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研究成果の概要（和文）：本研究では、脊椎動物細胞におけるセントロメアクロマチン構造を形成する分子機構
の解明を目指した。そのために、ニワトリDT40細胞を用いて、セントロメア領域のクロマチン構造を定量的に評
価する系を構築した。それにより、キネトコアタンパク質CENP-Cの自己多量体化が、セントロメア領域のクロマ
チン高次構造形成に重要であること、および正確な染色体分配に必須であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To understand the mechanisms underlying centromeric chromatin structure 
formation in vertebrate cells, we developed a way to evaluate chromatin structure within a 
centromeric region in chicken DT40 cells quantitatively. Using the method, we found that the unique 
high-order structure of centromeric chromatin requires self-oligomerization of kinetochore protein 
CENP-C, which is crucial to accurate chromosome segregation.

研究分野：分子生物学

キーワード： セントロメア　クロマチン　キネトコア　染色体分配

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
セントロメアがユニークなクロマチン構造をとることは、古くからの観察により示唆されていたが、その実態や
クロマチン構造形成を制御するは不明だった。本研究では、塩基配列レベルでセントロメアクロマチン構造を解
析することで、その構造を形成する分子機構を見出した。この知見は、セントロメア構造形成制御の解明に重要
なだけでなく、キネトコア形成および正確な染色体分配を支える分子基盤の理解にも貢献するものとなった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
クロマチンは、DNA とタンパク質の複合体であり、ゲノム DNA を折りたたむことで、核内コン
パートメントのような大きな構造から、局所的な小さな構造まで多層的な構造を形成する。これ
らのクロマチン構造は、遺伝子発現や DNA 複製などの、ゲノム DNA の機能制御に重要である。そ
のため、クロマチン構造とその制御の解明は、ゲノム DNA の機能制御の理解に欠かすことができ
ない。 
セントロメアは、細胞分裂に際した正確な染色体分配に必須な、特殊なゲノム領域である。こ
のセントロメアは、自身のクロマチン上にキネトコアタンパク質複合体をリクルートし、染色体
と紡錘体微小管との結合を確立する。それにより、正確な染色体分配が保障される。セントロメ
アクロマチンは、セントロメアに特異的なヒストン H3 バリアントである CENP-A を含むヌクレ
オソーム (CENP-A ヌクレオソーム) が、通常のヒストン H3 を含む H3 ヌクレオソームの間に点
在するというような一次構造をとる。これまでに、古典的な電子顕微鏡観察により、セントロメ
ア領域がユニークな 3 次元クロマチン構造をとる可能性が示唆されているが、その分子実体は
不明である。そのため、「脊椎動物細胞のセントロメアクロマチン構造がどのように形成され、
どのように制御されるのか? また、その特異的な構造が染色体分配機能とどのように関連する
のか?」という問いは、解明される課題として残されていた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、セントロメアが形づくる特殊なクロマチン構造と染色体分配機能との関連を理解
するために、クロマチンの局所的な凝集度を定量的に評価できる系を確立する。それにより、セ
ントロメアがコンパクトなクロマチン構造をとることを示す。さらに、セントロメアクロマチン
構造を形成される仕組みやその制御機構を解明するとともに、それらの生理的意義を明らかに
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
これまでに、脊椎動物細胞のセントロメアクロマチン構造の理解が進まなかった大きな理由は、
ヒトを含む多くの動物のセントロメア領域はリピート DNA 配列によって構成されているためで
ある、そのため、塩基配列レベルでそのクロマチン構造を解析することは困難であった。一方、
ニワトリ DT40 細胞の Z 染色体内在性セントロメア領域は、非リピート DNA 配列を持つ。この特
徴と 3CqPCR 法を組み合わせることで、セントロメア領域内の 2点の結合頻度を定量的に測定す
る系を構築する (セントロメア 3CqPCR)。次に、セントロメア 3CqPCR を用いて、キネトコアタ
ンパク質 CENP-C が、セントロメアクロマチン構造の形成に関与することを明らかにする。その
ために、CENP-C ノックアウト細胞のセントロメアクロマチン構造を解析する。CENP-C は進化的
に保存された複数の機能ドメインを持つ。これらを欠損させた各種 CENP-C 変異体を DT40 細胞
に発現させ、セントロメアクロマチン構造を解析することで、CENP-C がどのようにセントロメ
ア構造形成を制御するかを明らかにする。また、リコンビナントタンパク質を用いた試験管内再
構成系による解析を行うことで、CENP-C によるセントロメアクロマチン構造制御の分子機構を
理解する。CENP-C 変異体細胞の解析や、試験管内再構成系から得られた結果をもとに、CENP-C
変異体を作製し DT40 細胞に発現させる。その細胞でキネトコア形成や染色体分配を調べること
で、CENP-C によるセントロメアクロマチン制御の生理的意義を明らかにする。 
 
