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　生物がその進化の過程で獲得した
様々な表現型の違いは、DNAレベ
ルでは coding/non-coding領域に起
きた変異がそのソースであり、RNA
レベルでは遺伝子発現の多様化や
ネットワークの変化が重要であると
考えられる。特に、性染色体を除い
てゲノムが等しい性の間の表現型の
違いには、RNAレベルでの変化が重
要である。我々は、RNAレベルでの
多様化が、異なった種や性の表現型
の多様化にどのような役割を果たしているのか、またそ
れがどのような要因によって決まっているか明らかにす
ることを目的とした。
　遺伝子発現を定量化するために、エクソン特異的なマ
イクロアレイを作成し、ショウジョウバエ近縁種におけ
る種間・性間における遺伝子発現変化を調べた。その結
果、調べた遺伝子の約半数（~６， ５５０）において、オスか
メスかどちらかに偏った遺伝子発現パターンを示した。
さらに発現の多様化をゲノムワイドに解析したところ、
その多様化は種間の違いよりも異なる性の間において、
より顕著であった（図１）。性に偏った発現パターンを示
す遺伝子は、染色体上の位置にも偏りがあり、オスに強
く発現する遺伝子の数は、X染色体上に期待されるより
有意に少なかった。これは、オスとして重要な機能を果
たす遺伝子がＸ染色体上にあると、ヘミ接合体のために
そのスペアがなく、有害な変異が起きた場合の適応度が
下がるために、X染色体から常染色体へとその位置を変
えていったためだと推測される。
　種間での遺伝子発現を比較したところ、リゾチームや
トリプシンなどの消化酵素が種特異的な変化を示した
（図２）。特に、トリプシンはその大部分の遺伝子ファミ
リーがセイシェルショウジョウバエにおいて、遺伝子発
現低下が見られた。セイシェルショウジョウバエは非常
に限られたニッチと偏った食性を持つように進化してき
たために起きた変化だと考えられる。
　遺伝子発現の可塑性を規定するゲノム要因を一般化線

形解析により調べたところ、エクソンの長さやイントロン
の長さと負の相関、mRNAの絶対発現量とは正の相関、
また種間においてはプロモータ領域に存在する TATA
ボックス配列の有無と正の相関を示した（図３）。遺伝子
長、mRNAの発現量と発現可塑性の強い関連性の理由は
今のところ明らかでないが、TATAボックス配列の有無
はクロマチン構造とも深く関係していることが明らかにさ
れつつある。今後は、発現制御・発現可塑性の進化にエ
ピジェネティックスが及ぼす影響も加味していくことで、
トランスクリプトームの進化を理解したいと考えている。
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図１：遺伝子発現系統樹
ゲノムワイドな遺伝子発現の変化を数値化し、近縁関係を系統樹
として表した。近縁種においては、同性異種のほうが同種異性よ
り遺伝子発現プロファイルが似ていることが分かった。mel： キ
イロショウジョウバエ、sim：オナジショウジョウバエ、sec： セ
イシェルショウジョウバエ

図２：種間における相対遺伝子発現量の比較
リゾチーム（Lysozyme）遺伝子ファミリーにおいては、melにお
いて相対発現量の低下が見られ、トリプシン（Trypsin）ファミ
リーでは、secに顕著な発現低下が見られた。mel: キイロショウ
ジョウバエ、sim:オナジショウジョウバエ、sec: セイシェルショ
ウジョウバエ

図３：遺伝子発現可塑性を規定するゲノム要因
可塑性を規定するゲノム要因は、エクソンの長さ、 mRNAの絶対
発現量、TATA配列の有無などが主なものであることが分かった。
mel: キイロショウジョウバエ、 sim:オナジショウジョウバエ、
sec: セイシェルショウジョウバエ



　植物の葉は茎頂メリステムとよばれる幹細胞集団から発
生し、三つの軸、すなわち基部先端部軸、中央側方軸、
向背軸（表裏の軸）にそって成長する扁平で左右相称的
な器官である（図１）。シロイヌナズナの ASYMMETRIC 
LEAVES1 （AS1）と ASYMMETRIC LEAVES2 （AS2）
は、茎頂メリステムの形成・維持に関わる class １ KNOX
遺伝子の発現を抑制して葉の分化状態を維持しつつ、三つ
の軸にそった葉の形成に関わっている。AS1と AS2蛋白質は相
互作用して働き、同じ遺伝子経路で機能している。
　本研究では、葉の発生過程においてAS1とAS2が関わ
る遺伝子発現制御のネットワークの解明を目的として、
マイクロアレイとクラスタリング解析を行った
（Takahashi et al., ２００８）。野生型、as1変異体、as2変異
体、AS2過剰発現植物からRNAを調製して遺伝子発現レ
ベルを比較し、我々が開発した知識ベース FuzzyART 
（KB-FuzzyART）法を用いてクラスタリングを行った（図
２）。KB-FuzzyART法では全発現データをクラスタリング
する前に、AS1や AS2の機能と関連があると期待される
遺伝子（既知遺伝子）のみをクラスタリングする。本解析
ではすでに報告されている、発生分化関連遺伝子、植物ホ
ルモン関連遺伝子、細胞周期関連遺伝子等を既知遺伝子
として用いた。クラスタリングによって既知遺伝子を１７
グループに分類したのち、全発現データを発現パターン
に従って１７グループにあてはめた。AS1と AS2は class 
１ KNOXの BREVIPEDICELLUS （BP）の転写を抑制する
ことがわかっていたので、BPが含まれるクラスタに着目
した。このクラスタの中には葉の裏側因子である ETTIN 
（ETT）と YABBY5 （YAB5）が含まれていた。real-time 
PCRを行った結果 ETTと YAB5は BPと同様に AS1， 
AS2によって抑制されていることがわかった（Iwakawa 
et al., ２００７）。以上の結果から、AS1と AS2は class 1 
KNOXを抑制して葉の細胞の分化状態を維持しつつ、
ETTと YAB5を抑制して葉の表側化に関わっていると考
えられる（図３）。
　今回、KB-FuzzyARTによって、AS1と AS2が制御す

