧鲯鳟鳫�
1. 鳏鳥鲨鳡鳘鱚鲑鱤DNA⼆本鎖切断�
鲪鳆鳘 DNA鱴紫外線鲉放射線鱰鲍鲐外的要因鲉 DNA複製鱳鱯鱮鱳⽣命活動鱰伴鱋内的要
因鱰鲍鱨鱫、1⽇鱰数万回以上鲇 DNA損傷鲗受鱖鲐。DNA損傷鱳中鱬鲇、DNA鱳⼆本鎖切
断（DSB）鱴細胞鱰鱭鱨鱫特鱰有害鱬、DNA複製鱳停⽌鲉、転写鱳阻害、細胞死鲉鱑鲘化鲗
引鱒起鱘鱞。鱢鱳鱤鲆細胞鱴相同組換鱍鲉⾮相同末端修復鱯鱮様々鱯 DSB修復経路鲗鲇鱩。
⼀⽅鱬、細胞鱰鱭鱨鱫脅威鱬鱇鲐鱴鱟鱳 DSB鲗利⽤鱜鱫、鲪鳆鳘鱴遺伝的多様性鲗⽣鲄出鱜
鱫鱉鲐。鲀鱭鲘鱮鱳真核⽣物鱬鱴減数分裂期鱰鱴、Spo11鱭呼鱵鲑鲐鲍鱔保存鱚鲑鱤鲠鳫鳁
鳄鲧鳤鲚鱅鲴鱑発現鱜、染⾊体上鱰 DSB鱑複数鲗⽣鱝鱚鱠鲐。鱘鱳 DSB鱴相同染⾊体同⼠
鱬相同組換鱍鲗鱏鱘鱜、遺伝情報鱳交換鲗誘発鱞鲐[1]。鲃鱤、鳢鳫鳉球鱬鱴、RAG鲷鳫鳉鲧
質鱰鲍鲐部位特異的鱯 DSB鱳⽣成鱭、⾮相同末端結合( NHEJ )修復鱰鲍鲏抗体分⼦鱳遺伝情
報鱳多様化鱑起鱘鱨鱫鱉鲐[2]。 
鱘鱳鲍鱋鱰、細胞鱴鱇鲎鱐鱝鲆鳏鳥鲨鳡鳘鱚鲑鱤 DSB⽣成経路鲗持鱩鱘鱭鱑鱇鲐。本研究
鱬鱴鱢鱳中鱳⼀鱩鱬鱇鲐酵⺟鱳接合型変換鱰焦点鲗当鱫鱫鱉鱔。 
 
2. 鲧鳥鳖鲹鳫構造�
真核⽣物鱳 DNA鱴鳊鲱鳀鳫⼋量体鱰巻鱒付鱉鱫鳄鲧鳤鲢鲵鱅鳘鲗形成鱜、鳄鲧鳤鲢鲵鱅鳘
鱑集鲃鱨鱫鲧鳥鳖鲹鳫構造鱭鱯鲐。鲧鳥鳖鲹鳫構造鱴⼤鱒鱔鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫鱭鳞鱅鲧鳥鳖鲹
鳫鱰⼤別鱬鱒鲐。鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫鱴鳄鲧鳤鲢鲵鱅鳘鱑密鱰集鲃鱨鱫鱏鲏、転写抑制的鱬鱇
鲐。鳞鱅鲧鳥鳖鲹鳫鱴鳄鲧鳤鲢鲵鱅鳘鱑疎鱯状態鱬、転写鱑活発鱯領域鱬鱇鲐。 
鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫鱴鳊鲱鳀鳫脱鲚鲳鲹鳣化酵素 HDAC鱰鲍鲐鳊鲱鳀鳫鱳脱鲚鲳鲹鳣化鱭鳊
鲱鳀鳫鳙鲹鳣化酵素 Survar3-9鱰鲍鲐鳊鲱鳀鳫 H3鱳９番⽬鱳鳢鲰鳫鱳鳙鲹鳣化(H3K9me)鱰
鲍鱨鱫形成、確⽴鱚鲑鲐。出芽酵⺟鱬鱴 H3K9me化酵素鱑存在鱠鱟、HDAC鱳鲭鱅鲹鳝鲜鳫
鲷鳫鳉鲧質群鱰鲍鲐鳊鲱鳀鳫鱳脱鲚鲳鲹鳣化鱰鲍鱨鱫鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫鱑形成、確⽴鱚鲑鱫鱉
鲐。分裂酵⺟鲉鳊鳀、鳖鲞鲱鱯鱮鱬鱴、HDAC鲉 Survar3-9鱳鲀鱐鱰鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫鲷鳫鳉
鲧質 HP1鱑 H3K9me鲗認識鱜鱫、様々鱯鲭鲜鳤鳫鲯鳫鲨鲠鳍鲟鲧鲷鱅鲗呼鱸込鲅鱘鱭鱬鳐鲾
鳥鲧鳥鳖鲹鳫鲗安定鱰維持鱜鱫鱉鲐。 
鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫構造鱴単鱰遺伝⼦発現抑制鱥鱖鱬鱯鱔、正常鱯染⾊体分離[3], [4]鲉鳀鳡鳫
鳕鲶鳫鱳転移抑制[5]鲉核内鱬鱳鲪鳆鳘鱳空間配置制御鱯鱮様々鱯機能鲇鲇鱩。本研究鱬⽤鱉
鲐分裂酵⺟鱰鱏鱉鱫鱴、鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫鱰鲍鲐三次元的鱯構造鱭後述鱞鲐接合型変換時鱰鱏
鱖鲐組換鱍鱑密接鱰関鲔鲐鱘鱭鱑報告鱚鲑鱫鱉鲐[6]。 
次鱳項鱐鲎鱴出芽酵⺟鱳接合型変換、分裂酵⺟鱳接合型変換鱭歴史的鱰発⾒鱚鲑鱤順序鱬説
明鱞鲐。 
 
3. 出芽酵⺟鱰鱏鱖鲐接合型変換�
酵⺟鲗鳚鲿鳣⽣物鱭鱜鱫⽤鱉鱤研究鱴、複製、組換鱍、鲠鳌鲰鲟鳅鲾鲛鲧鲱鱯鱮鱳分野鱰⼤
鱒鱯知⾒鲗与鱍鱫鱒鱤。酵⺟鱳接合型変換鱳研究鲇鱢鱳⼀鱩鱬鱇鲐。接合型変換鱳研究鱴出芽
酵⺟鱐鲎鱴鱝鲃鱨鱤。 
出芽酵⺟鱴、単細胞⽣物鱬鱇鲏、⼀倍体鱭⼆倍体鱳鱮鱦鲎鱳⽣活環鲇鲇鱩。⼀倍体細胞鱳⽣
活環鱬鱴 a、α鱳⼆鱩鱳接合型鲗持鱩。接合型鱳違鱉鱴、MAT遺伝⼦座鱭呼鱵鲑鲐染⾊体領域
鱰含鲃鲑鲐遺伝⼦鱳違鱉鱰起因鱞鲐。鱚鲎鱰驚鱔鱘鱭鱰、天然鱳出芽酵⺟鱬鱴、a型細胞鱭 α
型細胞鱴互鱉鱰栄養成⻑中鱰細胞型鲗切鲏替鱍鲐[7], [8], [9]。⾼等真核⽣物鱬鱴基本的鱰、⼀
度細胞分化鱞鲐鱭鱢鱳後、分化前鱳細胞状態鱰戻鲐事鱴鱯鱉。 
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鱘鱳鲍鱋鱯興味深鱉細胞型鱳切鲏替鱍鱴、DNA鱳鳏鳥鲨鳡鳘鱚鲑鱤⼆本鎖切断（DSB）鱐鲎
開始鱚鲑鲐。出芽酵⺟鱬鱴、HO鲠鳫鳁鳄鲧鳤鲚鱅鲴鱰鲍鱨鱫部位特異的鱰MAT近傍鱰 DSB
鲗⽣鱝鱚鱠鲐（図 1-1）。MAT遺伝⼦座鱰⽣鱝鱤 DSB鲗⽤鱉鱫同鱝染⾊体上鱳 HMLα鲃鱤鱴
HMRa遺伝⼦鲣鲳鲻鳀鲗鳁鳂鱅鱭鱜鱫遺伝⼦変換鲗起鱘鱞。鳁鳂鱅鱴鳡鳫鲸鳘鱰選択鱚鲑鲐鲔
鱖鱬鱴鱯鱉。a型細胞鱴 HMLα鲗、α型細胞鱴 HMRa鲗鳁鳂鱅鱭鱜鱫選択鱞鲐頻度鱑⾼鱉。
鱘鱳鱤鲆、⾼頻度鱬接合型変換鱑起鱘鲐。HMLα鱭 HMRa鱴鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫鱰鲍鲐鲭鲜鳤
鳫鲯鳫鲨鲗受鱖鱫鱉鲐鱳鱬接合型決定鱰鱴関与鱜鱯鱉。鱘鱳遺伝⼦変換鱬鱴、HML鱭 HMR
鱴変化鱠鱟、MAT鱳遺伝情報鱳鲄鱑鱐鲔鲐（図 1-1）[7], [8], [9]。 

 
図 1-1出芽酵⺟鱳接合型変換 
出芽酵⺟鱴MAT α鱭MAT a 鱳⼆鱩鱳接合型鲗持鱩。MAT遺伝⼦座上鱳遺伝⼦鲣鲳鲻鳀鱰鲍
鱨鱫接合型鱑変鲔鲐。鲃鱤、出芽酵⺟鱴体細胞分裂鲗通鱝鱫接合型鲗切鲏替鱍鲐。接合型鱳切
鲏替鱍鱴、HO鲠鳫鳁鳄鲧鳤鲚鱅鲴鱰鲍鲐MAT遺伝⼦座鱳 DSB鱐鲎始鲃鲐。鱘鱳時⽣鱝鱤
DSB鲗修復鱞鲐過程鱬、遺伝⼦鲣鲳鲻鳀 HMLα鲃鱤鱴 HMR a鲗鳁鳂鱅鱭鱜鱫相同組換鱍鲗
起鱘鱜接合型鲗切鲏鱍鲐。 
 
出芽酵⺟鱳MAT鱳接合型変換鱳研究鱴、DNA修復鲉遺伝⼦発現制御鱯鱮鱳分野鱰⼤鱒鱔寄
与鱜鱤。分裂酵⺟鱬鲇、出芽酵⺟鱰続鱉鱫接合型変換鱰鱩鱉鱫研究鱚鲑鱤。分裂酵⺟鱭出芽酵
⺟鱴接合型変換鱳鳙鲣鳃鲲鳘鱑⼀部鱴似鱫鱉鲐鱑、⼤鱒鱔異鱯鲐部分鲇多鱉。特鱰、分裂酵⺟
鱴、HO鲠鳫鳁鳄鲧鳤鲚鱅鲴鲗持鱤鱟、DSB鱑⽣鱝鲐鳙鲣鳃鲲鳘鱑異鱯鲐。次鱰分裂酵⺟鱳接
合型変換鱰鱩鱉鱫述鱾鲐。 
 
4. 分裂酵⺟鱳⽣活環�
分裂酵⺟鱴基本的鱰⼀倍体鱳⽣活環鱬鱇鲐。分裂酵⺟鱳mating-type鱴鳏鳡鲱 (P, h+) 鱭鳖
鲜鳂鲱 (M, h-) 鱑存在鱜、第⼆染⾊体上鱳mat1領域鱰存在鱞鲐 DNA鲣鲳鲻鳀鱰鲍鱨鱫決定
鱚鲑鲐[10]。mat1鱴鳞鱅鲧鳥鳖鲹鳫上鱰存在鱜、mat1-P遺伝⼦鲣鲳鲻鳀鱑⼊鲐鱭鱢鲑鲎鱳遺
伝⼦鱑発現鱜 P型細胞鱰、mat1-M遺伝⼦鲣鲳鲻鳀鱑⼊鲐鱭鱢鲑鲎鱳遺伝⼦鱑発現鱜、M型細
胞鱰鱯鲐。mat1鱭約 15 kb離鲑鱤mat2、mat1鱭約 26 kb離鲑鱤mat3鱭呼鱵鲑鲐領域鱑同⼀
染⾊体上鱰存在鱞鲐（図 1-2）。mat2鱰鱴、mat1-P鱭同⼀鱳遺伝情報鱑、mat3鱰鱴mat1-M
鱭同鱝遺伝情報鱑鱇鲐。mat2-P、mat3-M鱰鲃鱤鱑鲐領域鱴鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫鲗形成鱜鱫鱏

HOエンドヌクレアーゼ
によるDSB⽣成

HMLα HMRaMATα or a

184 kb 91 kbHMLα HMRaMAT

遺伝⼦変換 遺伝⼦変換

セントロメア

出芽酵⺟

3番染⾊体
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鲏、鱢鲑鱣鲑鱳遺伝⼦発現鱴抑制鱚鲑鱫鱏鲏、接合型決定鱰鱴関与鱜鱯鱉。mat2-P、mat3-M
鱴約 11kb離鲑鱫鱏鲏、鱢鲑鲎鲗含鲅鲭鲜鳤鳫鲯鳫鲨鲗受鱖鱫鱉鲐領域鲗 K領域鱭鱉鱋（図 1-
２）。mat1-P鱭mat2-P鱰鱴 Pc鱭 Pi鱳２鱩鱳遺伝⼦鱑、mat1-M鱭mat3-M鱰鱴Mc鱭Mi
鱳 2鱩鱳遺伝⼦鱑含鲃鲑鱫鱏鲏、鱘鲑鲎鱳遺伝⼦鱰鲍鱨鱫性分化鱴制御鲗受鱖鱫鱉鲐[11]。鲃
鱤mat1、mat2、 mat3鱴鱢鲑鱣鲑 H1 homology box (59 bp) 鱭 H2 homology box (135 bp) 
鱭鱉鱋共通配列鱰挟鲃鲑鱫鱉鲐（図 1-2）。 
 

 
図 1-2分裂酵⺟鱳接合型 
分裂酵⺟鱴mating-type鱑 h+鱳時鱴mat1鱰 Pc, Pi遺伝⼦鲗含鲅 P型 DNA鲣鲳鲻鳀鲗持鱦、
mating-type鱑 h-鱳時鱴mat1鱰Mi, Mc遺伝⼦鲗含鲅M型 DNA鲣鲳鲻鳀鲗持鱩。接合型変換
鱳時鱳相同組換鱍鱰⽤鱉鲎鲑鲐相同領域 H1、H2鱴mat1, mat2, mat3鱳接合型遺伝⼦鲣鲳鲻
鳀鱳両端鱰鱇鲐。鲃鱤、SAS鱴接合型変換鱳 cis element鱬鲜鳫鳏鳢鳫鳀形成鱰重要鱯領域鱬
鱇鲐。MPS1鱴複製鳍鲡鱅鲧鱑停⽌鱞鲐場所鱬鱇鲐。SRE2、SRE3鱴接合型変換鱰特異的鱯
組換鱍関連鲷鳫鳉鲧質 Swi2鱳mat局在鱰重要鱬鱇鲏、接合型鱰鲍鱨鱫鳁鳂鱅鲗使鱉分鱖鲐鱤
鲆鱳接合型変換鱳 cis element鱥鱭考鱍鲎鲑鱫鱉鲐。 
 
分裂酵⺟鱴栄養豊富鱯条件鱬鱴、P型細胞鱭M型細胞鱴接合鱜鱯鱉。窒素源枯渇状態鱰鱏
鱉鱫、P型細胞鱭、M型細胞鱴接合鱜鱫⼆倍体鱭鱯鲐鱑、接合直後鱰減数分裂鱰⼊鲏、四胞⼦
鲗形成鱜鱫、２鱩鱳 P型細胞鱭、２鱩鱳M型細胞鱰鱯鲐。 
 
5. 分裂酵⺟鱳接合型変換�
分裂酵⺟鲇体細胞分裂鲗通鱜鱫、接合型鲗切鲏替鱍鲐鱘鱭鱑知鲎鲑鱫鱉鲐（図 1-3）。鱢鱳

接合型鱳切鲏替鱍鱴 S期初期鱰始鲃鲐。S期鱳初期鱰mat1近傍鱳MPS1鱬複製鳍鲡鱅鲧鱑⼀
時停⽌鱜[12]、mat1近傍鱳鲜鳫鳏鳢鳫鳀鱑 DSB鱰鱯鲐。鲜鳫鳏鳢鳫鳀鱴 1,2塩基鱳 RNA[13], 
[14]、鲃鱤鱴鳃鲻鲧鱬鱇鲐鱭⾔鲔鲑鱫鱉鲐[15]。⽣鱝鱤 DSB鱴 H1, H2 homology box鲗利⽤鱜

mat1-P (Plus) or
mat1-M (Minus)

L領域
17 kb

K領域
15 kb

SRE2 SRE3

H2 H1

PiPc

mat1-P 

H2 H1

McMi
mat1-M 

SASMPS1

SASMPS1

H1 : homology box 1

H2 : homology box 2

MPS1 :  mat1 pause site

SAS :  switching activating site

SRE2 :  Swi2-dependent
recombinational enhancer 2

SRE3 :  Swi2-dependent
recombinational enhancer 3

mat2 mat3

分裂酵⺟

２番染⾊体

セントロメア
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鱫、相同組換鱍鲗介鱜鱤遺伝⼦変換鲗起鱘鱜、mat1-P鲗mat3-M鲇鱜鱔鱴、mat1-M鲗mat2-
P鱰置鱒換鱍鲐鱘鱭鱬修復鱚鲑、P型細胞鱭M型細胞鲗切鲏替鱍鲐（図 1-3）[16], [17], [18], 
[19]。mat1-P鱴mat3-M鲍鲏鲇mat1-P、mat1-M鱴mat2-P鲍鲏鲇mat1-M鱳⽅鱑相同領域鱴
⼤鱒鱉。鱢鲑鱰鲇関鲔鲎鱟、mat1-P鱴mat3-M鱭、mar1-M鱴mat2-P鱭 H1、H2鱭鱉鱋短鱉
相同配列鲗介鱜鱫遺伝⼦変換鲗⾏鱋鱑、鱢鱳選択性鲗決鲆鲐詳鱜鱉鳙鲣鳃鲲鳘鱴鲃鱥鲔鱐鱨鱫
鱉鱯鱉。 
分裂酵⺟鱬鱴、鱞鱾鱫鱳細胞鱬接合型変換鱑起鱒鲐鲔鱖鱬鱴鱯鱉（図 1-4）。鲜鳫鳏鳢鳫鳀

鱑刷鲏込鲃鲑鱤細胞鱳鲄鱑接合型変換鱬鱒鲐。鲜鳫鳏鳢鳫鳀鱑刷鲏込鲃鲑鱫鱉鱯鱉場合鱴
DSB鱑⽣鱝鱯鱉鱳鱬接合型変換鱴起鱒鱯鱉。分裂酵⺟鱴出芽酵⺟鱭鱴異鱯鲏、接合型変換鱑
上述鱳鲍鱋鱰複製鱭鲣鲻鳏鳢鳫鲨鱜鱫起鱒鲐（図 1-3）。鲜鳫鳏鳢鳫鳀鱴 DNA複製時鱰鳡鲦
鳫鲨鎖鱰特異的鱰刷鲏込鲃鲑鲐。鳢鱅鲿鲛鳫鲨鎖鱴、鲜鳫鳏鳢鳫鳀鱑刷鲏込鲃鲑鱯鱉[20]。例
鱍鱵、鲜鳫鳏鳢鳫鳀鱑刷鲏込鲃鲑鱫 switchable鱯 P型細胞鱴、switchable鱯 P型細胞鱭
unswitchable鱯M型細胞鱰分裂鱞鲐。鲃鱤、鲜鳫鳏鳢鳫鳀鱑刷鲏込鲃鲑鱫鱉鱯鱉
unswitchable鱯 P細胞鱐鲎鱴、switchable鱯 P細胞鱭、unswitchable鱯 P細胞鱑⽣鲃鲑鲐。
分裂酵⺟鱬鱴、細胞分裂鱳時鱰、鲜鳫鳏鳢鳫鳀鱑⽚⽅鱳細胞鱰鱳鲄受鱖継鱑鲑、⾮対称分裂鲗
鱞鲐（図 1-4）。 
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図 1-3接合型変換鱳分⼦機構鱳概略 
h+鱐鲎、h-鱰接合型鱑切鲏替鲔鲐場合鲗⽰鱞。接合型変換鱴 S期鱰始鲃鲏、複製鳍鲡鱅鲧鱑
MPS1鱬停⽌鱜、鲜鳫鳏鳢鳫鳀鱑 DSB鱰変鲔鲐。leading strand側鱳 DNA鱑 H1、H2鱳相同
配列鲗介鱜遺伝⼦変換鲗⾏鱋。lagging strand側鱳 DNA鱰鱴鲜鳫鳏鳢鳫鳀鱑刷鲏込鲃鲑鲐。 
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図 1-４分裂酵⺟鱴鲜鳫鳏鳢鳫鳀鲗⾮対称鱰受鱖継鱉鱬鱉鱔 
分裂酵⺟鱴鲜鳫鳏鳢鳫鳀鱑刷鲏込鲃鲑鱤細胞鱳鲄鱑接合型変換鱞鲐鱘鱭鱑鱬鱒鱫、体細胞分裂
鲗鱽鱫接合型鱑変鲔鱨鱤細胞鱭鲜鳫鳏鳢鳫鳀鲗刷鲏込鲃鲑鱤接合型鱑変鲔鱨鱫鱉鱯鱉細胞鱰分
鱐鲑鲐。鲜鳫鳏鳢鳫鳀鲗刷鲏込鲃鲑鱤 P型細胞鱴、M型細胞鱭、鲜鳫鳏鳢鳫鳀鱑刷鲏込鲃鲑
鱤 P型細胞鱰分裂鱞鲐。鲜鳫鳏鳢鳫鳀鱑刷鲏込鲃鲑鱫鱉鱯鱉 P型細胞鱴、接合型変換鱜鱯鱉
鱳鱬、鲜鳫鳏鳢鳫鳀鱑刷鲏込鲃鲑鱫鱉鱯鱉 P型細胞鱭、鲜鳫鳏鳢鳫鳀鱑刷鲏込鲃鲑鱤 P型細
胞鱰分裂鱞鲐。 
 
6. 接合型変換�cis�element�

mat1近傍鱰 SAS1鱭 SAS2鱳２鱩鱳接合型変換鱳 cis element鱑⾒鱩鱐鱨鱫鱉鲐。SAS1鱴
mat1鱳鲜鳫鳏鳢鳫鳀鱳位置鱐鲎 60 bp 鱬、SAS2鱴 140 bp 鱳位置鱰存在鱞鲐（図 1-2）。
SAS1Δ鲃鱤鱴 SAS2Δ鱬鱴、mating type switching鱳効率鱭鲜鳫鳏鳢鳫鳀鱳形成率鱳低下鱰鱭
鱮鲃鲐鱑、SAS1鱭 SAS2鱳両⽅鱳領域鲗⽋損鱚鱠鲐鱭、接合型変換鱑完全鱰⾏鲔鲑鱯鱔鱯
鲏、鲜鳫鳏鳢鳫鳀鲇形成鱚鲑鱯鱔鱯鲐。安定鱜鱫 P型細胞鲗維持鱜鱫鱉鲐 PΔ17株鲉M型細
胞鲗安定鱰維持鱜鱫鱉鲐Msmt0株鱴 SAS領域鲗両⽅⽋損鱜鱫鱉鲐[21], [22]。 
他鱰 SRE2、SRE3鱭呼鱵鲑鲐組換鱍鲠鳫鳇鳫鲭鱅鱑存在鱞鲐。SRE2鱴mat2近傍鱰、SRE3
鱴mat3近傍鱰鱇鲐（図 1-2）[6], [23]。SRE2、SRE3鱴接合型変換時鱰効率的鱰鳁鳂鱅鲗選
択鱞鲐鱤鲆鱰必要鱬鱇鲐。P細胞鱬鱇鲑鱵、mat2遺伝⼦鲣鲳鲻鳀鲗、M細胞鱬鱇鲑鱵、mat3
遺伝⼦鲣鲳鲻鳀鲗遺伝⼦変換鱳鳁鳂鱅鱭鱜鱫効率的鱰選鱻鱤鲆鱰重要鱬鱇鲐。SRE2、SRE3
鱴接合型変換特異的鱯組換鱍関連因⼦鱳 Swi2/Swi5鱑結合鱞鲐鱘鱭鱑知鲎鲑鱫鱉鲐。SRE3鱰
鱴接合型鱰関鲔鲎鱟、Swi2/Swi5複合体鱑結合鱞鲐。⼀⽅鱬、SRE2鱴接合型鱰鲍鱨鱫
Swi2/Swi5複合体鱳局在量鱑異鱯鲐。M細胞鱬鱴、Swi2/Swi5複合体鱑 SRE2鱰局在鱜鱫鱏鲏
K領域鱰渡鱨鱫分布鱞鲐。P細胞鱬鱴 SRE3鱬鱴 Swi2/Swi5複合体鱑局在鱞鲐鱑、鱢鱳他鱳 K
領域鱬鱴M細胞鱰⽐鱾鱫最⼤約 80%鱢鱳局在鱑減少鱞鲐[6]。鱘鱳局在鱳差鱑接合型変換鱳選
択性決定鱰重要鱭考鱍鲎鲑鱫鱉鲐。 
 
