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研究成果の紹介

転写と複製は、どちらも同じゲノムDNAを鋳型として、そ
れぞれ新生RNA鎖と新生DNA鎖を合成します。同じ遺伝子
上でこれらの装置が衝突したとき、DNA損傷が起こりゲノム
不安定性の原因になると考えられていますが、細胞周期 S期
に転写の活発な遺伝子では、どのように正常な複製が保障さ
れているのでしょうか。本研究では、細胞内で非常に転写活
性が高いリボソームRNA遺伝子（rDNA）に着目し、酵母か
らヒトまで現象として進化的に保存されているDNA複製阻
害（Replication fork barrier: RFB）の分子機構とその意義を、
哺乳動物細胞を用いて解析したのでご報告いたします。

rDNAはゲノム中に数百コピー存在する多重遺伝子で、タン
デムリピートからなるクラスターを形成しています。私の所
属する小林武彦研究室では、これまで出芽酵母が rDNAのコ
ピー数を維持するメカニズムについて研究を行ってきました。
出芽酵母 rDNA の非コード DNA部分、35S pre-rRNA コー
ディング領域の 3′側にはRFBが存在し、Fob1 タンパク質が
結合して下流から転写領域に侵入するDNA複製フォークの
進行を阻害します。この Fob1 による DNA複製フォーク進
行阻害は、DNA二重鎖切断を誘導し、rDNAコピー間の組換
えを介してコピー数を増減します。この機構は非常にユニー
クで、小林研究室では出芽酵母の分裂寿命とも関係している
ことを明らかにしています。

私は小林研究室に所属して哺乳動物の rDNAを研究するにあ
たり、出芽酵母のように rDNAの構造やコピー数の再編成が
分化した細胞の機能と関係しているかもしれないとの仮説を
立てて実験を行っていましたが、哺乳動物細胞の rDNAは思っ
たよりも安定な構造を維持しており、また実験の検出感度の
問題もあり、芳しい結果は得られませんでした。そこでまずは、
哺乳動物での研究の切口として、RFBの分子機構を明らかに
することにしました。

出芽酵母の RFB に結合して働く Fob1 は、他の生物では保
存されておらず、哺乳動物細胞では分裂酵母のReb1 のホモ
ログ TTF-1（Transcription termination factor-1） が RFB
での DNA複製フォーク進行阻害に関与すると考えられてい
ました。TTF-1 はもともとその名の通り rDNAの転写を行う
RNA polymerase I の転写終結因子として同定されました。
45S pre-rRNA コーディング領域の下流には Sal-box と呼
ばれる転写のターミネーターエレメントが存在し、TTF-1 は
Sal-box に結合して rDNAの転写終結を担います。これまで
に、F. Grummt のグループが SV40 複製系を利用した生化学
実験を行い、マウスでは複数の Sal-box T1 ～ T10 のうち T2

のみがその近傍に存在する配列とともに転写の下流からコー
ディング領域に侵入するDNA複製フォークの進行を阻害す
るモデルを提唱していました。これは 1997 年の報告でした
が、それ以後、哺乳動物細胞でRFBの研究はほとんど進んで
おらず、このモデルにしても、1998 年の P. Hernandez の
グループの実験結果とRFBの位置や個数について矛盾がある
が検証されていないという状況でした。そこで私は、哺乳動
物の培養細胞を用いて、二次元電気泳動法でDNA複製フォー
ク中間体を検出して、RFBの位置、数、向き（転写と逆方向
から進行するDNA複製フォークのみ阻害するのか、転写と
同方向でも阻害されるのか）を詳細に調べることにしました。
出てきた結果は、二次元電気泳動初心者の私にはとても複雑
に見えました。図にHeLa 細胞の結果を示しますが、1. ヒト
細胞は RFB を含む領域に制限酵素断片長多型（RFLP）があ
るが、HeLa では 2種類の RFLP がある。2. Y-arc 上に複数
回のDNA複製フォークの進行阻害(RFB活性 )が検出される。
3. しかしなぜか、一方の多型（Class I）には RFB 活性が見
られるが、他方（Class II）では検出されない。ことが分かり
ました。

RFB の活性に必要な cis エレメントとその機能的方向性は、
293EBNA細胞中でDNA複製を開始するOriP レプリコンを
持つプラスミド上に候補配列をクローニングして解析するこ
とにより、決定することが出来ました（OriP プラスミドは正
井研から頂きました。ありがとうございました。）（図）。その
結果、今までの F. Grummt のモデルを修正して、Sal-box/
TTF-1 複合体がRFBとして機能することを実験的に証明する
ことができました。

しかし、基本的に同じ DNA 配列をもつ RFLP の Class I と
Class II の間で RFB の活性が異なる理由が分かりませんでし
た。これは rDNA が S 期に複製するタイミングを調べるこ
とで解決しました。哺乳動物細胞のゲノム中に数百コピー存
在する rDNAは、すべてが転写されているわけではなく、一
部が活発に rRNA合成を行っている一方で、残りの rDNAコ
ピーはヘテロクロマチン化してサイレントな状態で存在しま
す。Class I の RFB 活性は、転写活性のある rDNA コピーが
複製されるタイミングと相関して S期の初期に最も高く、サ
イレントなコピーが複製されるS期後期ではDNA複製フォー
クの進行阻害がほとんど起こっていないということが分かり
ました。さらに、RFB 活性がほとんど見られないClass II で
は 90%以上が大規模なCpGメチル化を受けていて、RFB活
性は低メチル化状態のClass Iに存在することが分かりました。
これらのことから、特に rRNA転写の活発な rDNAの RFBで

DNA複製フォークの進行が阻害されることが分かりました。

これは、RFBの役割を考える上で興味深い結果でした。もと
もと RFB の役割は、転写されている rDNA 領域の下流から
DNA複製フォークが進行するのを阻害し、転写と複製の正面
衝突を避けるためと考えられていました。したがって、やみ
くもに Sal-box が RFBとして機能するのではなく、転写の起
こる rDNA でのみ RFB が働いていることは、この役割と一
致しています。実際に、RFB での DNA複製フォーク進行阻
害が起こらない TIMELESS ノックダウン細胞では、Class I
の rDNAのみに rRNAの転写と反対の方向から正面衝突する
DNA複製フォークのブレーキが、転写活性に依存して観察さ
れました。このことは、RFBが機能しない場合には、転写の

活発な rDNAで転写と複製の衝突が起こることを示唆してお
り、RFBの存在意義を実験的に示すことが出来たと思ってい
ます。

今回の研究では、哺乳動物細胞 rDNA の RFB を以前よりも
詳細に解析して、混沌としていたモデルを整理でき、個人的
にはかなりスッキリした気持ちになりました。今後、出芽
酵母のように、RFB で起こるDNA複製フォーク進行阻害と
rDNAの不安定化やコピー数維持機構、さらに細胞老化など、
様々なメカニズムとの関連が出てくれば、大変面白いと思い
ます。今回の研究成果が、哺乳動物の rDNA研究の良いスター
トラインになればいいな、と期待しています。
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In S phase, the replication and transcription of genomic DNA need to accommodate each other, otherwise their machineries col-
lide, with chromosomal instability as a possible consequence. Here, we characterized the human replication fork barrier (RFB)
that is present downstream from the 47S pre-rRNA gene (ribosomal DNA [rDNA]). We found that the most proximal transcrip-
tion terminator, Sal box T1, acts as a polar RFB, while the other, Sal box T4/T5, arrests replication forks bidirectionally. The
fork-arresting activity at these sites depends on polymerase I (Pol I) transcription termination factor 1 (TTF-1) and a replisome
component, TIMELESS (TIM). We also found that the RFB activity was linked to rDNA copies with hypomethylated CpG and
coincided with the time that actively transcribed rRNA genes are replicated. Failed fork arrest at RFB sites led to a slowdown of
fork progression moving in the opposite direction to rRNA transcription. Chemical inhibition of transcription counteracted this
deceleration of forks, indicating that rRNA transcription impedes replication in the absence of RFB activity. Thus, our results
reveal a role of RFB for coordinating the progression of replication and transcription activity in highly transcribed rRNA genes.

The rRNA gene, ribosomal DNA (rDNA), encodes RNA com-
ponents of ribosomes. In the human genome, there are !400

copies of rDNA encoding the 47S pre-rRNA. These copies are
distributed over five clusters of tandemly repeated rDNA on the
short arms of acrocentric chromosomes 13, 14, 15, 21, and 22. To
meet the vast demand for cellular ribosomes in proliferating hu-
man cells, rDNA is heavily transcribed by RNA polymerase I (Pol
I). The transcription activity of Pol I fluctuates during the cell
cycle; in S phase, the activity is especially vigorous (1). Since both
replication and transcription can occur in the same region on the
genomic DNA, cells require mechanisms that coordinate these
processes.

The replication fork barrier (RFB) site near the 3= end of the
pre-rRNA coding region has been identified in many organisms,
including yeasts, plants, frogs, and mammals (2). In these organ-
isms, with the exception of humans, the RFB predominantly in-
hibits progression of the replication fork in the opposite direction
to pre-rRNA transcription (head-on direction), whereas replica-
tion in the same direction (codirection) is not obstructed. There-
fore, it is assumed that the RFB arrests the replication fork before
it enters the coding region from downstream and thereby prevents
the replication fork from colliding with pre-rRNA transcription.
In contrast, RFBs in humans are reported to be bidirectional (3).