る遺伝子発現ネットワークの中にETTとYAB5の経路を
見つけた。今後はAS1とAS2が関わる新規ターゲットを
探索するべく、BPと似たパターンのクラスタや逆相関を
示すクラスタなどを調べる必要がある（図３）。
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図１　葉の発生を示す模
式図
写真は１８日目のシロイヌナズ
ナで、緑の円で示した場所に
茎頂メリステムがある。

図２　KB-FuzzyARTを用いたクラスタリング解析
野生型、as1変異体、as2変異体、AS2過剰発現体からRNAを調
製してマイクロアレイを行った。既知遺伝子を FuzzyART法に
よって１７グループに分けた後、未知遺伝子（既知遺伝子を除く全
遺伝子）を１７グループに当てはめた。既知遺伝子のみでクラスタ
リングを行うため、正確で高速なクラスタリングが可能となる。

図３　解析結果と今後の展望
AS1とAS2はBPとKNAT6の発現を抑制するだけでなく、ETT
や YAB5の発現も抑制することがわかった。現在は BPを含むク
ラスタ（クラスタ３）やそれと相関のあるクラスタ（クラスタ６）
の遺伝子を調べて AS2の新規ターゲット gene Xを探索してい
る。また、クラスタ３や６と逆相関を示すクラスタ５の遺伝子を
調べて、gene Xのさらに下流の因子gene Yを同定する必要がある。
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　分裂期染色体のダイナミックな形態変化で、DNAに作
用して中心的役割を果たすと考えられているのが
Condensinと呼ばれる蛋白質複合体です。しかしそれが
染色体の何処に、どのようなメカニズムで結合し、どの
ようにしてコンパクトに折りたたむのか、未だ不明の点
が多くあります。私たちは出芽酵母をモデル生物として、
染色体の任意の場所に挿入してもそこに Condensinが特
異的に結合するシス配列と、その結合に必要な一連の蛋
白質を同定しました。
　リボソーム RNA遺伝子（rDNA）リピートにある複製
フォーク阻害部位（RFB）では、Fob1が結合して、
RNAポリメラーゼ Iによる転写と逆向きに進む複製
フォークの進行を阻害します。Fob1はまた、リピート
間で組換えを誘発してそのコピー数調節に働くだけでな
く、細胞周期制御にも関与する事が近年報告されました。
私たちは最初 Fob1が秘める役割を探る為、fob1変異と
合成致死性を示す変異体を複数単離して解析を始めたと
ころ、それら全てが Condensinを構成する遺伝子の変異
であることが判り、Fob1と Condensinの遺伝的な相互
作用が明らかとなりました。その後の解析から、
Condensinは Fob1依存的に RFBに局在する事が判りま
した（図１）。今回、染色体上から rDNAリピートを完
全に欠失した細胞（生育に必要な rRNAは人工的にプラ
スミドに載せた rDNAから転写される）を使い、染色体
上の任意の場所にRFBを挿入しても、Condensinはそこ
に Fob1依存的に特異的に結合する事が明らかとなり、
RFBはCondensinのクロマチン結合のシス配列として機
能する事が判りました。では、どのようなメカニズムで
結合するのでしょうか。Condensinと合成致死性を示す
変異体を多数単離し、その一部を解析したところ、Fob1
と相互作用してRFBに結合する事が報告されている３つ
の蛋白質をコードする遺伝子の変異がそれぞれ
Condensinと合成致死性を示す事を見出しました。これ
ら３種の蛋白質全てが、CondensinのRFB結合に必須で
ある事が明らかとなり、さらにそれら３つの蛋白質と
Condensin、およびFob1との間に物理的相互作用がある

事を見出しました。この事から、Condensinは Fob1を
含む少なくとも４つのリクルーター蛋白質間との物理的
相互作用によって、RFBにリクルートされると説明でき
ます（図２）。遺伝学会の翌１０月、Dfob1では分裂期で
rDNAの凝縮欠損になる事が他のグループから報告され
ました（Waples et al., Mol. Biol. Cell, 2008, Oct. in 
press）。恐らく私たちの見つけた Fob１による Condensin
の RFBへのリクルート機構が実際に rDNA領域の凝縮
に貢献していると考えられます。今後、シス配列として
の RFBと、その結合に必要な因子を“ツール”として、
染色体上に RFBを複数配置して Condensin結合を人工
的に制御し、そこで形成される高次構造変化の詳細を検
出していきたいと考えています。定塚勝樹堀内　嵩

