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研究成果の概要（和文）：発がん要因のひとつに動原体不全があるが、これまで、どのような分

子が動原体機能や構成に関わっているか不明であった。本特定領域研究では、20 種類程度の動

原体構成因子を新しく同定してその分子集合過程を明らかにできた。がん細胞において、同定

した動原体構成因子の発現異常も確認できており、がん治療における有力な標的分子候補が同

定できたことを意味している。 
 
研究成果の概要（英文）：Faithful chromosome segregation during mitosis is essential for the 
accurate transmission of genetic material. To facilitate this, each replicated sister 
chromatid assembles a kinetochore on centromeric DNA which forms a dynamic interface 
with microtubules from the mitotic spindle. Dysfunction of the kinetochore leads cancer. 
However, molecular mechanism by which the kinetochore is formed, is still unclear. In this 
study, we have identified more than 20 molecules, which localize to the kinetochore and 
characterized each molecule. 
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１．研究開始当初の背景 
細胞周期の過程において、染色体が正確に複
製、分配されて安定に次世代細胞へと受け継
がれていくことは、生物にとって最も基本的
な性質である。染色体分配機構の異常が遺伝
情報の不正確な伝達を導き、細胞の「がん化」

などを引き起こす。したがって、染色体複製
や分配の分子機構を解明することは、染色体
の不安定性の要因を明らかにしてがんの重
要な特性を理解できる。細胞分裂の過程にお
いて、紡錘体が結合する染色体の特殊領域は
セントロメアと呼ばれる。セントロメアは単
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なる紡錘体の付着領域としての機能だけで
なく、細胞周期進行の制御にも関わっている。
細胞分裂の際、紡錘体に異常がある細胞や、
紡錘体とセントロメアが適正に結合してい
ない細胞では、一時的に細胞周期の進行が停
止する。紡錘体チェックポイントと呼ばれる
細胞機能であるが、いくつものセントロメア
構成タンパク質がチェックポイント機能に
関与しているという報告がある。セントロメ
アの異常を原因とする染色体不安定性に関
する知見を得ることは、基礎生物学的見地に
裏づけられた新しいがん化機構の解明の研
究につながると考えられる。 
 
２．研究の目的 
研究代表者は、ヒト人工染色体とニワトリ
DT40 細胞を融合したユニークな実験系を用
いて、セントロメアの機能解析を行ってきた。
本特定領域研究を開始する前までに得られ
た知見を基礎にして、本特定領域研究におい
ても染色体分配機構の理解に向けたセント
ロメアの分子構築の解明と細胞周期進行制
御に関わるセントロメア機能を解析するこ
とを目的とした。特に、年々蓄積するゲノム
情報を利用したプロテオミクス解析を駆使
してセントロメア構築に中心的役割を担う
タンパク質群の同定を行い、それらの系統的
な機能解析を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) 研究代表者らは、本研究を開始する前ま
でに CENP-A をはじめとしてセントロメア
構築に関わる CENP-C, -H, -I のノックアウ
ト株を世界に先駆けて樹立してきた(EMBO 
J., 1999; 2001; Dev. Cell, 2001; 2002; J. Cell 
Sci., 2003)。その研究過程で、各種セントロ
メアタンパク質の発現を tag 付き融合タンパ
ク質の発現に完全に置き換えた DT40 細胞を
樹立している。これら細胞株の核抽出液から
抗 tag 抗体を用いた免疫沈降法によってセン
トロメアコア複合体の精製を行ってきた。本
研究でも、この実験を精力的に行う。精製物
については、Lc-Ms/Ms 法を用いてアミノ酸
配列を決定する。タンパク質が同定できた後
は、それらタンパク質と GFP 融合タンパク
質を細胞内に発現させて、細胞周期に依存し
たこれらタンパク質の細胞内局在を明らか
にする。 
(2) 得られた新規タンパク質に関しては、研
究代表者が得意とするノックアウトの手法
を用いて機能解析を行う。作成した条件的ノ
ックアウト細胞については、制限条件下で、
細胞増殖の有無、細胞周期の進行や小型化染
色体の安定性、微小管タンパク質や紡錘体チ
ェックポイントタンパク質の異常、特殊顕微
鏡装置を用いた生細胞観察、他のセントロメ
アタンパク質の細胞内局在等を解析する。特

に、あるタンパク質のノックアウト株をそれ
以外のタンパク質に対する抗体で免疫染色
することによってセントロメアへ集合する
タンパク質群の集合過程が明らかにできる。
我々は、これまでの複数のノックアウト実験
で CENP-C のセントロメアへの集合には
CENP-H と CENP-I が必要であることを発
表した (EMBO J., 1999; EMBO J., 2001; 
Dev. Cell, 2002)。これらの研究結果に本計画
の研究で得られる結果を合わせることによ
って、より詳細なセントロメアの形成機構が
明らかになると予想される。また、同定した
タンパク質の発現異常ががん細胞内で起き
ている可能性についても解析する。 
 
４．研究成果 
染色体が安定に次世代細胞へ伝達される分
子機構を明らかにする目的で、染色体分配に
重要な働きを担うセントロメアの機能解析
を行なった。2005 年度には、生化学的な手
法と年々蓄積するゲノム情報を利用したプ
ロテオミクスの手法を併用して、7 種類のセ
ントロメア蛋白質の同定に成功した。 
 2006 年度には、2005 年度の結果を発展さ
せる目的でセントロメア蛋白質の同定を進
めた結果、 2005 年度の結果も併せて
CENP-H を含む 13 種類のタンパク質からな
る巨大複合体 (CENP-H/I 複合体)がセント
ロメアに存在することを明らかにできた。遺
伝子ノックアウト法を用いて個々の蛋白質
の機能解析を行い染色体安定性に必須であ
ることを明らかにした。 
 2007 年度には、CENP-H/I 複合体の機能
解析を進める目的で、培養細胞での解析に加
えて、生化学的再構成実験を開始した。これ
まで、5 種類の蛋白質での試験管内再構成に
成功した。また、がん細胞で本複合体蛋白質
が過剰発現しているデータも得た。 
 2008 年度には、同定したセントロメアタ
ンパク質複合体と染色体安定性と関連を解
明する目的で CENP-H/I 複合体のサブクラ
スである CENP-O 複合体解析をすすめた。
CENP-O 複合体が PLK によってリン酸化さ
れ、紡錘体障害からの回復に重要な働きを担
っていることを明らかにした。また、これら
の蛋白質を正常細胞に過剰発現させると、紡
錘糸の結合以上が起き細胞が多核化するこ
とが判明した。 
 2009 年度には、CENP-H/I 複合体と相互
作用する CENP-T/W 複合体の同定に成功し
た。さらに本複合体の DNA 結合活性を有し
がん細胞での過剰発現していることを明ら
かにした。さらに、新規のセントロメア複合
体として CENP-S/X 複合体の同定にも成功
した。 
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