The RFB is formed by a tight complex between certain DNA
sequences and proteins that bind to these elements. Fob1 in bud-
ding yeast (Saccharomyces cerevisiae) is the best characterized RFB
binding protein (4, 5). Deletion of FOB1 allows the replication
fork to enter the 35S pre-rRNA coding region from the down-
stream direction (6, 7). However, when normal numbers of rDNA
copies are present, collision of replication with transcription does
not occur in the absence of Fob1 because not all repeats are ac-
tively transcribed. In fact, the fob1 mutation stabilizes the rDNA
cluster because fork arrests or DNA double-strand breaks at the
RFB no longer occur (7–11). In contrast, in a fob1 mutant with a
low rDNA copy number, transcription of most rDNA copies is
activated and the movement of the replication fork is slowed down

within the coding region due to collision with the Pol I transcrip-
tion machinery (12). This collision results in the production of
extrachromosomal rDNA circles (ERCs) and a change in rDNA
copy number, thus indicating an important role of the RFB for the
suppression of rDNA instability in budding yeast. In other organ-
isms, the relevant role of RFBs has not yet been unraveled, al-
though they are assumed to have a similar role by the polarity of
fork arrests.

In mice, downstream from the 47S pre-rRNA-coding region,
there are 10 repeated transcription terminator elements, called Sal
boxes T1 to T10 (13). The Pol I-specific transcription termination
factor 1 (TTF-1), the ortholog of fission yeast (Schizosaccharomy-
ces pombe) Reb1, binds to the Sal boxes and terminates pre-rRNA
transcription (14–16). An in vitro cell-free replication assay using
simian virus 40 (SV40) T antigen revealed that, of the 10 Sal boxes,
Sal box T2 causes polar arrest of the SV40 replication fork (17).
This polar arrest requires TTF-1 binding to T2, while a unique
stretch of GC sequence preceding T2, not present at the other Sal
box elements, is also essential for this element to act as an RFB.
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A : 　ヒト rDNA の構造と転写終結領域近傍の拡大図。二
次元電気泳動解析に使用した AflII サイトとプロー
ブを示す。Sal-box の位置（赤色）、3 つの Sal-
box を含む R リピート（グレイ）を示す。Class I 
と Class II はリピートの数により異なる。

B : 　HeLa 細胞の AflII 領域の DNA 複製中間体を示す
二次元電気泳動解析の結果（左）とその模式図（右）。
Class I の Y アーク上に転写と逆方向に進行するY
フォーク（赤矢印）と同方向に進行する Y フォー
ク（グレイ矢印）の蓄積が観察された。向かい合う 
Y フォークによって起こる複製終結を緑矢印で示
す。Class II の Y アーク上には RFB 活性を示す複
製中間体の蓄積が検出されない。

C : 　本研究で決定した RFB 部位とその機能的方向性。 
R リピートの中に存在する Sal-box T4/T5 は、両
方向から到達する DNA 複製フォークの進行を阻害
する。それぞれの R リピート中の RFB を RFBR1、
RFBR2　RFBR3 と呼ぶ。最も転写領域に近い Sal-
box T1　(RFBT1) は、転写領域に侵入する方向で
のみ DNA製フォークの進行を阻害する片方向性 
RFB であった。Sal-box T2 と T3 は RFB として
機能しない。  
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研究成果の紹介

これまでに、ヒト人工染色体（HAC）を利用した、セントロメア
構成因子によるクロマチンネットワークの解析に関しては何度も
話を聞いていると思います。本稿では、HACをベクターとして
利用する研究について、研究の経緯を交えて紹介させて頂きます。
私が以前所属していたクロモリサーチ社では、HACの特性を利
用して、これまでのベクターにはない特徴を持つベクターを完成
させました（Ikeno et al, 2009）。HACベクターの特徴を挙げ
ると、（１）宿主細胞の染色体遺伝子を破壊せず、核内で独立し
て存在する。（２）細胞増殖過程で安定に次世代細胞に維持さ
れる。（３）ゲノム由来の調節領域を含めた巨大な遺伝子領域を
導入できる。（４）種々の生物種、細胞種に移入することができ
る。（５）搭載した遺伝子は宿主細胞の生理的発現制御をうける、
となります。さらに、本研究において使用した環状のHACベク
ターは、部位特異的組換えサイトが４箇所挿入されているので、
狙った数のDNA 断片を挿入することが可能です。

私のプロジェクトの目的は、HACベクターを用いて、ヒト造
血因子、サイトカイン遺伝子などを導入することにより、臨床
的に応用性の高い造血免疫系ヒト化マウスを作製することでし
た。HACベクターに搭載する遺伝子は、HLA-DRとしました。
MHCクラス II 分子であるHLA-DRは、活性化 T 細胞、B細胞、
マクロファージや樹状細胞、などで組織特異的発現を示し、α
鎖（HLA-DRA）とβ鎖（HLA-DRB1）からなるヘテロダイマー
で構成されています。HLA-DRAとHLA-DRB1についての制
御領域に関する情報は少ない上、制御領域を含んだHLA-DRA
とHLA-DRB1の両遺伝子を持ったトランスジェニックマウスは
作製されたことがありませんでした。そこで我々は、HACベク
ターの特性を利用して、制御領域全体を充分に含むと思われる
ゲノム領域、100kb の HLA-DRAと50kb の HLA-DRB1に
ついて、それぞれの遺伝子のコピー数を１個ずつに制御したト
ランスジェニックマウスの作製を試みました。また、実際の患

者さんの病態モデルマウスとして利用するためには、すべての
HLA-DRのハプロタイプを用意する必要があります。日本人の
HLA-DRのハプロタイプ分布を見ると、HLA-DRAは機能的
に1種しかありませんが、HLA-DRB1は約 30 種知られてい
ます。そこで、HLA-DRAと日本人に最も多いハプロタイプで
あるHLA-DRB1*0405を各１コピーずつ搭載したHAC（HLA-
HAC）を作製すると共に、将来すべてのHLA-DRB1のハプロタ
イプと組み合わせることも見越してHLA-DRAを１コピーのみ搭
載したHAC（DRA-HAC）でもトランスジェニックマウスを作製
しました。

研究はすこぶる快調に進み、１. 大腸菌内での相同組換えによ
るHLA-BACクローンへのHACベクター挿入用カセットの付
加。２. HAC ベクター保有CHO 細胞内での、HACベクター
への二つのHLA-BACクローンの挿入。３. HLA-HACのマウ
スES 細胞へのトランスファー。４.キメラマウス作製、まで予定
よりも随分と早く到達しました（図１）。そして、キメラマウスに
おいて、HACベクターに搭載したHLA-DRは組織特異的発現
を示し、ヘテロダイマーを形成して表面抗原として機能しており、
さらに、HLA-HACもDRA-HACもキメラマウスから約 50%
という期待通りの確率でトランスミッションすることが確認でき
ました（HACベクターは１細胞に１つ保持しますので、最高で
50%となります）。あとは、本実験に使用したマウス ES 細胞
はハイブリッド細胞だったので、純系にするためにB6マウスと
バッククロスを７世代以上行うだけとなりました。しかし、その
後、思いもよらぬ結果が出てきました。バッククロスを進めると、
DRA-HAC（HLA-DRAのみ）は期待通り高い保持率を示しま
したが、HLA-HAC（HLA-DRA＋ HLA-DRB1*0405）は体
細胞中の保有率がより低めで維持されることが分かり、さらに
バッククロスを進める毎にHLA-HACではトランスミッション率
が落ちていったのです（図 2）。どこまで落ちてしまうのかと心

配しましたが、3回目のバッククロスで底を打ったので、何とか
目的を達成することはできました。B6の純系のバックグラウン
ドになることが染色体やクロマチンのエピジェネティックな状態
にまで影響を与えているようで、２つの遺伝子を環状HACの
別の領域に挿入したことが何らかの安定性の低下を引き起こす
原因であると思われます。８回目のバッククロスを行ったあとで
も、HLA-HAC保有マウスは、HLA-DRの二つのヒト遺伝子か
らの組織特異的発現が確認できたので、ここまでの結果を論文
にまとめました。なんとか形にはなったのですが、HLA-HAC
の低い保有率やトランスミッション率では、実際に病態モデルマ
ウスとしての使用には耐えません。