図１　rDNA領域での Condensinの局在
FOB1+細胞で RFBを頂点とした Condensinの結合が観られる。
一方、Dfob1細胞では RFBでの結合が著しく減少し、非転写領
域での僅かな結合のみが観られる。

図２　RFBに階層的に結合するリクルーター蛋白質群
による Condensinのリクルートモデル
RFBに階層性を持って結合して、Condensinリクルーターとし
て機能する４つの蛋白質。矢印は蛋白質間相互作用および結合の
階層性を示す。



　花は私たちの生活に潤いをもたらせてくれるものです
が、植物にとっては子孫を残すために非常に大切な生殖
器官です。花は進化の過程で、新たに突然現れた器官で
はありません。１７９０年にゲーテが、「花の各器官は葉が変
形したものである」と記載して以来、花の形成メカニズ
ムとその形態進化は興味深いテーマです。近年、真正双
子葉類のモデル植物であるシロイヌナズナにおいて花の形
成に関する遺伝子が明らかになりつつありますが、多様な
花の形成メカニズムを包括的に理解するためには他の植
物種の知見も必要です。そこで私たちは、単子葉類のモ
デル植物であるイネの花に着目し、その発生機構につい
て研究を行っています。
　イネの小穂には、１つの完全な小花とその外側に１対の
護穎が形成されます （図１ A）。護穎の形態と発生に関す
る遺伝子はほとんど知られていません。そこで、護穎が
長くなる変異体に着目して、護穎の発生メカニズムの解
明を目的として研究を行ってきました。
　g1変異体は護穎が過伸長した一因子劣性突然変異体で
す（図１ C）。まず、この g1変異体の小穂を観察したとこ
ろ、外穎・内穎様の表皮細胞のような構造をもつことが
明らかとなりました （図１ D-G）。また，野生型の外穎， 
内穎， 護穎の維管束数を比較した結果、g1変異体の長護
穎と野生型の外穎の維管束数は一致していました。した
がって、これまでは g1変異体の長護穎は野生型の護穎が
単に伸張したものと考えられていましたが、本研究によ
り、g1変異体の長護穎は外穎化していることが強く示唆
されました。次に、ポジショナルクローニング法により
G1の候補遺伝子を同定しました。g1変異体と類似した長
護穎をもつ変異体を見出し、同座検定により g1変異体の
アリルであることを確認しました。各 g1変異体の G1候
補遺伝子の遺伝子配列を決定した結果、いずれもアミノ
酸置換や部分的欠失が起きていることが明らかとなりまし
た。このG1遺伝子は、機能未知のドメインと核局在シグ
ナルを持つタンパク質をコードしていることが明らかとな
りました。また、in situ ハイブリダイゼーションにより
時間的・空間的発現パターンを解析した結果、 G1遺伝子

は護穎と内穎の基部で発現していること
が明らかとなりました。以上の研究から、
G1遺伝子は、護穎ではたらき、外穎のア
イデンティティーを抑制していると考え
られます。
　これまでに、護穎の進化については、
本来この位置に作られるべき２つの小花
が退化して、唯一残された外穎の形態が
変化した器官が護穎である、という仮説
が提唱されています （図２）。これまで提

唱されているイネ小穂の形態進化の仮説からすると、G１
は外穎のアイデンティティーを抑制することにより、現
在の護穎という特徴をもつ器官を分化するために、イネ
の進化において、リクルートされてきた可能性が考えら
れます。今後は、野生イネや他のイネ科植物でのG1遺伝
子の機能解析を行なうことにより、イネ科植物の小穂の
進化の過程におけるG1遺伝子の役割を明らかにしていき
たいと考えております。

イネの小穂器官のアイデンティティーを
決定する新規遺伝子の解析
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図２　護穎の発生由来のモデル図
イネの小穂は、１小穂１小花である。本来は、１小穂３小花で
あったものが、側生小花の２つが退化して、それが痕跡器官とし
て残ったものが護穎であると提唱されている。しかしその詳細は
全く明らかにされていない。

図１　イネ小穂構造およ
び g1変異体の表現型
（A）イネの小穂構造の模式
図、（B）野生型の小穂、（C）
g1変異体の小穂、（D-G）外
穎と護穎の表皮細胞、（A）
および（B）の四角部分を拡
大した。g1変異体の長護穎
は外穎様の表皮細胞である。
スケールバー；１ mm（B,C） ，
１００ mm（D-G）、



　動物の嗅覚系において、匂いの感じ方は、その濃度に
依存して変化することが知られている。この現象を分子、
神経回路レベルで明らかにするため、我々は神経回路が
比較的シンプルな線虫 C. elegansに注目した。線虫は、
低濃度のイソアミルアルコール（Iaa）に対して誘引行動

