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研究成果の概要（和文）： 
染色体微細構造において機能するタンパク質の in vivo 機能解析をライブイメージングと光刺
激の融合技術を開発した。特定の波長を持つ光を照射することにより活性酸素 ROS を発生する
光活性化タンパク質を用いて、微細構造特異的に染色体タンパク質を機能阻害し、その相互作
用を時空間的に明らかにした。これにより、光誘導タンパク質機能阻害法を用いて、染色体形
成初期の微細構造構築に寄与するタンパク質機能を同定することを示すことができた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The photosensitizer is a fluorescence protein that efficiently generates reactive oxygen species (ROS) in 
the-expressing cells upon intense green light illumination. The functional knockdown method using the 
photosensitizer was developed in this project. 
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１．研究開始当初の背景 
染色体は細胞内の生命継承構造体であるが、
その微細構造の構築メカニズムは未解明で
ある。このメカニズムをタンパク質のレベル
から解析するために、まず中期染色体プロテ
オーム解析により、染色体タンパク質のカタ
ロ グ を 作 成 し た (J.Biol.Chem.280, 
16994-17004, 2005)。また、そのタンパク質
群のモノクローナル抗体を網羅的に作成し
て、免疫染色法によるタンパク質マッピング
を実施して局在解析を推進した。その結果、
中期染色体は微細構造特異的なタンパク質

群（動原体タンパク質、表層タンパク質、周
辺部タンパク質、構造タンパク質、繊維状タ
ンパク質、テロメアタンパク質）により構築
されることを示し、中期染色体構造モデルを
提 唱 す る に 至 っ た (Genes to Cells12, 
269-284, 2007)。この中から機能未知の染色
体タンパク質をリストアップし、RNAi によ
るノックダウン解析やライブセルイメージ
ングによる動態解析を進め、新規染色体タン
パク質の機能を明らかにしてきた。特に、核
小体タンパク質であるヌクレオリンやヒス
トン H1X が染色体動原体構築に関与を証明
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(J.Cell Sci.120, 2091-2105, 2007）、染色体 X
字型構造を作るタンパク質 ASURA の発見
(Curr.Biol. 17, 1356-1361, 2007)など、国内
外の染色体構造研究をリードしてきた。     
このように個々の染色体タンパク質の染色
体全体構造における機能は序々に明らかに
されつつあるが、染色体の微細構造における
タンパク質群の in vivo 機能の実態は不明で
ある。これは染色体タンパク質の解析が、ク
ロマチン免疫沈降法に代表されるような生
化学的解析により in vitro 重点的に進められ
てきたからである。生化学的手法は阻害剤で
特定の細胞周期にある材料を調製すること
で、時間的な相互作用情報は得られるが、空
間的な情報を得ることはできない。また、複
数の染色体タンパク質抗体を用いた免疫染
色法により、染色体微細構造における局在を
可視化はできるが、顕微鏡の分解能の問題や
固定した細胞を用いるため in vivo の機能を
反映しない場合もある。さらに、GFP を代表
例とする蛍光タンパク質を用いた動態解析
では、生細胞を反映した染色体構造全体の動
態を明らかにできるが、特定の微細構造を解
析することはできなかった。 
  
２．研究の目的 

染色体構造構築に関与する染色体タンパ
ク質群に光活性化タンパク質（KillerRed）
が融合したタンパク質を発現する培養細胞
系統を作成する。KillerRed は 540-580nm 
の緑色光によって活性酸素（ROS）を発生す
る。これにより、in vivo における融合タンパ
ク質の正確な機能不活性化が可能である
（Bulina et al. Nat.Prot. 2, 947-953）。同時
に、染色体微細構造の指標となるマーカータ
ンパク質を蛍光タンパク質(GFP)と融合させ
たタンパク質も共発現させる。この GFP マ
ーカーを指標にタンパク質阻害部位を特定
して、KillerRed による染色体微細構造特異
的な機能阻害を実施する。特に、染色体の X
字型構造構築に注目して、動原体タンパク質、
周辺部タンパク質、構造タンパク質を前期も
しくは前中期における染色体の動原体部位
特異的に機能阻害して、中期染色体構造への
影響をライブセルイメージングで解析する。
この動態解析結果を基盤に、各染色体タンパ
ク質との相互作用候補タンパク質の RNAi、
免疫染色を実施して、in vivo における現象を
最も反映する形で染色体構造維持に必須な
微細構造の構築メカニズムを明らかにする
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 

