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（５）研究成果の概要 
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本研究テーマは、「DSB 形成地点から両方向に転写される dilncRNA の挙動と染色体構造の関係が修復経路を

決定づける鍵になるのではないか」という仮説を検証するために、減数分裂期という染色体高次構造の変化が同

調的に起こる環境を利用するものである。本研究では、減数分裂期の染色体構造が異なる時期に進行が停止する

株において、CRISPR/Cas9 によって DSB 導入を行い、そこから転写される dilncRNA の代謝を定量的に調べ

ることで、染色体構造と DSB 修復経路選択の関係性を、dilncRNA を介して理解しようとした。適切なタイミ

ングで DSB 導入を行うための様々な条件検討を行い、プラスミドを保持する方法ではなく出芽酵母のゲノム中

に直接 CRISPR/Cas9 とガイド RNA の配列を挿入する方法に切り替え、野生株での減数分裂期進行が遅延しな

いことを確認した。しかし、この株を減数分裂期中に DSB が起こらない spo11-Y135F 変異の Background に

入れると、同調性が悪く遅延するようになった。その原因として、この株に入った目的外の変異の影響が考えら

れたため、本共同研究先であるゲノム染色体機能研究室から新しく作り直した spo11-Y135F 変異株を提供して

いただき、目的の変異を掛け合わせて本実験に使う変異シリーズを作製した。まず、DSB 形成率が最適化され

たガイド配列をゲノムに挿入した spo11-Y135F Cas9-guideRNA株において減数分裂期同調を確認したところ、

減数分裂期の同僚性の悪さと進行の遅延は解消された。この株に減数分裂期の進行が停止する各変異を導入し

た株を作製し、DSB 形成後の dilncRNA の転写量を調べたところ、最も染色体高次構造が緩いと予測される

cdc53-mn 変異株において DSB 導入後の切断点近傍の転写量が増加しており、dilncRNA の転写量は染色体構

造の密な環境に比べ構造の緩い環境下で上昇することが予想された。よって、dilncRNA の転写そのものと DSB

修復経路選択の関係性が染色体構造と修復経路選択との関係を理解する上で重要であると考えられた。 

 

 

 