私のこれまでの研究人生を振り返ってみると、与えられたテーマ
についても、自分で立てた仮説についても、想い描いた結果の
半分も実現していません。いや、８割方失敗している気がします。
私は、こういう局面になった時に思い出す言葉があります。博
士の学位を取得して働き出したばかりの時ですが、研究室の教
授から「あなたは給料をもらって仕事をしているので、プロなん
だよ。研究のプロとして雇っているんだ。プロ野球選手と一緒
なんだよ。」との言葉をいただきました。子供の頃にプロ野球選
手といえばスターであり憧れでした。特に私は、王貞治選手の
ファンで、豪快なホームランに魅せられたものです。この言葉を
言われた時に、自分の中に甘さがあることに気づき、はっとしま
した。プロは、上手くいかなかった時こそ、真価が問われるの
です。舛本先生と、それこそ侃々諤々の議論を重ね、実際の使
用に耐えうるHACベクターの開発を進めました。ここでは簡単
に述べますが、1. HACベクターへの遺伝子搭載方法の改良、2. 
HACベクターへのテロメア配列の挿入による線状化、を行い数
種類の改良型HLA-HACを作製しました。B6マウスから自分
で細胞株を作製して、そこに作製した全ての改良型HLA-HAC
をトランスファーして、安定性を検討しました。100 回の細胞
分裂後の観察の結果、培養細胞上ではありますが、DRA-HAC
と同等の安定性を持つ改良型HLA-HACの作製に成功したこ

とが分かりました。マウス個体内においても、DRA-HACと同
等の性能を示してくれることが期待できます。今後、機会を見て
改良型HLA-HACのトランスジェニックマウスも作製して行きた
いと考えています。私の場合は、なかなか王選手のように格好
良く逆転ホームランは打てないので、周りの皆様のお力を借りし
ながら、フォアボールでもデッドボールでも泥臭く塁に出て研究
を進めていきたいと考えています。

最後になりますが、NEWS LETTER 7 でカエルの方言の話題
が出ましたので、私にも少し紙面をいただきたいと思います。実
は私は、カエルの方言で博士の学位を取得したのです。夏にな
ると田んぼからカエルの鳴き声が聞こえてきますが、これは雌
を誘惑するために鳴いています。この鳴き声をMating call と
いいます。雌は、視覚情報や嗅覚情報を利用せずに、Mating 
call だけを頼りに同種の雄に近づき、近づいてきた雌に雄が抱
きつきカップル成立となります。つまり、カエルの場合は、相手
の選択権は完全に雌にあるのです。本邦産のいろいろな種で地
方集団のMating call を調べたのですが、方言が確認できた種
がありました。さらに、方言が見られた種において、集団別に
雌の嗜好性を調べたのですが、雌の嗜好性にも地方差があった
のです。それぞれの集団における方言と雌の嗜好性は相関して
いました。ただし、モテない雄もただ黙ってはいません。上手く
鳴く雄のそばにひっそりと鳴かずに待機していて、近寄ってきた
雌を奪い取る悪知恵が働く雄がいるのです。ヒトもカエルも恋
の相手探しには知恵を絞り出しますね。

もうすぐ、僕の一番好きな季節がやってきます。木更津は田舎
なので、周りに田んぼがたくさんあります。網戸にしてカエルの
鳴き声を聞きながら、ナイターを見て、ビールを飲み枝豆を食
べるのです。至福のひと時です。

参考文献
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Abstract The human artificial chromosome (HAC) vector is
a promising tool to improve the problematic suppression and
position effects of transgene expression frequently seen in
transgenic cells and animals produced by conventional plas-
mid or viral vectors. We generated transgenic mice maintain-
ing a single HAC vector carrying two genomic bacterial
artificial chromosomes (BACs) from human HLA-DR loci
(DRA and DRB1). Both transgenes on the HAC in transgenic
mice exhibited tissue-specific expression in kidney, liver,
lung, spleen, lymph node, bone marrow, and thymus cells in
RT-PCR analysis. Stable functional expression of a cell sur-
face HLA-DR marker from both transgenes, DRA and DRB1
on the HAC, was detected by flow cytometric analysis of
splenocytes and maintained through at least eight filial gener-
ations. These results indicate that the de novo HAC system
can allow us to manipulate multiple BAC transgenes with

coordinated expression as a surface antigen through the
generation of transgenic animals.

Introduction

Transgenic animals have provided tools for investigating
many biological problems. Genomic fragments cloned by
bacterial artificial chromosomes (BACs) have been utilized
to generate transgenic animals when tissue-specific or tempo-
rally controlled expression of transgenes is desired. Due to the
large insert capacity (∼350 kb) of a BAC vector, the genomic
fragments can often possess the complete promoters and
control elements of the gene of interest (Asami et al. 2011).
In addition, BAC transgenes seem to be more resistant to
position effects than smaller transgenes, such as artificial
expression cassettes with complementary DNA (cDNA)
(Gong et al. 2003). Typically, BAC transgenic mice are gen-
erated bymicroinjection of the BACDNA into the pronucleus
of fertilized mouse eggs (Vintersten et al. 2008). However, in
principle, this method causes random integration (non-
specific insertion) of BAC DNAs into the mouse genome,
and the number of insertion copies is variable. Increased copy
number of a BAC transgene correlates with increased expres-
sion of the BAC transgene (Chandler et al. 2007). When
investigating the cooperation of two transgenes in a transgenic
mouse, generally two characterized transgenic mouse lines are
crossed, but this is a time-consuming method and maintaining
an appropriate level of gene expression is difficult.

A de novo human artificial chromosome (HAC) was con-
structed with naked human centromeric repetitive DNA
(Harrington et al. 1997; Ikeno et al. 1998) and a HAC vector
system developed in which one copy of a DNA fragment can
be handled by Cre/lox insertion and transferred into a variety
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図 2　HACの保有率と伝達
率。a. FISH 細胞解析
によって確かめた尻尾
細胞におけるHAC保
有率 b. HAC の子孫
伝達

図 1　ヒト遺伝子搭載 HAC保有マ
ウスの作製。a. 大腸菌内での
相同組換えによる HLA-BAC
への lox66 サイトの挿入 b. 
CHO 細胞内での部位特異的
組換えによる HLA-BAC の
HACベクターへの挿入 c. 微
小核融合法による CHO 細胞
からマウス ES細胞へのHLA-
HAC のトランスファー。d. 
ES 細胞と８細胞胚のアグリ
ゲーション法によるキメラマ
ウスの作製
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研究成果の紹介

細胞分裂期において複製された染色体を娘細胞に均等分配するこ
とは、細胞増殖に伴い遺伝情報を正確に伝搬する上で重要な現象
です。染色体均等分配の破綻は、遺伝情報の撹乱に繋がることか
ら、多くの遺伝病や発がん、がんの悪性化の主たる要因になりう
ることが示唆されています。

分裂期への進行と共に凝集した染色体は、核膜崩壊後、紡錘体中
央部の赤道面に向けてダイナミックに移動します。赤道面に全て
の染色体が移動し整列すると、染色体中央部の非コードDNA領
域であるセントロメアを基盤として形成される構造物（キネトコ
ア）が両極から伸びる微小管に引っ張られることで、染色体は娘
細胞に均等分配されます。核膜崩壊からこの間僅か 30分弱の出
来事です。即ち、染色体を娘細胞に均等に分配するためには、全
ての染色体を赤道面に速やかに運ぶ必要があります。

永らく染色体は、キネトコアが微小管末端と結合（末端結合）し、
微小管の重合脱重合によって移動すると考えられてきました。こ
れは、両極から伸びる微小管末端が姉妹キネトコアそれぞれをラ
ンダムに捕捉し、結果的に姉妹キネトコア双方が両極から伸びる
微小管に最も捕捉されやすくなる、両極から伸びる微小管末端が
同程度分布する赤道面に染色体が集合していくというモデルに基
づくものです。

しかし、2011 年に核膜崩壊後の染色体動態が詳細に解析され、
染色体は紡錘体表面を沿って赤道面へ移動し、末端結合は染色体
が赤道面に移動した後に引き起こされることが明らかにされまし
た。また、このとき、紡錘体表面を沿って移動する染色体はキネ
トコアが微小管の側面に結合している（側面結合）状態であるこ
とが示されました。これらの結果から、染色体が赤道面へ移動す
る際は側面結合によってなされることが示唆されました 1)。
一方、側面結合はこれまで一過的な結合であると考えられており、
側面結合による染色体の移動に関する分子基盤はほとんど明らか
にされていません。

側面結合染色体の赤道面への移動を司る分子として、キネトコア
に局在するモーター分子 Kinesin-7/CENP-E が既に知られてい

ます。CENP-E は、末端結合を形成した微小管側面を動くこと
によって染色体を赤道面へ運搬します 3)。しかし、前述したよう
に末端結合は側面結合染色体が赤道面に移動した後に形成されま
す。それでは、末端結合形成以前の側面結合染色体は如何にして
赤道面へ運ばれるのでしょうか？また、末端結合が存在しない紡
錘体でも染色体はCENP-E によって赤道面へ運ばれるのでしょ
うか？我々はこの疑問を解決するために、CENP-E に加えて染色
体腕部に局在するモーター分子Kinesin-10/Kidに着目しました。

Kid は染色体腕部に局在し、極から染色体を遠ざける働きを担う
モーター分子です。Kid の機能抑制や発現抑制は、減数分裂では
染色体整列異常を引き起こすものの、体細胞分裂での異常は観察
されていません。このことから、Kid の染色体整列における役割
は不明でした。そこで我々はまず初めに、Kid と CENP-E を共発
現抑制し、体細胞分裂における表現型を解析しました。その結果、
Kid/CENP-E 共発現抑制細胞では、赤道面に整列できない染色体
がCENP-E 発現抑制細胞と比べて増加することが分かりました。
この結果から、体細胞分裂においてもKid は一定の条件下での染
色体整列に寄与している可能性が示唆されました。

