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研究成果の概要（和文）： 

 出芽酵母、分裂酵母を用いた解析により、基本的な染色体情報解析システムのパイプラ
インは構築され、染色体の基本的な構造、染色体機能の制御、そしてその連携機構につい
ていくつもの新しい発見があった。特に、本研究が契機となりひと染色体構造の解析技術
を構築できた意義は大きい。興味深い発見につながったものとして、１）ヒトに於いて、
ChIP-chip 解析が可能となったこと、および、２）ヒトコヒーシンの ChIP-chip 解析から
明らかとなったコヒーシンの転写に於ける機能の発見、があげられる。当初、本研究を開
始した時点では、ヒト染色体で ChIP-chip 解析を行うことは、ゲノムの５割を超える繰り
返し配列が PCR で増幅する際のバイアスとなるため不可能であった。そこで、この増幅
法の検討を重ね、DNA を in vitro transcription により、RNA として直線的に増幅し、リ
ピート配列によるバイアスを抑制することで、ヒト染色体構造も ChIP-chip 解析可能な系
を構築することが出来た。さらに、この技術を用いて、コヒーシンについて、効率の良い
染色体免疫沈降が可能な抗体を取得し、ヒト染色体上における局在解析を行った。その結
果、染色体分配に必須の役割を持つコヒーシンがヒトではその機能とは独立にインシュレ
ーターとして転写制御に機能していることが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We have built up the system for the efficient analysis of chromosome structure of 
yeast species. Based on this system, we have identified many cross talks between 
chromosome functions and newly developed the new system to analyze chromosome 
structure of higher eukaryotes. The key method is to use in vitro transcription instead 
of PCR for the amplification of genomic fragment from higher eukaryotes that contain 
many and various classes of repetitive sequences, to avoid biased amplification of 
repeat. Using the system we unexpectedly found that cohesion, the protein complex 
essential for holding sister chromatids together until the onset of M-phase, co-localizes 
with CTCF, the protein essential for transcriptional insulation. Our data suggest that 
the cohesion complex itself is required for transcriptional insulation and CTCF is 
required for proper localization of cohesion complexes on chromosome. 
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１．研究開始当初の背景 

染色体は遺伝情報の本体であり、染色体代謝
異常は癌化、老化をはじめ、種々の疾病の原
因となる。染色体代謝（転写、分配、組換え、
修復、複製）研究は日本が世界をリードして
きたが、個々の染色体機能に関する研究は、
現在、より機能間の連携を意識した方向で進
めることが必須となっている。すなわち、染
色体を一つの機能装置（蛋白－DNA 複合体
の集積物）として詳細に丸ごと解析し、染色
体という機能的統合体の中で個々の機能を
洗い直す、ゲノム学的視点に立った新たな研
究の展開が要求されていた。 

 

２．研究の目的 

本申請では、染色体の各機能領域（姉妹染色
分体間接着部位、複製開始点、セントロメア、
ヘテロクロマチン、ユークロマチン、テロメ
ア等）の分子構築及び、各染色体機能の分子
的連携機構を理解するためのシステム構築
を狙う。そのため、細胞周期の中でも特に動
的な過程である複製と分配に焦点を当て、染
色体の複製から分配へといたる動態をゲノ
ム学的手法（ChIP-chip 法）を用いて明らか
にする。一連の解析の中で、繰り返し配列や、
塩基配列のバイアスが高い、より複雑なゲノ
ム構造を持つ生物への応用、という現行の
ChIP-chip 法の問題点についても解決を目指
した。 
 

３．研究の方法 
出芽酵母および、分裂酵母の全染色体
（14Mb）を対象に、S 期から M 期の細胞周
期進行に従う、および、各種ストレスによ
って誘導される染色体結合蛋白の動態を解
析した。数十の染色体結合タンパクの動態
を解析し、その上で、個々のタンパクの動
態プロファイルの相関性から、染色体動態
を体系的に理解するための新たな情報処理
技術の開発を行う。これと平行して、ヒト
染色体についても ChIP-chip 法の構築、染
色体情報解析システムの構築を試みた。 
 
４．研究成果 
 出芽酵母、分裂酵母を用いた解析により、
基本的な染色体情報解析システムのパイプ
ラインは構築され、染色体の基本的な構造、
染色体機能の制御、そしてその連携機構につ
いていくつもの新しい発見があった。これら
は当初、姉妹染色分体間接着因子や複製の終
結について、我々が設定したいくつかの課題
を単に解決するに留まらず、新たな知見をも
たらし、さらなる発展へとつながっている。