7. 接合型変換� trans�element�
初期鱰同定鱚鲑鱤接合型変換鱰鱐鱐鲔鲐遺伝⼦鱴、ClassⅠa, ClassⅠb, ClassⅡ鱳３鱩鱳鲧

鳡鲱鱰分類鱚鲑鱫鱉鲐[24], [25]。ClassⅠa鱰分類鱚鲑鱤遺伝⼦鱴 swi1, swi3, swi7鱬、鱘鲑鲎
鱳遺伝⼦鱰変異鱑⼊鲐鱭、鲜鳫鳏鳢鳫鳀鱳形成率鱑下鱑鲐。swi2, swi5, swi6鱳遺伝⼦鱴
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ClassⅠb鱰分類鱚鲑、鱘鲑鲎鱳遺伝⼦鱰変異鱑⼊鲐鱭、鲜鳫鳏鳢鳫鳀鱴正常鱰形成鱚鲑鲐
鱑、接合型変換鱳効率鱑下鱑鲐。最後鱰 ClassⅡ鱰分類鱚鲑鲐 swi4, swi8, swi9, swi10, rad52
鱳遺伝⼦鱰変異鱑⼊鲐鱭、野⽣株並鲄鱳鲜鳫鳏鳢鳫鳀形成率鲗保鱩鱑、mat領域鱰鱏鱉鱫広範
鱯 DNA再配列鲗形成鱞鲐傾向鱑鱇鲐。鱘鱳鲧鳡鲱鱳変異体鱴、接合型変換中鱰形成鱚鲑鱤遺
伝⼦変換中間体鱳分解鱰鲠鳡鱅鲗起鱘鱜鲉鱞鱉鱭⾔鲔鲑鱫鱉鲐。表１鱰、鱞鱬鱰報告鱳鱇鲐接
合型変換関連鲷鳫鳉鲧質鲗⽰鱜鱤。 
 
表 1. mating-type switching 関連因⼦ ([26]鲍鲏改) 
gene Product ref 

swi1 replication fork protection complex subunit Swi1 [24] 

swi2 Swi5 complex subunit Swi2 [24] 

swi3 replication fork protection complex subunit Swi3 [24] 

swi4/msh3 MutS protein homolog 3 [24] 

swi5 Swi5 protein [24] 

swi6 heterochromatin (HP1) family chromodomain protein Swi6 [24] 

swi7/pol1 DNA polymerase alpha catalytic subunit [24] 

swi8/msh2 MutS protein homolog 2 [24] 

swi9/rad16 DNA repair endonuclease XPF [24] 

swi10 DNA repair endonuclease non-catalytic subunit Swi10 [24] 

sap1 switch-activating protein Sap1 [21] 

rad52 DNA recombination protein, Rad51 mediator Rad52 [27] 

clr1 SHREC complex intermodule linker subunit Clr1 [28] 

clr2 chromatin silencing protein Clr2 [29] 

clr3 histone deacetylase (class II) Clr3 [29] 

clr4 histone lysine H3-K9 methyltransferase Clr4 [29] 

rik1 CLRC ubiquitin ligase complex WD repeat protein Rik1 [29] 

rhp6 Rad6 homolog, ubiquitin conjugating enzyme E2 Rhp6 [30] 

psc3 mitotic cohesin complex, STAG protein subunit Psc3 [31] 

sir2 histone deacetylase, Sirtuin family, NAD-dependent Sir2 [32] 

cul4/pcu4 cullin 4 [33] 

clr7/raf2 CLRC ubiquitin ligase complex subunit Raf2 [34] 

clr8/raf1 CLRC ubiquitin ligase complex WD repeat subunit Raf1/Dos1 [34] 

rad55 RecA family ATPase Rad55 [35] 

rad57 RecA family ATPase Rad57 [36] 

rad51 RecA family recombinase Rad51 [36] 
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rad54 DNA-dependent ATPase Rad54 [36] 

rad50 DNA repair protein Rad50 [36] 

phf1 PHD finger protein Phf1 [36] 

cbp1 CENP-B homolog [37] 

msc1 Swr1 complex subunit Msc1 [38] 

mat1-mc M-specific trancription factor Mc [39] 

cut4 anaphase-promoting complex, platform subcomplex scaffold 
subunit Apc1 

[40] 

cut9 anaphase-promoting complex, TPR lobe subcomplex subunit 
Cut9/Apc6 

[40] 

lsd1 histone demethylase SWIRM1 [41] 

lsd2 histone demethylase SWIRM2  [41] 

pxd1 structure-specific DNA nuclease regulator Pxd1 [42] 

mrc1 claspin, Mrc1 [43] 

elp6 elongator complex subunit Elp6 [26] 

ckb1 CK2 family regulatory subunit Ckb1 [26] 

pof3 F-box protein Pof3 [26] 

swd1 Set1C complex subunit Swd1 [26] 

swd2 Set1C complex subunit Swd2 [26] 

spf1 Set1C PHD finger subunit Spf1 [26] 

set1 histone lysine H3-K4 methyltransferase Set1 [26] 

swd3 Set1C complex WD repeat protein Swd3 [26] 

ash2 Ash2-trithorax family protein [26] 

 
8. homothallic�strain 鱭 heterothallic�strain�
分裂酵⺟鱬鱴、h90鱭鱉鱋株鱑鱇鲐。鱘鲑鱴効率的鱰接合型変換鲗⾏鱋 homothallic strain

鱬鱇鲐。鱘鱳株鱴、接合型鱰関鲔鲎鱟 1鱩鱳細胞鱐鲎、P型細胞鱭M型細胞鱳両⽅鲗鲀鲁同
鱝割合鱬含鲅鲫鳥鳃鱅鲗形成鱞鲐。窒素源枯渇下鱰鱏鱉鱫鱴接合鱜鱫四胞⼦鲗形成鱞鲐鱘鱭鱑
鱬鱒鲐。⼀⽅鱬、安定鱰接合型鲗維持鱞鲐 heterothallic strain鲇存在鱞鲐。P型細胞鲗維持鱞
鲐 h+N鱭M型細胞鲗維持鱞鲐 h-S鱴、実験上鲍鱔⽤鱉鲎鲑鲐 heterothallic strain鱬鱇鲐。 

h+N鱴、約 105細胞分裂鱰 1回、h90鱐鲎⾃然発⽣的鱰⽣鲃鲑鲐 heterothallic strain鱬[44], 
[45], [46]、mat2-mat3鱳領域鱑mat1鱳領域鱰重複鱜鱤鲍鱋鱯株鱬鱇鲐（図 1-5,6）[45]。鱘鱳
株鱬鱴mat1領域鱰mat2,mat3鱳２鱩鱳 DNA鲣鲳鲻鳀鱑⼊鱨鱫鱉鲐鱑、鱢鲑鱣鲑鲗mat1:2
鱭mat3:1鱭呼鱻。mat1:2鱰鱴 P型 DNA鲣鲳鲻鳀鱑⼊鱨鱫鱏鲏、遺伝⼦発現鱜鱫鱉鲐。⼀⽅
鱬、mat3:1鱴転写鱑抑制鱚鲑鱫鱉鲐。mat3:1近傍鱰鱴鲜鳫鳏鳢鳫鳀鱑形成鱚鲑鲐。鲃鱤、h+N

鱐鲎 h90鱰約 3x104細胞分裂鱰 1回戻鲐鱘鱭鲇知鲎鲑鱫鱉鲐。接合型変換鱳 ClassⅡ変異体鱬
鱴mat領域鱬鲪鳆鳘鱳構造異常鱑観察鱚鲑鱫鱏鲏、h90型鱳mat構造鱐鲎 h+N型鱳mat構造
鱰変化鱞鲐細胞鱑多鱔⾒鲎鲑鲐。 
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h-S鲇 h90鱐鲎⽣鱝鲐 heterothallic strain鱬[47]、h+N鱑鱬鱒鲐 10分鱳１鱳頻度鱬⽣鲃鲑鲐
(図 1-6)。mat2-mat3鱳領域鱰鱏鱉鱫mat3以外鱳領域鱑⽋損鱜鱤鲍鱋鱯株鱬鱇鲐。h-S鱬鱴
mat1鱳近傍鱳領域鱰、鲜鳫鳏鳢鳫鳀鱑刷鲏込鲃鲑鱫鱉鲐（図 1-5）。 

 

 
図 1-5 heterothallic strain h+N鱭 h-S鱳mat構造 
h+N鱭 h-S鱳mat領域鲗⽰鱜鱫鱉鲐。h+N鱳mat1:2-P鱴遺伝⼦発現鱜鱫鱏鲏接合型鲗決鲆鱫鱉
鲐。⼀⽅、mat3:1-M鱴転写鱑抑制鱚鲑鱫鱉鲐。h-S鱬鱴M型鱳 DNA鲣鲳鲻鳀鱜鱐持鱨鱫鱏鲎
鱟、接合型鱴 h-鱰鱯鲐。 
 

h90鱳鲍鱋鱯 homothallic strain鱐鲎 h+N、h-S鱳鲍鱋鱯 heterothallic strain鱑⾃然発⽣的鱰⽣
鱝鲐理由鱴鲍鱔鲔鱐鱨鱫鱉鱯鱉。homothallic strain鱬鱴栄養飢餓状態鱬鱴、接合鱜胞⼦鲗形成
鱞鲐。鱘鱳過程鱬鱴、減数分裂鲗経鲐鱳鱬、進化鱳原動⼒鱭鱯鲐。heterothallic strain鱳鲄鱳
細胞集団内鱬鱴、窒素源枯渇状態鱰陥鱨鱫鲇、接合鱞鲐鱘鱭鱑鱬鱒鱟、G0期鱰⼊鲐。栄養豊
富鱰鱯鲐鱭、胞⼦鱴発芽鱜鱫鱢鱳後元鱳⽣活環鱰戻鲐鱑、G0期鱰⼊鱨鱤細胞鱴鲍鲏早鱔元鱳
⽣活環鱰戻鲏増殖鱞鲐。鲃鱤、栄養源枯渇状態鱑続鱉鱤時鱰鱴 heterothallic strain鱴
homothallic strain鲍鲏⽣存率鱑⾼鱉。鱮鱦鲎鱳細胞鲇栄養飢餓状態鱰対鱜利点鱑鱇鲏、鲍鲏⻑
鱔⽣存鱞鲐鱤鲆鱰使鱉分鱖鱫鱉鲐鱳鱐鲇鱜鲑鱯鱉[48]。 
 

 
図 6 h90鱐鲎 h+N,h-S鱴⾃然発⽣的鱰⽣鱝鲐 



 15 

h90鱐鲎 h+N鱴 10-5、h+N鱐鲎 h90鱴 3x10-4、h90鱐鲎 h-S鱴 10-6鱳割合鱬⾃然発⽣鱞鲐 
 
9. 接合型変換鱭鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫�

mat1領域鱴転写鱑活発鱯鳞鱅鲧鳥鳖鲹鳫領域鱰存在鱜、mat2-mat3領域鱴鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹
鳫鱑形成鱚鲑鱫鱉鲐。接合型変換鱰関鲔鲐因⼦鱳中鱰鱴鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫関連因⼦鱑多鱔⾒鱩
鱐鱨鱫鱉鲐（表１）。鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫鱳崩壊鱴接合型変換鱳時鱳鳁鳂鱅選択鱰影響鱑出鲐。
分裂酵⺟鱳鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫鱳主要鱯鳖鱅鲧鱬鱇鲐鳊鲱鳀鳫 H3鱳 9番⽬鱳鳢鲰鳫鱳鳙鲹鳣化
酵素鱬鱇鲐 Clr4鱴接合型変換関連因⼦鱭鱜鱫知鲎鲑鱫鱉鲐。鲃鱤、H3K9me鲗認識鱞鲐鳐鲾
鳥鲧鳥鳖鲹鳫鲷鳫鳉鲧質 HP1鳓鳚鳥鲨鱬鱇鲐 HP1/Swi6鱴⾼等真核⽣物鱰鲇鲍鱔保存鱚鲑鱫
鱉鲐[49] 鱑、分裂酵⺟鱬鱴 HP1/Swi6鱴接合型変換関連因⼦鱳最初鱳鲱鲧鳢鱅鳃鳫鲨鱬同定鱚
鲑鱤鲷鳫鳉鲧質鱳⼀鱩鱬鱇鲐[24]。Swi6鱴鲳鳫鳀鳥鳙鲚鱯鱮他鱳領域鱳鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫形
成、維持鱰関鲔鱨鱫鱉鲐。mat領域鱬鱴 Swi6鱴mat領域特異的鱯組換鱍関連鲷鳫鳉鲧質
Swi2鱭相互作⽤鱞鲐[6], [50]。Swi6鱴接合型変換鱭鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫鲗鱩鱯鱕交差点鱰鱯鱨
鱫鱉鲐鱭考鱍鲎鲑鲐。鱜鱐鱜、接合型変換鱭鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫鱑鱮鱳鲍鱋鱰関連鱞鲐鱐詳鱜鱉
分⼦機構鱴不明鱯点鱑多鱉。 
鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫鱴、鱺鱩鱋組換鱍鱑抑制鱚鲑鱫鱉鲐[51], [52], [53]。分裂酵⺟鱬鱴、鳐鲾鳥
鲧鳥鳖鲹鳫鱴有⽷分裂鱭減数分裂鱳両⽅鱬組換鱍鲗抑制鱞鲐。⼀⽅鱬、mat領域鱳鳐鲾鳥鲧鳥
鳖鲹鳫鱑崩壊鱞鲐鱭接合型変換鱳効率鱑落鱦鲐。鱩鲃鲏、mat領域特異的鱯遺伝⼦変換鲗鳐鲾
鳥鲧鳥鳖鲹鳫鱑促進鱜鱫鱉鲐鱭考鱍鲎鲑鲐。 
出芽酵⺟鱬鲇接合型変換鱳鳁鳂鱅鱭鱯鲐 HML鱭 HMR鱴鱭鲇鱰鳐鲾鳥鲧鳥鳖鳫化鱚鲑⾮転写
領域鱭鱜鱫維持鱚鲑鱫鱉鲐[7], [8], [9]。鱜鱐鱜、分裂酵⺟鱭異鱯鱨鱫、鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫鱑崩
壊鱜鱫鲇、鳁鳂鱅鱳指向性鱴変鲔鲎鱯鱉。出芽酵⺟鱰鱴、H3K9鳙鲹鳣化経路鱑存在鱠鱟、鳐
鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫鱴主鱰、鳊鲱鳀鳫脱鲚鲳鲹鳣化鱰鲍鱨鱫達成鱚鲑鲐。 
 
10. mat 領域特異的組換鱍鲷鳫鳉鲧質Swi2�
組換鱍鱑抑制鱚鲑鱫鱉鲐鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫鱬接合型変換鲗鱮鱳鲍鱋鱰達成鱜鱫鱉鲐鱐、鲃
鱤、接合型変換鱳指向性鲗決定鱞鲐分⼦機構鱰鱩鱉鱫、近年少鱜鱟鱩明鲎鱐鱰鱯鱨鱫鱒鱫鱉
鲐。 

Swi2鲷鳫鳉鲧質鱴、接合型変換関連因⼦鱳最初鱳鲱鲧鳢鱅鳃鳫鲨鱬同定鱚鲑鱤鲷鳫鳉鲧質
鱳⼀鱩鱬鱇鲐[24]。後述鱞鲐鲍鱋鱰 Swi2鱴接合型変換鱬重要鱯働鱒鲗鱜鱫鱉鲐。鲃鱤、Swi2
鱴 722残基鱐鲎鱯鲐鲷鳫鳉鲧質鱬、DNA鱭鱳結合鲗仲介鱞鲐 AT-hook motif鲗有鱜鱫鱉鲐[6], 
[54]。鲃鱤、中間領域（211-391）鱬 HP1/Swi6鱭相互作⽤鱜、C末端領域鱬 Swi5鱭組換鱍鲷
鳫鳉鲧質 RecA鳍鲙鳗鳢鱅鲷鳫鳉鲧質鱳 Rad51鱭相互作⽤鱞鲐[50]。鱩鲃鲏、鲧鳥鳖鲹鳫鱭組
換鱍鲷鳫鳉鲧質鲗鱩鱯鱕役割鲗鱜鱫鱉鲐鱘鱭鱑考鱍鲎鲑鲐。Swi2鱴 P型細胞鱭M型細胞鱮鱦
鲎鱰鱏鱉鱫鲇 AT-hook motif鲗介鱜鱫 SRE3鱰結合鱞鲐（図 1-6）[54]。鲃鱤、M細胞鱬鱴、
鱴鱝鲆鱰 AT-hook鲗介鱜鱫 SRE3鱰局在鱜、鱢鱳後 Swi6鱰依存鱜鱫mat2-mat3全域鱰局在
鱞鲐鱭考鱍鲎鲑鱫鱉鲐[6]。P型細胞鱬鱴、Swi6鱳存在鱰関鲔鲎鱟、SRE3近傍鱰鱳鲄 Swi2局
在鱑観察鱚鲑鱫鱉鲐（図 1-6）。 
 

 



 16 

図 1-7 Swi2鱳 AT-hook motif鱭 Swi6,Rad51,Swi5鱳相互作⽤領域鱳模式図 
Swi2鱴⼆鱩鱳 AT-hook motif鲗鲇鱦(217aa-223aa鱭 240aa-246aa)、鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫関連
因⼦鱳 Swi6、組換鱍関連因⼦鱳 Rad51、Swi5鱭相互作⽤鱞鲐。 
 

Swi2鲷鳫鳉鲧質鱴 P細胞鲍鲏鲇M細胞鱬発現量鱑多鱉。mat1-M遺伝⼦鲣鲳鲻鳀内鱳Mc
鲷鳫鳉鲧質鱑 DNA結合鲷鳫鳉鲧質 Abp1鱰依存鱜鱫 Swi2遺伝⼦領域鱰結合鱜鱫 Swi2鱳発現
量鲗調節鱜鱫鱉鲐鱤鲆鱬鱇鲐[39]。 

Swi2鱯鱮鱳相同組換鱍因⼦鱑鱇鲐鱭、鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫鱬鲇組換鱍鱑起鱘鲏、Swi2鱳mat
上鱬鱳接合型鱙鱭局在分布鱳違鱉鱑接合型変換鱳指向性鲗⽣鱝鱚鱠鱫鱉鲐鱭考鱍鲎鲑鱫鱉鲐。 
 
11. DSB修復鱭接合型変換�

DSB鱴、UV鲉 DNA損傷剤鱰鲍鱨鱫引鱒起鱘鱚鲑鲐鱑、正常鱯 DNA複製鱳際鱰鲇発⽣鱞
鲐。DNA損傷鱳中鱬鲇、DNA鱳⼆本鎖切断鱴細胞鱰鱭鱨鱫特鱰有害鱬、DNA複製鱳停⽌鲉、
転写鱳阻害、細胞死鲉鱑鲘化鲗引鱒起鱘鱞。相同組換鱍（HR）鱴、DSB修復鱳鱤鲆鱳最鲇重
要鱯経路鱳⼀鱩鱬鱇鲐。DSB鱳修復鱳鲀鱐鱳経路鱭鱜鱫、⾮相同末端結合（NHEJ）鱑鱇鲐。
HR鱰鱏鱉鱫 Rad51鱑重要鱯鲷鳫鳉鲧質鱬、相同領域鲗検索鱜、組換鱍反応鱳初期反応鲗促
進鱞鲐。 
分裂酵⺟鱬鱴、⼈為的鱰mat2-P鱏鲍鱸mat3-M鱳両⽅鲗⽋失鱚鱠鱤鳁鳂鱅鳤鲱鱯株鱑存在

鱜、⽣育可能鱬鱇鲐。鳁鳂鱅鳤鲱鱯株鱴野⽣株並鲄鱳鲜鳫鳏鳢鳫鳀鱳刷鲏込鲄鲗受鱖鱫鱉鲐。
鲜鳫鳏鳢鳫鳀鲗持鱤鱯鱉Msmt0株鲉 PΔ17株鱳鳈鲻鲧鲨鳡鲞鳫鳁鱰鱏鱉鱫鱴 rad51鲃鱤鱴
rad52⽋損鱜鱫鲇⽣育可能鱬鱇鲐[36]。⼀⽅鱬、鱘鱳鳁鳂鱅鳤鲱株鱴、rad51鲃鱤鱴 rad52⽋
損株鱬致死鱬鱇鲐[27], [36]。鳁鳂鱅鳤鲱鱯株鱴mating-type switching鲗⾏鱋鱘鱭鱑鱬鱒鱯鱉
鱑、鲜鳫鳏鳢鳫鳀鲗持鱩鱤鲆、DSB鱑⽣鱝鱫鱏鲏、Rad51鲉 Rad52鱑⽋損鱞鲐鱭鱘鱳 DSB
鲗修復鱞鲐鱘鱭鱑鱬鱒鱟致死鱭鱯鲐。h90株鱬鲇 Rad 51、Rad52鱳⽋損鱬致死鱰鱯鲐鱘鱭鱐
鲎、通常鱳接合型変換鱳過程鱬mat領域鱰⽣鱝鱤 DSB鱴、接合型変換鲗介鱜鱤修復機構以外
鱳修復鲗受鱖鱫鱉鲐可能性鱑鱇鲐。鳁鳂鱅鳤鲱鱳株鱰鱏鱉鱫、DSB鱳修復鱴mat1遺伝⼦座鱭
鱳姉妹染⾊体組換鱍鱰鲍鱨鱫⾏鲔鲑鲐鱘鱭鱑鲔鱐鱨鱫鱉鲐[36]。鲃鱤、鳁鳂鱅鳤鲱鱯細胞鱰鱏
鱉鱫、NHEJ関連鲷鳫鳉鲧質 pku70⽋損株鱰鱏鱉鱫鲇、⽣育鱰影響鱑鱯鱉。h90株鱰鱏鱉鱫
鲇、pku70⽋損鱴接合型変換鱳効率鱰影響鲗与鱍鱯鱉鱘鱭鱑鲔鱐鱨鱫鱏鲏[36]、接合型変換時
鱳 DSB修復鱰鱴、NHEJ鱴鱐鱐鲔鱨鱫鱉鱯鱉可能性鱑⾼鱉。 

Swi2-Swi5複合体鱴、接合型変換鲗特異的鱰促進鱞鲐[6]。Swi5鱴 Swi2鱳鲀鱐鱰 Sfr1鱭鲇
相互作⽤鱞鲐鱭鱘鱑知鲎鲑鱫鱉鲐。Sfr1鱳 C末端領域鱴 Swi2鱭相同性鱑鱇鲏、Swi5鱭
Rad51相互作⽤鱞鲐鱘鱭鱑鱬鱒鲐。Sfr1-Swi5複合体鱴 in vivo鱬相同組換鱍鱰必要鱯 Rad51
鱑形成鱞鲐鳍鲛鳡鳙鳫鳀構造鲗安定化鱜[55]、in vitro鱬鱴 Rad51鱑媒介鱞鲐 DNA鎖交換反応
鲗促進鱞鲐[56]。 
分裂酵⺟鱬鱴、Rad51依存性鱳相同組換鱍鱴、Rad55-Rad57依存性鱳鲇鱳鱭 Swi5-Sfr1依

存性鱳鲇鱳鱳 2鱩鱳鳉鳡鳤鳣鱯鳉鲱鲞鲟鲜鲗鲇鱩鱘鱭鱑⽰鱚鲑鱫鱉鲐(図 1-7)[50]。鲃鱤、
Rad51鱴接合型変換鱰鲇関与鱜鱫鱏鲏、Swi2, Swi5, Rad52鱭鱭鲇鱰、H1 homology box鱬⾏
鲔鲑鲐初期段階鱳 DNA鱳 invasion鱳鲱鲾鲻鳏鲗促進鱜鱫鱉鲐鱭考鱍鲎鲑鱫鱉鲐[27]。 
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図 1-8 Rad51鱰鲍鲐相同組換鱍鲗介鱜鱤 DNA修復鱳異鱯鲐 3鱩鱳経路（[50]鲍鲏改） 
� Swi5鱴接合型変換鱭鲨鳥鱅鳈鳣鱯 DSB鱳修復鱳両⽅鱰関与鱜鱫鱉鲐。Swi5/Sfr1修復経路
鱴 Rad55/57鱭鱳経路鱴鳉鳡鳤鳣鱬鱇鲐。Sfr1鱴 DNA修復鱰特異的鱰機能鱞鲐鱳鱰対鱜、
Swi2鱴接合型変換鱰特異的鱰機能鱞鲐。 
 
