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研究成果の概要（和文）：コヒーシンが形成する姉妹染色分体間接着は、細胞分裂における正確な染色体分配に
必須である。コヒーシンはユニークなDNA結合を介して接着を形成するが、その分子機構については不明な点が
多い。本研究は、コヒーシンの生化学的性質を解析し、その動作機構の一端が明らかにした。特に、コヒーシン
が多段階の制御を経てDNA分子同士を安定に繋ぎ止める活性があることを見出し、接着形成について新たな分子
モデルを提唱した。

研究成果の概要（英文）：Cohesin is a ring-shaped, multisubunit ATPase that topologically encircles 
DNA. The ring complex makes vital contributions to sister chromatid cohesion and global chromosomal 
organization to regulate numerous chromosomal events including chromosome segregation, DNA repair 
and transcriptional regulations. How cohesin establishes these chromosomal structures by topological
 DNA embrace is poorly understood. Here we found that purified cohesin mediates DNA-DNA interactions
 by single-stranded DNA (ssDNA)-dependent mechanism. Our genetic analyses have also suggested that 
ssDNA region plays important roles for establishment of sister chromatid cohesion. This study 
unveiled a novel cohesin’s activity and provides mechanistic insight into establishment of sister 
chromatid cohesion.

研究分野： 分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
染色体分配に不可欠であることに加え、コヒーシンは間期染色体のグローバルな高次構造形成も制御し、転写制
御を介して分化・発生にも関与することが次々と判明している。また、様々な染色体機能が明らかになる中、そ
の機能異常が染色体異常疾患や不妊等と関連することが報告されている。本研究は、精製コヒーシンのDNA結合
活性を直接解析することで動作機構の一端を明らかにした。得られた知見は、基礎研究への貢献に加え、長期的
展望として人類の健康増進に資する研究につながると期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
体細胞分裂における染色体の均等分配が遺伝情報の継承の実体であることは、一世紀以上前に
提唱されていた。染色体は DNA 複製を経て倍化した後、コヒーシン複合体の働きによって、互
いに離れないように接着している。この姉妹染色分体間接着は紡錘体による張力形成の起点と
なり、染色体の正確な分配方向を規定する。一方で、接着は DNA 二重鎖切断等の重篤な損傷の
修復のための構造基盤でもあり、遺伝情報の維持継承に必須の染色体構造の一つである。 
 コヒーシンはリング構造のタンパク質複合体で、酵母の遺伝学研究から同定された。
この複合体はリングの中に通すように DNA と相互作用することが知られ(トポロジカルな DNA
結合)、このユニークな DNA 結合活性を介して倍加した染色体同士を接着すると考えられている
[1](図１)。コヒーシンはローダー複合体によってクロマチン上にリクルートされ、DNA 複製に
伴って接着を形成する。また、網羅的染色体局在
解析・染色体コンタクト解析を中心とした研究か
ら、コヒーシンは、姉妹染色分体間接着に加え、
間期染色体のグローバルな高次構造形成も制御し、
転写制御を介して分化・発生にも関与することが
次々とわかりつつあった[2]。細胞機能が次々と明
らかとなっていた一方で、どのようにトポロジカ
ルに DNA と相互作用するのか、さらにこの結合様
式を介して、どのように接着や染色体高次構造を
形成するか、というコヒーシン分子機能の根本は
ほとんど理解が進んでいなかった。 
 
２．研究の目的 
コヒーシンのタンパク質としての機能は、結晶構造解析を中心に各ドメインやサブユニットの
相互作用様式について分子レベルで明らかになっていた[3]。一方で、コヒーシンがトポロジカ
ルに DNA と相互作用する分子機構については、明らかにするべき課題が多く残されていた。研
究代表者らは、分裂酵母の精製したコヒーシンを使った試験管内再構成よって、その機能的な
DNA 結合反応を直接解析できる実験系を構築した[4,5]。本研究では、この再構成系を用いて、
コヒーシンが DNA に結合する分子機構、及びコヒーシンが姉妹 DNA を接着する分子機構の解明
を目指した。 
 
３．研究の方法 
精製した分裂酵母のコヒーシンを用い、試験管内再構成実験を中心に解析を行った。 
コヒーシンが DNA 結合する分子機構：高速原子間力顕微鏡 (高速 AFM) を用いて、コヒーシン
一分子の動態を可視化し、DNA に結合する過程を可視化する計画を立てた。まず、マイカステ
ージ上に乗せたコヒーシンの動態をリアルタイムで追跡した。また、リン脂質膜上に DNA を固
定化し、DNA に結合したコヒーシンの観察を行った。 
コヒーシンが姉妹 DNA を接着する分子機構：接着形成について予想される最もシンプルな活性
は、２本の DNA 鎖を繋ぎ止める活性である。２種類の長さの異なる環状 DNA を基質に用い、コ
ヒーシンが 2本の DNA分子を繋ぎ止める(接着する)活性を有するかについて検証した。酵母を
用いた分子生物学的解析を行い、試験管内再構成解析で得られた知見について細胞レベルで検
証した。 
 
