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〈要 約〉
　真核生物においてゲノムの複製は染色体にある多数の複製開始点からさまざまなタイミングではじまるが，どの複製開始点がどのタイミングで使用されるのか，いわゆる，複製プログラムを決定するしくみについては未解明な点も多い．この研究では，出芽酵母におけるゲノムの複製において，ヒストン脱アセチル化酵素であるRpd3およびSir2が複製のタイミングを逆の方向に制御していることを見い出した．つまり，Rpd3は後期の複製開始点からの複製の開始を遅らせ，一方で，Sir2はS期の初期における複製開始点の効率的な活性化に必要であった．この背後には，くり返し配列であるリボソームDNA領域とそれ以外の領域とのあいだにおける複製開始因子の競合という分子機構のあることが示された．さらに，Rpd3およびSir2が多コピーからなるリボソームDNA領域の複製開始点の活性をそれぞれ正と負に対立的に制御することにより，複製プログラムの制御に寄与していることが明らかになった．
はじめに

　ゲノムの正確な複製は遺伝情報の安定な維持において重要である．複製プログラム，すなわち，どの領域がいつ複製されるかという複製のタイミングは，細胞の系統や分化および発生の過程に応じて柔軟に変化することが知られている1)．複製プログラムの制御の生理的な意義についてはまだよくわかっていないが，複製と転写あるいは修復など染色体のほかの機能とをうまく協調させることが遺伝情報の正しい継承のために重要であると考えられている2)．複製プログラムは複製開始因子の複製開始点へのアクセシビリティを変化させるクロマチンの構造や核における3次元配置などエピジェネティックな機構により制御されている3)．複製開始因子のいくつかは複製開始点の数に比べ少なく，そのため，ゲノムにある複製開始点がすべて同時に活性化することはない．律速となる複製開始因子が散在する複製開始点に順に作用していくことにより，あたかもプログラムされていたかのようにゲノムの複製が順序だって行われる（図1）．
　出芽酵母において，後期の複製開始点はヒストンの脱アセチル化のような抑制性のクロマチン修飾により制御されているといわれている．ヒストンのアセチル化の状態を制御するヒストン脱アセチル化酵素のうち，複製の制御にかかわることが早くから報告されていたものにRpd3があり，100以上の複製開始点の活性化を遅らせることが知られている4-6)．しかし，Rpd3は後期の複製開始点のみならず初期の複製開始点の活性も負に制御しており，複製プログラムの制御において後期の複製開始点と初期の複製開始点とを分けるタンパク質としては疑問が残っていた．Rpd3にくわえ，2つのSirtuinファミリー（NAD+依存性ヒストン脱アセチル化酵素）の複製の制御への関与が知られている．Sir2はいくつかの複製開始点を抑制的に制御し，一方で，Hst1は別のいくつかの複製開始点を促進的に制御している．また，複製開始点の周辺のヒストンのアセチル化のパターンは，ゲノム全体での複製のタイミングとは相関しないという報告もある7)．このように，ヒストン脱アセチル化酵素による複製プログラムの制御の詳細は不明のままであった．
　今回の論文では，初期の複製開始点および後期の複製開始点におけるヒストン脱アセチル化酵素による複製プログラムの制御機構を解明するため，モデル系としてヒストン脱アセチル化酵素を欠損した出芽酵母を用いて，全ゲノム領域における複製の開始の活性について解析した．
1．Rpd3およびSir2は複製を反対の方向に制御する