平成20年度は培養細胞を用いてKillerRed
標識・染色体タンパク質と GFP 標識・染色体
微細構造マーカータンパク質を共発現させ
た細胞系統を構築する。この細胞系統を用い

て、GFP を標識に微細構造特異的に光照射し
て、KillerRed による染色体構造特異的なタ
ンパク質機能阻害を実施する。これにより、
染色体構造構築における染色体タンパク質
の in vivo 機能を明らかにする。平成 21 年
度以降は、RNAi を組み合わせて染色体タンパ
ク質の機能阻害実験を実施するとともに、時
空間特異的な染色体タンパク質ネットワー
クを明らかにし、染色体構造構築のモデルを
微細構造レベルから確立する。 
平成 20 年度はヒト子宮頸ガン培養細胞

HeLa を用いて発現株を構築する。本申請課題
にある顕微解析を実施するには、形状が明瞭
な、比較的大きい染色体持つ細胞を使用する
ことが実験的に有利である。HeLa 細胞の染色
体はその有利性を持ち、顕微解析に優れてい
る他、申請者を含めて多くの染色体研究グル
ープが活用している最適な研究材料である。 

Gateway システムを用いた発現ベクター構
築を進め、KillerRed-染色体タンパク質と
GFP-染色体マーカーが共発現する動植物細
胞系統を薬剤耐性で選抜して確立する。染色
体プロテオーム解析で作成した染色体タン
パク質カタログから選抜した動原体タンパ
ク質、周辺部タンパク質、構造タンパク質を
解析対象とする。具体的には、申請者らが染
色体タンパク質として報告した、ヌクレオリ
ン、ASURA、ヒストン H1X の他、コンデンシ
ン、オーロラキナーゼなどの染色体タンパク
質を用いる。解析対象とするタンパク質群は
いずれも既に申請者グループで蛍光タンパ
ク質による動態解析を実施している。このた
め、蛍光タンパク質との融合により生じる実
験上のアーティファクトや過剰発現による
細胞活性低下の懸念は払拭されている。また、
KillerRed の発現も既に、解析対象とする動
植物細胞で確認しており、発現細胞株構築に
おける障害はない。 
構築した細胞株を申請者が保持するライ

ブセルイメージング顕微システムに本申請
で備品として購入する 2波長励起光源システ
ムを装着し、光誘導によるタンパク質機能阻
害を実施する。そこで前期、前中期、中期に
相当する染色体を見つけ、GFP-染色体マーカ
ーを指標にして、染色体微細構造領域に存在
する KillerRed 融合タンパク質に波長
540-580nm の強い緑色光を照射する。この通
常の観察時に用いる緑色光よりも強い緑色
光（を KillerRed 局在部位に照射させること
で、KillerRed から ROS が発生して、微細構
造特異的なタンパク質機能阻害される。 
 

４．研究成果 
 染色体微細構造において機能するタンパ
ク質の in vivo 機能解析をライブイメージン
グと光刺激の融合技術を確立した。特定の波
長を持つ光を照射することにより活性酸素



 

 

ROS を発生する光活性化タンパク質を用いて、
微細構造特異的に染色体タンパク質を機能
阻害し、その相互作用を時空間的に明らかに
した。染色体動態に重要な役割を果たす RNA
結合タンパク質にキラーレッドタンパク質
を融合させて発現させた。光刺激システムを
工夫して構築し、細胞周期特異的に RNA 結合
タンパク質を阻害させることに成功した。そ
の結果、キラーレッドから放出された ROS が
DNA 損傷を引き起こすことがわかり、Ｓ／Ｇ
２期チェックポイントが活性化され、特異的
にＳ期の細胞が蓄積することは判明した。こ
れにより、光誘導タンパク質機能阻害法を用
いて、染色体形成初期の微細構造構築に寄与
するタンパク質機能を同定することができ
た。この研究成果により、ROS を発生する光
活性化タンパク質を用いた光誘導タンパク
質機能阻害法を確立すると共に、細胞周期や
染色体構築を制御するタンパク質の機能解
析に新しい方法を開拓した。特に、今回、機
能同定したRNA結合タンパク質は従来のRNAi
法やノックアウト法では機能を特定するこ
とが困難なタンパク質であったが、ライブイ
メージングと光刺激の融合した本開発技術
により、特定することができた。 
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