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研究成果の概要：セントロメア蛋白質の消失は染色体の配置変化をもたらす。本研究ではセン

トロメア蛋白質消失の分子機構について解析をおこない、セントロメア蛋白質群が染色体配置

変化の際に複合体単位で異なる挙動をすること、セントロメア蛋白質の消失にはフェロモンシ

グナル伝達経路が必要であることを明らかにした。さらに、全遺伝子の発現プロファイルを解

析しセントロメア蛋白質が局在消失する際にのみ発現する遺伝子群を同定した。 
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１．研究開始当初の背景 

真核生物のゲノムは染色体に折りたたま

れ細胞核に収納されている。細胞核はゲノム

機能の発現のための物理的な足場を提供す

るが、一方で非常に動的な構造である。分裂

酵母では、栄養増殖期と減数分裂期で核構造

が劇的に変わることが知られており、核構造

と細胞機能の連関を考える上で顕著なモデ

ル実験系となる。分裂酵母の間期核ではセン

トロメアがスピンドル極体(SPB)の近くに集

合しているが、減数分裂を誘導するとセント

ロメアは SPB から離れ、代りにテロメアが

SPB 近くにクラスターを形成し、テロメア

クラスターを先頭にして核が細胞内を往復
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運動する（図 1）。その後に起こる減数第一分

裂では、姉妹動原体が体細胞分裂とは異なり

一方向性の構造をもってスピンドル微小管

と結合するために、姉妹染色分体が分離しな

いまま両極へ分配されるいわゆる還元分裂

が起こる。これら一連の現象の中で、セント

ロメアが SPB から離れる際にセントロメア

蛋白質の一群が減数分裂前期ではセントロ

メアから消失し、後に起こる減数第一分裂の

直前に再出現する。興味深いことにこのセン

トロメア蛋白質の消失と再出現は減数第一

分裂に必要な一方向性を持った動原体の構

築と相関して起こる。これらの事実から、セ

ントロメア蛋白質の消失・再出現と、セント

ロメアの核内配置変化および動原体形成を

連係する機構の存在が示唆されるが、そのセ

ントロメア蛋白質群の中でどの分子がどの

ような因子によって制御されるのかもわか

っておらず、分子機構は不明であった。 
 

２．研究の目的 
本研究の目的はセントロメア蛋白質の消

失・再出現に必要な因子を同定し、セントロ

メアが SPB から解離する分子機構、さらに

は染色体の配置を定める分子機構を明らか

にすることである。また、還元分裂に特異的

な動原体形成への関与を明らかにすること

によって、減数分裂における染色体配置変化

と還元分裂に特異的な動原体形成をもたら

す機構の解明にもつながるため、ゲノムの維

持・継承原理の解明につながる減数分裂の分

野においても有意義である。 
 

３．研究の方法 
セントロメアが SPBから解離する機構を分

子レベルで解明するため、セントロメア蛋白

質群の動態を網羅的に解析すると同時にフ

ェロモンシグナルの関与について検証しシ

グナル伝達経路の必要性を分子レベルで解

析した。次にセントロメア蛋白質の局在消失

に関わる遺伝子を同定するために、同調培養

における全遺伝子の発現プロファイルを解

析した。またセントロメアと SPB の解離を細

胞内部の構造変化としてより高分解能で解

析する目的でライブ CLEM 法の確立を目指し

条件検討をおこなった。 

 

(1) 分裂酵母セントロメア蛋白質群の動態

解析 

本研究の開始時点では様々な真核生物種

でセントロメア蛋白質が網羅的に同定・報告

されつつあり、どのようなセントロメア蛋白

質がセントロメアと SPBの解離に関わってい

るのか明らかではなかった。そこでセントロ

メアが SPBから解離する際のセントロメア蛋

白質の挙動を包括的に解析した。解析は生細

胞蛍光イメージング法によっておこなった。

試料としては GFP融合遺伝子を染色体上に挿

入した細胞株を用いた。 

 

(2) フェロモンシグナルの関与 

フェロモンシグナルの関与を検証するた

めに、人工合成したフェロモン蛋白質の添加

によってセントロメア蛋白質が消失し、セン

トロメアが SPB から解離するかを調べた。ま

たフェロモンシグナルの伝達経路には MAPキ

ナーゼのカスケードが関与することがわか

っているため、MAP キナーゼ経路を遺伝子レ

ベルで人為的に活性化して、セントロメア蛋

白質が消失し、セントロメアが SPB から解離

するかを調べた。さらに活性化した MAP キナ

ーゼ経路をより下流の分子を遺伝子レベル

で破壊することによって遮断することによ

り、MAP キナーゼ経路とセントロメア蛋白質

の消失およびセントロメアと SPBの解離との

因果関係を調べた。 

 