４．研究成果 
3C-TaqMan qPCR 法を用いたセントロメアクロマチン構造を定量的解析法の確立のために、ま
ず、異所的セントロメア (ネオセントロメア) を持つニワトリ DT40 細胞を用いて条件検討を行
った。申請者の所属研究室は、ニワトリ DT40 細胞の Z染色体の腕部に、安定したネオセントロ
メアを保持する細胞株 (ネオセントロメア細胞) を樹立していた。この細胞のネオセントロメ
ア領域は、ユニークな DNA 配列を持っている。そのため、野生型細胞をコントロールとして用い
ることで、そのゲノム領域がセントロメアになっている時となっていない時で、クロマチン構造
を比較することが可能である。まず、このセントロメア細胞と野生型細胞を用いて、3C-TaqMan 
qPCR 法を最適化した (セントロメア 3CqPCR)。その結果、ネオセントロメアが形成されたクロマ
チン特異的な 3C シグナルを検出することができた。これによりネオセントロメア領域内 (30 
kb) の~5 kb ほど離れた 2点の結合頻度を定量的かつ再現性良く測定することが可能となった。
さらに、ネオセントロメア細胞から CENP-C を除去し、セントロメア 3CqPCR したところ、CENP-
C がネオセントロメア構造の形成に必須であることが明らかとなった。次に、内在性セントロメ
アのクロマチン構造形成に CENP-C が必要かを調べた。ニワトリ DT40 細胞の Z 染色体の内在性
セントロメア領域は、非リピート DNA 配列を持っており、セントロメア 3CqPCR が可能である。
この Z染色体の内在性セントロメア領域に対するセントロメア 3CqPCR を最適化し、そのクロマ
チン構造を解析したところ、ネオセントロメアと同様に、内在性セントロメアのクロマチン構造
形成にも CENP-C が必要であった。 



CENP-C がどのようにセントロメアクロマチン構造形成に関与するかを調べるために、CENP-C
のドメイン欠損変異体を細胞内に発現させ、Z染色体の内在性セントロメアに対してセントロメ
ア 3CqPCR を行った。すると、CENP-C タンパク質の中央領域にある CCAN-binding domain (CBD) 
と C 末端領域にある Cupin domain が、セントロメアクロマチン構造に必要であった。CBD は、
CCAN とよばれるキネトコアタンパク質複合体と結合する領域である。一方、Cupin domain は、
自己会合し CENP-C の多量体形成を誘導する領域である。ニワトリ CENP-C Cupin domain の自己
多量体化メカニズムは結晶構造解析から明らかになっていた。そこで、Cupin domain の多量体
化を特異的に阻害する CENP-C 変異体を細胞に発現させたところ、セントロメアクロマチン構造
形成が阻害された。さらにリコンビナントタンパク質を用いた解析により、Cupin domain によ
る CENP-C の多量体化が、CBD を介した CCAN との結合を促進することが見出された。CCAN はセ
ントロメアクロマチンと直接結合することを考えると、以上の結果は CENP-C の Cupin domain を
介した自己多量体化が CCAN のクラスター化を引き起こすことによって、セントロメア領域のユ
ニークなクロマチン高次構造形成をもたらすことが示唆された。さらに CENP-C の多量体化はキ
ネトコア構築や正確な染色体分配にも必須であった。CENP-C の Cupin domain を介した自己多量
体化は、セントロメア・キネトコア構造形成の中心として機能すると言える。 
本研究は、ニワトリ DT40 細胞の利点を活かし、セントロメア領域のユニークなクロマチン構
造を定量的に解析することにより、セントロメアクロマチン構造形成のメカニズムを明らかに
した。また、本研究結果は、長年不明であったキネトコアタンパク質 CENP-C の本質的な機能が、
多量体化による CCAN のクラスター化およびセントロメアクロマチン構造形成であることも示唆
しており、我々の遺伝情報が次世代へと継承される分子機構の理解に向けて大きな意義のある
ものとなった。 
本研究では、セントロメアクロマチン構造も細胞周期の分裂期と間期とで異なることが示唆さ
れた。また、CENP-C 多量体構造が細胞周期進行に依存して変化する可能性を示唆する結果も得
ている。今後、細胞周期の進行にともなった CENP-C 構造制御を解析することで、細胞周期依存
的なセントロメアクロマチンの動的な制御およびそのメカニズムが明らかになることが期待さ
れる。 
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