鱘鱳鲍鱋鱰 Swi2鲉 Swi5鱴接合型変換鱳相同組換鱍鱰重要鱯役割鲗果鱤鱜鱫鱉鲐鱭考鱍鲎

鲑鲐。鱜鱐鱜、鱘鲑鲎鱳遺伝⼦鲗破壊鱜鱫鲇、接合型変換鱳効率鱑落鱦鲐鱥鱖鱬、鲃鱨鱤鱔起
鱒鱯鱉鲔鱖鱬鱴鱯鱉。鱘鲑鱴接合型変換鱰鲍鲐 DSB鱳修復鱰 Swi2-Swi5以外鱳 Rad55-
Rad57鲉 Swi5-Sfr1鱳修復経路鱑関与鱜鱫鱉鲐可能性鲗⽰鱜鱫鱉鲐。鱜鱐鱜、鱢鱳詳細鱴明鲎
鱐鱬鱴鱯鱉。 
 
12. 本研究�
接合型変換鱳時鱰⽣鱝鲐 DSB鱳鲍鱋鱯、鱇鲎鱐鱝鲆鳏鳥鲨鳡鳘鱚鲑鱤 DSB鱴哺乳類鱳⽣
殖細胞鱬鱳相同染⾊体間鱳組換鱍鲉、鳢鳫鳉球鱬鱳抗体遺伝⼦鱳再編成鱬鲇鲄鲎鲑鲐現象鱬鱇
鲐[57]。 
出芽酵⺟鱭分裂酵⺟鱴鱭鲇鱰接合型変換鱞鲐[9]。鱜鱐鱜鱢鱳鳙鲣鳃鲲鳘鱴多鱔鱳異鱯鲐点
鲗持鱩。特鱰、分裂酵⺟鱬鱴接合型変換鱰鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫鱑関鲔鲐点鱬興味深鱉。 

mat領域鱳再編成鱑⾏鲔鲑鱫 h90株鱐鲎 h＋N鲉 h-S株鱑⾃然発⽣的鱰⽣鱝鲐鱑、鱘鱳鳙鲣鳃
鲲鳘鱰鱩鱉鱫鱴鲀鱭鲘鱮調鱾鲎鲑鱫鱉鱯鱉。本研究鱬鱴、Swi6鱳変異体鲱鲧鳢鱅鳃鳫鲨鲗⾏
鱨鱤。鱢鱳中鱳変異体鱰鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫鱳構造鲉鲭鲜鳤鳫鲯鲨鱰影響鱑鱯鱉鲇鱳鱳 Swi2鱭
鱳相互作⽤鱑弱鱔鱯鲏、接合型変換鱑起鱒鱯鱉 h+N株鱰鱏鱉鱫接合型変換鱑起鱒鲐鲇鱳鱑⾒鱩
鱐鱨鱤。鱘鱳組換鱍異常鱴 Rad57鱰依存鱜鱤鲇鱳鱬鱇鱨鱤。鱘鲑鱴 Swi6CSD変異体鱰鱏鱉
鱫、Swi2-Swi5経路鱰鲍鲐mat領域鱰⽣鱝鱤 DSB修復鲗 Rad57鱰鲍鲐経路鱑鳈鲜鳉鲱鱜鱫
鱉鲐鱘鱭鲗⽰唆鱜鱫鱉鲐。Swi2鱰依存鱜鱯鱉経路鱰鲍鱨鱫 DSB鱑修復鱚鲑鲐時、mat領域鱰
鱏鱉鱫通常鱭鱴異鱯鲐遺伝⼦変換鱑⾏鲔鲑、mat領域鱳 DNA鱳再編成鱑起鱘鲐鱘鱭鱑⽰唆鱚
鲑鱤。鱘鱳再編成鱐鲎 h90型鱳鲪鳆鳘構造鲗持鱩細胞鱑出現鱜鱫鱉鱤。鱘鲑鲎鱳鱘鱭鱐鲎、
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h90鱐鲎、h+N鲉 h-S鱑⽣鱝鲐鱭鱒、Rad57鱳経路鱑使鲔鲑鲐可能性鱑鱇鲐鱘鱭鱑分鱐鱨鱤。
鲃鱤、鱘鱳異常鱯接合型変換鱴 Swi2鱑 Swi6鱰依存鱞鲐mat領域局在鲗鲀鱭鲘鱮⽰鱚鱯鱉 P
型細胞鱳 h+N株鱬観察鱚鲑鲐鱘鱭鱐鲎、Swi6-Swi2鱳相互作⽤鱑、mat領域鱬鱳 Swi2鱳局在
以外鱰鲇接合型変換時鱰重要鱯機能鲗果鱤鱜鱫鱉鲐鱘鱭鲗⽰唆鱜鱫鱉鲐。 
鱚鲎鱰、鱘鱳変異体鱴 h+N細胞特異的鱰⼀部鱳細胞鱬⽣育阻害鲗鱏鱘鱞。鱘鱳阻害鱴 Swi6
鱭相互作⽤鱬鱒鱯鱉 Swi2鱳点変異体鱬鲇観察鱚鲑、Swi2鱳 AT-hook鱰依存鱞鲐事鱑鲔鱐鱨
鱤。鱩鲃鲏、Swi6鱭相互作⽤鱬鱒鱯鱉 Swi2鱳鲪鳆鳘局在異常鱑関与鱜鱫鱉鲐鱭考鱍鲎鲑鲐。
鱜鱐鱜、上述鱳異常鱯接合型変換鱭鱴独⽴鱜鱤現象鱬鱇鱨鱤。⽣育阻害鱳分⼦機構鱴不明鱬鱇
鲐鱑、鲪鳆鳘鱳三次元構造鱭関連付鱖鱫鱢鱳機構鲗推察鱞鲐。 
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鳢鲮鳣鳀�
1. swi6 変異体鱳作成�
多鱔鱳因⼦鱭相互作⽤鱞鲐鱘鱭鱑知鲎鲑鱫鱉鲐 Swi6 CSD鳓鳚鲸鲜鳖鱅鱳構造鱴 X線結晶
構造解析結果鱑鱞鱬鱰報告鱚鲑鱫鱉鲐（図 2-2）[58]。鲃鱤 Swi6CSD鳓鳚鲸鲜鳖鱅鱴構造体
鱳頂点付近鱰⽣鱝鲐溝構造鱰 PxVxL motif鲗持鱩鲷鳫鳉鲧質鱑鱴鲃鲏込鲘鱬結合鱞鲐鱘鱭鱑報
告鱚鲑鱫鱉鲐鱑[59], [60]、HP1/Swi6鱳鳏鳥鲾鲢鳗鲧鲱解析結果鱐鲎結合鲷鳫鳉鲧質群鲗解析
鱜鱫鲄鱫鲇全鱫鱳鲷鳫鳉鲧質鱑 PxVxL motif鲗持鱩訳鱬鱴鱯鱔、他鱳結合鳚鱅鳁鱰鲍鱨鱫鲷鳫
鳉鲧質間相互作⽤鲗維持鱞鲐鱘鱭鱑予測鱚鲑鲐。鱘鱳 Swi6CSD鳓鳚鲸鲜鳖鱅構造中鱰鱏鱉鱫
α-鳐鳢鲻鲧鲱鱴 dimerization surface鱭鱯鱨鱫鱏鲏、鲸鲜鳖鱅鱳内側鱐鲎構造鲗維持鱜鱫鱉鲐
鱭考鱍鲎鲑鲐。⼀⽅、複数鱳β鲯鱅鳀構造鱑鲸鲜鳖鱅鱳外殻鲗鱯鱞鲍鱋鱰複数存在鱜構造鱳維
持鱰鱴関与鱠鱟、複数鱳因⼦鱭鱳相互作⽤鱰関与鱜鱫鱉鲐可能性鱑⾼鱉。鱢鱘鱬β鲯鱅鳀構造
上鲗中⼼鱭鱜鱫側鎖鱑構造体鱳外部表⾯鲗向鱉鱫鱉鲐鲚鳗鳆酸、T278, E280 ,Y290, H300, 
H321鱑未知因⼦鱭相互作⽤鱞鲐鱳鱰重要鱬鱇鲐鱭推測鱜鱤。鱢鱘鱬、鱘鲑鲎鱳鲚鳗鳆酸鱰鳡
鳫鲸鳘鱯点変異鲗導⼊鱜、Swi6 CSD鱳機能鱰重要鱯鲚鳗鳆酸鲗鲱鲧鳢鱅鳃鳫鲨鱰鲍鱨鱫探索
鱜鱤。 

swi6鲗鲫鱅鳁鱞鲐 DNA断⽚鲗鲧鳥鱅鳃鳫鲨鱜鱤鳏鳡鲱鳗鳁鲗⽤鱉鱫 Kunkel法鱰従鱨鱤
site-directed mutagenesis鱰鲍鲏、swi6鱳 T278, E280, Y290, H300, H321鱳鱢鲑鱣鲑鱳鲚鳗
鳆酸鱰対応鱞鲐塩基配列鱰鳡鳫鲸鳘点変異鲗導⼊鱜鱤（図 2-1）。鱢鲑鲎鱳鳏鳡鲱鳗鳁鲗鋳型
鱭鱜鱫 PCR鱰鲍鲏増幅鱚鱠鱤 DNA cassette (変異鲗⼊鲑鱤 swi6遺伝⼦領域鱭薬剤耐性鳖鱅鲣
鱅鱳領域鱳両⽅鲗含鲅 DNA領域) 鲗 swi6Δ::NatMX株鱰電気穿孔法鱬導⼊鱜形質転換鲗鱏鱘
鱯鱨鱤（⽅法鲗参照）。得鲎鲑鱤、形質転換体鱰鱩鱉鱫鱢鱳後、薬剤耐性鱳⼊鲑替鲔鲏鲗確認
鱜鱤鲇鱳鱰鱩鱉鱫、以降鱳表現型解析鲗⾏鱯鱨鱤。 

 

 
図 2-1 kunkel法鱰鲍鲐 swi6遺伝⼦鱽鱳部位特異的変異導⼊鱳⽅法 
Kunkel法鱳概要鲗⽰鱜鱤。dUTPase (Dut)鱭 Uracil-DNA glycosylase（Ung）鲗⽋損鱜鱫鱉鲐
E. coli  dut−, ung− 鱰 swi6+鲗鲧鳥鱅鳃鳫鲨鱜鱤M13鳍鲙鱅鲰鲗感染鱚鱠、DNA 中鱳 
Thymine (T) 鱳⼀部鱑 deoxyuracil (dU) 鱰鱏鱒鱐鲔鱨鱤⼀本鎖 DNA鲗調製鱞鲐。鱘鱳 DNA
鱰変異導⼊⽤鱳鲢鳢鲬鳄鲧鳤鲢鲹鳁鲗相補鱚鱠、鳕鳢鳙鳡鱅鲴鱭鳢鲤鱅鲴鱰鲍鲏相補鲗合成鱞
鲐。鱘鱳 DNA鲗 ung＋鱰導⼊鱞鲐鱭、dU含有 DNA鱴 Ung鱰鲍鲏分解鱚鲑鲐。⼀⽅ in vitro鱬
合成鱚鲑鱤相補鎖鱴分解鱚鲑鱟鱰複製鱚鲑鲐。鱘鱳鲍鱋鱰鱜鱫 swi6鱰変異鱑導⼊鱚鲑鱤
dsDNA鱑得鲎鲑鱤。 
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図 2-2 Swi6 CSD鳓鳚鲸鲜鳖鱅鱳 X線結晶構造 
Swi6 CSD鳓鳚鲸鲜鳖鱅鱳 X線構造鲗⽰鱜鱫鱉鲐。⾚⾊鱬⽰鱚鲑鱤内部鱳α-鳐鳢鲻鲧鲱鱑
dimerization surface鱭鱯鱨鱫鱏鲏構造維持鱰寄与鱜鱫鱉鲐。鲃鱤、β-鲯鱅鳀鱑外殻鲗鱯鱞鲍
鱋鱰複数⾒受鱖鲎鲑鲐。⽔⾊鱬⽰鱚鲑鱤鲚鳗鳆酸残鱑本研究鱬鳡鳫鲸鳘鱯点変異鲗⼊鲑鱤場所
鱬鱇鲐 
 
2. ⽣育阻害鲗⽰鱞 swi6�CSD�(H321Q,H321S)点変異体鱳単離�

Swi6CSD鱳変異体鱳鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫鱰鲍鲐鲭鲜鳤鳫鲯鳫鲨鱽鱳影響鲗調鱾鲐鱤鲆鱰、分
裂酵⺟鱳第⼀染⾊体鲳鳫鳀鳥鳙鲚鱳 otr1R領域鱳 dg領域鱰 ade6+遺伝⼦鱑挿⼊鱚鲑鱫鱉鲐鳤
鳕鱅鲷鱅株鲗⽤鱉鱤。鱯鱏、内在性鱳 ade6+遺伝⼦鱴制限酵素鱰鲍鲐⽋失変異鱑導⼊鱚鲑、機
能鲗失鱨鱫鱉鲐（図 2-3A）。鱘鱳株鱬鱴挿⼊鱚鲑鱤 ade6+遺伝⼦領域鱰鱏鱉鱫鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹
鳫鱑形成鱚鲑鱫鱏鲏、ade6+遺伝⼦発現鱑抑制鱚鲑、鲚鲿鳃鳫鱑少鱯鱉培地鱬鱴、⾚⾊鱳鲫鳥
鳃鱅鲗形成鱞鲐。⼀⽅、swi6⽋損株鱬鱴挿⼊鱚鲑鱤 ade6+遺伝⼦領域鱰鱏鱉鱫鳐鲾鳥鲧鳥鳖
鲹鳫鱑崩壊鱜鱫鱏鲏、ade6+遺伝⼦鲗発現鱜、鲚鲿鳃鳫鱑少鱯鱉培地鱬鲇⽩⾊鱳鲫鳥鳃鱅鲗形
成鱞鲐。変異体鱳中鱰鲇鲚鲿鳃鳫鱳少鱯鱉培地鱬⽩⾊鱳鲫鳥鳃鱅鲗形成鱞鲐鲇鱳鱑鱇鲏、鳐鲾
鳥鲧鳥鳖鲹鳫鱰鲍鲐鲭鲜鳤鳫鲯鳫鲨鱰影響鱑鱬鱫鱉鲐鱘鱭鱑鲔鱐鲐。鲃鱤、swi6⽋損株鱴増
殖鱰鱴影響鱑鱯鱔野⽣型鱭同等鱳鱵鲎鱩鱒鱳鱯鱉均⼀鱳鲫鳥鳃鱅鲗形成鱞鲐鱑、変異体鱳中鱰
鱴野⽣型鱭同様鱳⼤鱒鱚鱳鲫鳥鳃鱅鱭⼩鱚鱯鲫鳥鳃鱅鱑混在鱞鲐鲇鱳鱑存在鱜、細胞増殖鱰影
響鲗鱬鱫鱉鲐鱘鱭鱑⽰唆鱚鲑鱤（図 2-3B）。 
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図 2-3A本研究鱬 swi6変異体作製鱜鱤分裂酵⺟株鱳鳖鱅鲣鱅遺伝⼦挿⼊場所鱳模式図 
本研究鱬⽤鱉鱤分裂酵⺟株鱳模式図。第⼀染⾊体鲳鳫鳀鳥鳙鲚領域鱰鳖鱅鲣鱅遺伝⼦ ade6+鱑
挿⼊鱚鲑鱫鱉鲐。鱯鱏内在性鱳 ade6+遺伝⼦鱴制限酵素鱰鲍鲐⽋失変異鱑導⼊鱚鲑鱫、機能鱑
消失鱜鱫鱉鲐。鱘鲑鱰鲍鲏鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫領域鱰鱏鱖鲐転写鱳程度鲗簡易的鱰鳚鳃鲷鱅鱞鲐
鱘鱭鱑鱬鱒鲐。Low adenine培地鱬⽣育鱚鱠鱤時 swi6Δ鱯鱮鱳鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫崩壊株鱴脱
鲭鲜鳤鳫鲯鳫鲨鱰鲍鲏 dg::ade6+鱑発現鱜鱫 Low adenine培地上鱬⽩鱉鲫鳥鳃鱅鲗形成鱞鲐。
⼀⽅鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫鱑維持鱚鲑鱫鱉鲐鱭 dg::ade6+鱑発現鱠鱟⾚⾊鱳⾊素鱑蓄積鱜鱫⾚⾊鱳
鲫鳥鳃鱅鲗形成鱞鲐。 
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図 2-3B得鲎鲑鱤 swi6変異体鱳写真 
今回 Swi6 CSD鱳鲱鲧鳢鱅鳃鳫鲨鱰鲍鲏得鲎鲑鱤変異体鲗⽰鱜鱤。E280, I298, H300鱳変異
体鱴WT鱭同様鱳表現型鲗⽰鱜鱤。T278, Y290変異体鱴鲫鳥鳃鱅鱳⾊鱭鲫鳥鳃鱅鲭鲜鲲鱳
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variegation鲗⽰鱞。H321変異体鱴鲫鳥鳃鱅鲭鲜鲲鱳 variegation鲗⽰鱞。 
 
得鲎鲑鱤点変異体鱳鲭鲜鳤鳫鲯鳫鲨鱭増殖鱳表現型鲗表鱰鲃鱭鲆図 2-3C鱰⽰鱜鱤。鲃鱤、
図 2-3D鱰各変異体鱳⾚⾊鱳鲫鳥鳃鱅鱭⽩⾊鱳鲫鳥鳃鱅鱳割合、⼤鱒鱉鲫鳥鳃鱅鱭⼩鱚鱉鲫鳥
鳃鱅鱳割合鲗⽰鱜鱤。点変異体鱳表現型鱴Wild Type (WT) 鱭同様鱳鲇鱳、WT鱭⾊鱭鲫鳥鳃
鱅鲭鲜鲲鱰違鱉鱑⾒鲎鲑鲐鲇鱳、鲫鳥鳃鱅鲭鲜鲲鱰違鱉鱑⾒鲎鲑鲐鲇鱳鱳⼤鱒鱔３鱩鱰分鱖鲐
鱘鱭鱑鱬鱒鱤。 

 

 
図 2-3C得鲎鲑鱤 swi6変異体鱳表現型鱳鲃鱭鲆 
今回得鲎鲑鱤 Swi6CSD変異体鱳中鱬代表的鱯鲇鱳鲗表鱰鲃鱭鲆鱤。E280, I298, H300鱳変異
体鱴WT鱭同様鱳表現型鲗⽰鱜鱤。T278, Y290変異体鱴鲫鳥鳃鱅鱳⾊鱭鲫鳥鳃鱅鲭鲜鲲鱳
variegation鲗⽰鱞。H321変異体鱴鲫鳥鳃鱅鲭鲜鲲鱳 variegation鲗⽰鱞。 
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図 2-3D得鲎鲑鱤 swi6変異体鱳⼤鱒鱉鲫鳥鳃鱅、⼩鱚鱉鲫鳥鳃鱅鱳割合鱭⾚⾊鱳鲫鳥鳃鱅、
⽩⾊鱳鲫鳥鳃鱅鱳割合 
（上段）得鲎鲑鱤変異体鱰鱏鱖鲐⼤鱒鱉鲫鳥鳃鱅鱭⼩鱚鱉鲫鳥鳃鱅鱳割合鲗⽰鱜鱫鱉鲐。
T278K, Y290C, Y290D, H321Q, H321S, H321A鱬 colony size variegation鱑確認鱬鱒鲐。（下
段）得鲎鲑鱤変異体鱳⾚⾊鱳鲫鳥鳃鱅鱭⽩⾊鱳鲫鳥鳃鱅鱳割合鲗⽰鱜鱫鱉鲐。T278K, E280P, 
Y290N, Y290D鱬 color variegation鱑確認鱬鱒鲐。 
 
表現型鱑WT鱭同様鱳点変異体鱴 swi6 E280G, I298P, H300G株鱯鱮鱑挙鱗鲎鲑鲐。鱘鲑鲎
鱳変異体鱴鲫鳥鳃鱅鱳⾊鱭⼤鱒鱚鱭鲇鱰WT鱭鲀鱭鲘鱮変鲔鲎鱯鱐鱨鱤。鱯鱏、Swi6E280P
鱬⾒鲎鲑鲐 dg::ade6+鱳鲭鲜鳤鳫鲯鳫鲨異常鱴 Swi6E280P鱳鲷鳫鳉鲧質量鱑 swi6Δ株並鱰減
少鱜鱫鱏鲏、鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫鱳形成維持不全鱰起因鱞鲐鱭考鱍鲎鲑鲐（図 2-3E）。 
表現型鱑WT鱭⾊鱭鲫鳥鳃鱅鲭鲜鲲鱰違鱉鱑⾒鲎鲑鲐点変異体鱴 swi6 T278R, Y290D株鱯
鱮鱑挙鱗鲎鲑鲐。鱘鲑鲎鱳変異体鱴、WT鱰⽐鱾鱫 swi6Δ株鱭同様鱳⽩⾊鱳鲍鱋鱯⾊鱳鲫鳥鳃
鱅鱳割合鱑増加鱜鱫鱉鱤。鱘鲑鱴⼀部鱳細胞鱬鲳鳫鳀鳥鳙鲚近傍鱳鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫鱑崩壊鱜
鱫鱉鲐鱭予想鱚鲑鲐。鲃鱤鲭鲜鲲鱳⼩鱚鱉鲫鳥鳃鱅鱳数鱳割合鲇増加鱜鱫鱏鲏、⼀部鱳細胞鱬
増殖鱰影響鱑出鱫鱉鲐鱘鱭鱑鲔鱐鲐。 
表現型鱑WT鱭鲫鳥鳃鱅鲭鲜鲲鱰鱳鲄違鱉鱑⾒鲎鲑鲐点変異体鱴 swi6 H321Q, H321S株鱯
鱮鱑挙鱗鲎鲑鲐。鲫鳥鳃鱅鱳⾊鱴WT鱭鲀鲁同様鱬鱇鱨鱤。鱘鲑鱴鲳鳫鳀鳥鳙鲚近傍鱳鳐鲾鳥
鲧鳥鳖鲹鳫鱑維持鱚鲑鱫鱉鲐鱘鱭鲗⽰唆鱜鱫鱉鲐。⼀⽅、鲭鲜鲲鱳⼩鱚鱉鲫鳥鳃鱅鱳割合鱑
WT鱰対鱜鱫増加鱜鱫鱏鲏、鲭鲜鳤鳫鲯鲨鱰鱴影響鱑鱯鱔⼀部鱳細胞鱬増殖鱑阻害鱚鲑鱫鱉鲐
鱘鱭鱑予想鱬鱒鲐。 
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図 2-3E swi6変異体鱳鲷鳫鳉鲧質鱳発現量⽐較 
⽰鱚鲑鱤各株鱳全細胞抽出液鲗 SDS-PAGE鲗⾏鱉分離鱜鱤鱳鱦、western blotting鲗⾏鱨鱤。
E280P鱬鱴 Swi6鲷鳫鳉鲧質鱴鱯鱔鱯鱨鱫鱉鱤。⼀⽅,鲱鲧鳢鱅鳃鳫鲨鱬得鲎鲑鱤他鱳変異体
鱴Wild Type並鱰 Swi6鱴存在鱜鱫鱉鲐鱘鱭鱑確認鱬鱒鱤。 

 
swi6鱴接合型変換関連因⼦鱭鱜鱫同定鱚鲑鱤経緯鱑鱇鲐[24]。鱢鱘鱬接合型変換鱽鱳影響鲗
調鱾鲐鱤鲆、窒素源枯渇鱚鱠鱤固体培地鱰⽣育鱚鱠鱤分裂酵⺟鱳細胞鲗鳠鲞素鱬染鲆鱤。鱘鱳
⽅法鱴、分裂酵⺟鱳接合型変換鱳表現型解析鱬鲍鱔⽤鱉鲎鲑鲐。分裂酵⺟鱴窒素源枯渇状態
鱬、細胞集団内鱰異鱯鲐接合型鱳細胞鱑存在鱞鲐鱭鱒、接合鱜鱫胞⼦形成鲗鱞鲐。鱘鱳状態鱬
鳠鲞素鱰鲍鱨鱫染鲆鲐鱭、胞⼦内鱳鲿鳫鳏鳫鱰鲍鲏⿊鱔染鲃鲐。⼀⽅鱬、胞⼦形成鱜鱫鱉鱯鱉
細胞鱴、⻩⾊鱔染鲃鲐。swi6CSD変異体鱳代表的鱯変異体鲗⽤鱉鱫、鱘鱳表現型解析鲗⾏鱨
鱤。変異体作製鱰⽤鱉鱤 h＋N鱳鳈鲻鲧鲨鳡鳫鳁鱬鱴、細胞集団鱰 P型細胞鱳鲄鱬占鲆鲎鲑、
窒素源枯渇下鱰鱏鱉鱫鲇⿊鱔染鲃鲐鱘鱭鱴鱯鱉。鱜鱐鱜、swi6T278K, swi6Y290D, 
swi6H321Q鱳変異体鱬⿊鱔染鲃鲐細胞鱑存在鱜鱤（図 2-3F）。鱘鲑鱴⼀部鱳細胞鱳接合型鱑
h+鱐鲎 h-鱰変鲔鱨鱤鱘鱭鲗⽰唆鱜鱫鱉鲐。 
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図 2-3F得鲎鲑鱤 swi6変異体鱳 iodine staining鱰鲍鲐接合型変換鱳表現型解析 
得鲎鲑鱤 swi6CSD変異体鲗 SPAS固体培地鱰 25℃鱬 5⽇間培養鱜鱤鱳鱦鳠鲞素鱬細胞鲗鱢
鲆鱤。swi6T278K,swi6Y290D,swi6H321Q鱰鱴⿊鱔染鲃鱨鱤鲫鳥鳃鱅鱑混鱝鱨鱫鱉鲐鱑、鱢鱳
他鱳株鱴⻩⾊鱔染鲃鱨鱫鱉鲐。 