　ヒストン脱アセチル化酵素がどのように複製プログラムの形成に貢献しているのかを解明するため，出芽酵母のもつすべてのヒストン脱アセチル化酵素について欠失変異体を作製し，複製プログラムへの影響について解析した．BrdU-IP-chip法により複製プロファイルを調べた．これは，DNA合成部位をBrdUにより標識したのち免疫沈降を行い，マイクロアレイにより全ゲノム領域について複製を検出する方法である．全10種類のヒストン脱アセチル化酵素のうち，たった2つが複製プロファイルにいちじるしい影響をあたえ，その影響は逆向きであった．過去の報告のとおり，rpd3欠損株では後期の複製開始点の時期尚早な活性化が起こり，また，初期の複製開始点においてもDNAの合成量（BrdUの取り込み量）が上昇した．複製プロファイルに影響する可能性のある細胞周期やdNTPプールに大きな影響はなく，複製チェックポイント経路は野生株と遜色なく活性化していた．RPD3遺伝子の欠失により脱制御した複製開始点はRpd3による脱アセチル化部位と位置的に近い傾向がみられたが，初期の複製開始点あるいは後期の複製開始点にかかわらず一定の相関を示した．一方で，sir2欠損株では全体的にBrdUの取り込みが低下し，いくつかの初期の複製開始点では活性化が抑制された．これ以外のヒストン脱アセチル化酵素をコードする遺伝子の欠失は複製開始点の活性化に大きな影響をあたえなかった．以上より，出芽酵母においては2つのヒストン脱アセチル化酵素，Sir2およびRpd3が複製開始点の時間的な制御において逆の役割を担うことが明らかになった．つまり，Rpd3は初期の複製開始点および後期の複製開始点をともに抑制しており，Sir2は初期の複製開始点の効率的な活性化に必要であった．
2．sir2欠損株における初期の複製開始点の活性の低下はrDNA領域の複製活性の上昇による
　ここまでのゲノムワイドな解析は技術的な制限によりくり返し配列にある複製開始点を解析の対象とはしていなかった．しかし，出芽酵母の複製開始点の約30％はリボソームDNA（rDNA）領域などのくり返し配列のなかに存在する．出芽酵母では複製開始点の数に比べてある種の複製開始因子の量が少なく，これが複製の開始において律速となっている．ごく最近，rDNA領域にある複製開始点が単一コピーの複製開始点と競合することが報告されたが，この両者のバランスを制御するしくみはわかっていなかった8)．Sir2はrDNA領域において転写の抑制に機能しており，rDNA領域にある活性な複製開始点の分布に影響するヒストン脱アセチル化酵素である．rDNA領域は第12染色体にあり，9.1 kbの反復配列がタンデムに150～200コピーほど連なっている．それぞれのくり返し配列ごとに複製開始点があるが，1回のS期において活性化する複製開始点はそのうち20％にすぎない．活性な複製開始点は転写の活性な遺伝子の下流にあること，また，活性な複製開始点はとなりあった2～3個からなる一団を形成しており，Sir2によるヒストン脱アセチル化により抑制された不活性なギャップにより隔てられていることが報告されている．
　定量PCR法によりrDNA領域の複製に対するSIR2遺伝子の破壊の影響を調べたところ，複製活性が上昇していることがわかった．sir2欠損株では複製開始点を含めたrDNA領域において活性なヒストンの標識であるヒストンH4のLys16のアセチル化が上昇していた．また，すでに知られていたことだが，sir2欠損株においては組換えにより産生される染色体外環状rDNAの蓄積がみられた．そこで，sir2欠損株においてrDNA領域の複製活性が上昇することが，ほかの初期の複製開始点における複製活性の低下の第1の要因ではないかと考えた（図2）．この可能性を検証するため，rDNAのコピー数を通常の150～200コピーから20コピー程度にまで減少させてその影響をみた．20コピーのrDNAは細胞の増殖には十分であり，rDNAのコピー数の増幅に必要なタンパク質Fob1を欠損させておくことにより維持できる9)．野生株ではrDNAのコピー数を減少させても，rDNA領域およびほかの領域ともに複製活性に変化はみられなかった．その一方で，野生株よりもrDNA領域の複製活性が上昇しているsir2欠損株においては，rDNAのコピー数を減少させることによりrDNA領域の複製活性が1/3まで低下した．それに応じるように，sir2欠損株では減弱していた初期の複製開始点からの複製が回復していた．また，rDNAのコピー数は変えずにFOB1遺伝子を単独で欠失させた場合にも，sir2欠損株においてゲノム全体の複製についてかなりの回復がみられた．これは，Sir2により増加する染色体外環状rDNAの形成にFob1が必須であり，sir2 fob1二重欠損株では染色体外環状rDNAの劇的な減少とrDNA領域の複製活性の低下がひき起こされたことと合致した．これらの変異体ではrDNA領域における複製の開始率がほかの領域における複製の開始率と逆相関の関係を示した．
　総じて，sir2欠損株においてrDNA領域の複製活性を低下させると，複製プロファイルが正常にもどることが示された．これらの結果は，rDNA領域の多コピーの複製開始点と一般的な単一コピーの複製開始点の転写活性のバランスが複製プログラムを制御しているというモデルを強く示唆した．なお，Sir2はrDNA領域以外の領域における転写の抑制に対し，Sir3およびSir4とともにはたらくことが知られている．しかし，SIR3遺伝子の欠失は複製プログラムに影響しなかったので，Sir2によるほかの領域における転写の抑制はグローバルな複製プログラムの制御には関与しないと考えられた．
3．SIR2遺伝子の欠失はrpd3欠損株における複製を正常にもどす
　これまでの結果から，rDNA領域が複製プログラムの制御の鍵となることが示唆された．そこで，rpd3欠損株においても同様にrDNA領域の複製活性が変化しているかどうかを検討した．定量PCR法およびChIP-seq法の結果，rpd3欠損株ではrDNA領域の複製活性が顕著に低下していた．また，rpd3欠損株では染色体外環状rDNAの減少もみられた．これらは，rpd3欠損株における初期の複製開始点および後期の複製開始点の活発な活性化と一致した（図2）．さらに興味深いことに，rpd3欠損株におけるrDNA領域の複製の抑制はSir2に依存しており，rpd3欠損株においてSIR2遺伝子を破壊しrDNA領域における転写の抑制を解除すると，rDNA領域の複製活性は回復した．それのみならず，ほかの領域の複製活性も野生株に近いパターンにまでもどった．すなわち，RPD3遺伝子の欠失のゲノムワイドな複製への影響は，rDNA領域の複製活性の変化に大きく起因することが示唆された．
　これら複製開始点のあいだの競合が数の限られた複製開始因子に対し生じていることを検証するため，いくつかの複製開始因子を過剰に発現する株を利用した10)．これらの複製開始因子を過剰に発現すると，sir2欠損株において抑制される初期の複製開始点の活性化がみられた．また，野生株と比べて，sir2欠損株において初期の複製開始点におけるBrdUの取り込みが低下することもなかった．よって，sir2欠損株においてみられる初期の複製開始点の抑制は，複製活性の上昇したrDNA領域が律速となる複製開始因子をこれらの複製開始点からうばった結果であると考えられた．
　今回の研究において，Sir2およびRpd3がrDNA領域のクロマチン構造を制御することにより，複製プロプラムを制御していることが明らかになった．数の限られた複製開始因子に対する単一コピーの複製開始点との競合を制御するため，Sir2はrDNA領域の複製活性を抑制し，一方で，Rpd3はこの効果を相殺する役割があった．ヒストン脱アセチル化酵素のもつ複製プロプラムの制御へのおもな効果は，個別の単一コピーの複製開始点における複製活性より，むしろ，rDNA領域の複製開始点における複製活性の変化によるという説明は，出芽酵母においては複製のタイミングとローカルなヒストンアセチル化との相関がみられないことと矛盾しない．
おわりに