(3) セントロメア蛋白質の局在消失を同調

的に誘導する実験系の構築 

DNA マイクロアレイによる全遺伝子の発現

プロファイル解析をおこなうために、接合フ

ェロモンのシグナルを活性化した細胞を使

って、セントロメア蛋白質の消失を同調的に

誘導できる遺伝的バックグラウンドをもっ

た細胞株を構築した。この同調系でのセント

ロメア蛋白質の消失やセントロメアと SPBの

解離の進行を解析した。 

 

(4) セントロメア蛋白質の局在消失に関与

する遺伝子のスクリーニング 

（3）の同調系を用いて、フェロモンシグ

ナルを活性化した細胞で特異的に発現する

遺伝子を検索した。フェロモンシグナルを活

性化した細胞と、活性化しない細胞から時間

経過と共に細胞を回収して RNA を調製した。

逆転写反応によって得られた cDNA を、分裂

酵母の全 ORF をプローブにもつ DNA マイクロ

アレイによって解析した。マイクロアレイ解



析には独立行政法人情報通信研究機構・バイ

オ ICTグループが開発し所有する装置とプロ

ーブを用いた。 

 

(5) ライブ CLEM 法の開発 

セントロメアの SPBからの解離を細胞内の

構造変化として高分解能で観察する目的で、

生細胞観察中の特定の細胞を電子顕微鏡で

も観察する方法として、光学顕微鏡-電子顕

微鏡相関解析法（Correlative Light and 

Electron Microscopy）を分裂酵母の生細胞

に適用することを試みた（ライブ CLEM 法）。

蛍光顕微鏡で観察中の細胞を任意のタイミ

ングでグルタルアルデヒドで固定し、脱水、

樹脂包埋したのちに薄切し、透過型電子顕微

鏡で観察した。 

 

４．研究成果 

セントロメア蛋白質の局在消失の分子機

構について解析し以下の(1)から(4)の成果

を得た。 

(1) 分裂酵母セントロメア蛋白質群の動態

解析 

GFP 融合遺伝子を染色体上に直接挿入した

細胞株を用いて 24 種類のセントロメア蛋白

質の動態を解析した（図 2）。その結果、NMS

複合体と呼ばれる一群の蛋白質(Mis13, 

Mis14, Nnf1, Spc7, Ndc80-Nuf2 複合体, 

Mis12)が、セントロメアが SPB から解離する

時期に局在消失することがわかった。また、

DASH 複合体と呼ばれる一群の蛋白質(Dam1, 

Ask1, Spc34, Dad2)は体細胞分裂でも減数分

裂でも分裂中期までは出現しないことがわ

かった。また Mis6 複合体(Mis6, Dad1, Fta7, 

Mal2, Mis15, Sim4, Cnp1, Cnp3, Cnl2)は、

セントロメアが SPBから解離しているときに

もセントロメアに局在していた。DASH 複合体

は体細胞分裂においても分裂中期の頃から

セントロメアに局在することから、キネトコ

アと微小管の結合に関与していることが想

像されるが、NMS 複合体と Mis6/Sim4 複合体

は体細胞分裂では挙動に大差がない。本研究

によってセントロメアと SPBが解離する際に

は NMS 複合体が消失し Mis6/Sim4 がセントロ

メアにとどまることが明らかとなり、両者の

機能分担が明らかとなった。また減数分裂特

異的に発現するセントロメア蛋白質として

Moa1, Sgo1 の動態解析もおこなった。減数第

一分裂直前に局在消失していた NMS蛋白質群

はセントロメアに再び局在するが、NMS 複合

体の中でも再局在化のタイミングは蛋白質

種によって異なる。また Moa1 や Sgo1 は NMS

複合体に先立ってセントロメアに局在化す

る。再局在化のタイミングの違いはキネトコ

ア形成の分子機構を反映していると考えら

れる。 

 