 
Swi6鱳点変異体鲱鲧鳢鱅鳃鳫鲨鱬得鲎鲑鱤変異体鱳中鱬、swi6H321点変異体鱳鲄鱑、鳐鲾
鳥鲧鳥鳖鲹鳫鱬鱳鲭鲜鳤鳫鲯鲨鱑維持鱚鲑、⽣育阻害鲗⽰鱜、接合型変換鱑観察鱚鲑鱤。鱢鱘
鱬以降鱬鱴⽣育阻害鲗⽰鱞 swi6 CSD H321鱳点変異体鱰焦点鲗当鱫鱫鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫形成
鱰鱴関鲔鲎鱯鱉鲇鱳鱳、分裂酵⺟株鱳⽣育阻害鱭mat構造鱳不安定化機構鱳解析鲗進鲆鱤。 

 
3. swi6�CSD(H321Q,�H321S)点変異株鱰鱏鱉鱫鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫鱴維持鱚鲑鲐�

swi6 H321Q, H321S株鱬鱴鲳鳫鳀鳥鳙鲚鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫鱰挿⼊鱚鲑鱤 dg::ade6+遺伝⼦鱴
鲭鲜鳤鳫鲯鳫鲨鱚鲑鱤鲃鲃鱬鱇鲐鱑、鱘鲑鲎鱳株鱑表現型鱐鲎予想鱚鲑鲐通鲏鱰鳐鲾鳥鲧鳥鳖
鲹鳫鲗維持鱜鱫鱉鲐鱐調鱾鲐鱤鲆、鳒鳢鲳鳫鳀鳥鳙鲚上鱳 ade6+遺伝⼦鱳転写量鲗 RT-qPCR
鱬調鱾鱤（図 2-4A）。swi6 H321Q, H321S株鱴WT鱰⽐鱾鱫、約２倍鱳転写量鱑鱇鱨鱤鲇鱳
鱳、swi6Δ鱰⽐鱾鲐鱭、15分鱳 1程度鱰鱭鱮鲃鱨鱫鱉鱤。鱘鲑鱴、swi6 H321Q, H321S株鱴
鲳鳫鳀鳥鳙鲚近傍鱳鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫鲗維持鱜鱫鱉鲐鱘鱭鲗⽰唆鱞鲐。鱚鲎鱰鳒鳢鲳鳫鳀鳥鳙
鲚上鱳 dg::ade6+遺伝⼦領域鱭鳞鱅鲧鳥鳖鲹鳫上鱳 adh1+遺伝⼦領域鱰鱏鱖鲐 H3K9me鱭
Swi6鱳局在鲗鲧鳥鳖鲹鳫免疫沈降法鱏鲍鱸定量的 PCR (ChIP-qPCR)鱬確鱐鲆鲧鳥鳖鲹鳫鱳状
態鲗調鱾鱤（図 2-4B）。鱮鱳株鱰鱏鱉鱫鲇 H3K9me鱴鳞鱅鲧鳥鳖鲹鳫上鱳 adh1+領域鱰鱏鱉
鱫鲀鱭鲘鱮局在鱴⾒鲎鲑鱯鱉。⼀⽅、鳒鳢鲳鳫鳀鳥鳙鲚上鱳 ade6+領域鱬鱴WT鱭同鳤鳑鳣
鱳局在鱑 swi6 H321Q, H321S変異体鱰鱏鱉鱫⾒鲎鲑鱤。鲃鱤、swi6 H321Q, H321S変異体鱴 
adh1+領域鱰鱏鱉鱫WT鱭同様低鱉鳤鳑鳣鱬存在鱜鱫鱏鲏、鳒鳢鲳鳫鳀鳥鳙鲚上鱳 dg::ade6+
領域鱬鱴WT鱰鱔鲎鱾鱫鱭同鱝鱐鲉鲉⾼鱉鳤鳑鳣鱬存在鱜鱫鱉鲐鱘鱭鱑鲔鱐鱨鱤(図 2-4A)。 
鲃鱤、h90株鱰鱏鱉鱫、mat領域鱳鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫鱑維持鱚鲑鱫鱉鲐鱐調鱾鱤。鲃鱟、鳐
鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫化鱚鲑鱫鱉鲐 K領域鱰 ura4+鱑挿⼊鱚鲑鱤 h90株鲗⽤鱉鱫、h90 swi6H321Q
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株鱰鱏鱉鱫 Kint2::ura4+鱑鲭鲜鳤鳫鲯鳫鲨鱚鲑鱫鱉鲐鱐表現型鱰基鱪鱉鱫観察鱜鱤。
Kint2::ura4鱑遺伝⼦発現抑制鱚鲑鱫鱉鲐鱭 5-FOA鳏鳤鱅鳀上鱬鲇正常鱰⽣育鱬鱒鲐⼀⽅鱬、
swi6Δ株鱳鲍鱋鱰鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫鱑崩壊鱜鱫鱉鲐鱭 Kint2::ura4+鱑発現鱜 5-FOA鳏鳤鱅鳀
上鱬⽣育阻害鲗⽰鱞。h90 swi6H321Q鱴 5-FOA鳏鳤鱅鳀上鱰鱏鱉鱫鲇WT並鲄鱰⽣育鱜鱫鱏
鲏、Kint2::ura4+鱑鲭鲜鳤鳫鲯鳫鲨鱚鲑鱫鱉鲐鱘鱭鱑⽰唆鱚鲑鱤（図 2-4C）。次鱰 K領域鱳
cenH領域鱭鳞鱅鲧鳥鳖鲹鳫上鱳 adh1+遺伝⼦領域鱰鱏鱖鲐 H3K9me鱭 Swi6鱳局在鲗 ChIP-
qPCR鱬確鱐鲆鲧鳥鳖鲹鳫鱳状態鲗調鱾鱤。鱮鱳株鱰鱏鱉鱫鲇 H3K9me鱴鳞鱅鲧鳥鳖鲹鳫上
鱳 adh1+遺伝⼦領域鱰鱏鱉鱫鲀鱭鲘鱮局在鱴⾒鲎鲑鱯鱉。⼀⽅、K領域鱳 cenH領域鱬鱴WT
鱭同鳤鳑鳣鱳局在鱑 swi6 H321Q変異体鱰鱏鱉鱫⾒鲎鲑鱤(図 2-4C)。以上鱳鱘鱭鱐鲎 swi6 
H321Q, H321S株鱴鲳鳫鳀鳥鳙鲚近傍鱭mat領域鱰鱏鱉鱫鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫鲗維持鱜鱫鱉鲐
鱘鱭鱑確認鱬鱒鱤。 

 
図 2-4A swi6 CSD H321Q, H321S変異体鱰鱏鱖鲐 dg::ade6+鱳発現量 
dg::ade6+鱳転写量鲗 RT-qPCR鱬調鱾鱤。鳞鱅鲧鳥鳖鲹鳫上鱳遺伝⼦ act1鲗 internal control
鱭鱜鱫標準化鲗⾏鱉、WT(野⽣型株)鲗 1鱭鱜鱫転写産物量鲗計算⽐較鱜鱤。 
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図 2-4B swi6 CSD H321Q, H321S変異体鱰鱏鱖鲐 dg::ade6+鱳 H3K9me鱭 Swi6鱳局在 
swi6H321Q, S株鱰鱩鱉鱫 dg::ade6+鱭 adh1+鱰鱏鱖鲐 H3K9me鱭 Swi6局在鲗 ChIP-qPCR
鱰鲍鱨鱫定量鱜鱤。 
 

 
図 2-4C swi6 CSD H321Q, H321S変異体鱰鱏鱖鲐 dg::ade6+鱳 H3K9me鱭 Swi6鱳局在 
Swi6H321Q株鱰鱩鱉鱫 cenH鱭 adh1+鱰鱏鱖鲐 H3K9me鱭 Swi6鱳局在鲗 ChIP-qPCR鱰鲍
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鱨鱫定量鱜鱤。 
 
4. ⽣育阻害鲗⽰鱞細胞鲗再培養鱞鲐鱭⼀部鱳細胞鱬⽣育阻害鱑回復鱞鲐�
⽣育阻害鱑 DNA配列変化鱰依存鱞鲐鲇鱳鱐鲗調鱾鲐鱤鲆鱰、swi6 H321Q, H321S株鱰鱏鱉
鱫⽣育阻害鲗⽰鱜鱤鲫鳥鳃鱅鲗選択鱜鱫、再鱸個体培地鱰培養鱜直鱜鱤。鱞鲐鱭約７割鱳鲫鳥
鳃鱅鱑WT同鱝⼤鱒鱚鱳鲫鳥鳃鱅鱬鱇鱨鱤（図 2-5）。鱘鲑鱴⽣育阻害鱐鲎回復鱜鱤細胞鱑鱇
鲐鱘鱭鲗⽰鱞。鱘鱳鱘鱭鱐鲎⽣育阻害鱑 DNA配列変化鱰鲍鲐鲇鱳鱬鱴鱯鱉現象鱥鱭分鱐鱨
鱤。 
 

 
図 2-5⽣育阻害鲗⽰鱞細胞鲗再度培養鱞鲐鱭⼀部鱳細胞鱬⽣育阻害鱑回復鱞鲐 
swi6 H321Q鱐鲎鲫鳥鳃鱅鲭鲜鲲鱳⼩鱚鱉鲇鱳鲗選択鱜鱫新鱤鱰表現型確認鱜鱤⽅法鲗⽰鱜鱫
鱉鲐。鲃鱤、⼤鱒鱉鲫鳥鳃鱅鱭⼩鱚鱉鲫鳥鳃鱅鱳割合鲗鲨鳡鳍鱰⽰鱜鱫鱉鲐。⼀部鱳細胞鱬⽣
育阻害鱑回復鱜鱤鲇鱳鱑⾒鲎鲑鱤。 
 
5. h+N�swi6H321Q点変異体鱳細胞鱳⼀部鱴接合型変換鲗起鱘鱜鱫鱉鲐�
鳠鲞素鱰鲍鲐表現型解析鱳結果鱐鲎 swi6 H321Q株鱬鱴 h+N鱬鱇鲐鱰鲇鱐鱐鲔鲎鱟接合鱜、
胞⼦鲗形成鱜鱫鱉鲐。⾔鱉換鱍鲐鱭⼀部鱳細胞鱬接合型鱑 P鱐鲎M鱰変鲔鱨鱫鱉鲐鱘鱭鱑予
想鱚鲑鲐。鱘鱳鱘鱭鲗確鱐鲆鲐鱤鲆鱰mat1鱳状態鲗調鱾鱤。PCR鱰鲍鱨鱫mat1鱰 P型
DNA鱑⼊鱨鱫鱉鲐鱐、M型 DNA鱑⼊鱨鱫鱉鲐鱐鲗調鱾鲐鱘鱭鱑鱬鱒鲐。mat1-P, mat1-M鱰
共通鱞鲐 F primer鱭mat1-P特異的鱯 R primer、mat1-M特異的鱯 R primer鱬multiplex PCR
鱜鱤。鱘鱳時、寒天培地鱐鲎 colony-directed PCR鲗⾏鱨鱤。鱞鲐鱭、WT, swi6Δ鱬鱴、h+鲗
維持鱜鱫鱉鱤。⼀⽅鱬、swi6 H321Q鱬鱴、⼀部鱳細胞鱬接合型鱑切鲏替鲔鱨鱫鱉鱤（図 2-
6A）。鱯鱏、鱘鱳株鱬鱴鲫鳥鳃鱅鲭鲜鲲鱰関係無鱔、接合型鱳切鲏替鱍鱑起鱒鱫鱉鲐。 
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図 2-6A h+N swi6H321Q変異体鱳細胞鱳⼀部鱴接合型変換鲗起鱘鱜鱫鱉鲐 
（上段）鲫鳥鳃鱅鲸鲜鳤鲧鳀mat PCR鱳鲱鲥鱅鳘鲗⽰鱜鱫鱉鲐。鲫鳥鳃鱅鱐鲎直接鲪鳆鳘鲗
抽出鱜鱤。鱢鱳鲪鳆鳘鲗鋳型鱭鱜鱫、P型鱭M型 DNA鱰共通鱞鲐配列鱰相補的鱯 F� primer
鱭 P型 DNA鲣鲳鲻鳀特異的 R primer、M型 DNA鲣鲳鲻鳀特異的 R primer鲗⽤鱉鱫
multiplex PCR鲗⾏鱨鱤。mat1鱰 P型 DNA鲣鲳鲻鳀鱑鱇鲑鱵 972 bp鱳 PCR産物鱑得鲎鲑、
mat1鱰M型 DNA鲣鲳鲻鳀鱑鱇鲑鱵 728 bp鱳 PCR産物鱑得鲎鲑鲐。（下段）WT (h+N) 鱭
swi6Δ(h+N) 鱴、h+鲗維持鱜鱫鱉鱤鱑、swi6 H321Q (h+N) 鱬鱴、⼀部鱳細胞鱬mating-type鱑
切鲏替鲔鱨鱫鱉鲐。 

 
体細胞分裂鱳鱤鱸鱰接合型変換鱑起鱒鲐 h90株鱰鱏鱉鱫、swi6H321Q変異体鱑接合型変換
鱰与鱍鲐影響鲗調鱾鲐鱤鲆鱰 h90 swi6H321Q株鱰鱏鱉鱫mat PCR鲗⾏鱨鱤。鱢鱳結果、
swi6H321Q株鱬鱴、swi6Δ鱭同様鱰M型細胞鱳割合鱑増加鱜鱫鱏鲏、P型細胞鱐鲎M型細胞
鱽鱳変換効率鱑落鱦鱫鱉鲐鱘鱭鲗⽰鱜鱫鱉鲐。（図 2-6B）。swi6Δ鱰鱏鱉鱫、接合型変換効率
鱑下鱑鲐鱘鱭鱴報告鱚鲑鱫鱉鱤[6]鱑、鱘鲑鱴鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫鱳崩壊鱑原因鱐、Swi6-Swi2相
互作⽤鱑鱯鱔鱯鱨鱤鱘鱭鱑原因鱐鱴鲔鱐鱨鱫鱉鱯鱐鱨鱤。近年鱳報告鱬、Sw2-Swi6鱳相互作
⽤鱑鱯鱔鱯鲐 swi2変異体鱰鱏鱉鱫、swi6Δ並鲄鲃鱬接合型変換効率鱑落鱦鱫鱉鲐鱘鱭鱑鱇鱒
鲎鱐鱰鱯鱨鱤[54]。鱘鱳鱘鱭鱐鲎、Siw6-Swi2相互作⽤鱑正常鱯接合型変換鱰鱴重要鱬鱇鲐鱭
⽰唆鱚鲑鱤。図 2-6B鱳結果鱭 h90 swi6H321Q鱑mat領域鱳鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫鲗維持鱜鱫鱉
鲐鱘鱭（図 2-4C）鱴鱘鱳鱘鱭鱴⽀持鱜鱫鱉鲐。 
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図 2-6B h90 swi6H321Q変異体鱰鱏鱖鲐接合型変換鱳効率鱳mat PCR鱰鲍鲐解析 
h90鱳鳈鲻鲧鲨鳡鲞鳫鳁鱰鱏鱖鲐 swi6H321Q変異体鱳影響鲗mat PCR鱬調鱾鱤。PΔ17株
鱭Msmt0株鱴鱮鱦鲎鲇接合型変換鱰重要鱯 SAS部位鲗⽋損鱜鱫鱏鲏、鱢鲑鱣鲑 P型、M型
鲗維持鱞鲐鱘鱭鱑知鲎鲑鱫鱉鲐。各鳤鱅鳫鱳下鱰鳈鳫鳁強度鱐鲎 P細胞鱳割合鲗計算鱜、⽰
鱜鱫鱉鲐。 
 
6. h90,�h-S鱬鱴⽣育阻害鱴起鱒鱯鱉�
� swi6H321Q変異体作製鱰⽤鱉鱤 h+N鱳鳈鲻鲧鲨鳡鳫鳁以外鱬鲇⽣育阻害鲗⽰鱞鱐、調鱾鲐
鱤鲆鱰、h90, h-S鱳鳈鲻鲧鲨鳡鲞鳫鳁鱬 swi6H321Q変異体鲗作製鱜鱤。鱞鲐鱭、h90, h-S鱳鱮
鱦鲎鲇⽣育阻害鲗⽰鱚鱯鱐鱨鱤（図 2-7A）。鱘鱳鱘鱭鱐鲎、swi6H321Q鱳変異導⼊鱰鱏鱖鲐
⽣育阻害鱴 h+N鱳鳈鲻鲧鲨鳡鲞鳫鳁特有鱳鲇鱳鱥鱭考鱍鲎鲑鲐。 
 

 
図 2-7A mat構造鱳違鱉鱑⽣育阻害鱰与鱍鲐影響鱳解析 
h90, h-S, h+N鱳各鳈鲻鲧鲨鳡鳫鳁鱰鱏鱖鲐 swi6H321Q変異体鲗 YES培地鱬培養鱜鱫⽣育阻害
鲗⽰鱞鱐観察鱜鱤。鱚鲎鱰、⼤鱒鱉鲫鳥鳃鱅鱭⼩鱚鱉鲫鳥鳃鱅鱳割合鲗鲨鳡鳍鱰⽰鱜鱤。 

 
7. PΔ17（h+�SAS1Δ）鱳鳈鲻鲧鲨鳡鲞鳫鳁鱬 swi6H321Q変異体鱴⽣育阻害鲗⽰鱚鱯鱉�

h+N swi6 H321Q変異体鱬鱴接合型変換鱳鱭鱒鱰⼀部鱳細胞鱬異常鱯遺伝⼦変換鱑起鱒、鱢
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鱳結果、⽣育阻害鲗⽰鱜鱤鱳鱬鱴鱯鱉鱐鱭考鱍鱤。鱢鱘鱬、mat1近傍鱳 DSB鱑⽣鱝鲐鲜鳫鳏
鳢鳀形成鱰重要鱯 SAS部位鲗⽋損鱜鱫鱏鲏mat鱰鱏鱉鱫遺伝⼦変換鱑起鱒鱟 P型細胞鲗維持
鱜鱫鱉鲐、PΔ17鱳鳈鲻鲧鲨鳡鲞鳫鳁鱰鱏鱉鱫、swi6 H321Q鱳変異鲗導⼊鱜、⽣育阻害鲗⽰
鱞鱐鲗確認鱜鱤。鱞鲐鱭、⽣育阻害鱑鲀鱭鲘鱮⾒鲎鲑鱯鱔鱯鱨鱤（図 2-7B）。鱘鱳鱘鱭鱐鲎、
接合型変換鱳際鱰起鱒鲐異常鱯遺伝⼦変換鱑⽣育鱰影響鲗与鱍鱫鱉鲐可能性鱑鱇鲐。 

 

 
図 2-7B接合型変換鱑⽣育阻害鱰与鱍鲐影響鱳解析 
PΔ17 swi6H321Q変異体鱑 YES培地鱬培養鱜鱫⽣育阻害鲗⽰鱞鱐観察鱜鱤。鱚鲎鱰、⼤鱒鱉
鲫鳥鳃鱅鱭⼩鱚鱉鲫鳥鳃鱅鱳割合鲗鲨鳡鳍鱰⽰鱜鱤。 

 
⽣育阻害 
8. swi2 鲗⽋損鱚鱠鱤 swi2Δswi6H321Q鱴⽣育阻害鲗⽰鱚鱯鱉�

Swi2鱴接合型変換鱰鱏鱖鲐 Rad51鱰鲍鲐組換鱍経路鱳重要鱯鳍鲙鲧鲷鱅鱳⼀鱩鱇鲏、Swi6
鱭相互作⽤鱞鲐鱘鱭鱑知鲎鲑鱫鱉鲐[6], [50], [54]。 

h+N swi6H321Q鱰鱏鱉鱫⽣育阻害鱑起鱘鲐鱳鱴 Swi2鱭 Swi6鱳相互作⽤鱰変化鱑起鱒鱤鱐
鲎鱬鱴鱯鱉鱐鱭考鱍 Swi2鱭 Swi6鱳相互作⽤鲗 Yeast Two Hybrid法鱬調鱾鱤。Swi6H321Q
変異体鱴 Swi2鱭鱳相互作⽤鱑弱鱔鱯鱨鱫鱉鱤（図 2-8A）。⽣育阻害鱑起鱒鲐鱳鱴 Swi2-Swi6
相互作⽤鱑弱鱔鱯鲏 Swi6鱐鲎遊離鱜鱤 Swi2鱑原因鱬鱴鱯鱉鱐鱭考鱍、swi6H321Q変異体鱐
鲎 swi2鲗⽋損鱜鱤時鱰⽣育阻害鲗⽰鱞鱐調鱾鱤。swi2Δswi6 H321Q株鱴、swi6 H321Q株鱭
⽐鱾鱫⽣育阻害鲗⽰鱞細胞鱑顕著鱰減少鱜鱤（図 2-8B）。鱘鱳鱘鱭鱐鲎、⽣育阻害鱴 Swi2鱰
依存鱜鱫起鱒鱫鱉鲐鱘鱭鱑鲔鱐鱨鱤。Swi6鱐鲎遊離鱜鱤 Swi2鱑⽣育阻害鲗引鱒起鱘鱜鱫鱉鲐
可能性鱑鱇鲐。 
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図 2-8A Yeast Two Hybrid法鱰鲍鲐 Swi2鱭 Swi6H321Q鱳相互作⽤解析 
Swi2鱭 Swi6 H321Q鱳相互作⽤鲗 Yeast Two Hybrid法鱬調鱾鱤。Swi2鱭 Swi6鱴相互作⽤
鱞鲐鱘鱭鱑知鲎鲑鱫鱉鲐鱳鱬、SD -Leu, -Trp, -His +15mM 3-amino -1,2,4-triazole （3-AT） 
鳏鳤鱅鳀、SD -Leu, -Trp, -His, -Ade 鳏鳤鱅鳀上鱬鲇酵⺟鱴⽣育可能鱬鱇鲐。 

 

 
図 2-8B Swi2鱑⽣育阻害鱰与鱍鲐影響鱳解析 
h+N swi2Δswi6H321Q変異体鱑 YES培地鱬培養鱜鱫⽣育阻害鲗⽰鱞鱐観察鱜鱤。鱚鲎鱰、⼤
鱒鱉鲫鳥鳃鱅鱭⼩鱚鱉鲫鳥鳃鱅鱳割合鲗鲨鳡鳍鱰⽰鱜鱤。 
 
9. ⽣育阻害鱴Swi2-AT-hook 依存的鱰起鱒鲐�

Swi2鱴mat領域鱰局在鱞鲐鱘鱭鱑知鲎鲑鱫鱉鲐[6], [23], [54]。鲃鱤、P型細胞鱭M型細胞
鱬mat領域鱬鱳局在鱑異鱯鲐。Swi2鱴 AT-hook motif鲗鲇鱦、P型細胞鱬鱴 AT-hook motif 鱰
依存鱜鱫 SRE3領域近傍鱰鱳鲄局在鱞鲐[54]。M型細胞鱬鱴、AT-hook motif鱰依存鱜鱫鱴鱝
鲆鱰 SRE3鱰局在鱜、鱢鱳後 Swi6鱰依存鱜鱫mat領域全体鱰局在鱑広鱑鲐鱭考鱍鲎鲑鱫鱉鲐
（図 2-9）[6], [54]。 
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図 2-9 Swi2鱳接合型鱰鲍鲐mat局在鱳違鱉 
Swi2鱳mat局在鲗模式的鱰表鱜鱤。P細胞鱬鱴 Swi2鱴⾃⾝鱳 AT-hook motif鲗介鱜鱫 SRE3
近傍鱰局在鱑⾒鲎鲑鲐。⼀⽅、M細胞鱬鱴 Swi2鱴 AT-hook motif鲗介鱜鱫 SRE3鱰結合鱜、
Swi6鱭鱳相互作⽤鲗介鱜鱫mat領域全体鱰局在鲗⽰鱞鱭考鱍鲎鲑鱫鱉鲐。 

 
h+Nswi6H321Q変異体鱬鱴 Swi6鱭相互作⽤鱑弱鱔鱯鱨鱤状態鱬、Swi2鱳 AT-hook依存的鱯

mat領域鱽鱳結合鱑⽣育阻害鱰関鲔鲐可能性鱑考鱍鲎鲑鲐。 
鱞鱬鱰報告鱳鱇鲐 Swi2鱳 AT-hook変異体[54]鲗⽤鱉鱫、表現型解析鲗⾏鱨鱤。鱘鱳解析鱬
⽤鱉鱤 swi2-AT-12-AA変異体鱴、Swi2鱰⼆鱩鱇鲐 AT-hook鱰鱮鱦鲎鲇変異鱑⼊鱨鱫鱏鲏、
SRE3鱰結合鱬鱒鱯鱉鱘鱭鱑観察鱚鲑鱫鱉鲐。h+N鱰 swi2-AT-12-AA変異鲗導⼊鱜鱫鲇⽣育阻
害鱴鲄鱭鲆鲎鲑鱯鱉。鲃鱤、h+N swi6H321Q swi2-AT-12-AA⼆重変異体鱬鱴 swi6H321Q変異
体鱰⽐鱾鱫⼩鱚鱉鲫鳥鳃鱅鱳割合鱑減鱨鱤鱘鱭鱐鲎、⽣育阻害鱴 Swi2鱳 AT-hook依存的鱰起
鱒鱫鱉鲐鱘鱭鱑鲔鱐鱨鱤（図 2-8C）。 
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図 2-8C Swi2-AT-hook motif鱑⽣育阻害鱰与鱍鲐影響鱳解析 
⽣育阻害鱰鱏鱖鲐 Swi2-AT-hook鱳影響鲗調鱾鲐鱤鲆鱰、h+N swi2AT-12-AA� swi6H321Q⼆重
変異体鱑 YES培地鱬培養鱜鱫⽣育阻害鲗⽰鱞鱐観察鱜鱤。鱚鲎鱰、⼤鱒鱉鲫鳥鳃鱅鱭⼩鱚鱉
鲫鳥鳃鱅鱳割合鲗鲨鳡鳍鱰⽰鱜鱤。 

