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研究成果の概要（和文）：分裂酵母CENP-AのG2期にみられるセントロメア局在化は細胞致死回避
のバックアップとして働いていることが示唆されている。そこで、このバックアップ機構に関わ
る因子の探索を行った。候補遺伝子5つのうちの1つはRNA結合モチーフを持つ因子であり、G2期
のセントロメア局在化ができないAms2遺伝子破壊株とは合成致死になることから、G2期のCENP-A
のセントロメア局在に重要な因子である可能性が示された。 
 
研究成果の概要（英文）： In fission yeast, it is thought that the incorporation of CENP-A at 

G2 phase may act as a rescue of the cell lethality. To identify factors that involved in the 

G2-loading pathway, we screened for multicopy suppressors of G2-loading deficient cells. 

Five candidate genes are isolated, and one of them has RNA binding motifs. A double 

mutant lacking both this RNA binding motif and ams2 genes exhibits synthetic lethality. In 

this study suggest that the factor may be important in centromere deposition of CENP-A at 

G2 phase. 
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１．研究開始当初の背景 

動原体は、ゲノム情報を子孫細胞へ安定に伝
達するために必須な構造体であり、セントロ
メア DNAと多くのタンパク質複合体で構成さ
れています。セントロメアの塩基配列は真核
生物において相同性が見られませんが、動原
体タンパク質の多くは高度に保存されてい
ることから、動原体構成タンパク質がセント
ロメアのアイデンティティを確立している

と考えられています。特にヒトから酵母まで
高度に保存されている CENP-A は、セントロ
メア特異的ヌクレオソームを形成すること
から、動原体確立の主要因子であるといえま
す。CENP-A の不活化した細胞では、染色体の
不均等分配が起こり、致死になることが様々
な生物種で報告されています。 
申請者はこれまで、分裂酵母を研究材料とし
て CENP-A のセントロメア局在機構について
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研究を進めてきました。CENP-Aと遺伝学的に
相互関連が見られる因子として単離された
Ams2 は、GATA 転写因子と相同性があり、コ
アヒストンの S期特異的転写活性化に関わる
因子です。正常細胞では、CENP-A は細胞周期
を通してセントロメアに局在していますが、
Ams2遺伝子破壊株は、S期に一時的に CENP-A
がセントロメアから離脱し、G2期に再局在化
することがわかりました。さらに、人為的に
G2 期を短縮すると CENP-A の再局在化が行わ
れず、細胞が致死になることがわかりました。
これは、G2 期におこる CENP-A のセントロメ
ア局在化は細胞の致死回避のバックアップ
として働いていることを示しています。 
 

２．研究の目的 

 これまで、G2 期におこる CENP-A のセント
ロメア局在化に関与する因子は見つかって
いません。そこで本研究では、G2期におこる
CENP-A のセントロメア局在化機構を明らか
にすることを目的とし、染色体分配機構が正
確に行われるためのバックアップ機構につ
いて分子レベルで解明します。 
 

３．研究の方法 

（１）G2期 CENP-Aセントロメア局在に関わ
る因子のスクリーニング 

Ams2 wee1二重変異株が致死になることを
利用して、スクリーニングを行います。Ams2
プロモーターを薬剤誘導可能な nmt プロモ
ーターと置き換えた細胞を作成します。こ
の nmt プロモーターはビタミン B1で知られ
るチアミンを培地に添加すると遺伝子の発
現が抑制されます。nmtプロモーターと置き
換えた Ams2 細胞に wee1 変異を導入した細
胞は、チアミンを添加することで Ams2wee1
二重変異と同様な効果を示し致死になりま
す。チアミン非存在下（生育可能）、nmtAms2 
wee1 細胞に分裂酵母ゲノムライブラリーを
導入し後、チアミン添加の培地上で増殖さ
せます。CENP-Aの G2 期局在に無関係な遺伝
子が導入された細胞では、生育できません
が、関連遺伝子が導入された細胞は成育可
能となります。成育できた細胞からライブ
ラリープラスミドを単離し、塩基配列決定
により導入遺伝子を特定します。 
 
（２）G2期 CENP-Aセントロメア局在に関わ
る因子の遺伝子破壊株・温度感受性変異株
の作成と表現型解析 
（１）のスクリーニングで得られた遺伝

子の破壊株または温度感受性変異株を作成
します。また、各因子特性を解析します。
具体的には、 
①GFP タグを導入してたんぱく質を可視化
し、細胞内局在を確認する。 
②細胞周期のどの時期にたんぱく質が発現

しているのかを Northern blot により確認
する。 
③CENP-A との関連を、cnp1-1 温度感受性変
異株との遺伝学的解析により明らかにしま
す。 
 
（３）CENP-A セントロメア局在化における
役割 

(２)で得られた遺伝子破壊株や温度感受
性変異株において、G2期に CENP-Aのセント
ロメア局在化が阻害されているかどうかを
確認します。まず、CENP-A を可視化するた
めに GFP を導入した細胞株を作製し、変異
株中では CENP-Aの GFPシグナルがどのよう
に変化するのかを固定細胞によって調べま
す。その後、生細胞観察によって、どの時
期の CENP-Aのセントロメア局在化に影響が
あるかを調べていきます。 
 