次に、側面結合染色体の赤道面への移動におけるKid と CENP-E
の寄与を明らかにするため、末端結合形成に必須なキネトコア分
子Hec1 を発現抑制しました。Hec1 発現抑制細胞では末端結合
が形成されないため、ほとんどの染色体が側面結合状態になりま
す。Hec1 発現抑制細胞の染色体動態を観察してみると、核膜崩
壊直後、染色体が赤道面へ一過的に移動することが分かりました
（図 1, Hec1 si）。この結果は、染色体の赤道面への移動が側面結
合によってなされていることを支持しています。このとき、Kid
を共発現抑制すると、染色体の赤道面への移動が抑制され、核膜
崩壊後にみられた染色体の一過的な赤道面への集合がみられま
せんでした（図 1, Hec1/Kid si）。分裂期初期の細胞を免疫染色
し、赤道面からキネトコアの距離を測定してみると、Hec1/Kid
共発現抑制細胞の染色体はHec1 発現抑制細胞の染色体に比べて
紡錘体内に散在しており、この表現型はKid を過剰発現すること
でレスキューすることができました。Kid のモーター変異体（微
小管上を移動できない変異体）の過剰発現ではレスキューでき

なかったことから、Kid のモーター活性が側面結合染色体の赤道
面への移動を担っていることが示唆されました。一方、Hec1 と
CENP-E を共発現抑制すると、核膜崩壊後、染色体は赤道面へ移
動し、Hec1 発現抑制細胞と比べてより赤道面へ集合することが
分かりました（図 1, Hec1/CENP-E si）。この染色体の赤道面へ
の過度な集合は、CENP-E を過剰発現することでレスキューでき
ること、また、CENP-E の微小管結合能を亢進させることで赤道
面への集合が抑制されることから、CENP-E はその微小管結合能
を以って Kid による側面結合染色体の赤道面への移動を抑制して
いることが考えられました。

末端結合を阻害した細胞で得られた我々のCENP-E 発現抑制結果
はCENP-E が染色体の赤道面への移動に寄与するというこれまで
の考えとは相反します。この違いは何に起因するのでしょうか？ 
CENP-E による染色体運搬は末端結合を形成した微小管を足場に
して行われます。また、紡錘体内の微小管は分裂期進行に伴い末
端結合が形成されることで安定化します。このことから我々は、
CENP-E の染色体運搬に対する寄与が微小管の安定性によって異
なるのではないかと考えました。

分裂期において紡錘体微小管の脱重合に寄与するモーター分子
Kinesin-13/MCAK を共発現抑制し、それぞれの発現抑制細胞
の紡錘体微小管を安定化したところ、Hec1/MCAK 及び Hec1/
Kid/MCAK 共発現抑制細胞では染色体が赤道面により集合する
ことが分かりました。一方、Hec1/CENP-E 共発現抑制細胞では
MCAKを発現抑制しても染色体の集合度合いに変化はみられませ
んでした。これらの結果から、紡錘体微小管を安定化することで
CENP-E が染色体運搬能を獲得し、染色体をより赤道面へ運んで
いることが示唆されました。

以上の結果を踏まえ、我々は側面結合染色体の赤道面への移動に
おいて、次のようなモデルを提唱しました。まず、分裂期初期の
末端結合が形成されていない時期は、紡錘体微小管が不安定であ
るため、側面結合染色体は染色体腕部に結合する微小管を介した
Kid のモーター活性によって赤道面へ運ばれます（図 2, 上）。こ
のとき、CENP-E はその微小管結合能を以ってキネトコアを紡錘

体上にアンカーし、適切な方向（赤道面）へ運ばれるよう方向性
を調節する働きを担っています。分裂期が進行し、末端結合が形
成され始めると、微小管が安定化すると共にCENP-E が運搬能
を獲得し、CENP-E によっても染色体が運搬されます（図 2, 下）。
側面結合染色体は Kid と CENP-E の 2 種類のモーター分子が協
調して機能することにより、効率よく速やかに赤道面へ運搬され
ると考えています。

これまで、染色体の移動は非コード DNA領域であるセントロ
メアを基盤として形成されるキネトコアに結合する微小管や
CENP-E が担っていることが知られていましたが、我々はこれに
加えてKid がその移動の効率性を高めていることを明らかにしま
した。哺乳動物の Kid は DNA結合部位を介して c-erbB-2 遺伝
子のプロモーターに直接結合する分子として同定されました 3)。
Kid が結合するDNAのコンセンサス配列は明らかにされていま
せんが、結合配列として同定された配列はαサテライト配列に相
同性があり、Kid はαサテライト配列を好んで結合する可能性が
示唆されています。今後、Kid が結合するDNA配列の解析を進
めることで、セントロメア周辺領域を含めたより広範囲におよぶ
非コードDNA領域の染色体動態制御における役割を明らかにで
きるのではと期待しています。

本研究は私が田中耕三教授の研究室に赴任した際に独断的に始め
た研究です。当初得られた結果の解釈の多くは、自分勝手な見解
に基づくものでしたが、田中教授と何度も議論を重ねることで洗
練され、本論文にまとめることができました。研究の場を提供し
て下さり、ときには深夜に及ぶこともあった我侭議論に辛抱強く
真摯に対応して下さった田中耕三教授及び研究室の皆様、研究遂
行にあたりご助言や実験材料を提供して下さった諸先生方にこの
場をお借りして御礼申し上げます。
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Chromosome congression is the alignment of chromosomes at the spindle equator,

and is a prerequisite for faithful chromosome segregation. Recent data suggest that before

kinetochores attach to the end of microtubules (end-on attachment), chromosomes can

move along microtubules towards the spindle equator through attachment of kinetochores to

the lateral surface of microtubules (lateral attachment). Here we address this mechanism,

focusing on the contribution of two mitotic motors, Kid and CENP-E. In cells depleted of

Hec1, which is essential for end-on attachment, chromosomes show partial and transient

congression. This transient congression is further perturbed by co-depletion of Kid,

suggesting its role in chromosome congression. In comparison, CENP-E suppresses

chromosome congression, probably by tethering kinetochores to short, unstable micro-

tubules, and works in congression only when microtubules are stabilized. Our results

may reflect the differential contributions of Kid and CENP-E in chromosome congression in

physiological conditions where stabilized microtubules are becoming increased.
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図１　各発現抑制細胞の 
　　   分裂期染色体動態

図２　Kid と CENP-E の使い分けによる
効率的な染色体整列モデル
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研究成果の紹介

私達は、非コードDNA領域の一種である「遺伝子間領域」、及
びその領域から合成される非コードRNAが果たす役割に注目
して研究を進めています。プロモーターを含め遺伝子上流の非
コードDNA領域は、様々な生命現象における遺伝子発現制御
に関わっており、特にエピジェネティック制御に重要な役割を
果たします。近年のオミックス解析技術の発展により、真核
生物の非コード DNA領域からは非常に多くの非コード RNA
が転写されていることが明らかにされてきました。非コード
RNAの中でも、200 ヌクレオチドを超える長さを有する「長
鎖非コード RNA(long noncoding RNA; lncRNA) は、発生や
細胞制御などにおいて重要な役割を果たすと考えられています
が、その大部分は未だに機能が不明です。

太田研究室では、現在は首都大学東京で教授をされている廣
田博士らと共同で、分裂酵母の糖新生に関わる fbp1+ 遺伝子
の上流から転写される lncRNA (metabolic stress induced 
lncRNA: mlonRNA) を介した遺伝子発現調節機構の解析を行っ
てきました。グルコースが豊富な時は、fbp1+ では 1kb ほど遺
伝子の上流域からORF 全域に及ぶ領域で、mlonRNA がごく
微量転写されています。グルコース飢餓時には、mlonRNAの
転写開始点が段階的に下流へとシフトし、次第に転写量が増大
します。これに伴いプロモーター領域のクロマチン構造が段階
的に弛緩し、その結果下流の fbp1+ 遺伝子の大規模な活性化が
引き起こされます (1。なお、グルコース飢餓直後からプロモー
ター周辺ではヒストン修飾の変化が起こるのですが、fbp1+ の
mRNAやタンパク質の合成は、ストレスから 1時間近く経た
ないと観察されません。また、この lncRNAが独自のRNA品
質保証系で分解制御を受けること事もわかってきました (2。

今回、fbp1+ 遺伝子活性化の調節に関わるmlonRNA と類似
の lncRNAが、他のグルコース飢餓応答遺伝子領域でも観察
されるかについて、網羅的に調べる事にしました。まず、分
裂酵母にグルコース飢餓ストレスを与えてから 2時間以内の
RNA発現応答をストランド特異的 RNA-seq により解析し、
ストレス直後から 2時間後までに、大きな発現変動を見せる
遺伝子を階層的クラスタリングによって解析してみました。
なお、この研究は東大柏の菅野教授・鈴木教授との共同研究
で実施し、解析ツール開発およびビッグデータ解析は東大生
産研の平田准教授と共同で行いました。