 
Swi2鱳 AT-hook鱴 in vitro鱳実験鱬鱴 SRE2鱭 SRE3鱳鱮鱦鲎鱰鲇同等鱳結合能鱑鱇鲐鱘
鱭鱑報告鱚鲑鱫鱉鲐[54]。⼀⽅、in vivo鱳実験結果鱐鲎鱴、Swi2鱴 SRE2局在鱞鲐鱤鲆鱰
鱴、鲃鱟 AT-hook依存的鱯 SRE3局在鱑必要鱬、鱢鱳後 Swi6鱭鱳相互作⽤鱰鲍鱨鱫mat領
域鱰広鱑鲏 SRE2鱰局在鱞鲐。SRE3鱰鱴 AT-hook依存的、Swi6⾮依存的鱯結合能鲗持鱩鱘
鱭鱑報告鱚鲑鱫鱉鲐[6], [54]。近年鱳報告鱬鱴、SRE2鱰鱴 Swi6⾮依存的鱯経路鱬鲇 Swi2鱴
結合鱬鱒鲐鱘鱭鱑⽰唆鱚鲑鱫鱉鲐[54]。今回鱳⽣育阻害鱴、Swi2鱳 AT-hook鲗介鱜鱤 Swi6⾮
依存的鱯 SRE2,3結合鱰鲍鲐鲇鱳鱬鱇鲐可能性鱑鱇鲐。 

 
10. Swi6 鱭相互作⽤鱬鱒鱯鱉Swi2 変異体鲗 h+N鱰導⼊鱞鲐鱭⽣育阻害鲗⽰鱞�
今鲃鱬鱳結果鱐鲎、h+N swi6H321Q変異体鱬観察鱚鲑鲐⽣育阻害鱴、Swi6鱭鱳相互作⽤鲗
失鱨鱤 Swi2鱑関与鱜鱫鱉鲐事鲗⽰鱜鱫鱉鲐。鱜鱐鱜、Swi6鱴様々鱯因⼦鱭相互作⽤鱞鲐[61]
鱳鱬、Swi6鱰変異鲗⼊鲑鱤鱭鱒、鱢鱳変異鱑 Swi2以外鱳鲷鳫鳉鲧質鱭鱳相互作⽤鱰鲇影響鲗
与鱍鲐可能性鱑鱇鲐。鱢鱘鱬 Swi6鱭相互作⽤鱞鲐鲷鳫鳉鲧質鱬共通鱰⾒鲎鲑鲐鳚鲹鱅鳍[59], 
[62]鱰鲚鳗鳆酸置換鲗導⼊鱜鱤 swi2-3A変異体鲗作成鱜鱤。予想通鲏 swi2-3A変異体鱴 Swi6
鱭 Swi2鱳相互作⽤鱑弱鱔鱯鱨鱤（図 2-10A）。鱚鲎鱰、h+N swi2-3A変異体鱳表現型鲗調鱾鱤
鱭鱘鲒、swi6H321Q変異体鱭同様、⽣育阻害鲗⽰鱞表現型鱑観察鱚鲑鱤（図 2-10B）。 
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図 2-10A Yeast Two Hybrid法鱰鲍鲐 Swi2-3A鱭 Swi6鱳相互作⽤解析 
Swi6鱭相互作⽤鱜鱯鱉 Swi2変異体鲗作製鱞鲐鱤鲆鱰、Swi6CSD鱭相互作⽤鱞鲐鲷鳫鳉鲧質
鱰鲍鱔⾒鲎鲑鲐 PxVxL鳚鲹鱅鳍配列鱰似鱤配列鱰変異鲗導⼊鱜鱤 Swi2-3A鱭 Swi6鱑相互作
⽤鱞鲐鱐 Yeast Two Hybrid法鱬調鱾鱤。 

 
Swi2鱴mat領域鱰局在鱜鱫鱉鲐。Swi6鱭相互作⽤鱬鱒鱯鱉 swi2-3A変異体鱰鱏鱉鱫、mat
領域鱳 Swi2局在鲗 ChIP-qPCR鱰鲍鱨鱫調鱾鱤（図 2-10C）。Swi2鱴 AT-hook依存的鱰mat3
近傍鱳 SRE3鱰局在鱜[54]、M細胞鱰鱏鱉鱫、Swi6鱰依存鱜鱫、mat全域鱰局在鱞鲐鱘鱭鱑
知鲎鲑鲐（図 2-9）[6]。実際鱰M型鲗維持鱞鲐Msmt0株鱰鱏鱉鱫 Swi2-3A変異体鱴、mat2
近傍鱳 SRE2鱳局在鱴減少鱜、mat3近傍鱳 SRE3鱴野⽣型 Swi2鱭変鲔鲎鱟局在鱜鱫鱉鱤
（図 2-10C）。 
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図 2-10B Swi2-Swi6相互作⽤鱑⽣育阻害鱰与鱍鲐影響鱳解析 
⽣育阻害鱰鱏鱖鲐 Swi2-Swi6相互作⽤鱳影響鲗調鱾鲐鱤鲆鱰、h+N swi2-3A変異体鱑 YES培
地鱬培養鱜鱫⽣育阻害鲗⽰鱞鱐観察鱜鱤。鱚鲎鱰、⼤鱒鱉鲫鳥鳃鱅鱭⼩鱚鱉鲫鳥鳃鱅鱳割合鲗
鲨鳡鳍鱰⽰鱜鱤。 
 

 
図 2-10C各変異体鱰鱏鱖鲐 Swi2-13myc局在鱳 ChIP-qPCR鱰鲍鲐解析 
M細胞鲗維持鱞鲐Msmt0鱳鳈鲻鲧鲨鳡鲞鳫鳁鱰鱏鱉鱫、swi6H321Q変異体、swi2-3A変異
体、swi2-AT12-AA変異体、swi2-AT12-AA swi6H321Q⼆重変異体鱳mat領域鱰鱏鱖鲐 Swi2
局在鲗 ChIP-qPCR鱬調鱾鱤。 

 
接合型変換 
11. swi2-3A変異体鱬鱴接合型変換鱴起鱒鱯鱉�
� h+N鱳鳈鲻鲧鲨鳡鲞鳫鳁鱳野⽣株鱴 P型細胞鲗安定鱰維持鱜鱫鱉鲐。鱜鱐鱜、swi6H321Q
変異体鱬鱴⼀部鱳細胞鱬M型細胞鱰接合型鱑変鲔鱨鱫鱉鲐鱘鱭鱑観察鱬鱒鱤。swi6H321Q変
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異体鱴 Swi6-Swi2相互作⽤鱑弱鱔鱯鱨鱫鱉鲐。同様鱰、swi2-3A変異体鱰鱏鱉鱫鲇 Swi2-Swi6
相互作⽤鱴弱鱔鱯鱨鱫鱉鲐。鱢鱘鱬、swi2-3A変異体鱰鱏鱉鱫鲇 swi6H321Q変異体鱭同様鱰
接合型変換鱑起鱒鱫鱉鲐鱐調鱾鱤。分裂酵⺟鲗鳠鲞素鱬染鲆鲐鱘鱭鱬、接合型変換鱑起鱒鱫鱉
鲐鱐鲗表現型解析鱬調鱾鲐鱘鱭鱑鱬鱒鲐。接合鱰鲍鲏胞⼦鱑形成鱚鲑鲐鱑、胞⼦鱴鳠鲞素処理
鱰鲍鲏⿊鱔染⾊鱚鲑鲐。鱘鱳⽅法鲗⽤鱉鱤鱭鱘鲒、h+N swi2-3A変異体鱬鱴、⿊鱔染鲃鱨鱤鲫
鳥鳃鱅鱴観察鱚鲑鱟、全鱫⻩⾊鱔染鲃鱨鱫鱉鱤（図 2-10D）。鱘鱳鱘鱭鱐鲎 swi2-3A変異体鱬
鱴接合型変換鱑起鱒鱫鱉鱯鱉鱘鱭鱑⽰唆鱚鲑鱤。mat PCR鱰鲍鱨鱫鱘鲑鲗確鱐鲆鱤鱭鱘鲒、
h+N swi2-3A変異体鱬鱴、接合型変換鱑起鱒鱫鱉鱯鱉鱘鱭鱑確認鱬鱒鱤（図 2-10E）。以上鱳鱘
鱭鱐鲎、h+N鱳鳈鲻鲧鲨鳡鲞鳫鳁鱬鱴、接合型変換鱴 Swi2-Swi6相互作⽤鱰依存鱠鱟、
swi6H321Q変異体鱰特有鱳鲇鱳鱬鱇鲐鱘鱭鱑鲔鱐鲐。鲃鱤⽣育阻害鱑接合型変換鱳鱏鱒鱯鱉
swi2-3A変異体鱬鲇観察鱬鱒鲐鱘鱭鱐鲎、⽣育阻害鱴 Swi6鱐鲎遊離鱜鱤 Swi2鱰引鱒起鱘鱚
鲑鲐鱑、接合型変換鱰鱴関与鱜鱯鱉鱘鱭鱑⽰唆鱚鲑鱤。 
 

 
図 2-10D swi2-3A変異体鱳 iodine staining鱰鲍鲐接合型変換鱳表現型解析 
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swi2-3A変異体鱑 swi6H321Q変異体鱬⾒鲎鲑鲐鲍鱋鱯接合型変換鱑起鱒鱫鱉鲐鱐調鱾鲐鱤鲆
鱰、SPAS固体培地鱰 25℃鱬 5⽇間培養鱜鱤鱳鱦鳠鲞素鱬細胞鲗鱢鲆鱤。h90株鱭 h+N株鱴鲫
鳫鳀鳥鱅鳣鱭鱜鱫同様鱰培養鱜鱤。h90株鱴細胞集団内鱰鲀鲁同鱝割合鱬 P型細部鱭M型細
胞鱑存在鱜、SPAS培地鱳鲍鱋鱯窒素源枯渇下鱬鱴胞⼦鲗形成鱜、鳠鲞素鱰鲍鱨鱫均⼀鱰⿊鱔
染鲃鲐。h+N鱴 P型細胞鱳鲄鱬細胞集団鲗構成鱜鱫鱉鲐鱳鱬、窒素源枯渇下鱬鲇胞⼦形成鱬鱒
鱟、鳠鲞素鱬⻩⾊鱔染鲃鲐。 
 
 

 
図 2-10E各変異体鱰鱏鱖鲐接合型変換鱳mat PCR鱰鲍鲐解析 
h+N鱳鳈鲻鲧鲨鳡鲞鳫鳁鱰鱏鱉鱫 swi2鱳各変異体鱭 swi6H321Q変異体鱑接合型変換鱜鱫鱉鲐
鱐調鱾鲐鱤鲆鱰mat PCR鲗⾏鱨鱤。 
 
12. h+N�swi6H321Q変異体鱰鱏鱖鲐接合型変換鱴Swi2 鱰依存鱜鱯鱉�
� h+N鱳鳈鲻鲧鲨鳡鲞鳫鳁鱰鱏鱉鱫、接合型変換鱑 Swi2-Swi6相互作⽤鱰⾮依存的鱰起鱒鲐鱳
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鱬、接合型変換鱴 Swi2⾮依存的鱰起鱒鲐鱳鱬鱴鱯鱉鱐鱭考鱍鱤。鱢鱘鱬 h+N swi2Δ
swi6H321Q⼆重変異体鱰鱏鱉鱫、鳠鲞素鱬染鲆鲐鱭、⼀部⿊鱔染鲃鱨鱤鲫鳥鳃鱅鱑観察鱬鱒
鱤（図 2-10F）。鱘鲑鱴、h+N swi2Δswi6H321Q株鱬鱴接合型変換鱑起鱒鱫鱉鲐鱘鱭鲗⽰唆鱜
鱫鱉鲐。mat PCR鱰鲍鱨鱫鱘鲑鲗確鱐鲆鱤鱭鱘鲒、h+N swi2Δswi6H321Q株鱬実際鱰接合型
変換鱑起鱒鱫鱉鲐鱘鱭鱑確認鱬鱒、鱘鱳接合型変換鱰鱴 Swi2鱑関与鱜鱯鱉鱘鱭鱑確認鱬鱒鱤
（図 2-10E）。 

 
図 2-10F Swi2鱑接合型変換鱰鱐鱐鲔鱨鱫鱉鲐鱐 iodine staining鱰鲍鲐表現型解析 
h＋Nswi6H321Q変異体鱰鱏鱖鲐接合型変換鱑 Swi2鱰依存鱞鲐鱳鱐調鱾鲐鱤鲆鱰、swi2Δ
swi6H321Q⼆重変異体鲗 SPAS固体培地鱰 25℃鱬 5⽇間培養鱜鱤鱳鱦鳠鲞素鱬細胞鲗鱢鲆
鱤。h90株鱭 h+N株鱴鲫鳫鳀鳥鱅鳣鱭鱜鱫同様鱰培養鱜鱤。 
 
  ⽣育阻害鱴 Swi2依存的鱰起鱒鱫鱉鲐⼀⽅鱬、接合型変換鱴 Swi2鱰⾮依存的鱰起鱒鲐鱘鱭
鱑確認鱬鱒、接合型変換鱑⽣育阻害鱳直接鱳原因鱬鱴鱯鱉鱘鱭鱑鲔鱐鲐。PΔ17 swi6H321Q
変異体鱬⽣育阻害鱑起鱒鱯鱉鱘鱭鱐鲎、⽣育阻害鱴遺伝⼦変換鱰付随鱞鲐鲇鱳鱬鱇鲐鱭考鱍鱫
鱉鱤鱑、以上鱳鱘鱭鱐鲎⽣育阻害鱭接合型変換鱑独⽴鱰起鱒鱫鱉鲐鱘鱭鱑⽰唆鱚鲑鱤。h90 
swi6H321Q株鱬⽣育阻害鱑⾒鲎鲑鱯鱉鱘鱭鲇鱘鲑鲗⽀持鱜鱫鱉鲐。 
 
13. h+N�swi6H321Q変異体鱰鱏鱖鲐接合型変換鱴Rad57依存的鱰起鱒鲐�
頻繁鱰接合型変換鱑起鱒鲐 h90株鱰鱏鱉鱫 swi2鲗⽋損鱚鱠鲐鱭、接合型変換鱳効率鱴落鱦
鲐鱑[6]、依然鱭鱜鱫⼀部鱳細胞鱬接合型変換鱴⾏鲔鲑鱫鱉鲐。鱘鲑鱴 Swi2鱰依存鱜鱯鱉接合
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型変換鱳組換鱍鱑⾏鲔鲑鱫鱉鲐鱘鱭鲗⽰鱜鱫鱉鲐。Rad51鱰鲍鲐相同組換鱍鱳系鱴 Swi2-
Swi5、Sfr1-Swi5、Rad57-Rad55鱳三鱩鱳系鱑知鲎鲑鱫鱉鲐[50]。h90鱳鳈鲻鲧鲨鳡鲞鳫鳁鱬
swi5Δ鲉 rad57Δ鱴⽣育可能鱬鱇鲐鱑、swi5Δrad57Δ⼆重変異体鱴致死鱬鱇鲐[36]。鲃鱤、接
合型変換鱑起鱒鱯鱉、PΔ17鲉Msmt0株鱬鱴、swi5Δrad57Δ鱴⽣育可能鱬鱇鲐[36]。鱘鲑鱴
mat1近傍鱰⽣鱝鱤 DSB鱳修復鲗介鱜鱤接合型変換鱰 rad57鱑関鲔鱨鱫鱉鲐鱘鱭鲗⽰唆鱜鱫
鱉鲐。実際 h90 rad57Δ鱴接合型変換鱳効率鱑低下鱜鱫鱉鲐[26]。 

Swi6H321Q鱴 Swi2鱭鱳相互作⽤鱑弱鱔鱯鱨鱫鱉鲐鱳鱬、別鱳組換鱍酵素鱑代鲔鲏鱰接合
型変換時鱰鳢鲧鳣鱅鳀鱚鲑、本来 P型細胞鲗維持鱞鲐鱴鱟鱳 h+N株鱰鱏鱉鱫接合型変換鱑起鱒
鱫鱉鲐鱳鱬鱴鱯鱉鱐鱭考鱍鱤。鱢鱘鱬、sfr1⽋損株鱭、rad57⽋損株鲗作成鱜鱤。sfr1Δ
swi6H321Q株鱬鱴 swi6H321Q株鱭同様鱰接合型変換鱑起鱒鱫鱉鱤。⼀⽅鱬 rad57Δ
swi6H321Q株鱬鱴接合型変換鱑起鱘鲎鱯鱔鱯鱨鱤（図 2-11A, B）。鱘鱳鱘鱭鱐鲎、h+N  
swi6H321Q株鱬鱳接合型変換鱴 Rad57鱰依存鱞鲐鱘鱭鱑明鲎鱐鱰鱯鱨鱤。 
 

 
図 2-11A Sfr1鱭 Rad57鱑接合型変換鱰鱐鱐鲔鲐鱐 iodine staining鱰鲍鲐表現型解析 
h＋N鱳鳈鲻鲧鲨鳡鲞鳫鳁鱰鱏鱉鱫 sfr1Δswi6H321Q⼆重変異体鱭 rad57Δswi6H321Q⼆重変
異体鱑接合型変換鱜鱫鱉鲐鱐調鱾鲐鱤鲆鱰、sfr1Δswi6H321Q⼆重変異体鱭 rad57Δ
swi6H321Q⼆重変異体鲗 SPAS固体培地鱰 25℃鱬 5⽇間培養鱜鱤鱳鱦鳠鲞素鱬細胞鲗鱢鲆
鱤。 
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図 2-11B Sfr1鱭 Rad57鱑接合型変換鱰鱐鱐鲔鲐鱐mat PCR鱰鲍鲐解析 
h＋N鱳鳈鲻鲧鲨鳡鲞鳫鳁鱰鱏鱉鱫 sfr1Δswi6H321Q変異体鱭 rad57Δswi6H321Q変異体鱑接
合型変換鱜鱫鱉鲐鱐調鱾鲐鱤鲆鱰mat PCR鲗⾏鱨鱤。P鱴 PΔ17株、M鱴Msmt0株鱬鱇
鲐。 

 
14. h+N鱳鳈鲻鲨鲨鳡鲞鳫鳁鱰鱏鱉鱫 swi6H321Q 変異鱰鱏鱖鲐接合型変換鱰鱏鱖鲐組換鱍異
常鱰鲍鱨鱫 h+N�型鱳mat 構造鱐鲎 h90�型鱳mat 構造鱰鱯鲐�
� h+Nswi6H321Q株鱰鱏鱉鱫接合型変換鱑起鱒鱫鱉鲐鱑、鱢鱳組換鱍鱳結果鱮鱳鲍鱋鱯mat
鱳構造鱰鱯鱨鱫鱉鲐鱐鲗調鱾鲐鱤鲆鱰鲭鲮鳫鳎鳥鲻鲾鲛鳫鲨鲗⾏鱨鱤。鲭鲮鳫鳎鳥鲻鳀鱰鲍鲏
mat1鱰鱏鱖鲐鲜鳫鳏鳢鳫鳀鱳検出鱭mat領域鱳構造鲗確鱐鲆鲐鱘鱭鱑鱬鱒鲐[24]。分裂酵⺟
鱳鲪鳆鳘鲗 HindⅢ鱬切断鱜、mat1-P/M鲗含鲅 10.4 kb鱳領域鲗 probe鱭鱜鱫⽤鱉鱤。鱢鱳結
果、swi2Δ, swi2-AT12-AA, sfr1Δ株鱴WT鱭同鱝mat構造鲗鱜鱫鱉鲐鱘鱭鱑分鱐鱨鱤。⼀⽅
鱬、swi2Δswi6H321Q, swi2-AT-AA swi6H321Q, sfr1Δswi6H321Q株鱬鱴、多鱔鱳細胞鱬 h+N

型鱳mat構造鱐鲎 h90型鱳mat構造鱽鱭変鲔鱨鱫鱉鲐鱘鱭鱑観察鱬鱒鱤（図 2-11D）。鱘鲑鱴
swi2Δswi6H321Q, swi2-AT-AA swi6H321Q, sfr1Δswi6H321Q株鱰鱏鱖鲐mat PCR鲉、鳠鲞
素鱰鲍鲐表現型鱳解析鱳結果鱭⼀致鱜鱫鱉鲐（図 2-23,24,25,27,28,）。鲃鱤、rad57Δ, rad57
Δswi6H321Q株鱬鱴鱮鱦鲎鲇 h+N  WT鱭同鱝mat構造鲗鱜鱫鱉鲐鱘鱭鱑分鱐鱨鱤（図 2-
11E）。鱘鱳鱘鱭鱐鲎、rad57Δswi6H321Q株鱬鱴、mat領域鱳異常鱯組換鱍鱑起鱒鱫鱏鲎
鱟、接合型変換鲇起鱒鱯鱉鱘鱭鱑鲔鱐鲏、h+N swi6H321Q株鱬鱴 Rad57鱰依存鱜鱤接合型変
換鱑起鱒鲐鱘鱭鱑鱚鲎鱰確認鱬鱒鱤。 
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図 2-11D,E各変異体鱳mat構造鱳鲭鲮鳫鳎鳥鲻鲾鲛鳫鲨鱰鲍鲐解析 
（C）h＋N鱳鳈鲻鲧鲨鳡鲞鳫鳁鱬接合型変換鱑起鱒鲐変異体鱰鱏鱉鱫、組換鱍鱳結果鱮鱳鲍鱋
鱯mat構造鱰鱯鱨鱫鱉鲐鱐調鱾鲐鱤鲆鱰鲭鲮鳫鳎鳥鲻鲾鲛鳫鲨鲗⾏鱨鱤。各株鱳鲪鳆鳘鲗
HindⅢ鱬切断鱜鱤。鳏鳥鱅鳎鱭鱜鱫mat1鲗含鲅 10.4kbp領域鲗⽤鱉鱤。（C上段）h90, h+N, 
h-S鱳mat構造鲗模式的鱰⽰鱜鱤。鲃鱤、HindⅢ切断箇所鲗 H鱬⽰鱜鱫鱉鲐。DSB鱴接合型
変換鱳過程鱬⽣鱝鲐 DNA⼆本鎖切断鱑起鱒鲐箇所鲗⽰鱜鱫鱉鲐。（C下段）各鳈鳫鳁鱰対応鱞