４． 研究成果 
(1)高速 AFM によるコヒーシン一分子の可視化と動的な構造変化 
研究代表者らのこれまでの解析から、ローダーはコヒーシンのリング円周上の複数の箇所に渡
って相互作用することが示唆されていた。このことは、コヒーシンリングは折り畳まれるよう
な大規模な構造変化を起こし、DNA とトポロジカルに結合することを予想させた。この仮説の
検証のため、高速 AFM を用いてコヒーシン一分子をリアルタイムで可視化し、分子構造につい
て解析した。コヒーシン複合体の中核は Smc1 と Smc3 である(図１)。Smc サブユニットは 2つ
の球場ドメイン (ヘッドとヒンジ) が約 50 nm のコイルドコイルで繋がれた特徴的な構造をと
る。Smc1 と Smc3 はヒンジで結合してヘテロ 2 量体化する。ヘッドは ATPase ドメインで、ATP
結合により会合する。ヘッド部には Scc1 が結合し、コヒーシンは閉じたリングとなる。高速
AFM で観察している間、コヒーシンは Smc のコイルドコイル部がフレキシブルに動いて中央付
近で折れ曲がり、リングが折りたたまれるような構造変化を繰り返した。また、環状 DNA にコ
ヒーシンを結合させた後、高速 AFM で観察を行ったところ、コヒーシンが DNA 上を一次元的に
移動する様子が捕らえられた。しかし、DNA 上でのコヒーシン自体の構造やその変化について
は明確に判別できなかった。今後は、トポロジカルなDNA 結合に必要なローダーや ATP を段階
的に加え、今回捕らえたコヒーシンの構造変化に対する影響を詳細に調べる。また、基質に用
いる DNA を小型し、コヒーシンの動きを制限して DNAとの相互作用時に起こす構造変化を解析
することが課題である。 
 
(2)コヒーシンの新規の DNA結合活性の発見と姉妹染色分体間接着形成との関連 



① コヒーシンはトポロジカルな結合を介して、2本のDNA 分子を繋ぎ止める。 
コヒーシンはどのように接着を形成するのか。最もシンプルな仮説は、すでに DNA に結合して
いるコヒーシンが 2本目の DNA を(もう片方の姉妹 DNAを)繋ぎ止めることである。そこで、す
でに dsDNA (二重鎖 DNA)に結合しているコヒーシンを用意し、”二つめ”の dsDNA 基質を加え
て反応させた。様々な条件で反応を行ったが、二つめのDNA 基質との結合は検出されなかった。
意外なことに、単鎖 DNA (ssDNA)と dsDNA を基質に反応を行ったところ、コヒーシンはこれら
２種の DNA 基質と同時に結合し、両者を繋ぎ止めた。一方、ssDNA 同士では、dsDNA 同士と同様
にコヒーシンによる繋ぎ止めは起こらなかった。この二つめの ssDNA との結合は、ATP とロー
ダーが必要であった。また、Scc1 サブユニットに TEV プロテアーゼ切断部位を導入した改変コ
ヒーシンを用いて同様の実験を行ったところ、ssDNA-dsDNA の繋ぎ止めは TEV プロテアーゼで
リング構造を１箇所切断することによって解除された。これらの結果は、2 つめの ssDNA との
結合は、コヒーシンが一つめの dsDNA と結合する場合と同じ反応でトポロジカルな結合を介す
ることを示唆する。 
 
② ssDNA とコヒーシンの結合は不安定である。 
何故二つめの DNA が単鎖であるのかを理解する為、コヒーシンと DNA との結合について詳細に
解析した。コヒーシンは ATP 依存的にトポロジカルな DNA 結合を行うが、ATP 非依存的に非特
異的に DNA と結合する。コヒーシンは、まず非特異的な DNA 結合により最初に DNA とコンタク
トした後、ATP 依存的にトポロジカルな DNA 結合を行うと考えらえる。ゲルシフト法により、
コヒーシンと DNA との非特異的な結合を調べたが、ssDNA と dsDNA の間で大きな違いは検出さ
れたなかった。次に、トポロジカルな DNA 結合反応を行った後に、それぞれの DNA との結合安
定性を調べた。コヒーシンと dsDNA の結合は安定で、EDTA 処理 (ATP 加水分解に必要な Mg++を
キレート)や高塩濃度処理に対しても結合を維持する。dsDNA とは対照的に、ssDNA は EDTA 処理
や高塩濃度処理でコヒーシンから解離した。このことは ssDNA とコヒーシンの結合は dsDNA の
場合より不安定であることを示唆する。 

コヒーシンのssDNAと dsDNAに対する非特異的な結合はほぼ同程度であったことから、
既に dsDNA に結合しているコヒーシンは ssDNA に対して親和性が高いことが予想された。そこ
で２つめの DNA として ssDNA と dsDNA を同時に加える競合実験を行った。この場合、ssDNA よ
りも高濃度で dsDNA を加えても、ssDNA の方が選択的に結合したことから仮説が支持された。
二つめとして ssDNA が選択的になる機構については今後さらなる解析が必要である。 
 