まず、得られたデータについて、通常のクラスタリング解析
を行ったところ、ストレス応答初期に見られる翻訳抑制に対
応して翻訳系遺伝子群が抑制されること、代謝系遺伝子群が
応答中期から後期にかけて誘導されることなどが明らかにな
りました。これらの遺伝子については、ヒストンH3抗体を
用いたChIP-seq の結果から、その多くが転写開始点付近で
ストレス応答時にクロマチン構造の変化を伴うことが確認で
きました。

上記の遺伝子領域だけでなく、非コードDNA領域の転写に
も注目して解析を行いました。その結果、数百種類の非コー
ド RNAが、グルコース飢餓に応答して転写制御を受けてい
ることがわかりました（図 1）。さらに、様々なストレス応答
に応答して遺伝子発現に関わるATF/CREB 型転写因子Atf1
の役割にも着目しました。Atf1 の欠損変異体を用いて同様
のRNA-seq を実施したところ、観察された非コードRNAの
1/3 以上が、多くのストレス応答性遺伝子と同じようにAtf1

依存性を示し、ストレス応答性の非コード RNA転写が単な
る転写ノイズでなく、ストレス応答において重要な制御的役
割を果たす可能性が示唆されました。

そして、本研究の目的である fbp1+ mlonRNA と類似の
lncRNA 探索を行いました。このような lncRNA を探索する
情報解析ツールというのは存在していませんでしたので、平
田准教授と協力して、一からツール開発を行いました。それ
まではあまりコンピューターをいじったりしたことがなかっ
たのではじめはなかなか大変でしたが、いろいろな方に協力
して頂いてプログラミングも学び、新しいツールの開発も行
うことができました。自分の研究スキルを広げる経験ができ
たことは、その後の研究にも大いに役立っています。

mlonRNAはプロモーターからORFまでをカバーする領域で
転写される lncRNAですので、プロモーター付近での転写物
の時系列データに着目し lncRNAの探索を行いました。まず、
プロモーター領域の非コード RNAの時系列データの波形パ
ターンを統計的に解析するツールを作成し、このツールを用
いて fbp1+ lncRNA と同じ性質を有する 9つの lncRNA 候補
領域を同定しました。これらが本当に連続した lncRNAであ
るかが不明でしたので、ノザン解析等により、多くの候補領
域が実際に連続的な lncRNA を合成することを示しました。
またこれらの lncRNA の転写がmlonRNA と同様に Atf1 依
存性を示すこと、グルコース飢餓時に局所的なクロマチン構
造変化を伴うこともわかりました。おそらく、これらのグル
コース飢餓応答性遺伝子もmlonRNAタイプの lncRNAによ
る類似の遺伝子発現制御機構の支配下にあると考えられます。

さて、今回の研究を行っている際に、予想外のデータに直面
することになりました。今回ストランド特異的な RNA-seq
を行ったのですが、fbp1+ を含め、上記の lncRNA 候補領域
のいずれにおいても、グルコース飢餓時に発現変動するアン
チセンス lncRNAの転写が確認できました。このうち 5カ所
については、グルコース飢餓時にセンス鎖 RNAの合成量が
増えると、逆にアンチセンス RNAの発現量が減少する現象
が見られました（図 2）。つまり、センスRNAとアンチセン
ス RNAの発現に逆相関が認められました。この結果は、セ
ンスとアンチセンス RNAの間に何らかの相反的な制御ネッ
トワークの存在を予期させます。

現在、アンチセンス lncRNA（fbp1-as）に注目し、その機能
を調べており、近々第 2の論文にまとめる予定です。特に、
センス・アンチセンス lncRNAが統合的な遺伝子発現制御ネッ
トワークを形成し、これら遺伝子に独特なストレス応答のキ
ネティクスを生じさせていることがわかりつつあります。現
在それを数理モデルや1細胞レベルの解析で検証しています。
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Shortage of glucose, the primary energy source for all organisms, is one of the most critical
stresses influencing cell viability. Glucose starvation promptly induces changes in mRNA and
noncoding RNA (ncRNA) transcription. We previously reported that glucose starvation
induces long ncRNA (lncRNA) transcription in the 50 segment of a fission yeast gluconeogene-
sis gene (fbp1+), which leads to stepwise chromatin alteration around the fbp1+ promoter and
to subsequent robust gene activation. Here, we analyzed genomewide transcription by strand-
specific RNA sequencing, together with chromatin landscape by immunoprecipitation
sequencing (ChIP-seq). Clustering analysis showed that distinct mRNAs and ncRNAs are
induced at the early, middle and later stages of cellular response to glucose starvation. The
starvation-induced transcription depends substantially on the stress-responsive transcription
factor Atf1. Using a new computer program that examines dynamic changes in expression
patterns, we identified ncRNAs with similar behavior to the fbp1+ lncRNA. We confirmed that
there are continuous lncRNAs associated with local reduction of histone density. Overlapping
with the regions for transcription of these lncRNAs, antisense RNAs are antagonistically tran-
scribed under glucose-rich conditions. These results suggest that Atf1-dependent integrated
networks of mRNA and lncRNA govern drastic changes in cell physiology in response to
glucose starvation.

Introduction

Homeostasis against metabolic stresses, such as energy
source depletion and nutritional starvation, is funda-
mentally important for the sustainability of life.
Among many essential nutrients, glucose is a critical
energy source for all organisms. When cells are faced
with a shortage of glucose, they must drastically alter
their physiological states. For instance, the gluconeo-
genesis pathway is activated, allowing the production
of glucose from noncarbohydrate cellular constituents
such as amino acids, pyruvate, glycerol and fatty
acids. This adaptation at the intracellular level allows

organisms to keep metabolic conditions at steady and
sustainable states. Thus, proper response to a shortage
of glucose is indispensable not only for multicellular
organisms, but also for unicellular organisms such as
yeasts. The timely induction of stress-responsive
genes is one of the most important components of
cellular adaptation to glucose starvation.

Stress-responsive gene regulation systems have
been extensively studied in budding and fission yeasts.
One of the major such pathways in the fission yeast
Schizosaccharomyces pombe is a pathway consisting of
the stress-activated MAP kinase cascade and its
downstream target transcription factors, such as
CREB/ATF-family Atf1 and Pcr1 proteins. In the
absence of Atf1, fission yeast cells can no longer tol-
erate massive changes in environmental conditions.
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図１　様々なタイミングで発現するグルコース飢餓応答性非コードRNA

the entire fbp1+ coding and 50 noncoding segments
that are complementary to sense mlonRNAs. 50

RACE analysis showed that antisense RNAs are tran-
scribed from several TSSs around the TTS of fbp1+

mRNA (Fig. 7B). Absence of a poly T sequence in
the 50 end of antisense RNAs denotes that the anti-
sense RNAs do not originate from RNA-dependent
RNA polymerase activity. Importantly, the Northern
hybridization experiments show the rapid reduction
of fbp1+ antisense RNAs when cells are shifted to the
glucose-poor condition (Fig. 7A). From these results,
we conclude that fbp1+ antisense lncRNAs (hereafter
referred to as ‘fbp1-as’) are transcribed through the
fbp1+ coding and 50 noncoding segments in glucose-
rich conditions and are markedly down-regulated
during glucose starvation.

We further examined the directional RNA-seq
data to see whether other mlonRNA-like lncRNAs
also overlap with antisense RNA transcription. We
detected antisense RNA transcription in all nine loci
for mlonRNA-like lncRNA transcription (e.g., Fig. 4
and Fig. S3). Of them, in five loci including fbp1+,
the antisense RNA expression is increased in glucose-
rich conditions and reduced on glucose starvation.
We also observed that antisense transcription in

fbp1+, SPBC1685.05 and ght4+ is influenced by Atf1
deletion. In particular, antisense RNAs are constitu-
tively transcribed in fbp1+ and SPBC1685.05, even
when cells are faced with glucose starvation.

In general, comparison of the kinetics of fbp1+

sense mlonRNA and fbp1-as shows a inverse correla-
tion of expression levels of these two types of lncR-
NAs (Fig. 7A). These results led us to suggest that
sense mlonRNA-type lncRNAs and antisense RNAs
are reciprocally controlled by transcriptional or post-
transcriptional mechanisms in response to glucose
starvation.