をとることが知られている。しかし、Iaaの濃度を原液に
まで濃くすると、一度誘引行動を起こし、その後忌避行
動を示す（図１）。我々は、この低濃度では誘引性の匂い
物質が高濃度では忌避行動を引き起こす現象をモデルと
して、匂いの濃度による応答の変化のメカニズムの解析
を行っている。
　高濃度 Iaaからの忌避行動を制御する神経回路を同定
するために、神経細胞を破壊した線虫の高濃度 Iaaへの
応答を観察した。すると、低濃度 Iaaを受容する感覚神
経 AWCを破壊すると忌避行動が強くなった。また、感
覚神経 ASH，AWB，ADLを破壊すると忌避行動が弱く
なること、その中でも特に ASHが重要な役割を果たすこ
とが明らかとなった。さらに、AWCからシナプス入力を
受ける介在神経 AIYを破壊すると忌避行動が弱くなった
ことから、AWCが AIYの働きを抑制する可能性が示唆
された（図２）。
さらに我々は、高濃度 Iaaからの忌避行動に関わる分子
メカニズムの解析も行った。以前の報告により、低濃度
Iaa刺激では、感覚神経 AWCで Ras-MAPK経路が活性
化することが知られている（Hirotsu et al, 2000）。そこ
で、高濃度 Iaaについても同様に、抗活性化型 MAPK抗
体を用いた免疫組織染色実験により調べたところ、AWC
だけでなく AWBにおいても MAPKの活性化が見られた
（図３（A））。匂いシグナルの伝達に関わる Gタンパク質
（ODR-３）やイオンチャネル（TAX-２，TAX-４，UNC-２）
の変異体では、AWBにおける MAPKの活性化が抑えら
れたこと（図３（A））、高濃度 Iaaからの忌避行動が弱く
なったこと（図３（B））から、AWB感覚神経において
は、高濃度 Iaaのシグナルがこれらの分子を介して下流
へ伝達されることが予想される。
　今後、感覚神経で受容された匂いの情報が、下流のど
の介在神経、どの分子を介して伝達、統合されるのかを
明らかにしていきたいと考えている。さらに、高濃度 Iaa
からの忌避行動には後退運動やターンなどの方向転換が
重要であると予測される。忌避行動に関わる神経を破壊
した際、このような行動にどのような変化が起きるかを
詳細に解析する予定である。また、本研究で注目した忌
避行動は少なくとも数十分間持続することから、記憶の
形成との関連も視野に入れ解析していきたいと考えてい
る。さらに、この忌避行動は匂いの濃度変化により応答
が誘引から忌避にスイッチするという点で、忌避物質に
対する一般的な忌避応答とはメカニズムが異なっている
可能性がある。そのような分子機構の違いを明らかにす
ることにより、生物の忌避行動のバリエーションやそれ
ぞれの忌避行動の生物学的意義についても明らかにでき
ると考えている。

線虫 C. elegans における匂いの濃度に
依存した行動変化を制御する神経回路の解明Ⅴ
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図１　
野生型線虫は誘引性の匂い物
質の濃度が高濃度に変化する
と、忌避行動をとるようにな
る。（A）は線虫の化学走性
の測定に用いたプレート。

参考文献
Hirotsu T, Saeki S, Yamamoto M, Iino Y: The Ras-MAPK pathway 
is important for olfaction in Caenorhabditis elegans.　Nature ４04: 
289–293, 2000
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図３　
高濃度 Iaa刺激により MAPKが活
性化し、Ｇタンパク質（ODR-3）や
イオンチャネル（TAX-2,TAX-4, 
UNC-2）の変異体ではその活性化が
抑えられる（A）。また、これらの変
異体では忌避行動が弱くなる（B）。

図２　
神経破壊実験により、高濃度 Iaa
からの忌避行動に関わる神経を同
定した（B）。（A）は神経を破壊し
た線虫の行動を測定する際に用い
たプレートのフォーマット。（C）
に高濃度 Iaaからの忌避行動を制
御する神経回路モデルを示した。



　ゲノム複製は複製開始点の２重鎖 DNAを１本鎖に開裂
することで開始される。この反応は複製開始蛋白質が開
始点で形成する動的な高次複合体中で起こる。これが引
き金となり、複製マシンの装着から新生鎖合成に至るま
での一連の反応が連続して起こる。我々は２重鎖 DNA
の開裂メカニズム解明をめざし、開始蛋白質 DnaAが形
成する高次複合体を研究している。
　大腸菌ゲノムの複製開始は開始点 oriCと ATP結合型
DnaAとで形成される高次複合体中で起こる。大腸菌
oriCの機能構造は DnaA多量体形成のための DnaA結合
領域と２重鎖 DNAの開裂が起こる DUE （duplex 
unwinding element）とからなる（図１）。DnaA結合領域
は DnaAが特異的に結合する配列（DnaA box）を複数有
しており、それぞれ方向や DnaAとの親和性が異なる。
ADP結合型DnaAと異なり、ATP結合型DnaAは共同的
に oriC結合し、DnaA・oriC高次複合体の構造変化を促
す。これにより DUE領域内で２重鎖 DNAが開裂する。
生じた１本鎖化 DUEは ATP結合型 DnaA複合体と特異
的に相互作用する （１）。これが開裂構造を安定化し、DNA
複製開始を促すと思われる。このDUE開裂や DUE結合
を促すDnaA複合体形成にはoriC内のDnaA boxの位置
や配向性が重要と思われるが、それらがどのように機能
しているかは不明である。
　我々はDnaAによる２重鎖開裂を制御するoriC機能構
造の普遍特性を理解するために、進化的に細胞の起源に
近いとされる超好熱性真正細菌 T．  maritima由来の
DnaAオーソログ（tmaDnaA）が形成する開始複合体の
解析を行ってきた （２）。tmaDnaAは試験管内で ATP結合
に依存して DUEを開裂する。この反応は最小１４９ bpの
T．  maritima oriC領域（tma-oriC）内で起こる（図１）。
tma-oriCは DnaA boxを５つだけ含んでおり、大腸菌
oriCよりも単純なメカニズムで DnaA多量体が形成され
ることが予想された。 そこで今回、我々は個々の DnaA 