C 
 

D 
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鲐鲪鳆鳘領域鲗泳動写真鱳左側鱰⽰鱜鱫鱉鲐。mat1領域鱰鲜鳫鳏鳢鳫鳀鱑鱇鲐鱭 DNA回収鱳
過程鱬 DNA鱳⼆本鎖切断鱑⽣鱝、10.4 kbp mat1領域鱑 DSB鱰鲍鱨鱫 5.4 kbp鱭 5.0 kbp鱳
⼆鱩鱳鳍鳡鲨鳙鳫鳀鱰鱯鲐。mat1(DSB)鱴鱘鲑鲗⽰鱜鱫鱉鲐。右側鱰鱴、各鳈鳫鳁鱰対応鱞鲐
DNA鱳⻑鱚鲗⽰鱜鱫鱉鲐。 
（D）swi6H321Q変異体鱭、swi2-AT-12-AA swi6H321Q変異体鱳（C）鱳結果鲗定量化鱜鱤鲇
鱳鱬鱇鲐。各変異体鱳mat3:1鲗１鱭鱜鱫各鳈鳫鳁鱳強度鲗鲨鳡鳍鱬⽰鱜鱤。⿊鱳鏃鱴各変異
体鱰鱏鱉鱫 h+N由来鱥鱭考鱍鲎鲑鲐鲯鲨鳂鳣鱳箇所鲗⽰鱜鱫鱉鲐。 
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discussion�
1. ⽣育阻害鱰鱩鱉鱫�
本研究鱬鱴 h+N鱳鳈鲻鲧鲨鳡鲞鳫鳁鱬 swi6H321Q変異体鲉 swi2-3A変異体鱰鱏鱉鱫⽣育阻
害鱑観察鱬鱒鱤。鱘鲑鱴 Swi2鱳 AT-hook鱰依存鱜鱤現象鱬鱇鲐鱘鱭鱑鲔鱐鱨鱤。鱜鱐鱜
Swi2鱑鱮鱳鲍鱋鱰 AT-hook依存的鱰⽣育阻害鲗引鱒起鱘鱜鱫鱉鲐鱳鱐鱴本研究鱬鱴明確鱰鱴
鱬鱒鱯鱐鱨鱤。P細胞鱬鱴 Swi2鱴 AT-hook依存的鱰 SRE3鱰結合鱜、接合型変換鱳際鱰鳁鳂
鱅鱭鱜鱫mat3-M鱳遺伝⼦鲣鲳鲻鳀鲗効率的鱰⽤鱉鲐。M細胞鱬鱴、Swi2鱴 AT-hook依存的
鱰 SRE3鱰結合鱞鲐他鱰、Swi6鱭鱳相互作⽤鱭 Swi2 AT-hook鱰鲍鱨鱫mat領域全体鱭
SRE2鱰結合鱞鲐鱘鱭鱑⽰唆鱚鲑鱫鱉鲐。swi6H321Q変異体鱭、正常鱯 AT-hook motif鲗持鱩
鱑 Swi2-Swi6相互作⽤鳚鲹鱅鳍鱰鲚鳗鳆酸置換変異鲗持鱩 swi2-3A変異体鱴、鱮鱦鲎鲇 Swi2-
Swi6相互作⽤鱑弱鱔鱯鱨鱫鱉鲐。ChIP-qPCR鱳結果鱐鲎、M細胞鱬鱴 SRE2鱳 Swi2局在鱴
減鱨鱫鱉鲐鱑、SRE3鱳 Swi2局在鱴鲀鱭鲘鱮変鲔鲎鱟、SRE2鱽鱳結合鱴主鱭鱜鱫 Swi6鱭鱳
相互作⽤鱰依存鱜鱫鱉鲐鱘鱭鱑鲔鱐鲐。⽣育阻害鱑起鱒鱤 h＋N鱳鳈鲻鲧鲨鳡鲞鳫鳁鱬鱴、
Swi2局在鱴鲔鱐鱨鱫鱉鱯鱉鱑、同鱝接合型鱳 PΔ17細胞鱳過去鱳報告[54]鱐鲎、Swi2鱴 AT-
hook依存的鱯 SRE3局在鲗⽰鱜 Swi6依存的局在鱴鲀鱭鲘鱮鱯鱉鱭考鱍鲎鲑鲐。swi6H321Q
変異体鲉 swi2-3A変異体鲇 Swi2 AT-hook鱳機能鱴失鲔鲑鱫鱉鱯鱉鱳鱬、h+N野⽣型鱭鱘鲑鲎
鱳変異体鱬鱴 Swi2局在鱴変鲔鲎鱯鱉鱭考鱍鲎鲑鲐。鱭鱘鲒鱑、swi6H321Q変異体鲉 swi2-3A
変異体鱬鱴⽣育阻害鱑起鱒鲐鱑、 h+N野⽣型鱬鱴⽣育阻害鱑起鱒鱯鱉。鱘鱳鱘鱭鱐鲎、
swi6H321Q変異株鱭 swi2-3A変異株鱬鱴、Swi2鱑 Swi6鱭相互作⽤鱬鱒鱯鱔鱯鲏、Swi2-AT-
hook依存的鱯 SRE3局在化鱰鲍鱨鱫成⻑阻害鲗引鱒起鱘鱜鱫鱉鲐鱘鱭鲗⽰鱜鱫鱉鲐。鱘鱳鱘
鱭鱴、P細胞鱰鱏鱉鱫 Swi2-Swi6相互作⽤鱑、Swi2局在以外鱰鲇接合型変換鱳過程鱰鱏鱉鱫
重要鱯機能鲗持鱩鱘鱭鲗⽰唆鱜鱫鱉鲐。Swi2鱴接合型変換鱳際鱰 Rad51鲗鳁鳂鱅鲃鱬誘導鱞
鲐機能鲗持鱩鱘鱭鱑提案鱚鲑鱫鱉鲐[9]。P細胞鱬鱴 Swi6鱑 Swi2鱳拡散鲗防鱉鱬鱉鲐鱳鱐鲇
鱜鲑鱯鱉。swi6H321Q変異体鲉 swi2-3A変異体鱰鱏鱉鱫、Swi6鱭相互作⽤鱬鱒鱯鱔鱯鲐鱭
Swi2鱑拡散鱜、Swi2-AT-hook依存的鱯 SRE3局在鱞鲐鱘鱭鱬正常鱯位置鱰 Ras51鲗鳢鲧鳣
鱅鳀鱬鱒鱯鱔鱯鲏、⽣育阻害鲗起鱘鱞鱳鱐鲇鱜鲑鱯鱉。 

 
2. Swi6 鱐鲎遊離鱜鱤Swi2 鱑鲪鳆鳘鳧鲜鳁鱰機能鱞鲐鲔鱖鱬鱴鱯鱉�

Swi2-Swi5複合体鱴相同組換鱍鱰関鲔鱨鱫鱉鲐[50], [54]。鱢鱳鱤鲆、h+N鱳鳈鲻鲧鲨鳡鳫鳁
鱬 swi6H321Q変異体鲉 swi2-3A変異体鱰鱏鱉鱫、⽣育阻害鱑⽣鱝鲐鱳鱴 Swi6鱭相互作⽤鱬
鱒鱯鱔鱯鱨鱤 Swi2鱑mat領域以外鱬機能鱜鱤結果鱭考鱍鲐鱘鱭鲇鱬鱒鲐。鱜鱐鱜、PΔ17鲉
h90鱳鳈鲻鲧鲨鳡鲞鳫鳁鱬鱴⽣育阻害鱑起鱒鱯鱉鱘鱭鲗考鱍鲐鱭、鱢鱋鱬鱴鱯鱉鱘鱭鱑鲔鱐
鲐。PΔ17 swi6H321Q鲉 h90 swi6H321Q鱬鲇 Swi2鱭 Swi6鱳相互作⽤鱑弱鱔鱯鱨鱫鱉鲐鱭
考鱍鲎鲑鲐鱑、鲇鱜鲪鳆鳘鳧鲜鳁鱬 Swi2鱑機能鱜鱫⽣育阻害鲗⽰鱞鱯鲎、PΔ17鲉 h90鱬鱴
⽣育阻害鱬鲇⽣育阻害鲗⽰鱞鱴鱟鱬鱇鲐鱑、鱢鲑鱴観察鱬鱒鱯鱐鱨鱤。鲃鱤、Swi2鱴mat領
域特異的鱰機能鱞鲐鱘鱭鱑報告鱚鲑鱫鱏鲏[50], [55]、鱘鱳鱘鱭鱐鲎鲇、⽣育阻害鱑mat領域鱬
鱳接合型変換鱰関連鱜鱫鱉鲐鱘鱭鲗⽰鱜鱫鱉鲐。 
 
3. h+N鱬鱳鲄⽣育阻害鱑起鱒鲐理由�

swi6H321Q変異体鱴株鱳鳈鲻鲧鲨鳡鳫鳁鱰鲍鱨鱫表現型鱑異鱯鱨鱤。⽣育阻害鱳表現型鲗
⽰鱜鱤鱳鱴、h+N鱳鳈鲻鲧鲨鳡鲞鳫鳁鱳鲄鱬鱇鱨鱤。接合型変換鱑頻繁鱰起鱒鲐 h90株、接合
型鲗 h-鱬維持鱞鲐 h-S株、h+N鱭同鱝接合型 h+鱬鱇鲐鱑、mat1近傍鱰 DSB鱑鱬鱒鱯鱉 PΔ17
株鱬鱴⽣育阻害鱑起鱒鱯鱐鱨鱤。h+N swi6H321Q鱬観察鱚鲑鱤⽣育阻害鱴 Swi2鱰依存鱜鱤鲇
鱳鱬鱇鱨鱤。Swi2鱴接合型鱰鲍鱨鱫mat領域鱰鱏鱖鲐局在鱑異鱯鲐。h+N鱭 PΔ17鱴同鱝接
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合型鱬鱇鲐鱳鱬、Swi2鱳mat局在鱴基本的鱰変鲔鲎鱯鱉鱭考鱍鲎鲑鲐。鱤鱥鱜、mat構造鱑
⼤鱒鱔異鱯鲐鱳鱬、mat構造鱳違鱉鱑 h+N鱳鳈鲻鲧鲨鳡鲞鳫鳁鱥鱖鱬⽣育阻害鱑観察鱚鲑鲐要
因鱐鲇鱜鲑鱯鱉。鱢鱘鱬鱘鱳点鱰鱩鱉鱫以下鱚鲎鱰考察鱜鱫鱉鱔。 

h+N鱴遺伝⼦重複鱑起鱒鱤結果mat領域鱑 h90鲉 h-S鲍鲏鲇⼤鱒鱉。h+N鱬鱴mat1:2鱐鲎
mat3鲃鱬約 40 kbp鱇鲐鱑、h90鱬鱴mat1鱐鲎mat3鲃鱬約 30 kbp、h-S鱬鱴mat1鱐鲎
mat2:3鲃鱬約 17kbp鱜鱐鱯鱉 (図 1-6)。接合型変換鱬鱴鳁鳂鱅選択鱳際鱰鳁鳂鱅鱭鳤鲯鳌鲠
鳫鳀鱳鲪鳆鳘鱳３次元的鱯近鱚鱑重要鱬鱇鲐鱘鱭鱑⽰唆鱚鲑鱫鱉鲐[6]。h+N鱳鳈鲻鲧鲨鳡鳫鳁
鱬鱴mat領域鱑⼤鱒鱉鱘鱭鱬、鲪鳆鳘鱳３次元的鱯構造鱑 h90鲉 h-S鱭鱴⼤鱒鱔異鱯鲐鱳鱐鲇
鱜鲑鱯鱉。Swi2-Swi5鱴 in vitro鱬液滴鲗形成鱞鲐鱘鱭鱑知鲎鲑鱫鱉鲐[54]。鲃鱤、Swi6鲇液
滴鲗形成鱞鲐鱘鱭鱑知鲎鲑鱫鱉鲐[63] 。mat鱳 3次元的構造鱑鱘鲑鲎鱳液滴形成鱰影響鲗与
鱍鱫鱉鲐鱐鲇鱜鲑鱯鱉。鱘鲑鱰鲍鲏局所的鱯 Swi2-Swi5鱳濃縮鲇鱜鱔鱴拡散鲗促鱜、Rad51
鱳 Swi2鱰鲍鲐鳢鲧鳣鱅鳀鳙鳫鳀異常鱑 swi6H321Q変異体鲉 swi2-3A変異体鱬⽣育阻害鱑鱏
鱘鱜鱫鱉鲐鱐鲇鱜鲑鱯鱉。Swi2鲉 Swi6鱳変異体鱰鱏鱖鲐 Swi2-Swi5-Swi6鱳液滴形成能鱭
Hi-C鱯鱮鱰鲍鱨鱫鲪鳆鳘鱳⽴体構造鲗調鱾鲐鱘鱭鱬鱘鱳問題鲗解決鱬鱒鲐可能性鱑鱇鲐。 
鲃鱤、h+N鱬鱴、mat1鱳領域鱰mat2-mat3鱳領域鱑重複鱜鱫鱬鱒鱤鲍鱋鱯鲪鳆鳘構造鱯鱳
鱬、Swi2鱑 AT-hook鱰依存鱜鱫結合鱞鲐 SRE2鲉 SRE3鱑複数存在鱞鲐鱴鱟鱬鱇鲐。
swi6H321Q変異体鱬鲄鲎鲑鲐⽣育阻害鱴 Swi2鱳 AT-hook鱰依存鱜鱫起鱒鱫鱉鱤。⼀⽅、
Swi6鱭相互作⽤鱬鱒鱯鱉状態鱳 Swi2鱑複数鱇鲐 SRE2鲉 SRE3鱰結合鱜鱤鱘鱭鱰鲍鲐鱳鱐
鲇鱜鲑鱯鱉。鱘鲑鲇 swi6H321Q変異体鲉 swi2-3A変異体鱑 h+N鱳鳈鲻鲧鲨鳡鳫鳁鱬鱳鲄⽣育
阻害鲗起鱘鱜鱤原因鱐鲇鱜鲑鱯鱉。SRE2鲉 SRE3鱳⽋損株鱴 h90鱳鳈鲻鲧鲨鳡鲞鳫鳁鱬鱴
作製鱚鲑鱫鱉鲐鲇鱳鱳 h+N鱬鱴作製鱚鲑鱫鱉鱯鱉。h+N鱳鳈鲻鲧鲨鳡鲞鳫鳁鱬鲇 SRE2,3⽋損
株鲗作製鱞鲐鱘鱭鱬鱘鱳鱘鱭鲗検証鱞鲐鱘鱭鱑鱬鱒鲐可能性鱑鱇鲐。 
 
4. colony�variegation�
本研究鱐鲎、swi6H321Q変異体鱰鱏鱉鱫、⼀部鱳鲫鳥鳃鱅鱬 small colony鱑観察鱬鱒鱤。
鱚鲎鱰、鱢鱳 small colony鲗再鱸培養鱜鱫、寒天培地鱰撒鱔鱭、small colony鱭 large colony
鱑両⽅観察鱬鱒鱤（図 2-5）。mat1近傍鱰 DSB鱑⽣鱝鲐鱳鱴、鲪鳆鳘鱰鲜鳫鳏鳢鳫鳀鱑⼊鱨
鱫鱉鲐細胞鱥鱖鱬鱇鲐。鲜鳫鳏鳢鳫鳀鲗鲇鱩細胞鱴複製鱳過程鱬 DSB鱑⽣鱝鲐。swi6H321Q
変異体鱬⼤鱒鱉鲫鳥鳃鱅鱭⼩鱚鱉鲫鳥鳃鱅鱑混合鱜鱫鱉鱤鱑、Swi2鱳 AT hook依存的 SRE3
結合鱭鲜鳫鳏鳢鳫鳀鲗持鱩細胞鱰⽣育阻害鱑鱏鱒鱤鱐鲇鱜鲑鱯鱉。 
接合型変換関連因⼦鱴機能鱙鱭鱰鲧鳡鲱分鱖鱚鲑鱫鱉鲐。鱢鱳中鱬、鲜鳫鳏鳢鳫鳀形成鱰重
要鱯因⼦群鱴 class1a鱰属鱜鱫鱉鲐。class1a因⼦群鱳変異体鱴鲜鳫鳏鳢鳫鳀形成鱑全鱔起鱒
鱟 DSB鲇形成鱚鲑鱯鱉。鱘鱳中鱰鱴複製鱰関連鱞鲐因⼦鱑含鲃鲑鱫鱉鲐。swi6鱴 class 1b鱰
該当鱜、鱘鲑鱴、mat1鱳鲜鳫鳏鳢鳫鳀形成鱰鱴必要鱯鱉鱑、効率的鱯接合型変換鱰重要鱯因
⼦群鱬鱇鲐。鱜鱐鱜、Swi6鲇複製鱰関鲔鲐鱘鱭鱑鲔鱐鱨鱫鱉鲐[64], [65]。鲇鱜鱐鱞鲐鱭、
Swi6鲇鲜鳫鳏鳢鳫鳀形成鱰関鲔鱨鱫鱉鲐鱐鲇鱜鲑鱯鱉。Swi7(polα)鱴岡崎鳍鳡鲨鳙鳫鳀鱳
RNA鳏鳡鲜鳖鱅合成鲗⾏鱋鱑、鲜鳫鳏鳢鳫鳀形成鱰鲇関与鱜鱫鱉鲐。Swi6鱴 Swi7鱭相互作
⽤鱞鲐鱘鱭報告鱚鲑鱫鱉鲐[66]。鱘鱳鱘鱭鲇、Swi6鱑鲜鳫鳏鳢鳫鳀形成鱰関与鱞鲐可能性鲗⾼
鲆鱫鱉鲐。鲇鱜鱐鱞鲐鱭、swi6H321Q変異体鱬鱴、鲜鳫鳏鳢鳫鳀形成異常鱑⽣鱝、鲜鳫鳏鳢
鳫鳀形成部位鱑細胞鱰 DNA損傷鱭鱜鱫認識鱚鲑、鱢鱳時、AT-hook鱰依存鱜鱫 Swi2鱑重複
鱜鱫鲪鳆鳘上鱰存在鱞鲐鱘鱭鱬、損傷修復鱰影響鱑出鱫⽣育阻害鱑⽣鱝鱫鱉鲐鱳鱐鲇鱜鲑鱯
鱉。 
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5. 遺伝⼦変換�
本研究鱐鲎 h+N swi6H321Q変異体鱬異常鱯接合型変換鱑起鱒鱤鱳鱴 Rad57鱰鲍鲐鲇鱳鱬鱇
鲐鱘鱭鱑鲔鱐鱨鱤。鱚鲎鱰、h+N swi6H321Q変異体鱰鱏鱉鱫 Rad57鱑遺伝⼦変換鱰鱐鱐鲔鲐
鱭 h+N型鱳mat構造鱐鲎 h90型鱳mat構造鱰変鲔鲏鲉鱞鱔鱯鲐鱘鱭鱑分鱐鱨鱤（図３）。h90 
rad57Δ鱬鱴接合型変換鱳効率鱑落鱦鲐鱥鱖鱬鱴鱯鱔、h90鱐鲎 h+N型鱳mat構造鱰変鲔鲏鲉
鱞鱔鱯鲐鱭鱉鱋報告鱑鱇鲏[26]、Rad57鲇接合型変換鱰関鲔鲐鱘鱭鱑⽰唆鱚鲑鱫鱉鲐。接合型
変換鱰鱏鱉鱫 Rad57鱴 Rad51、Rad55、鳗鲱鳖鲻鲹修復鲷鳫鳉鲧質 Swi8鱭鱭鲇鱰機能鱜鱫
鱉鲐鱭考鱍鲎鲑鱫鱉鲐。鱘鲑鱴鱢鲑鲎鱳変異体鱰鱏鱉鱫鲇mat構造鱑 h+N型鱰変鲔鲏鲉鱞鱉鱐
鲎鱬鱇鲐[1], [36], [67]。Rad51鱴鳁鳂鱅鱭鳤鲯鳌鲠鳫鳀鱳 H1鳓鳚鳥鲰鱅領域鱳鲚鳃鱅鳢鳫鲨
鲗助鱖、DNA鎖鱳 invasion鲗促進鱜、D-loop中間体鲗形成鱞鲐。鱘鱳初期鱰形成鱚鲑鱤 d-
loop中間体鲗 Rad57-Rad55、Swi8鱑安定化鱜鱫鱉鲐鱳鱬鱴鱯鱉鱐鱭考鱍鲎鲑鱫鱉鲐[36], 
[67]。本研究鱳結果鲗踏鲃鱍鲐鱭、Rad57鲉 Rad57鱭鱭鲇鱰機能鱞鲐鲷鳫鳉鲧質鱑鱐鱐鲔鲐
組換鱍鱬鱴、鱢鱳組換鱍産物鱑 h90型鱳mat構造鱯鱳鱐鲇鱜鲑鱯鱉。本研究鱬鱴 h+N 
swi6H321Q変異体鱬異常鱯接合型変換鱴 Swi2⾮依存的鱬鱇鱨鱤。鲃鱤、h90 swi2Δ鱰鱏鱉鱫
鲇 h90 rad57Δ鱬⾒鲎鲑鲐鲍鱋鱯 DNA鱳再配列鱴報告鱚鲑鱫鱉鱯鱉。接合型変換鱰鱏鱖鲐
Rad57-Rad55-Rad51鱭 Swi2-Swi5-Rad51鱭鱳機能鱳違鱉鲉使鱉分鱖鱴依然鱭鱜鱫分鱐鱨鱫
鱉鱯鱉鱑、本研究鱴鱘鱳点鱰新鱜鱉視点鲗与鱍鲐鲇鱳鱬鱇鲐。 

Swi6鱴 HP1鳓鳚鳥鲨鱬鱇鲐。哺乳類鱳 HP1鲚鲜鲵鳍鲡鱅鳘鱳 HP1β鲉 HP1γ鱴 DNA損傷
修復鱰対鱜積極的鱯機能鲗持鱩鱘鱭鱑⽰唆鱚鲑鱫鱉鲐[68], [69], [70], [71], [72], [73]。例鱍鱵、
HP1γ鱴 BARD1鱭相互作⽤鱞鲐鱘鱭鱑知鲎鲑鲐[71], [72]。BRAD1鱴鱑鲘抑制因⼦鱬鱇鲐
BRCA1鱭複合体鲗形成鱜、DSB修復鱰重要鱯役割鲗果鱤鱜鱫鱉鲐[74]。Swi6鱳 DSB修復鱰
関鲔鲐機能鱴鲀鱭鲘鱮報告鱚鲑鱫鱉鱯鱉鱑、分裂酵⺟鱰鱏鱉鱫鲇 HP1鳓鳚鳥鲨 Swi6鱴 DSB
修復鱰関鲔鲐機能鲗持鱩鱐鲇鱜鲑鱯鱉。 

Swi6鱴複製開始因⼦鱬鱇鲐 Sld3鲗鳒鳢鲳鳫鳀鳥鳙鲚領域鱭mat領域鱳複製開始点鱽鳢鲧
鳣鱅鳀鱜、S期初期鱰複製鲗開始鱞鲐鱳鱰重要鱬鱇鲐鱘鱭鱑鲔鱐鱨鱫鱉鲐[64], [65]。分裂酵⺟
鱬保存鱚鲑鱫鱉鲐 Dfp1/Dfp4依存性鲥鳂鱅鲴 Cdc7鱳 Hsk1鱭 Dfp1鱴 Swi6鱭相互作⽤鱜鱫、
Sld3鲗鳢鲧鳣鱅鳀鱞鲐。接合型変換鱴、複製鲗伴鱋鳏鳥鲳鲱鱬鱇鲐鱘鱭鲗考鱍鲐鱭
swi6H321Q変異体鱬遺伝⼦変換鱰異常鱑⽣鱝鲐鱳鱴、鱘鱳 Swi6鱰鲍鲐複製過程鱰異常鱑⽣
鱝鱫鱉鲐鱘鱭鱰起因鱜鱫鱉鲐可能性鲇鱇鲐。  
 
6. Swi6 鱳鳉鱅鳀鳂鱅鲷鳫鳉鲧質鱳時空間制御�

HP1鲷鳫鳉鲧質鱴鳓鳚⼆量体鲗形成鱜、鱢鱳⼆量体界⾯上鱳窪鲄鱬、PxVxL鲫鳫鲳鳫鲭鲱
配列鲗持鱩様々鱯鲷鳫鳉鲧質鱭相互作⽤鱜[59], [60]、鳏鳡鲻鳀鳍鲡鱅鳘鱭鱜鱫機能鱞鲐。分裂
酵⺟鱬鱴、Chp2鱭 Swi6鱳⼆鱩鱳 HP1鳓鳚鳥鲨鱑鱇鲐。Chp2鱴 Clr3、Mit1鱳鲍鱋鱯 PxVxL 
like motif鲗持鱩鲭鲜鳤鳫鲯鳫鲨鲠鳍鲟鲧鲷鱅鱭相互作⽤鱞鲐[75], [76]。Swi6鱴 Epe1鱯鱮鱳
鲭鲜鳤鳫鲯鳫鲨鲠鳍鲟鲧鲷鱅[61], [77], [78], [79], [80], [81]鱳他鱰 Sgo1[82]鲉 Swi2[50], [54]鱯
鱮鱳⾮鲭鲜鳤鳫鲯鳫鲨鲠鳍鲟鲧鲷鱅鱭鲇相互作⽤鱞鲐。 