Discussion

Glucose starvation induces systematic transition of
expression profile and chromatin landscape

S. pombe transcriptome has been extensively studied
using proliferating, quiescent and meiotic cells as well
as cells exposed to heat, oxidative, DNA damaging
and osmotic stresses (Lackner et al. 2007; Wilhelm
et al. 2008; Marguerat et al. 2012; Leong et al. 2014).
However, the influence of glucose deprivation on the
fission yeast transcriptome had not been extensively
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Figure 5 TSSs of fbp1+ change during glucose starvation. Read mapping of the strand-specific RNA-seq around fbp1+. Filled,
shaded and open arrowheads indicate TSSs for fbp1+ mlonRNAs, mRNA and fbp1-as antisense RNA, respectively. The alignment

is visualized using IGV (http://www.broadinstitute.org/igv/, Thorvaldsd!ottir et al. 2012; Robinson et al. 2011). ChIP-seq data of
normalized histone H3 density around fbp1+ (0, 15 and 60 min) are shown as heat maps beneath the RNA-seq data together with
a heat map scale. Horizontal arrows represent mRNAs and ncRNAs. Note that antisense RNA is antagonistically transcribed from

the region overlapping fbp1+ mlonRNA. Antisense transcription is shown with different Y-axis scales from sense transcription. In
addition, local histone density decreases significantly in the fbp1+ 50 noncoding region upon glucose starvation.
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図２　グルコース飢餓応答時の fbp1+領域に見られるmlonRNA及び fbp1-as 
(RNA-seq) とヒストンH3密度の変化 (ChIP-seq)
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研究成果の紹介

私たちは、肝内胆管癌の全ゲノムシークエンスを行い、肝炎が塩基

置換パターンに影響しうることと、ドライバー遺伝子の候補を報告

しました。本稿では、がんゲノム研究の最近のトピックを紹介させ

て頂き、次に私たちの研究について紹介し、最後に若干の（おそら

く良くある）苦労話と今後の課題について述べさせて頂きます。

まず、最初に、最近のがんゲノム研究について、簡単にまとめたい

と思います。がんは、ゲノムの突然変異が原因であると考えられ、

全ゲノムシークエンスによる網羅的な変異検出は、発がんのメカニ

ズムを解明するためにきわめて重要であると考えられています。超

並列シークエンサー（いわゆる次世代シークエンサー）の登場によ

り、全ゲノムシークエンスが可能になりました。現在、アメリカを中

心としたがんゲノムアトラス計画（TCGA; The Cancer Genome 

Atlas）や国際がんゲノムコンソーシアム（ICGC; International 

Cancer Genome Consortium）などに代表される大型プロジェ

クトが進行しています。日本では、理研と国立がん研究センターが

ICGCに参加し、共同で肝臓がんの解析を行っています (1)。

これらの研究で、多くの発見がありましたが、主なトピックは、ド

ライバー遺伝子の発見と点突然変異の塩基置換パターンの発見だ

と思います。ドライバー遺伝子とは、発がんに影響する遺伝子のこ

とで、主に変異しているサンプルの頻度を統計的に解析して検出さ

れます。最近の研究により、多くのドライバー遺伝子が検出されて

います。ドライバー遺伝子の機能は多岐に渡っており、様々なシグ

ナル伝達系、DNAメチル化、ヒストン修飾、クロマチン制御、転

写因子、スプライシング因子、代謝、テロメア安定化、細胞周期

やアポトーシスに関連する遺伝子が報告されています（2）。また、非

コード領域においてもTERT 遺伝子のプロモーターが複数のがん種

において高い頻度で変異していることが報告されており（3）、極めて

重要なドライバー変異であると考えられています。

点突然変異の塩基置換パターンもがん種によって特徴があること

が知られています。例えば、メラノーマではC:G>T:A 変異が多く、

紫外線により生じるDNA傷害で多くの変異が生じると考えられて

います。最近の大規模研究により、いくつかの癌種に特徴的な変

異パターンが検出されています (4)。臨床情報との比較により、年

齢、紫外線に加えて化学物質（アルストロキア酸やアフラトキシン）、

APOBEC などのシチジン脱アミノ化酵素による変異の導入、特定

のポリメラーゼの変異が置換パターンと関連することが報告されて

います (4,5)。さらに、がんの変異率が replication timing やクロマ

チンの構造と関連することも報告されています (6)。

肝臓癌は、世界の癌死の第３位に挙げられる予後不良の癌で、原

発性肝癌の約 90%を占める肝細胞癌と肝内胆管癌に大別されま

す。これまでに、我々の研究も含め、国内外より数々の肝細胞癌の

エクソーム研究や全ゲノム研究が発表されています (7-9)。これらの

研究により、肝細胞癌の発症に寄与する遺伝子変異が多数同定さ

れてきました。しかし、肝内胆管癌の全ゲノムシークエンスの報告

はありませんでした。

30 症例の全ゲノムシークエンスの解析の結果、平均約 4300 個の

点突然変異が検出されました。また、非常に多くの変異が検出さ

れた症例がありました（約18万個）。この症例にはミスマッチ修復

遺伝子である MLH1 の欠失と MSH2 上のミスセンス変異が検出さ

れており、ミスマッチ修復機構の異常が変異数の増加を引き起こし

ていると考えられました。

突然変異の置換パターンを比較した結果、肝細胞癌と類似していま

したが、C:G>T:Aの頻度に有意な違いが見られました（図１(a)(b)）。

そこで、置換パターンをサンプルごとに比較するために、公開され

ている全ゲノムシークエンスのデータと合わせて主成分分析（PCA）

を行ったところ、肝炎がある肝癌は PCAプロット上で一部に固ま

りましたが（置換パターンの類似性が高いことを示しています）、肝

炎がない肝癌は、散らばりが大きく、症例間で置換パターンが類似

していないことが分かりました。（図1(c)）。このことは、肝炎が置換

パターンに強い影響を与えることを示唆していると考えられました。

ドライバー遺伝子についても、新しい知見を得ました。変異してい

る遺伝子を調査した結果、KRAS 遺伝子、IDH 遺伝子や BAP1 遺

伝子が 5％以上の症例で変異していました。また、TERT 遺伝子

のプロモーターも高い頻度で変異していました。肝内胆管癌と肝

細胞癌で変異頻度を比較した結果、KRAS 遺伝子や IDH 遺伝子、

TERT プロモーター変異の頻度が有意に異なっていました。また、

今回の解析で、新規ドライバー遺伝子候補として PCLO 遺伝子が

同定されました。さらに、ミスセンス変異や挿入・欠失変異、構造

異常が存在する遺伝子の機能的偏りを解析した結果、細胞骨格や

シナプス成長因子をコードする遺伝子に有意に多く、これら遺伝子

の機能低下が発がんに影響することが示唆されました。

臨床情報と遺伝子変異について統計解析を行ったところ、IDH 遺伝

子変異は予後に影響すること（図 2）、ARID2 遺伝子の変異はリン

パ節転移に関連していることが示唆されました。

以上の解析より、肝内胆管癌の置換パターンは、炎症に影響される

こと、ドライバー遺伝子の頻度が肝細胞癌と異なることが明らかと

なりました。

この研究は最初に15 症例で解析を行い、Nature Genetics 誌

に投稿したのですが、症例数が少なく結論がはっきりしていないと

の理由でリジェクトされました。そこで、さらに15 症例を加えて

Nature Genetics 誌に再投稿したのですが、その間に肝内胆管癌

のエクソーム解析の論文が２報出てしまい (10,11)、再度リジェクトさ

れ、その後Nature Communications 誌に投稿し掲載されました。

最初から強い結論が出せる症例数で論文をまとめていれば良かっ

たのですが、他のグループに先を越されまいと急いだことが仇とな

りました。論文を書き、図を作り、シークエンスデータをデータベー

スに登録して、投稿して審査結果を待つと数ヶ月経ちます。また、

データを足すと、解析が全てやり直しになりますので、長い時間と

労力を失うことになります。急がずにきちんとした結論を得てから

論文を投稿していれば、より良い結果になったのではないかと思っ

ています。今回の研究では、以上のようなごく当然の（でも焦ると

忘れがちな）教訓を得ました。

がんゲノム解析の分野は、進展が非常に早いですが、まだ解決すべ

き問題が山積しています。例えば、癌種ごとに置換パターンは異なっ

ていますが、その違いを生じるメカニズムはよく分かっていません。

また、非コード領域の役割は、TERT 遺伝子のプロモーターなどの

少数の例を除き、ほとんど解明されていません。さらに、情報解析

によってドライバー遺伝子候補が多数検出されていますが、遺伝子

機能や変異についての実験的検証は極めて不十分であると考えら

れます。さらに、得られた知見をがんの治療や早期発見に活かすた

めには、さらなる研究（主に機能解析）が重要になります。これら

の課題を解決するためには、より深い情報解析と機能解析を行うこ

とに加え、様々な分野の研究者の参入が必要であると考えられます。
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Intrahepatic cholangiocarcinoma and combined hepatocellular cholangiocarcinoma show

varying degrees of biliary epithelial differentiation, which can be defined as liver cancer

displaying biliary phenotype (LCB). LCB is second in the incidence for liver cancers with and

without chronic hepatitis background and more aggressive than hepatocellular carcinoma

(HCC). To gain insight into its molecular alterations, we performed whole-genome sequen-

cing analysis on 30 LCBs. Here we show, the genome-wide substitution patterns of LCBs

developed in chronic hepatitis livers overlapped with those of 60 HCCs, whereas those of

hepatitis-negative LCBs diverged. The subsequent validation study on 68 LCBs identified

recurrent mutations in TERT promoter, chromatin regulators (BAP1, PBRM1 and ARID2), a

synapse organization gene (PCLO), IDH genes and KRAS. The frequencies of KRAS and IDHs

mutations, which are associated with poor disease-free survival, were significantly higher in

hepatitis-negative LCBs. This study reveals the strong impact of chronic hepatitis on the

mutational landscape in liver cancer and the genetic diversity among LCBs.
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図２　IDH遺伝子の変異と予後　IDH1, IDH2遺
伝子のホットスポット変異（IDH1 (codon 
132), IDH2 (codon 172)）は予後と関連
していました。