さらに、本研究で予想外の進展があり、興味
深い発見につながったものとして、１）ヒト
に於いて、ChIP-chip 解析が可能となったこ
と、および、２）ヒトコヒーシンの ChIP-chip
解析から明らかとなったコヒーシンの転写
に於ける機能の発見、があげられる。ここで、
は主としてこの二点について述べる。 
 当初、本研究を開始した時点では、ヒト染
色体で ChIP-chip 解析を行うことは、ゲノム
の５割を超える種々の繰り返し配列が、DNA
を PCR で増幅する際のバイアスとなり（DNA
チップにハイブリダイゼーションするため
には、染色体免疫沈降で得られる DNA を増幅
するステップが必須である）、不安定かつ過
剰に増幅されてしまうため不可能であった。
そこで、この増幅法の検討を重ね、染色体免
疫沈降で得られる微量の DNA を in vitro 
transcription により、RNA として直線的に
増幅し、リピート配列によるバイアスを抑制
することで、ヒト染色体構造も ChIP-chip 解
析可能な系を構築することが出来た。 
 この技術を用いて、コヒーシンについて、
効率の良い染色体免疫沈降が可能な抗体を
取得し、ヒト染色体上における局在解析を行
った。コヒーシンは名前の示す通りS期でDNA
複製された結果生じた姉妹染色分体を束ね
て接着させ、染色体を正確に分配するために
必須の役割を持つ蛋白質複合体である。その
構造と必須機能は、酵母からヒトまで広く保
存されている。コヒーシンは染色体分配以外
にも組換え、修復、転写において重要な役割
を担うことが近年の研究から示唆されてい
る。面白いことに、マウスの神経細胞など、
分化した（増殖しない）細胞でもコヒーシン
の存在は確認されること、さらに、コヒーシ
ンサブユニットの変異やコヒーシンローダ
ーScc2 の変異が重篤な発生分化異常を伴う
CdLS（コルネリア•デ•ランゲ症候群）と呼ば
れる疾患をヒトで引き起こすことから、より
直接的にコヒーシンが転写に機能している
のではないかと考えられた。ChIP-chip 法を
もちい、ヒトのコヒーシンの局在を解析を行
ったところ、ヒトの全ゲノム（我々のアルゴ
リズムでは繰り返し配列は計算から除外す
るので、およそヒトゲノムの４割の領域が対
象）から 8811 カ所の有意なコヒーシン局在
部位が同定された。場所の内訳は、49％が遺
伝子間、35％がイントロンの中、13％が遺伝
子から 5kb 以内に存在した。特に、遺伝子の
上流あるいは下流の 5kb 以内に、有意に二倍
（タンパクがランダムに配置すると仮定し
た場合に比べて）コヒーシンが濃縮して局在



していた。これらの局在は、siRNA でコヒー
シンのサブユニットをノックダウンした場
合、消失または低下するため、コヒーシン特
異的であることが示された。 
 これらの解析過程において、コヒーシン局
在部位のいくつかが、既に転写のインシュレ
ーター結合蛋白質 CTCF (CCCTC-binding 
factor)の結合領域として報告されているこ
とに気付いた。そこで、CTCF 結合部位をゲノ
ムワイドに解析したところ、驚くべきことに、
90%のコヒーシン局在部位が CTCFと一致した。
コヒーシンと CTCF の局在の相互依存性を調
べたところ、CTCF を siRNA でノックダウンし
た細胞では、コヒーシンの特異的な局在は顕
著に減少した、一方でコヒーシンのクロマチ
ン結合量そのものには変化は見出されなか
った。このことは、CTCF はコヒーシンがヒト
ゲノム上の特定の場所に局在するために必
要であるが、コヒーシンの結合そのものには
関係ないことを示している。逆に CTCF は局
在も結合もコヒーシンに対する依存性は低
い。コヒーシンが、実際にインシュレーター
機能を担っているかを調べるために、コヒー
シンと CTCF のノックダウン後のゲノムワイ
ドな転写変化をそれぞれ、ヒト転写解析用チ
ップを用いて解析した。その結果、CTCF ノッ
クダウンを行った場合もコヒーシンノック
ダウンを行った場合も、それぞれのタンパク
の局在部位から 25kb 以内にある遺伝子は、
転写が増加する傾向が見られた。さらに、コ
ヒーシンが実際にインスレーター機能にも
関与するかを、ニワトリbeta-globinのlocus 
control region (LCR)由来の HS4 インスレー
ターを用いたレポーターシステムにより解
析した。その結果、CTCF およびコヒーシンが
HS4 インスレーターの機能にも関与すること
が示された。さらに、コヒーシンが結合する
いくつかの領域は、ゲノムインプリンティン
グを制御している場所であるため、コヒーシ
ンがインプリンティングに関与しているか
否かを調べたところ、H19/IGF2 遺伝子座にお
いて、コヒーシンがインプリンティングに関
与していることが判明した。現在、DNA チッ
プの限界（ユニークな配列のみアクセス可能。
クロスハイブリダイゼーションの可能性は
排除できない。プローブ長が解析精度の限界
を決めている）を乗り越えるべく、タンパク
プロファイル解析を次世代シークエンサー
を導入して行い、繰り返し配列も含め、真に
ゲノム全体を解析できる染色体情報解析シ
ステムの構築を開始するとともに、当初以上
にヒト、マウスといった高等真核生物の染色
体構造と動態の解析に焦点を当て始めてい
る。 
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