③ DNA複製によりssDNAをdsDNAに変換すると安定したdsDNA-dsDNAの繋ぎ止めが形成される。 
コヒーシンと ssDNA の結合は不安定であったことから、２つめの ssDNA との結合も崩壊しやす
いことが予想された。2つめの ssDNA 結合を行ったのちに、EDTA 処理、もしくは ATP 枯渇処理
を行うと、ssDNA と dsDNAの繋ぎ止めは速やかに崩壊した。対照的に、ATP 再生系を添加すると、
2 つめの ssDNA との結合はより長時間保たれた。このことは、2 つめの ssDNA を維持するため
には、コヒーシンの ATP 結合が重要であることを示唆する。 
 細胞内では、姉妹染色分体間接着は非常に安定である。例えば、接着は哺乳類の卵母
細胞では数〜数十年単位で保持される。一方で、試験管内再構成で形成された ssDNA-dsDNA が
不安定であることは、生体内での接着の特性と対照的であった。これまでの研究から精製した
コヒーシンは dsDNA とは安定に結合を維持することはわかっていた。そこで、二つめの ssDNA
がdsDNAに変換されれば、安定した繋ぎ止めを形成できると考えられた。実際に、二つめのssDNA
を DNA ポリメラーゼによって dsDNA に変換すると EDTA 処理に耐性となった。以上から、コヒー
シンは DNA 合成を介して、安定した dsDNA-dsDNA の繋ぎ止めを形成することが判明した。 
 
④ ssDNA 結合タンパク質複合体 RPA は、コヒーシンの二つめの ssDNA 結合を阻害する。 
生体内では、ssDNA 領域はDNA 複製や修復反応に伴い形成されるが、RPA が速やかに結合して保
護された状態にある。そこで RPA を精製し、コヒーシンの 2つめの ssDNA 結合反応に加えたと
ころ、濃度依存的に反応が阻害された。ssDNA 結合能が減弱した変異 RPA を用いて同様の実験
を行ったところ、この阻害は軽減された。このことは、RPA は ssDNA に結合することによって、
コヒーシンに二つめの ssDNA 結合を阻害することを示唆する。 
 
⑤ 細胞内において RPA は姉妹染色分体接着形成に阻害的に作用する。 
これまでの生化学的再構成実験から、ssDNA 領域が姉妹染色分体間接着の形成に機能すること
が示唆された。そうであれば、RPA は接着形成に影響を及ぼすと考えられた。つまり、RPA の
ssDNA 結合力を弱めれば、接着を形成させやすくなり、逆に RPA が増加すれば接着形成は阻害
される。この仮説を検証するため、出芽酵母を用いて前述の RPA 変異株と RPA 過剰発現株を作
製した。この株と接着形成に異常を持つ ctf18 欠損株を掛け合わせ二重変異株を作製し、染色
体上の GFP マーカーをトラックすることで接着形成能を評価した。ctf18 欠損株に RPA 変異を
導入すると、接着形成の異常が部分的に改善された。また、セントロメア領域での接着形成に
異常がある chl4 欠損株においてもこの RPA 変異によって部分的な抑圧が見られた。反対に、RPA 
の過剰発現は、それだけで接着形成に異常を起こし、ctf18 欠損株ではさらに異常が亢進した。
これらの結果は、ssDNA は接着形成に必要な生理的な基質であるという仮説と矛盾しない。 



 
姉妹染色分体間接着は、DNA 複製に共役して形成されることが知られていたが、その分子機構
は未だ不明である。本研究で得られた知見から、次のような接着形成モデルを提唱する(図２)。
DNA 複製フォークでは、dsDNA がヘリカーゼによって解離し、ssDNA が露出する。リーディング
鎖では連続して DNA 合成が起こるため、ssDNA 領域は速やかに dsDNA に変換される。一方、ラ
ギング鎖では DNA 合成は不連続で、一時的に ssDNA 領域ができる。この複製フォークの直後に
見られるdsDNAと ssDNAの位置関係は、コヒーシンが二つめのssDNA結合反応によって姉妹DNA
を繋ぎ止めるのに適した状況であると考えらえる。すなわち、コヒーシンはまずリーディング
鎖の dsDNA とトポロジカルに結合し、続いてラギング鎖の ssDNA を繋ぎ止める。その後、ラギ
ング鎖合成によって ssDNA は速やかに dsDNA に変換され、安定した姉妹 DNA の接着が形成され
る。 

本研究では、試験管内再構成
実験により、コヒーシンが
ssDNA-dsDNAの繋ぎ止めを行う新
規の活性を見いたした。また、酵
母を使った遺伝学的解析から、
ssDNA領域が接着形成に関与する
ことが示唆された。一方で、本研
究からRPAは二つめのssDNA結合
を阻害し、接着形成に阻害的に働
くこともわかってきた。今後は、
RPAの阻害効果を解消する因子の
同定と、その分子機構の解明が必
要である。 
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