図１　(a) 肝内胆管癌の塩基置換パターン。(b) 肝細胞癌の
塩基置換パターン。(c) 塩基置換パターンの主成分分
析。メラノーマや肺癌のように特定の変異源に強く影
響される癌種は、塩基置換パターンがサンプル間で良
く似ていて、一部に固まっています。肝炎がある肝内
胆管癌と肝細胞癌もクラスターしていたことから、肝
炎が置換パターンに強く影響するのではないかと考え
ました。
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市民公開講座

高校生向け公開講座
「ゲノムの調べ」開催を終えて

2014 年 2 月 8日（日）、横浜情報文
化センターにおいて、本新学術研究領
域主催による高校生向け公開講座「ゲ
ノムの調べ」が開催されました。「非
コードDNA」領域立ち上げ当初から
小林代表が温めてきた “ゲノムの中に
繰り返し現れる謎のDNA配列を音楽
になぞらえながら、生物の遺伝と進化
のシステムを考えよう ”という企画が
ついに実現の運びとなりました。グラ
ンドピアノがある適当な規模の会場探
しという難題をなんとかクリアーし、
下記のプログラム構成で開催にこぎつ
けました。第一部として、小林さんの
進行、正井さんのピアノ演奏による
サイエンス - 音楽エンターテーメント
「ゲノムの調べ」、後半の第２部では、
本領域を代表して、古賀さん、加納さ
んにご講演いただき、最後に質問コー
ナーの時間を設けました。広報活動の
不手際で事前参加登録が思ったように
集まらず、いささか少人数の会（50
人程度；一般 19名、大学生１名、高
校生＆先生９名、中学生３名、プラス
関係者）となってしまいましたが、本
格的なピアノ演奏とサイエンストーク
が融合した充実の内容で、高校生・一
般参加者の皆さまにも満足していただ

けたようでした。ここでは、開催報告
も兼ねて、今回の公開講座の内容をふ
りかえってみたいと思います。

２月の日曜日、冷たい雨の中、( おそ
らく来場者が少ないことを心配して ) 
駆けつけてくれた領域計画班メンバー
と加納研の BZ( ボスざる ) さまが見
守る中、分子生物学会のモーツァルト

こと、正井さんが奏でる軽やかなピア
ノの音色で「ゲノムの調べ」第一部の
幕が開きました。「本日は、初の試み
として無機質なゲノム配列を音で置き
換えて音楽にしてみましょう。ゲノム
配列を我々が聞いて心地よい規則、つ
まりコード進行に置き換えて、あるい
はイメージを曲に変えてゲノム、遺伝
情報を感性で捉えてみましょう。」と
いう司会・小林さんから「ゲノムの調
べ」という試みの主旨が説明され、開
始早々、「染色体は遺伝子の乗り物、
船のようなもの」というちょっと強
引な流れから、♬ I am sailing, I am 
sailing, home again ‘cross the sea 
~ ♬、とスポットライトを浴びた小林
さんによる “ Sailing  (Rod Stewart, 
1972 年 ) ” の熱唱。その後、小林さ
んの軽妙なトーク・解説を挟みながら、
名曲アレンジ、オリジナル曲織り交ぜ
ての正井さんの演奏によって、セント
ロメア、テロメア、トリプレットリピー
ト、エキソン・イントロンなどなど、「非
コードDNA研究」のエッセンスが表
現されていきました（当日のピアノ演
奏プログラムを参照ください）。開場
前、「ゲノムを音楽で表すって、どう
いうこと？想像つかない…できるのか

な ?」と話しながら、半信半疑で会場
に入っていった女子校生３人組も時々
ノートをとりながら熱心に聴き入って
いたのが印象的でした。リハーサル通
り、予定時間を超過しての約 45分間
でしたが、ピアノとトークの絶妙な掛
け合いであっという間に感じられまし
た。完成度の高いパフォーマンスに拍
手喝采で第一部、終了。

休憩を挟んで、熱帯でのフィールド
ワークから戻られたばかりという古賀
さんが、” お猿のかごや ” のピアノの
調べにのって壇上へ。独特の語り口
で、ヒトとお猿のゲノム、進化につい
て講演される様子は、まさにゲノムの
語り部。ヒトにいちばん近いといわれ
るチンパンジー、そのチンパンジーの
染色体にあるヘテロクロマチンのかた
まりがヒトでは消失している、その理
由は何か？この謎に迫る仮説を楽しく
語っていただきました。続いて、ショ
パン「バラード」第 1番ト短調 ( 注：

日本が誇るフィギュアスケーター羽生結弦選手

の 2013-2014 シリーズ・ショートプログラム

使用曲である。)　の調べに乗って、加納
さんが壇上にふわりと舞い降り、不老
不死の科学として一般の方も耳にした

ことがあるであろう「テロメアについ
て解説されました。実際の最新実験
データーも交えて、テロメア研究の最
先端を紹介していただきました。会場
の高校生の様子はというと、このよう
な公開講座に興味を持って参加するだ
けあって、専門的な内容でも興味を
持って耳をかたむけてくれている様子
でした。

最後の質問コーナーでは、「挿し木や
挿し芽で増える植物のテロメアってど

うなっているのですか？」など、内容
を理解した質問が複数ありました。講
演者、そして、本領域計画班・太田さ
んによる的確な回答、解説で質問者に
も納得いただいたところで、無事、「ゲ
ノムの調べ閉幕となりました。
個人的に寄せられた参加者からの感想
は概ね高評価で、特にゲノムを音楽で
表現するという試みが斬新でおもしろ
い、今回だけで終わらせるのはもった
いないのでは、と再演を望む声もあり
ました。

“ ゲノムの調べ ” 担当者として、最後
に一言。事前の宣伝活動の段取りが悪
く、もっと多くの高校生にきいてほし
かったと、反省すべき点も多くありま
したが、班員の皆様のご協力のもと無
事開催することができました。この場
を借りて、高校生向けの講演という難
題を引き受けていただいた古賀さん、
加納さん、そして、素晴らしいピアノ
演奏を披露していただいた正井さんに
感謝の意を表します。当日、駆けつけ
てくれた計画斑の皆様、そして、ボス
ざるさま、ありがとうございました。

　講演プログラム　

　ゲノムの調べ　 
　進行：小林武彦（遺伝研）
　ピアノ演奏：
　　正井久雄 (東京都医学総合研究所 )

　講演1
　ヒトのゲノム、類人猿のゲノム
　古賀章彦 ( 京大・霊長類研究所 )

　講演2 
　テロメアの神秘
　加納純子 ( 阪大・蛋白質研究所 )

　質問コーナー　
　＊担当：小林武彦 
　　　　　有吉眞理子（京大）
　　　　　須賀則之（明星大）

有吉　眞理子
京都大学工学研究科



16 17

2015年夏、
ゴードン会議に行ってきます

　非コード領域には第 1期から公募
班員として参加させてもらっている。
バクテリアのコンデンシンMukB タ
ンパク質による染色体DNAの凝縮機
構を研究している。MukBはいわゆる
SMCタンパクの仲間で、真核細胞型
のコンデンシンやコヒーシンと同様に
リング状のダイマーを形成する。バク
テリア染色体が凝縮し核様体構造を形
成にはMukB コンデンシンが欠かせ
ないが、どの部位にどのように結合し
て機能しているのかわかっていない。
公募研究ではMukB による凝縮の足
場となる染色体部位としてリボゾーム
遺伝子などの非コード領域が利用され
ていることを明らかにしようとしてい
る。しかし、MukB の DNAへの結合
様式といった基本的なことも不明であ
り、この点を明らかにするためDNA
結合の生化学的な研究で進めてきた。
どうもMukB コンデンシンもコヒー
シンと同様に抱え込むようにDNAを
保持していることがわかってきた。こ
の成果については論文にまとめている
最中なので、その代わりとしてエッセ
イを書かせてもらうことにした。

　研究成果をまとめる際に、関連分野
の研究者らと議論することは有益であ
る。そして、そのような場として国際
会議での発表はさまざまコメントもら
え役立つのだが、リスクもある。競
争の激しい分野ではないにもかかわら
ず、知らず知らずのうちに同じ研究を
行っているようなことは、どんな研
究分野であっても珍しいことではな
い。競争相手になってしまっているの
に有用な情報を与えてしまうことにな
りかねない。特に欧米の研究者が相手
の場合には英語が得意なだけに論文発
表で出し抜かれてしまったということ
をよく聞く。なので、国際会議では発
表するときには投稿原稿まで書き上
げておくか、理想としては投稿して
からにしなさいということを大学院

時代にとある教員からの忠告しても
らった。至極もっともであるが、な
かなか実践できるものではない。た
だ、1997 年のゴードン会議（Gordon 
research conference）、Plasmid & 
Chromosome dynamics の際には、
忠実にその言葉を守って参加した。７
月の会議に先立ち、６月には発表内容
を投稿した。出発の１０日ほど前に審
査コメントが送られてき、すぐさま追
加のデータを出して出発の前にはリバ
イスをアメリカ・ボストンの編集局に
送り返えし、私自身もゴードン会議参
加するためアメリカに向かった。

