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研究成果の概要（和文）：分裂酵母の 2 本の染色体末端を結合させた融合染色体は、染色体分

配に必要なセントロメアの一方が機能的に不活性化する。この融合染色体の活性のあるセント

ロメアを配列特異的組換え酵素を用いて破壊し、不活性セントロメアのみとすることで、新規

セントロメアの形成実験系を構築した。この実験系と遺伝子破壊株を用いた解析から、ヘテロ

クロマチンやヒストンの脱アセチル化がセントロメア活性化抑制に関与することを明らかにし

た。 

 
研究成果の概要（英文）：Artificial fused chromosome containing two centromeres were 

converted into a stable monocentric chromosome by functionally inactivating one 

centromere in fission yeast. We developed a method to generate de novo centromere from 

the fused chromosome on which the active centromere was deleted by site-directed 

recombination and only inactive centromere was contained. The analysis using this system 

in mutant strains indicated that the heterochromatin and deacetylation of histone prevent 

revival of the inactivated centromere. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) 多くの生物では、染色体上に一箇所のセ
ントロメア領域が存在し、細胞分裂期に染色
体の均等分離に必要な動原体が形成されま
す。動原体はセントロメア DNA と多くのタ
ンパク質の複合体で構成されていますが、セ
ントロメアの塩基配列は真核生物間を通し

て相同性がほとんど見られません。一方で動
原体タンパク質は多くが保存されています。
生物間で異なる配列上にどのような仕組み
で共通する動原体が形成されるのかについ
ては不明のままです。 

 

(2) ヒトの本来セントロメアとは無関係な
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染色体領域が、セントロメアとして機能して
いるネオセントロメアの解析から、セントロ
メアの形成には塩基配列以上にエピジェネ
ティック（epigenetic）な機構が重要である
ことが示唆されています。 

 

(3) セントロメアは染色体の分離に必要で
あるとともに、複数のセントロメアの存在は、
染色体の欠損や切断の原因となります。しか
しながら、染色体上にセントロメアが一個し
か形成されないよう調節する機構はほとん
ど分かっていません。 

 

２．研究の目的 

(1) 不明な点の多いセントロメアの形成機
構を染色体の構造改変を利用して明らかに
する。 

 

(2) 新規のセントロメアを作製させる実験
系を構築する。 

 

(3) この実験系を用いて染色体分配に必須
なセントロメア・動原体複合体が、どのよう
な分子機構によって新規に形成されるのか、
ならびに形成の調節機構解明を目的として
います。 

 

３．研究の方法 

(1) 分裂酵母の１番染色体と 2番染色体の 2
本の染色体末端を結合した融合染色体(シュ
ードダイセントリック染色体)は、セントロ
メア配列を 2つ持ちながら、どちらか一方の
セントロメアが機能的に不活性化すること
で生存することをみいだした。そこで、この
シュードダイセントリック染色体を用い、活
性のあるセントロメアを Cre/loxP組換えを
用いて破壊した(図 1)。 
本実験では 1番染色体のセントロメア(cen1)
が活性化しており、2番染色体のセントロメ
ア(cen2)が不活性化した株を使用した。セン
トロメアの破壊は以前の報告をもとに、cen1
の両側近傍に loxP配列を挿入し、Creリコン
ビナーゼをプラスミドにより発現した。組換
えによりセントロメアが破壊された株は、組
換え部分のカナマイシン耐性遺伝子の発現
が誘導され、さらにウラシル要求性になるよ
うに菌株を設計することで、セントロメア破
壊株が選択された。これにより活性のあるセ
ントロメアを持たない染色体保有株がどの
ようにして生き残るか、どのようにして新規
セントロメアが形成されるのかを解析した。 
 
 (2) 遺伝子破壊株を用い同様のセントロメ
ア破壊実験を行い、その際の生存株の出現頻
度、クロマチン免疫沈降法により新規セント
ロメアの形成領域の解析を行い、セントロメ
アの形成、および調節がどのような機構であ

るかを調べた。 
 
 

 
４．研究成果 
(1)本研究では、分裂酵母を用いてシュード
ダイセントリック染色体から、新規のセント
ロメア構築を実験的に再現できる系を確立
した。これまで、セントロメアの再構成実験
は、人工染色体などの短い染色体(プラスミ
ドなど)で、セントロメアの DNA 配列も完全
に本来と同一のものでは行われていません
でした。 
本実験では本来の DNA配列を持つセントロメ
アを使用し、テロメアや複製起点なども本来
の染色体同様に持つ長い染色体を用いるこ
とによって、より自然に近い状態でのセント
ロメアの形成、調節が観察できるようになっ
た画期的な実験系が構築できた。 
さらに我々の以前行った、ダイセントリック
形成によるセントロメア不活性化の研究結
果と合わせて、領域的なセントロメアを持つ
染色体において、完全なセントロメアの活性
化および不活性化を行える実験系が構築で
きた。このような実験系はほとんど例がなく、
セントロメアの解析を行う上で非常に有用
である。ヒトのシュードダイセントリック染

 



色体において、2 つのセントロメアの間で活
性と不活性のスイッチングの報告があり、同
一染色体上にセントロメアが 1つだけ形成さ
れるような調節機構の存在が示唆される。本
実験系はこの調節機構の解明を行うよい実
験系であり、現在解析を進めている。 
 
(2)本実験系を用いた解析から、シュードダ
イセントリック染色体の活性のあるセント
ロメアを破壊しても、不活性化したセントロ
メアが再活性化することはなかった。その代
りに、ほとんどの株においてテロメア近傍に
新たなセントロメア活性を示す領域(ネオセ
ントロメア)が形成された。このことから、
不活性化したセントロメアは何らかの再活
性化の抑制を受けていることが考えられた。 
 
(3)シュードダイセントリック染色体の不活
性化したセントロメア領域は、本来のセント
ロメアとはクロマチン構造が異なり、セント
ロメア領域全体がヘテロクロマチン化され
ている。そこで、このヘテロクロマチンがセ
ントロメアの再活性化抑制に関与している
のではないかと考えて、ヘテロクロマチンが
できない変異株(Δclr4、Δswi6)における実
験を行った。この結果、不活性化したセント
ロメアの再活性化が観察された。このことか
ら、ヘテロクロマチン化がセントロメアの再
活性化の抑制に関与していることが示され
た。 
 
(4)さらに不活性化したヘテロクロマチン領
域はヒストンが脱アセチル化していること
が ChIP 解析により明らかとなった。そのた
めヒストンの脱アセチル化酵素の破壊株Δ
sir2、Δclr3において同様のセントロメア破
壊、再活性化実験を行ったところ、どちらの
株においても高頻度で不活性化セントロメ
アの再活性化が観察された。このことから、
セントロメア再活性化の抑制にはヒストン
の脱アセチル化が関わる事が示唆された。ヒ
ストンのアセチル化状態がセントロメアの
活性化に必要なのか、ヘテロクロマチン化と
このヒストンアセチル化のセントロメア形
成における関係は非常に興味が持たれると
ころである。(図 2) 
 
(5)本研究と以前の解析により、セントロメ
アの不活性化機構には活性のあるセントロ
メアの不活性化と不活性化したセントロメ
アの再活性化抑制の 2段階のステップが存在
することを初めて明らかにしました。それぞ
れの制御機構は異なることが考えられ、セン
トロメアが染色体上で一カ所に制限される
エピジェネティックな調節機構の解明が今
後期待されます。 
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