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研究成果の概要（和文）：SMCの染色体の形成機構を解明するために、高速AFMを用いて、サブ分子レベルでの
SMCの機能動態の可視化を行った。まず、AFM観察で一般的に用いられるマイカ上において観察を行い、明瞭な分
子像を得ることに成功した。粗視化シミュレーションを行うことで、O形分子構造を特定することに成功した。
更に、脂質膜の実験系を最適化することで、DNAに結合したSMCをサブ分子分解能でイメージングすることに成功
した。ATPase加水分解反応において表れるヘッド結合モードとヒンジ結合モードに関して、明瞭な分子構造を可
視化することに成功し、これまで生化学実験で得られた描像に直接的な証拠を得ることに成功した。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the mechanism of chromosome formation in SMC, I used high-speed
 AFM to visualize the functional dynamics of SMC at the submolecular scale. First, I performed 
observation on mica, which is commonly used for AFM observation, and succeeded in obtaining clear 
molecular images. By performing coarse-grained simulations, I succeeded in identifying the O-form 
molecular structure. Furthermore, by optimizing the lipid membrane experimental system, I succeeded 
in imaging SMC bound to DNA at submolecular resolution. I also succeeded in visualizing the clear 
molecular structure of the head and hinge binding mode that appear in the ATPase hydrolysis 
reaction, and succeeded in obtaining direct evidence for the pictures that has been conventionally 
obtained in biochemical experiments.

研究分野： 生物物理学

キーワード： 高速AFM　染色体維持構造タンパク質　DNA 　生体機能動態

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
SMCのサブ分子分解能での機能動態の可視化に成功したことで、これまで生化学実験結果に基づいて描いていた
イラストをダイレクトに実証することができた。更に、これまで高速AFM観察において、マイカ基板が広く用い
られており、SMCなど生きた状態にある生体分子を計測できないケースが多かった。本研究において、脂質膜を
用いた高速AFMイメージングの確立に成功し、これまで生体機能動態の可視化が難しかった他の生体分子にも応
用可能であることを示すことができた。

※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 
 

遺伝情報を保持する DNA は、細胞核内において、トポロジカルドメインと呼ばれる高

次構造を形成して染色体を形作るが、細胞分裂時や遺伝子複製時に、必要な遺伝子領域を

オープンにする機構が必要となる。この働きの中核を担っているのがコヒーシンやコンデ

ンシン、Smc5/6 に代表される染色体構造維持（Structural Maintenance of Chromosomes, 

SMC）複合体である。SMC は ATPase 活性をもつ環状のモータータンパク質であり、巨

大なリング状の構造の内側を通すかたちで DNA とトポロジカルに結合し、クロマチン構

造が絡まらないようにする働きや、細胞分裂において、2 本の DNA を繋ぎ止めて、姉妹

染色分体間の接着を司る働きをもつ。これまで、SMC のこうした現象における分子論的

な描像は手付かずの状態だったが、2018 年頃から一分子蛍光イメージングや光ピンセット、

クライオ EM などにより徐々に明らかになりつつある。しかしながら、一分子蛍光イメー

ジングではダイナミクスに関する情報は得られるが原子レベルでの構造に関する情報が得

られず、クライオ EM では、その逆に、構造に関する情報は得られるダイナミクスに関す

る情報が得られない。そのため、サブ分子スケールでどのような動きをするかについて、

これまで研究がなされていない。本研究グループにより開発された高速原子間力顕微鏡

（Atomic Force Microscopy, AFM）を用いれば、サブ分子スケールでのダイナミクスを

100 ms 程度の時間分解能で計測可能であり、これまで未解明だった分子機能に関して知

見が得られることが期待される。SMC に関する AFM 研究は既に報告されているが、SMC

は非常に壊れやすい性質をもっており、基板や探針相互作用により容易にその多量体構造

が分解してしまうため、DNA にトポロジカル結合した生きた状態の SMC のダイナミクス

を可視化した成功例が存在しない。 
 
 
 
２．研究の目的 
 

SMC は、染色体の形成過程において重要な役目を担うが、その分子レベルの原理に関し

て不明な点が多い。そのため、高速 AFM を用いて、サブ分子レベルでの現象を可視化し、

原理解明を行うことを目的として研究を行った。特に、これまでの研究で培ってきた脂質

膜を使った技術を活かして、基板相互作用を限りなく小さくすることで生きた状態にある

SMC にサブ分子スケールでのダイナミクスを可視化し、サブ分子レベルでの知見を得る

ことを狙いとして研究を行った。 

 

 

３．研究の方法 

 

SMC にはいくつか種類が存在するが、その中でももっとも機能性が未解明な Smc5/6 用い

て研究を行うことにした。Saccharomyces cerevisiae Smc5/6 試料は遺伝学研究所の村山

グループから提供いただき用いた。まず、分子構造を高分解能で観察すること目的として、

標準的な分子保持基板であるマイカ上において Smc5/6 の観察を行った。その後、

anti-fouling 表面として分子の非特異吸着を抑えることができることが知られている、脂



質二重膜上において同様の計測を行った。 

 

 
 
４．研究成果 
 

 