Swi6鱰鱴様々鱯鲷鳫鳉鲧質鱑相互作⽤鱬鱒鲐鱑、鱢鱳時空間的鱯制御機構鱰鱩鱉鱫鱴鲔鱐
鱨鱫鱉鱯鱉鱘鱭鲇多鱉。Swi6鱴鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫鱑形成鱚鲑鱫鱉鲐鳒鳢鲳鳫鳀鳥鳙鲚、mat
領域、鲭鳎鲾鳥鳙鲚鱰局在鱞鲐。⼀⽅、Swi2鱴 Swi6鱭相互作⽤鱬鱒鲐鱑、mat領域鱰鱳鲄鱰
局在鱴観察鱚鲑鱫鱉鲐[55]。鱮鱳鲍鱋鱰、Swi2鱳局在鱑mat領域鱳鲄鱰限鲎鲑鱫鱉鲐鱳鱐鱴
鲔鱐鱨鱫鱉鱯鱉。鱏鱢鲎鱔、Swi2鱳鲪鳆鳘局在鱰鱴 Swi6鱭鱳 PxVxL like motif鲗介鱜鱤相互
作⽤[54]鱳鲀鱐鱰 Swi2鱳持鱩 AT-hook motif鱑重要鱬、鱘鲑鱰鲍鱨鱫、mat領域鱰鱳鲄鱰局在
鱑限鲎鲑鱫鱉鲐鱳鱐鲇鱜鲑鱯鱉。 
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Swi6鱴鲃鱤、Spt16鱭 CSD鲗介鱜鱫相互作⽤鱞鲐鱘鱭鱑報告鱚鲑鱫鱉鲐[83]。鱜鱐鱜、
Spt16鱴 PxVxL like motif鲗持鱤鱟、Swi6鱳⼆量体界⾯上鱳窪鲄鱬鱴鱯鱔、CSD鱳β1鲯鱅鳀
鱭β2鲯鱅鳀鲗繋鱕荷電鳣鱅鳏鱭相互作⽤鱞鲐鱘鱭鱑報告鱚鲑鱫鱉鲐[83]。 

Swi6CSD鱳外殻鲗囲鱋β-sheet鱴 PxVxL motif鱭鱳相互作⽤部位鱰次鱕、第⼆鱳相互作⽤
部位鱬鲠鳍鲟鲧鲷鱅鲷鳫鳉鲧質鱳結合特異性鲗切鲏替鱍鲐部位鱬鱇鲐可能性鱑指摘鱚鲑鱤
[84]。本研究鱬変異鲗導⼊鱜鱤 Swi6E280, T278K,Y290,I298,H300鱳鲚鳗鳆酸残基鱴鱘鱳β-
sheet上鱰鱇鲐。鱜鱐鱜、swi6E280, I298,H300変異体鱴遺伝⼦鲭鲜鳤鳫鲯鳫鲨鲉⽣育鱰影響
鲗与鱍鱯鱐鱨鱤。鱘鲑鲎鱳残基鱴鲠鳍鲟鲧鲷鱅鲷鳫鳉鲧質鱭鱳結合特異性鱰影響鲗与鱍鱯鱉鱐
鲇鱜鲑鱯鱉。⼀⽅、swi6T278K,Y290変異体鱴鱮鱦鲎鲇、遺伝⼦鲭鲜鳤鳫鲯鳫鲨鱭⽣育鱳両⽅
鱰影響鱑鱇鱨鱤。Swi6T278鱴鱞鱬鱰鲭鲜鳤鳫鲯鳫鲨因⼦ Epe1鲉 RNA鳏鳥鲳鲯鳫鲨鲉 RNA
分解鱰関鲔鲐鳢鲧鲵鲵鱅鳘系鱳鲷鳫鳉鲧質鱭鱳相互作⽤鱰重要鱬鱇鲐鱘鱭鱑報告鱚鲑鱫鱉鲐
[84]。Swi6Y290鲇鱘鲑鲎鱳鲷鳫鳉鲧質鱭鱳相互作⽤鱰重要鱐鲇鱜鲑鱯鱉。 

swi6CSD変異体鱰鱏鱉鱫、swi6H321Q変異体鱴鳐鲾鳥鲧鳥鳖鲹鳫鱰影響鱴与鱍鱯鱉鱑
Swi2鱭鱳相互作⽤鱑弱鱔鱯鲐 CSD変異体鱬鱇鱨鱤。鱘鲑鱴、Swi6H321Q鱑 Swi2鱭鱳相互
作⽤鱳鲄鱑弱鱔鱯鲏、鲭鲜鳤鳫鲯鳫鲨鲠鳍鲟鲧鲷鱅分⼦鱭鱳相互作⽤鱴変鲔鱨鱫鱉鱯鱉可能性
鲗⽰鱜鱫鱉鲐。鲃鱤、Swi6H321Q鱴β-sheet鱬鱴鱯鱔 PxVxL motif 認識部位鱰鱇鲐鲚鳗鳆酸
残基鱬鱇鲐。鱘鱳鱘鱭鱐鲎、PxVxL motif 結合部位鱰鲇鲠鳍鲟鲧鲷鱅鲷鳫鳉鲧質鱳選択性鱑存
在鱜鱫鱉鲐可能性鱑鱇鲏、特鱰 H321鱴接合型変換鱰関鲔鲐因⼦鱭鱳相互作⽤鱰重要鱐鲇鱜
鲑鱯鱉。例鱍鱵、Swi6鱳鳏鳥鲾鲢鳗鲧鲱解析鱐鲎、接合型変換鱰必須鱳因⼦鱬鱇鲐 Rad54鱭
Swi6鱴相互作⽤鱞鲐鱘鱭鱑報告鱚鲑鱫鱉鲐[61]。鲃鱤、Rad54鱴 Rad51鱭相互作⽤鱞鲐鱘鱭
鱑知鲎鲑鱫鱏鲏[85]、in vitro鱬鱴 Swi2-Swi5鱭鱴独⽴鱰 Rad51鱳 DNA鱳鎖交換反応鲗促進
鱞鲐鱘鱭鱑報告鱚鲑鱫鱉鲐[54]。Swi2鱭相互作⽤鱜鱯鱔鱯鱨鱤代鲔鲏鱰 Rad54鱭鱳相互作⽤
鱑強鲃鲏、相同組換鱍時鱰 Rad51鱰鲍鲐 DNA鱳鎖交換反応鱰影響鲗与鱍、正常鱯 D-loop形
成鱑鱋鲃鱔鱉鱐鱟、異常鱯相同組換鱍鲗起鱘鱞鲍鱋鱰鱯鱨鱤鱐鲇鱜鲑鱯鱉。翻訳後修飾、細胞
周期鲉結合鳉鱅鳀鳂鱅鲷鳫鳉鲧質鱳量鱰応鱝鱫、HP1/Swi6鱴結合鱞鲐鲷鳫鳉鲧質鲗変鱍、細
胞鱑環境鱰応答鱞鲐鱳鲗助鱖鱫鱉鲐可能性鲗⽰鱜鱫鱉鲐。 

 
結⾔�
細胞集団鱰異鱯鲐接合型鱳細胞鱑鲀鲁同数存在鱞鲐 h90株鱐鲎、細胞集団内鱰鱮鱦鲎鱐⼀
⽅鱳接合型鱜鱐存在鱜鱯鱉 h+N鲉 h-S株鱑⽣鱝鲐鳙鲣鳃鲲鳘鱴鲍鱔鲔鱐鱨鱫鱉鱯鱉。h90鱳鲍
鱋鱯 homothallic strain鱴栄養枯渇化鱰鱏鱉鱫異鱯鲐接合型鱳細胞鱭接合鱜胞⼦鲗形成鱞鲐。
鱢鱳後、減数分裂鲗経鲐鱳鱬、h90株鱴遺伝⼦組合鱠鱳多様化鲗介鱜鱫進化鱳原動⼒鱭鱯鲏鱋
鲐。⼀⽅、h+N株鲉 h-S株鱳鲍鱋鱯 heterothallic strain鱴栄養飢餓状態鱰鱏鱉鱫、細胞集団内鱰
異鱯鲐接合型鱳細胞鱑存在鱜鱯鱉鱘鱭鱐鲎、接合鱬鱒鱟、G0期鱰⼊鲐。胞⼦鱴栄養豊富鱯状
態鱰鱯鲐鱭、発芽鱜鱤鱳鱦鱰元鱳⽣活環鱰戻鲐鱑、G0期鱰⼊鱨鱤細胞鱴胞⼦鲗形成鱜鱤細胞
鲍鲏早鱔元鱳⽣活環鱰戻鲏増殖鱞鲐。鲃鱤、栄養源枯渇状態鱑続鱉鱤時鱰鱴 heterothallic 
strain鱴 homothallic strain鲍鲏⽣存率鱑⾼鱉[48]。鱮鱦鲎鱳細胞鲇進化・増殖鱰鱏鱉鱫利点鱑
鱇鲏、環境適応鲉⻑期⽣存鱳鱤鲆鱰使鱉分鱖鱫鱉鲐鱳鱐鲇鱜鲑鱯鱉。 
鲇鱜鱐鱞鲐鱭偶発的鱰、h90株鱐鲎 h+N株鲉 h-S株鱑⽣鱝鲐鱳鱬鱴鱯鱔、分裂酵⺟鱰鱴

heterothallic strain鱐鲎 homothallic strain鲗鱋鲅鳙鲣鳃鲲鳘鱑備鲔鱨鱫鱉鲐鱳鱐鲇鱜鲑鱯鱉。 
本研究鱬鱴、h+N swi6H321Q変異体鱰鱏鱉鱫接合型変換鱰異常鲗⽰鱞鳙鲣鳃鲲鳘鱰 Rad57鱑
関鲔鱨鱫鱉鲐鱘鱭鱑鲔鱐鱨鱤。h90鱬鱴接合型変換鱰鱏鱉鱫主鱰 Swi2-Swi5-Rad57鱰鲍鲐経
路鲗⽤鱉鱫⾏鲔鲑鱫鱉鲐。鱜鱐鱜、Rad55-Rad57-Rad51鱰鲍鲐経路鱰鲍鲐mat1近傍鱳 DSB
修復鱑⾏鲔鲑鲐鱘鱭鲇鱇鲏、鱘鱳時稀鱰 h90鱐鲎 h+N鲉 h-S鱑⽣鱝鲐鱳鱐鲇鱜鲑鱯鱉。鱘鲑
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鱴、h90鱐鲎 h＋N株鲉 h-S株鱑⽣鱝鲐鳙鲣鳃鲲鳘鱰新鱤鱯視点鲗与鱍鲐鲇鱳鱥鱭考鱍鲐。 
 
 

 
図 3. Rad57鲗介鱜鱤遺伝⼦再編成鱳鳚鲿鳣図 
 
  



 50 

材料鱭⽅法�
分裂酵⺟鳢鲱鳀�

 

FY 2002  h+N  ade6-D N /N  leu1-32 ura-4-D S/E  im r 1L::ura4+  o tr1R::ade6+  
TFY 2  h+N  ade6-D N /N  leu1-32 ura-4-D S/E  im r1L::ura4+  o tr1R::ade6+  sw i6Δ::N atM X 
TFY 4  h+N  ade6-D N /N  leu1-32 ura-4-D S/E  im r1L::ura4+  o tr1R::ade6+  sw i6 (H 321A)::K anM X6  
TFY 5  h+N  ade6-D N /N  leu1-32 ura-4-D S/E  im r 1L::ura4+  o tr1R::ade6+  sw i6 (T278R)::K anM X6  
TFY 6  h+N  ade6-D N /N  leu1-32 ura-4-D S/E  im r 1L::ura4+  o tr1R::ade6+  sw i6 (E280V)::K anM X6  
TFY 7  h+N  ade6-D N /N  leu1-32 ura-4-D S/E  im r 1L::ura4+  o tr1R::ade6+  sw i6 (E280G )::K anM X6  
TFY 8  h+N  ade6-D N /N  leu1-32 ura-4-D S/E  im r 1L::ura4+  o tr1R::ade6+  sw i6 (E280P)::K anM X6  
TFY 9  h+N  ade6-D N /N  leu1-32 ura-4-D S/E  im r 1L::ura4+  o tr1R::ade6+  sw i6 (Y290N )::K anM X6  
TFY 10  h+N  ade6-D N /N  leu1-32 ura-4-D S/E  im r 1L::ura4+  o tr1R::ade6+  sw i6 (Y290F)::K anM X6  
TFY 11  h+N  ade6-D N /N  leu1-32 ura-4-D S/E  im r 1L::ura4+  o tr1R::ade6+  sw i6 (Y290C )::K anM X6  
TFY 12  h+N  ade6-D N /N  leu1-32 ura-4-D S/E  im r 1L::ura4+  o tr1R::ade6+  sw i6 (Y290D )::K anM X6  
TFY 13  h+N  ade6-D N /N  leu1-32 ura-4-D S/E  im r 1L::ura4+  o tr1R::ade6+  sw i6 (I298V)::K anM X6  
TFY 15  h+N  ade6-D N /N  leu1-32 ura-4-D S/E  im r 1L::ura4+  o tr1R::ade6+  sw i6 (H 300G )::K anM X6 
TFY 16  h+N  ade6-D N /N  leu1-32 ura-4-D S/E  im r 1L::ura4+  o tr1R::ade6+  sw i6 (H 300Y)::K anM X6  
TFY 17  h+N  ade6-D N /N  leu1-32 ura-4-D S/E  im r 1L::ura4+  o tr1R::ade6+  sw i6 (H 300F)::K anM X6  
TFY 18  h+N  ade6-D N /N  leu1-32 ura-4-D S/E  im r 1L::ura4+  o tr1R::ade6+  sw i6 (H 321Q )::K anM X6  
TFY 19  h+N  ade6-D N /N  leu1-32 ura-4-D S/E  im r 1L::ura4+  o tr1R::ade6+  sw i6 (H 321S)::K anM X6  
TFY 20  h+N  ade6-D N /N  leu1-32 ura-4-D S/E  im r 1L::ura4+  o tr1R::ade6+  sw i6 (H 321L)::K anM X6  
TFY 21  h+N  ade6-D N /N  leu1-32 ura-4-D S/E  im r 1L::ura4+  o tr1R::ade6+  sw i6 (I298P)::K anM X6 
TFY 22  h+N  ade6-D N /N  leu1-32 ura-4-D S/E  im r 1L::ura4+  o tr1R::ade6+  sw i6 (I298R)::K anM X6  
TFY 23  h+N  ade6-D N /N  leu1-32 ura-4-D S/E  im r 1L::ura4+  o tr1R::ade6+  sw i6 (I298M )::K anM X6  
TFY 43  h+N  ade6-D N /N  leu1-32 ura-4-D S/E  im r 1L::ura4+  o tr1R::ade6+  sw i6 (T278K )::K anM X6  
TFY 24  h+N  ade6-D N /N  leu1-32 ura-4-D S/E  im r 1L::ura4+  o tr1R::ade6+  sw i2Δ::H phM X6  
TFY 25  h+N  ade6-D N /N  leu1-32 ura-4-D S/E  im r 1L::ura4+  o tr1R::ade6+  sw i2Δ::H phM X6 sw i6Δ::N atM X6 
TFY 26  h+N ade6-DN/N leu1-32 ura-4-DS/E imr 1L::ura4+ otr1R::ade6+ swi6 (H321Q)::KanMX6 swi2Δ::HphMX6 
TFY 41  h+N ade6-DN/N leu1-32 ura-4-DS/E imr 1L::ura4+ otr1R::ade6+ swi2-13myc::HphMX6  
TFY 42  h+N ade6-DN/N leu1-32 ura-4-DS/E imr 1L::ura4+ otr1R::ade6+ swi2-13myc::HphMX6 sw i6Δ::N atM X6  
TFY 28  h+N ade6-DN/N leu1-32 ura-4-DS/E imr 1L::ura4+ otr1R::ade6+ swi2-13myc::HphMX6 swi6 (H321Q)::KanMX6  
TFY 29  h+N  ade6-D N /N  leu1-32 ura-4-D S/E  im r 1L::ura4+  o tr1R::ade6+  sw i2-3A-13m yc::H phM X6  
TFY 30  h+N  ade6-D N /N  leu1-32 ura-4-D S/E  im r 1L::ura4+  o tr1R::ade6+  sw i2-AT-12-AA-13m yc::H phM X6  
TFY 32  h+N ade6-DN/N leu1-32 ura-4-DS/E imr 1L::ura4+ otr1R::ade6+ swi2-AT-12-AA-13myc::HphMX6 swi6H321Q::KanMX6  
TFY 33  h+N  ade6-D N /N  leu1-32 ura-4-D S/E  im r 1L::ura4+  o tr1R::ade6+  rad57Δ::N atM X6 
TFY 35  h+N ade6-DN/N leu1-32 ura-4-DS/E imr 1L::ura4+ otr1R::ade6+ rad57Δ::NatMX6 swi6H321Q::KanMX6  
TFY 37  h+N  ade6-D N /N  leu1-32 ura-4-D S/E  im r 1L::ura4+  o tr1R::ade6+  sfr1Δ::N atM X6   
TFY 39  h+N  ade6-D N /N  leu1-32 ura-4-D S/E  im r 1L::ura4+  o tr1R::ade6+  sfr1Δ::N atM X6 sw i6H 321Q ::K anM X6 
PB 09  h+  m at1P ∆17::Leu2 ura4-D 18, leu1-32       
TFY 65  h+  m at1P ∆17::Leu2 ura4-D 18, leu1-32 sw i6 (H 321Q )::K anM X6     
TFY 68  h -S  ade6-D N /N  leu1-32 ura-4-D S/E  im r 1L::ura4+  o tr1R::ade6+  sw i6H 321Q ::K anM X6  
SS-771  h90 K int2::ura4 ade6-M 210 his2 leu1-32 ura4D S/E        
K S386  h90 K int2::ura4 ade6-M 210 his2 leu1-32 ura4D S/E  sw i6Δ::H phM X6   
TFY 81  h90 K int2::ura4 ade6-M 210 his2 leu1-32 ura4D S/E  sw i6 (H 321Q )::K anM X6    
H K V 106  h90 ade6-m 210 leu1-32 ura4-D 18       
TFY 125  h90 ade6-m 210 leu1-32 ura4-D 18 sw i2-13m yc::H phM X6     
TFY 126  h90 ade6-m 210 leu1-32 ura4-D 18 sw i2Δ::kanM X6 (P bias)     
TFY 127  h90 ade6-m 210 leu1-32 ura4-D 18 sw i2Δ::kanM X6 (M  bias)     
TFY 128  h90 ade6-m 210 leu1-32 ura4-D 18 sw i6Δ::N atM X    
TFY 129  h90 ade6-m 210 leu1-32 ura4-D 18 sw i6H 321Q ::K anM X6    
TM 100  h- m at1M sm t0 leu1-32 ade6M 216 ura4- leu2+       
TFY 153  h- m at1M sm t0 leu1-32 ade6M 216 ura4- leu2+  sw i2-13m yc::H phM X6    
TFY 154  h- m at1M sm t0 leu1-32 ade6M 216 ura4- leu2+  sw i2-13m yc::H phM X6 sw i6Δ::N atM X6   
TFY 155  h- m at1M sm t0 leu1-32 ade6M 216 ura4- leu2+  sw i2-13m yc::H phM X6 sw i6H 321Q ::K anM X6  
TFY 188  h- m at1M sm t0 leu1-32 ade6M 216 ura4- leu2+  sw i2-3A-13m yc::H phM X6   
TFY 213  h- m at1M sm t0 leu1-32 ade6M 216 ura4- leu2+  sw i2-AT-12-AA-13m yc::H phM X6   
TFY 215  h- m at1M sm t0 leu1-32 ade6M 216 ura4- leu2+  sw i2-AT-12-AA-13m yc::H phM X6 sw i6H 321Q ::K anM X6 
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鳏鳡鲜鳖鱅鳢鲱鳀�

 
 
鳏鳡鲱鳗鳁鳢鲱鳀�

 
 
酵⺟培養�
以降鱰述鱾鲐実験⽅法鱰鱏鱉鱫、YES培地(Yeast Extract Supplements; 0.5% (w/v), 3.0% 

(w/v)glucose, 200 mg/l adenine, histidine, uracil, leucine and lysine hydrochloride) 鱰鲍鱨鱫、
３０℃鱬振盪培養鱜、対数増殖期鱰鱇鱤鲐 5.0x106〜1.0x107  cells/ml 鱳濃度鱳鲇鱳鲗使⽤鱜
鱤。鱤鱥鱜、鲭鲜鳤鳫鲯鳫鲨鱳表現型観察鱰⽤鱉鱤 low adenine plate鱴 YES培地鱐鲎
adenine鲗抜鱒、agar鲗 2% (w/v)鱭鱯鲐鲍鱋鱰加鱍鱤鲇鱳鲗使⽤鱜鱤。鲃鱤、同様鱰鲭鲜鳤
鳫鲯鳫鲨解析鱬⽤鱉鱤 5-FOA培地鱴 YES鳏鳤鱅鳀鱰 5-Fluoroorotic Acid Monohydrate (5-
FOA)鲗終濃度 0.1%(w/v)鱰鱯鲐鲍鱋鱰加鱍鱤鲇鱳鲗使⽤鱜鱤。接合型変換鱳表現型解析鱰鱴
SPAS培地（1.0% (w/v)glucose, 7.3 mM KH2PO4, 1000 x vitamins, 45 mg/l adenine, histidine, 
uracil, leucine and lysine hydrochloride）鱰 agar鲗 2% (w/v)鱭鱯鲐鲍鱋鱰加鱍鱤鲇鱳鲗使⽤鱜

21 TCAGCAGTCCTTGGGAAATG dg ChIP 
22 GATGCCCATGTTCATTCCAC dg ChIP 
25 TTAGTATATGCCCCTGCTCG ade6+ ChIP, RT 
26 AAATGGTCTCACCATCTTGC ade6+ ChIP, RT 
27 CTACTGCATTGCCAATGCC adh1+ ChIP 
28 CCGACCTTGGATTCCTTC  adh1+ ChIP 
31 TGCCGATCGTATGCAAAAGG act1+ RT 
32 AAATGGTCTCACCATCTTGC act1+ RT 
MT1 AGAAGAGAGAGTAGTTGAAG mat1  matPCR 
MP1 ACGGTAGTCATCGGTCTTCC mat1-P  matPCR 
MM1 TACGTTCAGTAGACGTAGTG mat1-M matPCR 
95 CGCAGACATTGGAAATACCGTC ura4+ ChIP 
96 TCTTGGCTTCGACAACAGGATTA ura4+ ChIP 
258 TACCTTGTGGTTGATTTCACG sre2 ChIP 
259 CCAATTTGGGGATAGCAGTAC sre2 ChIP 
260 CAATCGTTTTGCCAACATAACG sre3 ChIP 
261 GCCTAGCGATTGATGTCAGT sre3 ChIP 
262 CATGCAAACGTATAAAGAAGAC cenH ChIP 
263 CTTGTGAAAGAAACCACCGAG cenH ChIP 
313 CCGAAAAGCTTTGCAACTTTG mat1 probe 
314 CGTCTGAAAGCTTCTGTGATG mat1 probe 
315 GGAATTGGGAGGTTGAGTGTG mat1 probe 
316 CACACTCAACCTCCCAATTCC mat1 probe 
317 CGCCAATAACCATGACCCTT mat1 probe 
318 AAGGGTCATGGTTATTGGCG mat1 probe 
 

SP177 pGBKT7                 KanR, TRP1 
SP178 pGADT7                 AmpR, LEU2 
TP2 pGBKT7-Swi2         KanR, TRP1 
TP6 pGBKT7-Swi2-3A         KanR, TRP1 
SP181 pGADT7-Swi6         AmpR, LEU2 
pM106 pGADT7-Swi6ΔCSD AmpR, LEU2 
TP5 pGADT7-Swi6 H321Q AmpR, LEU2 
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鱤。UV感受性解析鱬鱴、各株鲗 YES鳏鳤鱅鳀鱰鲱鳕鲻鳀鱜鱤鱳鱦、120J/m2 UV(268 nm)照
射鱜、3⽇間培養鱜鱤。 
鲃鱤、集菌鱞鲐際鱴培養鱜鱤酵⺟鲗 4℃, 3500 rpm鱬 3分間遠⼼鱜鱫回収鱜鱤。 
 
形質転換�
液体培養鱜鱤細胞鲗集菌鱜氷冷鱜鱤 1xPBS (137 mM NaCl, 8.1 mM Na2HPO4, 2.68 mM KCl, 

1.47 mM KH2PO4) 鱬 wash鱜鱤。氷冷鱜鱤 1M鲵鳣鳋鳀鱅鳣溶液鱰懸濁鱜鱤。遠⼼鱜鱫上清
鲗捨鱫鱤鱳鱦、再度、氷冷鱜鱤 1M鲵鳣鳋鳀鱅鳣鲗加鱍 vortex鱬鲍鱔懸濁鱜 20分間静置鱜
鱤。懸濁液鱰 DNA 5 μl鲗加鱍鱫、鲍鱔混鱡、電気穿孔鲥鳝鳑鲻鳀 (2mm Gene Pulser 
Cuvette. Bio Rad)鱰移鱜、GENE PULERⅡ (Bio Rad) 鱰鱫 2.25 kV、200Ω、25μF鱳条件鱬
鳉鳣鲱鲗鱐鱖鱤。鲥鳝鳑鲻鳀内鱳細胞鲗 YES液体培地鱰加鱍、３０℃鱬３時間培養鱜鱤後、
導⼊鱜鱤 DNA鱳薬剤選択鳖鱅鲣鱅鱰応鱝鱤薬剤鲗加鱍鱤寒天培地鱰塗布鱜鱫⽬的鱳形質転換
体鲗得鱤。 
 