　筆者らは，ヒストン脱アセチル化酵素がおもに染色体外環状rDNAの形成およびrDNA領域の複製開始点の活性を制御することにより，出芽酵母において複製プログラムの全体を左右すると考えている．これは，ヒストン脱アセチル化酵素が個別の複製開始点に直接に作用することで複製プログラムを制御しているという，従来のモデルとは異なる新たな分子機構である．ただし，この研究は複製プログラムの制御におけるヒストン脱アセチル化酵素のローカルな効果を否定するものではない．出芽酵母において，rDNA領域の複製活性は寿命に関与し，その上昇は寿命を縮めることが報告されている8,11)．この因果関係のなかに複製プログラムの変化がからむのかどうか興味深い．
　また，同様の複製プログラムの制御機構がヒトの細胞にもあるかどうかについては今後の課題である．多細胞生物における複製においても，特定の複製開始因子が量的に律速になっていることはいくつかの脊椎動物のモデル系において報告されはじめている12-14)．そして，Rpd3あるいはSir2に関連するヒストン脱アセチル化酵素の遺伝子は酵母からヒトまで保存されている．ただし，出芽酵母のゲノムに比べヒトのゲノムではrDNA領域のしめる割合が低いため，ヒトにおいてヒストン脱アセチル化酵素がまったく同様にrDNA領域の複製を制御することにより複製プログラムに関与するとは考えにくい．しかし，rDNA領域にかぎらなければ，くり返し配列はヒトのゲノムの50％をしめるといわれている．転写の抑制されているヘテロクロマチンにはくり返し配列も多く，これらの領域が複製開始因子についてほかの領域と競合しないよう制御されている可能性はある．出芽酵母のように，ヒストン脱アセチル化酵素がこれら単一コピーの複製開始点と競合するくり返し配列の複製開始点の活性制御を介して複製プログラムに影響するのかどうかを明らかにすることは，多細胞生物のもつ複雑かつ柔軟な複製プログラムを理解するうえで重要であると考えられる．
〈文 献〉