boxの開始複合体形成における役割を解明するため、
tma-oriC内の DnaA boxにそれぞれ変異を導入した。構
築した oriC変異体を用いて DnaA多量体の活性を評価し
た結果、oriC変異体は　堰） DUE開裂と１本鎖化 DUE
結合とが欠損するもの　奄） DUE開裂特異的に欠損する
ものに分類された。その他の結果も総合すると、５つの
DnaA boxにはそれぞれ固有の役割があり、それらが協調
して DnaAによる DUE開裂や結合を制御すると示唆さ
れる。
　我々はすでに個々の DnaA boxの役割についての要所
を捉えており、今後英文ジャーナルへの投稿を進める予
定である。真正細菌の oriC機能構造は基本的に類似して
いる。ゆえに tma-oriCの最小機能構造を基盤とし、oriC
開裂のための普遍メカニズムを提唱できると考えている。

DnaAによる 2重鎖開裂における複製
起点の最小機能構造
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図１　oriC の機能構造
A： 大腸菌の最小 oriC領域。DUE領域内には ATに富む配列
（黒い四角形で示す）が存在する。arrow headは DnaA boxの位
置と配向性を示す。ATP結合型 DnaAによる共同的 oriC結合は
グレーの DnaA box上で起こる。
B： T．  maritimaの最小 oriC領域（tma-oriC）。大腸菌 oriCと同
様に DUE領域と DnaA結合領域とが存在する。DnaA結合領域
内には DnaA boxが５つだけ存在する。



　DNAのメチル化が低下すると多くのトランスポゾンが
転写されますが、それが必ずしも転移に結びつくわけでは
ありません。ほとんどのトランスポゾンは配列に蓄積され
た変異のために、転写が活性化する条件下でも転移しない
と考えられます。では、配列が十分に保存されていれば、
転写がおこることで転移を誘導できるのでしょうか。シロ
イヌナズナのDNA型トランスポゾンCACTA は、野生型
では全く転移しませんが DNA再構成因子の変異体 ddm1 
およびDNAメチル化酵素の二重変異体 met1-cmt3 では高
頻度で転移することが分かっています（１）、（２）。これ
らの変異体では DNAのメチル化が低下し、自律型コピー
CAC1 の発現、転移とも観察されますが、非自律型コピー
である CAC2 は CAC1 と共存したときのみ転移します。
このしくみを利用して、ddm1 で活性化した CAC1 と活性
化しない野生型由来のCAC2 を共存させ、CAC2 の転移が
おこるかどうか調べることで、転写抑制の解除が転移の十
分条件となりうるかを検討しました。いったんddm1 突然
変異下で転移能を得た CAC1 は、DDM1遺伝子座を交配
により野生型に戻しても転移し続けます。しかしこのとき
共存している野生型由来 CAC2 の転移は検出されず、そ
の子孫でもやはり転移はみられませんでした。この
CAC2 の末端部を調べると DNAメチル化が低下している
一方で、ヒストンの修飾は野生型と同じパターンを維持
していました。そこで実際にヒストンの修飾が CAC2 の
転移抑制に関与するかどうかを調べるために、ヘテロクロ
マチンの指標であるヒストン H3K9のメチル化付加酵素
（SUVH4， 5， 6）の変異体で同様の実験を行ったところ、活
性化された CAC1 と共存する suvh456 三重変異下の
CAC2 では転移がみられ、世代を経るとその頻度が上昇し
ました。今回の実験では、ヒストンの修飾がトランスポゾ
ン配列の転移を直接的あるいは間接的に抑制するシスの因
子である可能性が示唆されました。エピジェネティック
な修飾が転写の抑制以外にも働いており、ゲノム動態を制
御する重要な役割を担っていると考えています。

トランスポゾン CACTA の転移を
抑制するクロマチン因子Ⅶ
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図
活性型 CAC1 と共存する CAC2 の転移を調べた。CAC2 は内部に
欠失があり単独での転移はみられず、CAC1 と共存してはじめて
転移する。ddm1 変異下で活性化された CAC1 は、図に示す各条
件下でもその転移能を維持し続けている。転移の有無は、元の座
位からトランスポゾンが切り出されるかどうかで確認した。
ddm1 変異下および suvh456 変異下で CAC2 の切り出しがおこる
が、一方で野生型条件下では検出されず、世代を経てもやはり
CAC2 の転移は観察されなかった。