「Smc5/6の分子構造の同定」 

まず、標準的な分子保持基板であるマイカ上において Smc5/6 の観察を行ったところ、

明瞭なOリング構造が観察された。既に報告されているコヒーシンやコンデンシンのAFM

像と非常に似ているが、SUMO E3 Ligase である Nse2 が Smc5 のコイルドドメインに結

合しており、分子が非対称構造をとることが分かった。他の SMC にはないこの特徴的な

サブドメインにより、二本あるアームの種類を識別することが可能となることが明らかと

なった。クライオ EM によって、アポ状態である I 構造に関してはクライオ EM により全

体像が明らかになっているが、O 構造に関してはヘッドドメインしか明らかではない。次

に示すように、AFM 実験データより得られた情報をもとに、free jointed chain model に

基づいたシミュレーションを行った。二つのアームに外力を印加し、人工的に O 形構造

(ATP 結合状態)を形成し、探針コンボリューションも考慮に入れて、疑似 AFM 像を生成

したところ、AFM データに非常に酷似した分子像を得ることができた。この構造を見る

とアームが開いた状態において、Nse2 はコイルドコイルの直上に存在するため、AFM イ

メージにおいて輝点として観察されることが分かった。更に、ヒンジドメインにおいては、

上に凸になった吸着配向構造をとるために、これが輝点として観察されることが分かった。

AFM イメージにおいても見られたように、Nse1/3 ドメインがヘッドドメインの上に存在

することで、ヒンジと比べてヘッドドメインが大きく観察されることが分かった。 

更に、他の SMC はコイルドコイルの中央にエルボーをもっており、B 形構造も安定し

て存在するが、Smc5/6 に関してもエルボーが存在するのかどうかは明らかではない。AFM

実験結果の解析の結果、4 カ所のコイルドコイル連結部位においてエルボーが存在するこ

とが分かった。探針相互作用により分子がダイナミクスした際に Smc5 と Smc6 で大きく

ダイナミクスが異なることが分かった。Smc5 においては単一のピークが見られ、平均値

50°のシングルガウシアン分布によりフィッティングすることができた。一方で、Smc6

に関しては、6°と 40°に二つのピークが見られた。Smc5 のエルボーはある一定の角度

をもったまま大きく変化することがないのに対し、Smc6 のエルボーはフレキシブルに大

きく変化可能であることが分かった。ただし、マイカ上のイメージング中に Nse2 が解離

することがあり、その状態では Smc5 は鋭く屈曲することが可能であるため、過渡的に

B-form をとることが可能であることが分かった。また、マイカ上のイメージングだと基板

相互作用が強すぎるため、容易にヘッドやヒンジ部位が解離し分子が壊れてしまうため、

intrinsic な構造変化を可視化できないことも分かった。 

 

「DNAに結合した Smc5/6の機能動態解明」 

次に、基板相互作用を抑えるために同様の計測を脂質二重膜上において計測を行った。

Smc5/6 を DNA 上にトポロジカルロードした試料を脂質膜上に滴下して観察を試みた。

DNA には長さ 1895 bp（~644 nm）のものを用いた。DNA に結合した状態の分子を明瞭

に可視化することができた。マイカ上の実験とは異なり、長時間安定して分子を壊さずに



イメージングすることに成功した。それぞれの DNA に結合した分子の数の統計データの

取得を行った。まず、ATP の有無を比較すると、ATP 無しでは、分子は DNA にロードさ

れないことが分かった。多くのケースにおいて、一つの DNA に一つの分子が結合してい

たが、複数の分子が結合している例も見られた。マイカ上の実験において、分子は非常に

凝集しやすい性質をもつが、二分子が同じ DNA 結合しているケースであっても、分子同

士は相互作用し合い、引きつけ合うが、不可逆的に結合することなく、ダイナミクスする

現象が見られた。分子同士は疎水性相互作用により引きつけ合うが DNA は拡散により広

がろうとするため、分子が付いたり離れたりする様子を可視化することができた。 

 

「Smc5/6の ATPase加水分解反応機構の解明」 

DNA ローダーの作用により、まず DNA はヘッドドメインに結合する。これによりヘッ

ド結合モードを形成する。高速 AFM を用いて明瞭なヘッド結合モードを可視化すること

に成功した。更に ATP 加水分解に伴い、DNA はヘッドからヒンジドメイン側へ移行し、

ヒンジ結合モードを形成する。この結合モードに関しても明瞭な分子像を得ることに成功

している。分子は DNA に沿って、非常に高速に拡散運動しているにも拘わらず、イメー

ジング中にヘッドとヒンジ結合が入れ替わる頻度は非常に小さかった。このことから、ヘ

ッドおよびヒンジ結合はそれぞれサブおよびメインコンパートメントに DNA が embrace

された構造であることが示唆された。更に分子の結合モードの比較を行った。WT におい

ては、ヘッド結合とヒンジ結合がおよそ 50%ずつ観察された。一方で、ATPase 活性を阻

害した変異体を用いた実験では、ほとんどがヘッド結合モードであった。そのため、WT

に関しては ATPase サイクルが進行するのに対し、変異体では ATPase 反応が阻害される

というスキームを裏付ける結果を得ることができた。 

更に、分子の DNA への結合角に関しても調べてみたところ、ヘッド O は 104 ﾟに単一ピ

ークをもつのに対し、ヒンジ O は 55、90、130 ﾟに広がる分布をもつことが分かった。こ

のことは、DNA の曲率角と同様にサブよりもメインコンパートメントの方が、DNA の格

納面積が大きいため、DNA の取り得る自由度が大きく様々な角度をとりうるからである

と考えられる。先行研究より、DNA はクレイシンのリングを通る形でヘッドドメインに

結合することが分かっている。クレイシンおよびヘッドドメインは Smc5 よりも Smc6 の

方がヒンジ部位に近い位置に存在し、斜めに傾いた構造をとる。そのため、DNA がクレ

イシンおよびヘッドドメインにフィットするように配置すると、DNA もヘッドの非対称

性を反映させる形で斜めになることが分かった。 
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