 1) Rhind, N. & Gilbert, D. M.: DNA replication timing. Cold Spring Harb. Perspect., 5, a010132 (2013)
 2) Magdalou, I., Lopez, B. S., Pasero, P. et al.: The causes of replication stress and their consequences on genome stability and cell fate. Semin. Cell Dev. Biol., 30, 154-164 (2014)
 3) Renard-Guillet, C., Kanoh, Y., Shirahige, K. et al.: Temporal and spatial regulation of eukaryotic DNA replication: From regulated initiation to genome-scale timing program. Semin. Cell Dev. Biol., 30, 110-120 (2014)
 4) Aparicio, J. G., Viggiani, C. J., Gibson, D. G. et al.: The Rpd3-Sin3 histone deacetylase regulates replication timing and enables intra-S origin control in Saccharomyces cerevisiae. Mol. Cell. Biol., 24, 4769-4780 (2004)

 5) Knott, S. R., Viggiani, C. J., Tavare, S. et al.: Genome-wide replication profiles indicate an expansive role for Rpd3L in regulating replication initiation timing or efficiency, and reveal genomic loci of Rpd3 function in Saccharomyces cerevisiae. Genes Dev., 23, 1077-1090 (2009)
 6) Vogelauer, M., Rubbi, L., Lucas, I. et al.: Histone acetylation regulates the time of replication origin firing. Mol. Cell, 10, 1223-1233 (2002)

 7) Nieduszynski, C. A., Knox, Y. & Donaldson, A. D.: Genome-wide identification of replication origins in yeast by comparative genomics. Genes Dev., 20, 1874-1879 (2006)

 8) Kwan, E. X., Foss, E. J., Tsuchiyama, S. et al.: A natural polymorphism in rDNA replication origins links origin activation with calorie restriction and lifespan. PLoS Genet., 9, e1003329 (2013)

 9) Ide, S., Miyazaki, T., Maki, H. et al.: Abundance of ribosomal RNA gene copies maintains genome integrity. Science, 327, 693-696 (2010)

10) Tanaka, S., Nakato, R., Katou, Y. et al.: Origin association of Sld3, Sld7, and Cdc45 proteins is a key step for determination of origin-firing timing. Curr. Biol., 21, 2055-2063 (2011)

11) Ganley, A. R. D., Ide, S., Saka, K. et al.: The effect of replication initiation on gene amplification in the rDNA and its relationship to aging. Mol. Cell, 35, 683-693 (2009)

12) Collart, C., Allen, G. E., Bradshaw, C. R. et al.: Titration of four replication factors is essential for the Xenopus laevis midblastula transition. Science, 341, 893-896 (2013)

13) Srinivasan, S. V., Dominguez-Sola, D., Wang, L. C. et al.: Cdc45 is a critical effector of myc-dependent DNA replication stress. Cell Rep., 3, 1629-1639 (2013)

14) Wong, P. G., Winter, S. L., Zaika, E. et al.: Cdc45 limits replicon usage from a low density of preRCs in mammalian cells. PLoS One, 6, e17533 (2011)

〈著者プロフィール〉

吉田 和真（Kazumasa Yoshida）
略歴：2006年 大阪大学大学院理学研究科博士課程後期 修了，同年 国立がんセンター研究所 リサーチレジデント，2010年 フランスInstitute of Human Geneticsポスドクを経て，2013年より九州大学大学院薬学研究院 助教．
研究テーマ：ゲノムの複製の分子機構．
関心事：発がんや老化につながるゲノムの不安定性は正常な細胞においてどのように生じるのか？　また，複製のタイミングはゲノムの機能やその安定な維持にとりどのような意味をもつのか？

〈図説明〉
図1　真核生物における複製プログラムの制御のモデル

細胞周期のS期において複製開始因子が順に作用することにより，初期の複製開始点および後期の複製開始点が順に活性化される．複製開始点どうしのクラスタリングやクロマチンの環境が，複製開始因子の複製開始点への親和性などを変化させ複製のタイミングを決定している．
図2　Sir2およびRpd3によるrDNA領域における複製とほかの領域における複製とのバランスの制御

（a）野生株．複製開始因子が一般的な単一コピーの複製開始点およびrDNA領域の多コピーの複製開始点を活性化する．
（b）sir2欠損株．rDNA領域における転写の抑制が低下し，複製開始因子が複製開始点に作用しやすくなる．複製開始因子の数にはかぎりがあるので，rDNA領域の複製開始点が複製を過剰に開始すると，単一コピーの複製開始点の活性化が遅れる．
（c）rpd3欠損株．rDNA領域における転写の抑制がSir2に依存して増強される．rDNA領域における複製が少ない分，利用の可能な転写開始因子が増加し，rDNA領域以外の領域における複製が野生株よりも早期に起こる．rpd3欠損株においてSIR2遺伝子を欠失するとrDNA領域の複製は正常にもどり，それ以外の領域における複製が早期に起こることはない．