Pombe�strain�construction�
形質転換鱰鲍鱨鱫単離鱜鱤鲧鳥鱅鳫鱴、2 回鱳鲯鳫鲨鳣鲫鳥鳃鱅分離鱰鲍鱨鱫得鱤。遺伝⼦
⽋失鲃鱤鱴鲷鲨付鱖鱳鱤鲆鱳 DNA 断⽚鱴、鳕鳢鳙鳡鱅鲴連鎖反応（PCR）鱰基鱪鱔⽅法鲗
⽤鱉鱤。遺伝⼦⽋失鱰鱩鱉鱫鱴、標的遺伝⼦鲗、鱢鲑鱣鲑 G418、鳇鲜鲨鳥鳖鲜鲯鳫 B鱏鲍鱸
鳆鳣鲳鲢鳀鳢鲯鳫鱰対鱞鲐耐性鲗付与鱞鲐薬剤耐性鲣鲳鲻鳀 KanMX6、HphMX6鱏鲍鱸
NatMX6鱬置換鱜鱤。13myc鲷鲨鱴 Swi2C末端鱰付加鱜鱤。鱞鱾鱫鱳形質転換体鱴 PCR鱬確
認鱜鱤。変異導⼊鱴鲯鱅鲧鲠鳫鲱鱰鲍鱨鱫確認鱜鱤。 
 
⽣育阻害鱳表現型観察�
液体培養鱜鱤酵⺟鱳細胞濃度鲗鲳鳣鲣鲞鳫鲷鱅CDA-1000 (Sysmex) 鱬測定鱜鱫、300〜400 

cells鲗 low adenine plate 鲃鱤鱴 rich media鱰塗布鱜鱫、30 ℃鱬 4⽇間培養鱜鱤鱳鱦、鲫鳥
鳃鱅鱳状態鲗観察鱜鱤。 
 
鲧鳥鳖鲹鳫免疫沈降法�(ChIP)�
細胞培養後、培養液鱰鳓鳣鳘鲚鳣鲿鳊鳁 (Nacali tesque) 鲗終濃度 1%鱭鱯鲐鲍鱋鱰加鱍、

4℃鱬 30分間振盪培養鱜鲧鳥鲱鳢鳫鲧処理鲗⾏鱯鱨鱤。鱢鱳後、鲨鳢鲯鳫鲗終濃度 125mM鱭
鱯鲐鲍鱋鱰加鱍鱫４℃鱬１時間振盪培養鱜鱤。遠⼼鱬細胞鲗回収鱜、氷冷鱜鱤 1xPBS鱬２回
wash鱜鲱鲧鳢鳝鱅鲥鳛鲻鳏鲹鳝鱅鳎鱰回収鱜、⼀度-80℃鱬凍結保存鱜鱤。 
IP⽤鱳 Dynabeads鲗平衡化鱞鲐鱤鲆鱰 100 mg/ml BSA 5μl/sample, 1xPBS 1 ml/sample, 
Dynabeads Pan Mouse IgG (or Dynabeads anti-Rabbit IgG) (Invitrogen) 25μl/sample鲗混鱡
鱫、4℃ 鲢鱅鳈鱅鳂鲜鳀鱬鳥鱅鲾鱅鲷鱅鱰鱫攪拌鱜鱤。 
平衡化鱜鱤 Dynabeads Pan Mouse鱰⼀次抗体鱳α-H3K9me (浦野抗体)鲗、1 μl /sample 鲗
加鱍鱫 4℃ 鲢鱅鳈鱅鳂鲜鳀鱬鳥鱅鲾鱅鲷鱅鲗回鱜鱫反応鱚鱠鱤。Dynabeads anti-Rabbit鲗⽤
鱉鱤時鱴⼀次抗体鱳α-Swi6(⾼畑抗体) 1 μl /sample 鲗加鱍鱫 4℃ 鲢鱅鳈鱅鳂鲜鳀鱬鳥鱅鲾
鱅鲷鱅鲗回鱜鱫反応鱚鱠鱤。 
細胞鲗融解鱚鱠鱤後、-20℃鱬冷却鱚鲑鱤 0.5 mm Zirconia Beads (Bio Spec Products) 鲗鲹
鳝鱅鳎鱳８~９割鲃鱬充填鱜、500 μl鱳 ChIP lysis buffer (50 mM HEPES/KOH (pH 7.5), 150 
mM NaCl , 1 mM EDTA , 1% triton X-100, 0.1％ Na-Deoxycholate) 鲗加鱍鲐。鳖鳣鲹鳋鱅鲲鲯
鳟鲻鲣鱅（安井機器）鱑 0℃鲃鱬冷却鱚鲑鱫鱉鲐鱘鱭鲗確認鱜鱫細胞破砕鱜鱤 (2700 rpm, 
1cycle 60 sec ON, 60 sec OFF, 20 cycle )。鲤鲱鳈鱅鳂鱅鱬熱鱜鱤 21G鱳針鱬鲱鲧鳢鳝鱅鲥鳛
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鲻鳏鲹鳝鱅鳎鱳底鱰⽳鲗開鱖鱫、5 ml 鲹鳝鱅鳎鱰鲳鲻鳀鱜鱫、1500 rpm 鱬 3分間遠⼼鱜鱫
回収鱜鱤。鲱鲧鳢鳝鱅鲥鳛鲻鳏鲹鳝鱅鳎鱰 ChIP lysis buffer 200μl加鱍鱫 zirconia beads鲗洗
浄鱜鱫再鱸 1500 rpm 鱬 3分間遠⼼鱜鱫回収鱜鱤。細胞懸濁液鲗全量 1.5 ml鲹鳝鱅鳎鱰移鱜
鱫、15,000 rpm 4℃鱬 60分間遠⼼鱜鱫上清鲗鲚鲱鳌鳤鲷鱅鱬吸鱉取鲏鲧鳥鳖鲹鳫鳒鳤鲻鳀鲗
回収鱜鱤。回収鱜鱤鲧鳥鳖鲹鳫鳒鳤鲻鳀鲗 ChIP lysis buffer １ml鱬洗浄鱜 15,000 rpm 4℃鱬
5分間遠⼼鱜鱫、再鱸鲚鲱鳌鳤鱅鲷鱬上清鲗鱞鱫鱤。新鱤鱰 ChIP lysis buffer 500μl 加鱍鱫鳒
鳤鲻鳀鲗鳌鳒鲻鲾鲛鳫鲨鱰鲍鲏徹底的鱰懸濁鱜鱤。 
� ⽔槽鱑鲍鱔冷鱍鱤鱘鱭鱭⽔鱳量鲗確認鱜鱫 BIORUPTOR（鲫鲱鳚鳈鲜鲢）鱳鲵鳃鲩鱅鲷鱅
鱬鲧鳥鳖鲹鳫鲗超⾳波処理鱬断⽚化鱜鱤 (Level H, 30 sec ON, 30 sec OFF, 15 cycle 鲗 3 
set)。断⽚化処理後、15,000 rpm 鱬 5分間遠⼼鱜鱫細胞鲿鳎鳢鲗鳒鳤鲻鳀化鱜鱫除去鱜、可
溶性鱰鱯鱨鱤鲧鳥鳖鲹鳫断⽚鲗免疫沈降⽤鱳試料鱭鱜鱫⽤鱉鱤。 
� 抗体結合鱜鱤鳋鱅鲲鲗回収鱜、鱢鱘鱰上清鲗 125 μl鲗加鱍鱫４℃ 鲢鱅鳈鱅鳂鲜鳀鱬鳥鱅
鲾鱅鲷鱅鲗回鱜鱫 IP鲗⾏鱯鱨鱤。鲃鱤、input⽤鱰 25μl鲗取鱨鱫鱏鱉鱤。 
� 鳋鱅鲲鲗回収鱜 ChIP lysis buffer, High salt buffer (50 mM HEPES/KOH (pH 7.5), 500 mM 
NaCl , 1 mM EDTA , 1% triton X-100, 0.1% Na-Deoxycholate）, LiCl buffer (10 mM Tris-HCl 
(pH 8.0), 0.25 M LiCl, 0.5% NP-40, 0.5% Na-Deoxycholate, 1 mM EDTA (pH8.0))鱳順鱬２回洗
浄鱜鱤。 
  Reverse Crosslinking Buffer (20 mM Tris-HCl (pH 7.6), 1 mM EDTA, 0.8% SDS)鲗鳋鱅鲲鱭
input⽤鱰取鱨鱫鱏鱉鱤WCE鱰 200 μl加鱍鱫、鲍鱔混合鱜鱤。鱢鱳後 95℃鱬正確鱰 12分
間作⽤鱚鱠鱫⽴鱩鲧鳥鲱鳢鳫鲧鲗⾏鱯鱨鱤。 
� 脱鲧鳥鲱鳢鳫鲧後鱳溶液鱰 DDW鲗加鱍鱫 400 μl鱰鱜、鳍鲟鳆鱅鳣 400 μl, 鲧鳥鳥鳓鳣
鳘 400 μl ⼊鲑鱫 vortex鱬懸濁鱜、15,000 rpm 鱬５分間遠⼼鱜鱤鱳鱦、上清鲗別鱳鲹鳝鱅
鳎鱰移鱜鱤。 
上清鱰 3M NaOAc (pH 5.2) 40 μl鱭 99.5 % EtOH １ml, 20 mg/ml鲨鳢鲫鱅鲪鳫１μl加鱍
鱫 30分間静置鱜鱤鱳鱦、15,000 rpm鱬 15分間遠⼼鱜鱤。上清鲗鱞鱫、80%鲠鲷鳆鱅鳣鲗 1 
ml 加鱍鱫 wash鱜５分間 15,000 rpm鱬遠⼼鱜鱫上清鲗鲚鲱鳌鳤鱅鲷鱅鱬除鱉鱤。鲠鲷鳆鱅鳣
鱑乾鱉鱤鱳鲗確認鱜鱫鱐鲎MilliQ⽔ 100 μl加鱍鱫沈殿鲗溶鱐鱜鱤。 
input鱙鱭鱰、10倍希釈系列鲗６段階作鲏、鲭鳫鳏鳣鱭希釈系列鲗 LightCycle○R96(Roche)鱬
Real Time PCR鲗鱐鱖鱤。希釈系列鱐鲎検量線鲗作成鱜鱤。PCR鱳反応系鱭鳏鳥鲨鳡鳘鱴以
下鱳鱭鱏鲏鱬鱇鲐。 
 
Template  6.0 μl             95℃ 3min   
1 μM Primer set 10.0 μl             98℃  10sec  
10×PCR buffer  2.5 μl             58℃   10sec 38 cycle 
25 mM MgSO4  2.5 μl             72℃   15sec 
2mM dNTP mix  2.5 μl             4℃ ∞ 
100xSYB        0.25 μl 
Taq polymerase  1.25 μl 
Tatal             25 μl 
 
RNA�抽出鱭RT�
回収鱜鱤細胞鲗 1xPBS鱬 wash鱜、鱩鱓鱰 DEPC⽔鱬 wash鱜鱫-80℃鱬保存鱜鱤。 
融解鱜鱤細胞鱰 lysis buffer 400 μl鲗加鱍鱫 vortex鱬鲍鱔混鱡、酸性 phenol鲗 400 μl加鱍
鱫鲍鱔懸濁鱚鱠鱤。懸濁液鲗 65℃鱬１時間鲜鳫鲥鳝鳑鱅鳀鱜鱤。15分鱙鱭鱰⼀回 vortex鱜鱫
混鱡鱤。鱢鱳後 10分間氷上鱬静置鱜鱫 4℃ 15,000 rpm鱬 5分間遠⼼鱜鱤。上清鲗別鱳鲹鳝
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鱅鳎鱰移鱜、酸性 phenol 400 μl, 鲧鳥鳥鳓鳣鳘鲗 400 μl 鲗加鱍鱫、vortex鱬懸濁鱜、
15,000 rpm 鱬５分間遠⼼鱜鱤鱳鱦、上清鲗別鱳鲹鳝鱅鳎鱰移鱜鱤。 
上清鱰 3M NaOAc (pH 5.2) 40 μl鱭 99.5 % EtOH １ml鲗加鱍鱫 15,000 rpm鱬 15分間遠⼼
鱜鱤。上清鲗鱞鱫、80%鲠鲷鳆鱅鳣鲗 1 ml 加鱍鱫 wash鱜５分間 15,000 rpm鱬遠⼼鱜鱫上
清鲗鲚鲱鳌鳤鱅鲷鱅鱬除鱉鱤。DEPC⽔鲗 50 μl加鱍鱫沈殿鲗溶鱐鱜鱤。RNA溶液 43 μl, 
DNase buffer (TaKaRa) 5μl, Recombinant DNaseⅠ(TaKaRa)鲗 37℃鱬 30分間作⽤鱚鱠鲪鳆
鳘 DNA鲗除鱉鱤。 
鱢鱳後 DEPC⽔ 150 μl, 酸性 phenol 400 μl, 鲧鳥鳥鳓鳣鳘鲗 400 μl 鲗加鱍鱫、vortex鱬
懸濁鱜、15,000 rpm 鱬５分間遠⼼鱜鱤鱳鱦、上清鲗別鱳鲹鳝鱅鳎鱰移鱜鱤。 
上清鱰 3M NaOAc (pH 5.2) 40 μl鱭 99.5 % EtOH １ml鲗加鱍鱫 15,000 rpm鱬 15分間遠⼼
鱜鱤。上清鲗鱞鱫、80%鲠鲷鳆鱅鳣鲗 1ml 加鱍鱫 wash鱜５分間 15,000 rpm鱬遠⼼鱜鱫上清
鲗鲚鲱鳌鳤鱅鲷鱅鱬除鱉鱤。DEPC⽔鲗 50μl加鱍鱫沈殿鲗溶鱐鱜鱤。 
RNA 1 μl 鱭２mM dNTP mix鲗 10μl鱭終濃度 1 μM鱭鱯鲐鲍鱋鱰鳏鳡鲜鳖鱅鲗加鱍鱫 20 
μl鲃鱬 DEPC⽔鱬鳙鲱鲚鲻鳏鱜鱤。65℃鱬 5分間鲜鳫鲥鳝鳑鱅鳀鱞鲐。鱢鱳後、氷上鱰鱏鱉
鱤。 
PrimeScriptTM Reverse Transcriptase (TaKaRa) 鲗⽤鱉鱫 42℃鱬 30分間、鱢鱳後 70℃鱬 15
分間鲜鳫鲥鳝鳑鱅鳀鱜鱫、RT反応鲗⾏鱨鱤。１鱩鱳鳏鳡鲜鳖鱅鱰鱩鱒、swi6Δ株鱳 RNA鱐
鲎合成鱜鱤 cDNA鱬希釈系列鲗作鲏、鲭鳫鳏鳣鱭希釈系列鲗 LightCycle○R96(Roche)鱬 Real 
Time PCR鲗鱐鱖鱤。希釈系列鱐鲎検量線鲗作成鱜鱤（原液鲗 100%鱭鱜鱫 10倍鱟鱩薄鲆鱫 6
段階希釈系列鲗作鱨鱤）。PCR鱳反応系鱭鳏鳥鲨鳡鳘鱴以下鱳鱭鱏鲏鱬鱇鲐。 
反応系                            PCR program               RT反応 
Template  6.0 μl             95℃   3 min  � �         42℃  30 min 
1 μM Primer set 10.0 μl             98℃ 10 sec             70℃  15 min 
10×PCR buffer  2.5 μl             58℃  10 sec 38 cycle           on ice  
25 mM MgSO4  2.5 μl             72℃  15 sec  
2mM dNTP mix  2.5 μl             4℃  ∞ 
100xSYB        0.25 μl 
Taq polymerase  1.25 μl  
total         25.0 μl 
 
mat�PCR�
分裂酵⺟鱳鲪鳆鳘鲗鲾鳫鳏鳤鱅鳀鱭鱜鱫 PCR鲗鱐鱖鱤。PCR鱳反応系鱭鳏鳥鲨鳡鳘鱴以下鱳
鱭鱏鲏鱬鱇鲐。 
Template          20 μl               95℃      5min   
10 μM MT1 primer   3 μl               95℃     30sec 
10 μM MP primer  1.5 μl               55℃     30sec 30 cycle 
10 μM MM primer.  1.5 μl               72℃     2 min 
2mM dNTP mix   2.5 μl                8℃ ∞ 
10×PCR buffer     5 μl 
DDW           14.5 μl 
Taq polymerase  1.25 μl 
total         � 50 μl 
colony-directed�mat�PCR�

YES培地鱬 4⽇間培養鱜鱤酵⺟鱑形成鱜鱫鱉鲐鲫鳥鳃鱅鲗鱭鲏 25 μl鱳 incubation 
solution ( 1.2 M sorbitol, 100 mM Na-phosphate pH7.4, 2.5 mg/ml T-20 Zymolyase) 鱰懸濁鱜
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鱤。細胞鱭同量鱳 glass beads鲗加鱍 37℃鱬 30分間 incubation鱜鱤。100 μl鱳 lysis buffer 
(10 mM Tris-HCl pH 8.0, 100 mM NaCl, 1% SDS, 2% TritonX-100) 鲗加鱍 10分間 vortex鱜
鱤。200 μl鱳中性 Phenol/CIAA鲗加鱍、５分間 vortex鱜鱤。次鱰、15,000 rpm鱬 5分間遠
⼼分離鱜鱤。上清鲗 200 μl鱭鱨鱫別鱳鲹鳝鱅鳎鱰移鱜、鲇鱋⼀度同鱝鲱鲾鲻鳏鲗繰鲏返鱜
鱤。上清鱰 3M NaOAc (pH 5.2) 20 μl鱭 99.5 % EtOH 500μl鱭 20 mg/ml鱳鲨鳢鲫鱅鲪鳫 1 
μl 鲗加鱍鱫 15,000 rpm鱬 15分間遠⼼鱜鱤。上清鲗鱞鱫、80%鲠鲷鳆鱅鳣鲗 1ml 加鱍鱫
wash鱜５分間 15,000 rpm鱬遠⼼鱜鱫上清鲗鲚鲱鳌鳤鱅鲷鱅鱬除鱉鱤。DDW鲗 50μl加鱍鱫
沈殿鲗溶鱐鱜鱤。鱢鱳鲭鳫鳏鳣鲗鲾鳫鳏鳤鱅鳀鱭鱜鱫mat PCR鱭同鱝⽅法鲗⽤鱉鱤。 
 
Yeast�Two�Hybrid 法� �

bait鲷鳫鳉鲧質 Swi2発現鱰鱴 pGBKT7、prey鲷鳫鳉鲧質 Swi6発現鱰鱴 pGADT7鲗⽤鱉
鱤。 出芽酵⺟ AH109(MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4Δ, gal80
Δ,LYS2::GAL1UAS-GAL1TATA-HIS3,MEL1,GAL2UAS-GAL2TATA-ADE2, URA3::MEL1UAS-MEL1TATA-
lacZ）鲗 Synthetic Defined (SD) Media培地鱬培養鱜鱤。炭素源鱭鱜鱫 glucose鲗⽤鱉鱤。
Swi2-Swi6鱳相互作⽤鲗明確鱰解析鱞鲐鱤鲆 HIS3産物鱳阻害剤鱬鱇鲐 15mM 3-AT（3-amino-
1,2,4-triazole）鲗添加鱜鱤。  
 
鲪鳆鳘抽出�

late log phase 鲃鱬培養鱜鱤細胞鲗回収鱜、PBS鱬 2回洗浄鱜、incubation solution(1.2M 
sorbitol, 0.1M 鳢鳫酸鳈鲻鳍鲙鱅 pH7.4, 2.5mg/ml T-20 Zymolyase (nacala tesquei))鲗 10μ
l/ml 加鱍、鲍鱔混合鱜鱤。37℃鱬 30 min培養鱜、450 μl鱳 lysis buffer(10 mM Tris-HCl 
pH8.0, 100 mM NaCl, 1% SDS, 2% TritonX-100)鲗加鱍 vortex鱜鱤。400 μl鱳鳍鲟鳆鱅鳣/鲧
鳥鳥鳓鳣鳘鲗加鱍、鲍鱔混合鱜鱤鱳鱦、15,000 rpm 4℃鱬 10 min遠⼼分離鱜、上清鲗鱭鱨鱫
別鱳鲹鳝鱅鳎鱰移鱜、鲇鱋⼀度同鱝鲱鲾鲻鳏鲗繰鲏返鱜鱤。上清鱰 3M NaOAc (pH 5.2) 40 μ
l鱭 99.5 % EtOH 1000μl鲗加鱍鱫 15,000 rpm鱬 10min遠⼼分離鱜鱤。上清鲗鱞鱫、70%鲠
鲷鳆鱅鳣鲗 1ml 加鱍鱫洗浄鱜５分間 15,000 rpm鱬遠⼼鱜鱫上清鲗鲚鲱鳌鳤鱅鲷鱅鱬除鱉
鱤。milliQ⽔ 50μl加鱍鱫沈殿鲗溶鱐鱜鱤。20mg/ml RNAaseA鲗 1μl加鱍、37℃鱬 30 min
処理鱜鱤。鲇鱋⼀度、鳍鲟鳆鱅鳣/鲧鳥鳥鳓鳣鳘抽出鱭鲠鲷鳆鱅鳣沈殿鲗⾏鱯鱉、70%鲠鲷鳆
鱅鳣鱬洗浄鱜鱤鱳鱦、milliQ⽔ 50μl加鱍鱫沈殿鲗溶鱐鱜鱫試料鱭鱜鱤。 
 
鲭鲮鳫鳎鳥鲻鲾鲛鳫鲨�
抽出鱜鱤鲪鳆鳘 10μg鲗 HindⅢ(TakaRa)鱬 over night鱬切断鱜鱤。70℃鱬 15 min鱬 Hind
Ⅲ鲗不活化鱜鱤鱳鱦、鳍鲟鳆鱅鳣鲧鳥鳥鳓鳣鳘抽出鱜鱤鱳鱦、鲠鲷鳆鱅鳣沈殿鱜鱫 DNA鲗回
収鱜鱤。Mupid電気泳動層鱰鱫 0.7% 鲚鲤鳥鱅鲱鲪鳣鲗 18V鱬 15時間電気泳動鲗⾏鱯鱨鱤。
鳂鲜鳥鳫鳙鳫鳎鳤鳫 Amersham HybondTM-N+（GE Healthcare）鱽 DNA鲗転写鱜鱤。鳏鳥鱅
鳎鱴 h90株鱳鲪鳆鳘鱰対鱜、mat1領域鲗含鲅 10.4 kbp鱳領域鲗約 3.5 kbp鱳 3鱩鱳鳍鳡鲨鳙
鳫鳀鱰分鱖鱫、鱢鲑鱣鲑鱳領域鲗 PCR鱬増幅鱜、精製鱜鱤。増幅鱜鱤３種類鱳鳍鳡鲨鳙鳫鳀
鲗混合鱜鱫、1μg/15μl鲗 100℃鱬変性鱚鱠鱤。1μg/15μl鱳鲾鳫鳏鳤鱅鳀 DNA 15μl、
Random Hexanucleotide(Thermo Scientific) 2μl、DIG DNA labeling Mix, 10x conc（Roche） 
2μl, klenow fragment enzyme 10 U /μl (NEB) 1μl加鱍、37℃鱬 over night鱬反応鱚鱠鱤。
0.2 M EDTA鲗加鱍鱫反応鲗停⽌鱚鱠、65℃ 10min鱬酵素鲗不活化鱜鱤。鱘鲑鲗鱢鱳鲃鲃
probe鱭鱜、5μl⽤鱉鱤。UV鲧鳥鲱鳢鳫鲧鱰鲍鲐 DNA鱳鳙鳫鳎鳤鳫鱽鱳固定、鳇鲜鳎鳢鲸
鲜鲴鱅鲯鳟鳫、鳎鳥鲻鲥鳫鲨、検出鱴 DIG Labeling and Detection Kit (Roche)鱰従鱨鱫⾏鱨
鱤。UV鲧鳥鲱鳢鳫鲧鱴 0.07 J/cm2鱬⾏鱨鱤。鳇鲜鳎鳢鲸鲜鲴鱅鲯鳟鳫鱴 42℃鱬⾏鱨鱤。鲱
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鳀鳢鲰鲟鳫鲯鱅洗浄鱴 65℃鱬⾏鱨鱤。鳙鳫鳎鳤鳫鱳鳎鳥鲻鲥鳫鲨鱴 DIG Labeling and 
Detection Kit (Roche)鱰付属鱳鳎鳥鲻鲥鳫鲨溶液鲗調整鱜、鱚鲎鱰 probe 5μl鱰対鱜、1μl鱳
Salmon Sperm DNA 10 mg/ml(BioDynamics Laboratory Inc.)鲗加鱍鱤。検出鱴 Amersham™ 
ImageQuant™ 800鲗⽤鱉鱤。 

 

Iodine�staining�
YES液体培地鱬培養鱜鱤酵⺟鲗回収後、PBS鱰鲍鲏 2回洗浄鱜鱤鱳鱦 SPAS培地鱬 25℃,
５⽇間培養鱜鱤。閉鎖系鱬鳠鲞素鲗展開鱜、約 5分間鱳鲫鳥鳃鱅鲗染⾊鱜鱤。 
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