照井明子



　われわれは、真核生物における染色体 DNAの複製開
始機構を分子レベルで明らかにする目的で、出芽酵母を
用いた研究に取り組んでいます。遺伝学的スクリーニン
グから、既に複製開始に必要な多くの因子が同定されて
おり、現在、これら因子の細胞内での挙動を、タンパク
質間相互作用の観点から解析しています。
　染色体 DNAは、１細胞周期につき１回だけ複製され
ることが重要です。これは、図１に示すように、２段階
に制御されています。サイクリン依存性キナーゼ
（CDK）と Cdc7キナーゼの活性が低いＭ期後期から G1
期において、染色体の複製開始領域には pre-Replicative 
Complex（pre-RC）と呼ばれるタンパク質複合体が形成
されます。一方、活性が上昇する G1後期からＳ期にお
いて、新たなpre-RC形成は抑制されます。しかしそのと
き、他の多くの複製因子が複製開始領域へ集合し、２本
鎖DNA開裂とDNA複製の活性を持つ複製装置が組立て
られると考えられています。複製開始に必須な反応とし
て、CDKによりSld2とSld3の２タンパク質がリン酸化
され、それぞれ、Dpb１１タンパク質の C末と N末側の
BRCTドメインへ結合することが知られています。しか
しこのタンパク質間相互作用が実際どのように複製開始
を導くのか、未解決の問題です。
　複製因子の挙動解析にあたり、まず細胞抽出液を用い、
複製開始に必要な因子の一つ GINSに対する免疫沈降実
験を行いました。GINSは、数ある因子の中でも、
Dpb11、Sld2、DNA polymerase e（Pol e）と複製非依存
的に結合することを見つけました。これは、Dpb11、
Sld2、Pol e、GINSの４因子が、複製開始領域へ結合す
るよりも早い段階で複合体［pre-Loading Complex（pre-
LC）と呼ぶ］を形成していることを示唆します。この仮
説を検証するため、次に精製タンパク質を用いた生化学
実験を行いました。その結果、pre-LCを試験管内で再構
成することができました。さらに、４種のタンパク質の
結合様式も分かりました（図２）。即ち、Sld2はCDKに
よるリン酸化依存的に Dpb１１へ結合します。さらに、

Pol eは Sld2依存的に Dpb11と結合し、GINSは Pol e 
依存的に Dpb11-Sld2複合体と結合します。
　これまでの知見から、Dpb１１とSld2を含むPre-LCは、
リン酸化型 Sld3と相互作用すると考えられます。今後
Sld3を含む複製開始領域に存在する因子と Pre-LCの相
互作用解析を通し、詳細な複製因子集合機構が解明され
ることが期待されます。

染色体 DNAの複製開始期に形成される
タンパク質複合体の解析
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図１　染色体 DNAの複製制御
CDKと Cdc7活性が低いＭ期後期から G1期において、複製開
始領域には複製をライセンス化するpre-Replicative Complexが形
成される。活性が上昇する G1後期からＳ期において、多くの複
製因子が複製開始領域へ集合する。

図２　pre-Loading Complexの形成
CDKでリン酸化された Sld2は Dpb11との親和性を増す。Pol e
は Sld2依存的に Dpb11と結合し、GINSは Pol e依存的に
Dpb１１-Sld2複合体と結合する。

関連する総説：
Botchan M. (2007) A switch for S phase. Nature 445, 272-
274　
田中、荒木　（２００８）　真核細胞染色体 DNA複製開始反
応と CDKによる制御　細胞工学　２７，　９８５–９９１



　世界中に分布するハツカネズミ Mus musculusには、
domesticus, musculus, castaneus, bactrianusなどの亜種が
知られています。また、日本産の molossinus亜種は、 
musculus に castaneus のゲノムが混ざってできたハイブ
リッドです （図１）。このうち、domesticusと musculus
は、ヨーロッパにおいて生息地が一部重なっており、交
配による遺伝子交換がみられますが、遺伝的な距離が大き
いために雑種個体には繁殖障害がおこります。このような
生殖隔離が不完全な亜種同士は種分化の研究対象として
適しています。さらに M． musculusは、亜種ごとの近交
系がすでに確立されているため実験室で容易に交配実験を
行うことが可能であり、亜種のゲノム情報もすでに詳細に
調べられているので、種分化のモデル動物として優れてい
ます。私たちの研究室では、ゲノムの大部分が domesticus
由来である実験用系統「C５７BL/６J」と、この系統と交配
すると繁殖障害のある雑種が生まれる molossinus由来の
「MSM」系統を使って研究をしています。私た
ちは、C５７BL/６J系統の遺伝的背景に MSM系
統のＸ染色体を導入した B6-ChrXMSM系統で、