(2) フェロモンシグナルの関与 

先行研究により、フェロモンシグナル経路

の活性化が、セントロメア蛋白質の局在消失

をもたらすことが示唆されていた。フェロモ

ンのシグナルは MAPキナーゼのカスケードを

介して下流に伝わる。まず、人工合成したフ

ェロモンを細胞培養液に添加し、セントロメ

ア蛋白質が局在消失するか、またセントロメ

アが SPB から解離するのかを検証した。局在

消失するセントロメア蛋白質として Nuf2、セ

ントロメアのマーカーとして Mis6、SPB のマ

ーカーとして Sad1を用いて解析したところ、

フェロモンを添加することにより、Nuf2 が局

在消失し、セントロメアが SPB から離れて局

在することがわかった。次に活性化型の MAP

キナーゼキナーゼを強制的に発現させたと

ころ、フェロモンを添加しなくてもセントロ

メア蛋白質が消失し、セントロメアが SPB か

ら解離した。この現象はさらにその下流の

MAP キナーゼキナーゼキナーゼに依存した。

これらのことから、フェロモンシグナルが下

流の MAPキナーゼのカスケードを介して伝わ

ることによって、セントロメアタンパク質の

局在消失とセントロメアの SPBからの解離が

複合体 

複合体 

複合体

微小管

セントロメア領域 

図 2 分裂酵母のセントロメア蛋白質群



もたらされることが明らかとなった。 

 

(3) セントロメア蛋白質の局在消失を同調

的に誘導する実験系の構築 

フェロモンシグナルがセントロメア蛋白

質の消失をもたらす機構を解明するために、

まず接合フェロモンのシグナルを活性化し

た細胞を使って、セントロメア蛋白質の消失

を同調的に誘導できる遺伝的バックグラウ

ンドをもった細胞株を構築した。セントロメ

ア蛋白質の局在をモニターするために GFP融

合 nuf2 遺伝子または GFP 融合 Mis13 遺伝子

をそれぞれ本来の遺伝子座に挿入して置き

換えてある。この細胞を増殖培地から窒素源

飢餓培地に移すと、Nuf2-GFP のシグナルをも

った細胞の割合が 4 時間で 50％、8 時間で

10％にまで低下していた。GFP-Mis13 をマー

カーとしてもつ細胞でも同様であった。この

実験系でのセントロメアの挙動を Mis6 をマ

ーカーとして観察したところ、Nuf2 や Mis13

のセントロメア局在がなくなると同時にセ

ントロメアがクラスターした状態から核内

に離散した状態になることがわかった。 

 

（4）セントロメア蛋白質の局在消失に関与

する遺伝子のスクリーニング 

（3）の同調系を用いて、フェロモンシグ

ナルを活性化した細胞で特異的に発現する

遺伝子を検索した。方法としては、接合フェ

ロモンのシグナルを活性化した条件下で発

現誘導される遺伝子群を DNAマイクロアレイ

による発現プロファイル解析によって選ん

だ。フェロモンシグナルを活性化した細胞と、

活性化しない細胞を窒素源飢餓培地に移し、

時間経過と共に細胞を回収して RNAを調製し

た。逆転写反応によって得られた cDNA を、

分裂酵母の全 ORF をプローブにもつ DNA マイ

クロアレイによって解析し、フェロモンシグ

ナルを活性化した場合にのみ発現誘導され

る遺伝子を同定した。さらに同定した遺伝子

群について、コントロール細胞との発現量の

差異によってクラス分けをおこなった。コン

トロール株と比べて発現量が増加する遺伝

子の中から、増殖に必須の遺伝子や代謝に関

連する遺伝子を除いた 56 個の遺伝子を同定

した。 

 

（5）ライブ CLEM 法の開発 

試験段階として減数分裂中の任意の細胞

を蛍光顕微鏡で観察し、任意のタイミングで

グルタルアルデヒドで固定し、脱水、樹脂包

埋したのちに薄切し、透過型電子顕微鏡で観

察した。その結果、蛍光顕微鏡による観察像

に相当する細胞を電子顕微鏡で観察でき、蛍

光画像と相関した細胞内部構造を観察する

ことができた。この方法を用いれば、蛍光色

素による観察から出発して細胞の超微細構

造までもが観察できるため、今後の細胞核構

造の解析に役立つことが期待される。 

 

以上の成果のうち、セントロメア蛋白質群

の動態に関する成果を Mol. Biol. Cell誌に、

セントロメア蛋白質の局在消失の分子機構

に関する成果を Cell Division 誌に、分裂酵

母の減数分裂に関する成果を Mol. Biol. 

Cell 誌に投稿し、掲載された。 
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