　ゴードン会議というのは毎年夏にア
メリカ東部ニューハンプシャー州郊外
の大学を会場に、分野の研究者を一堂
に集めた複数の分科研究会の総称であ
る（写真１）。６月から８月にかけて毎
週日曜日にはボストンのローガン国際
空港から、参加者を各会場に運ぶチャー
タバスが出発している。夏休みの学生
のいない大学の寄宿舎で参加者は一週
間ほど寝食を共にする（写真 2）。密な
付き合いをへてお互いに刺激し合おう
という会議である。未発表のデータの
公開を推奨し要旨集も作らない。参加
者が見聞録などで会議の内容を公開す
ることも禁止されている。会議期間中
は午前中に講演、午後は自由時間、夕
方にポスター発表、夕食後にまた講演
というのが基本である。その後は夜遅
くまで飲みながらのソーシャルアワー
である。オーガナイーザーの役目はこ
の飲み代を集めてくることと言われ、
よいオーガナーザーだと無料でビール
などがサービスされる。期間は長いが
ゆったりしてスケジュールである。過
密スケジュールの CSH meeting とは
全く逆のタイプの国際会議である。た
だし、もっと講演を詰め込もうという
オーガナイーザーもいるようで、午後
の休みを潰してセッションを入れよう
と企画するのである。が、ゴードン会

議の組織側はこれを公式には決して認
めない。プロジェクターなどの貸し出
しもしてくれない。ゴードン会議のホー
ムページの案内にも載せてくれない。
会場だけをなんとか借りて、持参して
きたプロジェクターでゲリラ的に行っ
た年もあった。とにかく、午後の自由
時間を研究者の交流にと開催組織は重
要視しているらしい。確かに、分野の
大御所らがこぞって参加するため、学
生やポスドクなどの若い研究者が彼等
と知り合えるよい機会となっている。

　1997 年の 7 月 13-18 日にかけて
Plasmid & Chromosome dynamics
ゴードン会議が開催された。この会
議 は Chromosome dynamics ゴ ー
ドン会議と名前を代えて続いており、
2015 年も開催される。この年の会議
は私の初めての参加であった。もう
３７歳になっていたが、それまで海外
の国際会議には２回ほどしか参加した
ことがなかった。参加者は論文でしか
知らない研究者たちばかりであった。
この時、私はポスターで発表であっ
た。内容は、Fプラスミドが大腸菌の
細胞分裂を通じて分配されていく過程
を FISH 法を使って観察したというも
のであった。大腸菌細胞内のプラスミ
ド DNAの位置を蛍光 DNAで検出す
ることにより、細胞に中央に位置して
いた一個の蛍光輝点が細胞分裂直前に
は２つの蛍光輝点に分離し、それぞれ
が細胞長の 1/4 と３/4 の位置に移動
しそのまま分裂を迎えるということを
観察していた。その結果として新生細
胞では細胞の真ん中に再び位置してい
るということを示したものであった。
この成果をまとめて、直前に投稿まで
してきたのである。

　この年の３月ハーバード大のグルー
プが LacI-GFP、lacOP 系でバクテリ
ア染色体の複製起点の動きを示した論
文が Cell 誌に発表していた。いまで

コラム

は一般的になった LacI-GFP、lacOP
系であるが、バクテリアで応用した最
初の論文であった。バクテリアの蛍光
細胞生物学がまさに始まった時期で
あった。固定した細胞とはいえ FISH
法によってバクテリア内でのDNAの
動きを観察することはまだ誰も成功し
ていなかったので、自分の研究も悪く
はないと思っていた。さて、ポスター
を貼りだしてからしばらくすると、自
分のポスターの前に人だかりができて
いた。私がポスター発表者だとわかる
と、その中にいた白髪の紳士的な研究
者が話しかけてきた。ボストンのタ
フツ大学の教授であるARさんであっ
た。AR さん等は LacI-GFP と lacOP
系を使ってFプラスミドの分配を観察
したのだそうだ。結果はお前と同じだ
という。生細胞で観察したプラスミド
の分配の様子を動画にし、バクテリア
の細胞の中を分配されていくプラスミ
ドを見ているというのである。FISH
法で死んだ細胞内の蛍光輝点の位置を
拡大した写真に物差しを当てて測り、
統計的にその細胞内の局在の位置を調
べたような泥臭い方法ではないのだ。

早く見せて欲しいと思ったが、ARさ
んのトークは最終日であり、会期中は
どのような発表をするのかずっとやき
もきしていた。最終日、Fプラスミド
や P1 プラスミドの細胞内での動き、
さらには大腸菌のOri と Ter の動きを
初めて動画で示したプレゼンテーショ
ンには圧倒されてしまった。ARさん
等もこの会議の始まる直前に論文を投
稿してきたという。こんなすごい結果
を先に出されてしまったら、自分の論
文などは木っ端微塵になってしまうと
考えると気が滅入ってしまった。どう
かリバイスした論文がうまく受理され
るようにと祈るばかりであった。

　1997 年当時、電子メールなどは普
及しておらず海外からの連絡は国際電
話か Fax しかなかった。ニューハン
プシャー州の片田舎からでは、日本か
らの連絡もままならなかった頃である
（写真３）。最終日の夕食はロブスター
というのがゴードン会議のお決まりで
ある（写真４）。
しかし、帰国してみると一通の Fax
が編集局から届いており、なんと私

の投稿した論文は７月 11日付で受理
になっていた。会議の開催前にこちら
の方は決着していたのだった。そして
晴れて出版された論文には Received 
12 June 1997, Revised 11 July 
1997 と記録されている。そして、タ
フツ大学らのグループの論文は同じ雑
誌に 1号遅れて掲載された。その論
文の日付をみるとReceived July 14, 
1997; revised August 6, 1997 であ
り、ゴードン会議の始まる前に投稿し
ていた。もし、この二つの投稿の順番
が逆であったら、彼等の論文が受理さ
れてから私の論文を送っていたらどう
なっていたのかなんてことは考えるだ
けでまたまた気が滅入りそうだ。この
ときは教えを律儀に守ったことが功を
奏したのである。ただ、これを教訓に
してこの教えをずっと守ってきたかと
かというとそうでもない、残念なヒト
だ。しかし、今年のゴードン会議に参
加するにあたっては、きちんと論文原
稿を書いてから行こうと決意している
のだが。

写真１　2005年のゴードン会議Chromosome Dynamicsの
会場である Colby-Sawyer College　New London, 
NH。決して設備のいいとはいえない会場だが、最新
の話で活気づいている。

写真2　Colby-Sawyer College　New London, NHの寄宿
舎。学生のいない夏休みを利用して研究会を開いて
いる。寄宿舎なのでバス、トイレが共同だったりす
ることもある。ただ、あまりに設備が悪いと参加者
が会場を代えろというので、長く使われているとこ
ろはそれなりに設備はいい。

写真 3　New London ちかくで一番高いという山、それでも
標高は 800 メートルほどしかない。周りは見渡す限
り森林。その中に湖は点在する。街は森に隠れてわか
らない。ほんとに小さな街しかない。

写真 4　巨大なザリガニという人もいるが、食べ応えは充分あ
る。醤油は、味ポンはないのかというのが日本人の
常套句。最近はこんな田舎の大学の食堂にまで soy 
sauce があったりする。

仁木　宏典
国立遺伝学研究所
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今回も何とかニュースレターをまとめることができました。忙しい中、原稿を執
筆してくれた領域関係者の皆様に感謝したいと思います。小林代表の巻頭言にも
あるように、本領域は残り１年を切りました。時が経つのは実に早いものです。
残りの期間で領域の集大成となるような成果を挙げて、本領域の活動を次の「何
か」につなげられたら素晴らしいと思います。非コードDNAに隠された機能は
まだまだたくさんあると思われます。本領域では染色体の機能に焦点を絞ってい
ますが、たとえば個体の多様性、病気のリスク、寿命、オーダーメイド医療など、
さまざまな分野で非コードDNAの重要性が明らかにされつつあります。今後は
非コードDNAをキーワードに、分野横断型の研究が必要になってくるかもしれ
ません。

編集後記

「ゲノムを支える非コードDNA領域の機能」
文部科学省科学研究費補助金  新学術領域研究（研究領域提案型）

ncDNA 
N E W S  L E T T E R

8VOL. 2015 June

新学術領域研究「ゲノムを支える非コードDNA領域の機能」今後の予定

2015年  8 月 5～ 7日 第９回領域会議（担当：中山）
 8 月 7, 8 日 国際シンポジウム「Non-coding DNA and Chromosomal Integrity」
　　　　　　　　　　　　（担当：中山・高田・加納）

2016年  3 月 終了国内シンポジウム「インターメアによる染色体制御機構」（担当：小林）
  第１０回領域会議（担当：小林）

（実施月は目安）

国際シンポジウム「Non-coding DNA and Chromosomal Integrity」ポスター