雄に重度の繁殖障害がみられることを発見し、Ｘ染色体が
この生殖隔離に重要であると考えて研究を行ってきました。
　雑種個体にみられる繁殖障害はヘテロガメティックな
性に多く、これは発見者の名前から「ホールデンの法則」
と呼ばれています。B６-ChrXMSM系統も例外ではなく、雄
で精巣が小さくなり最終的な精子産生量が減少するばかり
でなく、精子にも機能障害があり受精ができません。精巣
が小さくなる表現型は、生殖能力が低下した雑種に多く
みられる特徴で、減数分裂期の異常に起因するものが多い
ことから、B６-ChrXMSM系統の減数分裂期の表現型につい
て調べました。すると、B６-ChrXMSMは、減数分裂期へ移
行する生殖細胞の数が極端に減少し、また、減数分裂期
に入った生殖細胞も、相同染色体間の対合が異常なため
に減数第一分裂前期のパキテン期で細胞周期が停止し、
アポトーシスによって除去されることが分かりました
（図２）。酵母などの研究から、対合に異常がある場合に
細胞周期の進行を制止するチェックポイント機構がこの
時期に存在することが知られており、哺乳動物においても
同様のシステムがあるだろうと予想されています。他にも
繁殖障害を持つ様々な組み合わせの（亜）種間雑種を
使って調べたところ、いずれの雑種においても減数分裂
開始時、減数第一分裂前期、減数第一分裂間期の三カ所
に存在するチェックポイントのいずれかで細胞周期のア
レストが起こっており、生殖細胞が減少するという共通
点が浮かんできました（図３）。本来、正常な細胞分裂プ
ロセスをモニターするためのチェックポイント機構です
が、種間雑種においては、異なる（亜）種由来のアリル
が混ざって遺伝子発現の揺らぎが生じたとき、細胞周期
アレストを引き起こす可能性が高いことが分かってきま
した。今後はこの現象の分子メカニズムを追っていきた
いと思っています。

マウス亜種間における生殖隔離と
減数分裂期のチェックポイント機構との関連Ⅸ
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図１　ハツカネズミの亜種の世界分布
上の地図は主な亜種の世界分布を示す。左下の図は
ヨーロッパにおける分布を示す。図中の点線（赤）
は domesticusと musculusが同時に生息する地帯を
示しており、ハイブリッドゾーン（交雑帯）と呼ば
れる。下の写真は、研究に用いた C５７BL/６J系統と
MSM系統。

図２　B６-ChrXMSM系統の減数分裂期にお
ける異常
B６-ChrXMSM系統は、減数分裂に移行する生殖細
胞が極端に少ない（図Ａ）。また、減数分裂に移
行した後も、パキテン期の途中で細胞周期がアレ
ストされる細胞が多くみられる（図Ｂ）。パキテン
期の細胞周期アレストの原因は、対合部に形成さ
れるシナプトネマ複合体（SCP3抗体で示す）の
凝集などの異常（図Ｃ矢頭で示す）が原因と考え
られる。図中矢印は性染色体の位置を示す。H１t
タンパクはパキテン期中期以降から発現する。

図３　（亜）種間雑種にみられる
減数分裂期の細胞周期アレスト
野生型以外はすべて繁殖障害を示す
雑種。



　多くの動物は、外界からの刺激を受け、これを記憶し、
行動に移します。脳神経科学の分野において、動物の刺
激受容や、記憶形成のメカニズムの解明は、重要な課題
の一つです。私は、大学院博士課程の間、主に、X線結
晶構造解析法を利用したシナプス構成タンパク質の構造
解析を通じて、この分野の研究を行っていました。X線
結晶構造解析は、ダイナミックな分子の変化を可視化で
きることから、ある現象の裏に潜む分子メカニズムを解
析するための手法として、非常に優れたツールの一つで
す。しかしながら、同時に、動物の高次神経機能のよう
な複雑な現象を調べるためには、個体、細胞レベルでの
機能的な解析の技術の習得も必要不可欠であることを痛
感していました。そんな折、当研究室で、GFPで標識さ
れた線虫 C. elegansが、動く様子を初めて見て、大きな
衝撃を受けました。生きたままの動物個体の中で、人為
的操作により一つの分子が標識できるモデル動物として
の C. elegansの有用性や、その美しさは、私に鮮烈な印
象をもたらしました。
　線虫 Caenohabditis elegansは、神経系がわずか３０２個の
ニューロンからなり、全ニューロン間の接続が明らかに
なっています。C. elegansはこれらの神経系を駆使して、
温度走性行動という記憶に基づいた行動を行います。温
度走性行動とは、一定の「温度」で、「えさ（大腸菌）」
の存在する条件で飼育された C. elegansが、温度勾配上
で過去の飼育温度へ向かう行動です（図１） （１）。例え
ば、 ２３℃で餌の存在下で飼育された C. elegansを、新た
な温度である１７℃で飼育すると、約４時間で、新たな温度
１７℃の記憶を獲得し、可塑的に行動を変化させ、温度勾
配上において１７℃付近へ移動するようになります（図２）
（２）。このような行動の性質から、C. elegansの温度走性
行動は、温度受容と温度記憶のメカニズムを解析するこ
とに適したモデル系と考えられます（３， ４）。
　これまで、動物の刺激受容から記憶形成へのメカニズ
ムについては、ショウジョウバエ、アメフラシから哺乳
類に至るまで、多くの研究が行われており、シナプス説

や転写を介したメカニズムなど様々なメカニズムが提唱
されてきました。それらの中でも、私は、現在、転写調
節の重要性に着目し、C. elegansの温度記憶の獲得過程
に、マイクロアレイ解析を応用し、ゲノムワイドな解析
を行っています。解析の結果、max-1（アクソンガイダン
ス因子）や gpa-7（三量体型Ｇタンパク質）など７９の遺伝
子に、有意な変動が見られました。これらの遺伝子と上
流の転写調節因子を個体、細胞、分子レベルで包括的に
解析することにより、温度走性行動のメカニズムの解明
を目指しています。
　謝辞：本 BP賞の研究は、森　郁恵教授をはじめとす
る森研究室のみなさんに支えて頂きました。心より感謝
申し上げます。

線虫 C. elegans における温度受容から
温度記憶への変換に関する転写連動モデル

 杉 　　 拓磨 
すぎ たくま

名古屋大学 大学院理学研究科
　生命理学専攻

Ⅹ

森　郁恵杉　拓磨 西田征央

図１　C．  elegansの温度走性行動
C.  elegansを一定の飼育温度で餌の存在下で飼育した後、餌のな
い１７℃～２５℃の温度勾配上の×印に置き、約１時間自由に運動さ
せた時の軌跡。各飼育温度に移動する。

図２　温度シフトアッセイとマイクロアレイ解析の概略
図
温度走性アッセイのグラフにおける TTX Indexは値が大きいほ
ど、高温２３℃に移動した個体の割合が高く、値が小さいほど、低
温１７℃に移動した個体の割合が高いことを示す。Indexが０に近
い場合、２０℃に移動した個体の割合が高いことを表す。
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　ゲノム解読の進展によって、同種内のような近縁な複
数の全ゲノム配列を比較することが可能となった。一つ
の全ゲノム配列は流動的なゲノムのスナップショットに
過ぎないが、それらを何枚もつなぎ合わせて比較すれば、
その再編・進化の過程を再構築し、時には分子機構を推
定することもできる。
　黄色ブドウ球菌はこうした近縁ゲノム比較に適してい
る。病原細菌として重要なこの細菌では、１０を超える全
ゲノムが解読されていた。これらには、多様な病原性遺
伝子が「動く遺伝子」であるファージやゲノミック・ア
イランド上に存在し、株間の多様性の大部分を担ってい
た。あるゲノミック・アイランドでは、病原性関連遺伝
子のホモログがタンデムに並んだパラログ・クラスター
が複数存在し、それらのコピー数や各ホモログの配列に
は株間で著しい多型が見られた。我々は、複数株でそれ
らの配列を比較し、再編・進化の分子機構を推定してき
た１）。さらに今回その中で、lplタンデム・パラログ・ク
ラスターにおいて、興味深い遺伝子多様化のパターンを
発見した２）。
　これらのパラログ遺伝子では、ORFの内部に塩基配列
レベルでよく保存された領域が存在し、この領域の ５’ －側
および ３’ －側が可変領域となっていた。ゲノム間での比較
の結果、この中央保存領域間での相同組換えが、この領
域の再編に関与していたことが示唆された。
　中央保存領域での相同組換えに伴い交叉が生じると、
「１つの ORFの ５’ －可変領域」と「その ３’ －可変領域」の
組み合わせが交換されるが、「ある ORFの ３‘－可変領域」
と「隣接する下流の ORFの ５’ －可変領域」の組み合わせ
は保存されると考えられる（図１）。実際、 ５’ －可変領域
と ３’ －可変領域それぞれの系統樹を作成し比較したとこ
ろ、「ある遺伝子の ３’ －可変領域」と「その下流に隣接す
る遺伝子の ５’ －可変領域」という組み合わせで、配列が保
存しているいくつかのグループの存在が見出された。一
つの遺伝子の ５’ －可変領域と ３’ －可変領域とでは，このよ
うな配列の保存は見られなかった。その様子をマップ上
で図２に示す。

　交叉の繰り返しは、ORFを単位としてみると２つの可
変領域を頻繁にシャッフルし、またゲノム間で見られる
遺伝子順序やホモログ・セットの多様性を産み出す。こ
の過程で、隣接する遺伝子をまたいだ ［３’可変領域―遺
伝子間領域―５’可変領域］ という単位が保存されてきた
と考えられる。
　ある遺伝子と相同な遺伝子を探そうとして相同性検索
をかける場合、単純に ORF（＝遺伝子）の配列を Query
としてしまいがちである。進化的に保存された配列を見つ
けようという相同性検索の原理に基づくと、我々が発見
した遺伝子群の場合は、ORFではなく、隣り合う ORF
にまたがった領域を単位として進化の過程を辿るべきで
あろう。
　今後、DNAシークエンシングのイノベーションによっ
て多数の近縁ゲノム配列の比較が可能になり、予想もし
なかったゲノム進化の実態がさらに現れてくるだろう。
このような比較アプローチは、メカニスティックなアプ
ローチを相補して、ゲノムのダイナミックな動きを明ら
かにしていくだろう。

進化の単位が ORFでは無い場合：同種内多数ゲノム比較から
明らかになったパラログ遺伝子タンデム・クラスターの再編進化機構
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図１　ORF内部の保存配列を介した相同組換えによる多
様化モデル
相同組換えに伴う交叉によって、一つの ORFの ５’ －可変領域と 
３’ －可変領域の組み合わせが交換されるが、ある ORFの ３’ －可
変領域と隣接する下流の ORFの ５’ －可変領域の組み合わせは保
存される。

図２　各株における lplタンデム・パラログ・クラス
ターのマップ
アルファベット（ ５’ －可変領域（小文字）および ３’ －可変領域
（大文字））はそれぞれの配列相同性に基づく分類群。隣接する二
つの遺伝子の３’ 部分と５’ 部分という組み合わせで、アルファ
ベットで表した分類群のペアーが保存しているのに対し、ORFを
単位とした５’ 側と３’ 側のペアーは保存していない。
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