以上の結果を総合して、得られた遺伝子と
CENP-A のセントロメア局在化の関連性を解
読します。 
 
４．研究成果 
（１）G2期 CENP-Aセントロメア局在に関わ
る因子のスクリーニング 

 Ams2 wee1二重変異株が致死になること

を利用して、致死性を回避できる遺伝子のス

クリーニングを行った。Ams2 wee1変異株に分

裂酵母ゲノムライブラリーを導入した。おお

よそ10万コロニーのスクリーニングを行い、

チアミン添加（Ams2発現抑制）培養条件下、

細胞生育可能な２０９クローンを得た。これ

らのクローンからゲノムライブラリーを回収

後、PCRの確認によりpositive controlである

Ams2, histone, wee1遺伝子を除外した。残っ

た候補遺伝子は５つで、ヒストンメチル化に

関連する因子が3種類、ＲＮＡ結合モチーフを

持つ新規遺伝子が1種類得られた。もう一つｒ

ＤＮＡ遺伝子が候補として得られたが、サプ

レッサープラスミド自身が変化している可能

性があり現在のところ確定に至っていない。 

 

（２）G2 期 CENP-A セントロメア局在に関わ
る因子の遺伝子破壊株・温度感受性変異株の
作成と表現型解析 

候補遺伝子の多コピー型プラスミドおよび

Rep型プラスミドを作製し、Ams2wee1二重変異

株に対する致死性の抑圧能を再確認した。Ｒ

ＮＡ結合モチーフを持つ新規遺伝子は強く抑

圧したが、ヒストンメチル化酵素関連因子の

抑圧能は弱いことがわかった(次頁図参照)。 



 

 

 
Ams2 wee1変異株にVectorを導入した株では、チアミン

添加によりAms2発現を抑制すると、33度で生育すること

ができない（Ams2 OFF, Vec）。スクリーニングにより得

られたプラスミド（1～４）を導入すると、Ams2発現抑制

条件下の33度でも生育可能であることがわかる(Ams2 

OFF, 1～4)。 

  
次に、スクリーニングで得られた遺伝子

の機能を調べるために、それぞれの遺伝子
破壊株を２段階ＰＣＲにより作成した。目
的遺伝子がマーカー遺伝子と置換されてい
ることをサザン解析により確認した。これ
らの遺伝子破壊株は、これまで報告のある 1
種類を除き、どれも生育可能であったこと
から、候補遺伝子はすべて非必須遺伝子で
あることがわかった。 

 
①たんぱく質の細胞内局在や発現量を解析
するため、遺伝子Ｃ末側にエピトープタグ
（GFP および Flag）の導入を行った。これ
らのエピトープタグに対する抗体を用いて
Western blot を行ったところ、各たんぱく
質を検出することができた。次に、各たん
ぱく質の細胞内局在を調べるために、GFP 融
合たんぱく質を導入した細胞をメタノール
固定し、蛍光顕微鏡下で観察を行った。ヒ
ストンメチル化酵素関連因子のほとんどは、
核に GFP シグナルが検出された。一方、RNA
結合モチーフを持つ因子では、細胞全体に
GFPシグナルが検出された。これらの結果は、
ヒストンメチル化酵素関連因子は核に、RNA
結合モチーフを持つ因子は核だけでなく細
胞質にも存在していることを示している。 

 
②細胞周期のどの時期にたんぱく質が発現し
ているのかを調べるために、Ｃ末端にエピト
ープタグを導入したcdc25変異細胞を作成し
た。Cdc25変異により高温下でG2期に同調する
ことができた。その後、低温下に戻して細胞
周期を進行させたが、細胞分裂に異常を示し
たため細胞周期の解析を行うことができず、
結果を得ることができなかった。 
 

高温温度下でG2期に細胞周期を同調後、低温下に移して

細胞周期を進行させた。Septumをもつ細胞の割合を示し

た。通常、一過的にseptumを持つ細胞が増加（S期）して

減少していく（G2-M期）が、本実験ではseptumを複数持

つ細胞が増加した。 

 
③CENP-Aとの関連を調べるために、cnp1-1温
度感受性変異株に各遺伝子を多コピーで導入
し、温度感受性に変化が見られるかどうか確
認した。ヒストンメチル化酵素関連因子を導
入したcnp1-1細胞では、vectorのみ導入した
ものと温度感受性に変化は見られなかった。
しかしながら、RNA結合モチーフを持つ因子を
cnp1-1に導入すると、生育可能である低温条
件下でも細胞生育ができないことがわかった。
さらに、この細胞増殖阻害がcnp1-1変異株特
異的であるか調べるために、野生株やams2破
壊株にもRNA結合モチーフを持つ因子をもつ
プラスミドを導入した。すると、プラスミド
からの発現量の増加に比例して細胞増殖抑制
が見られたことから、この因子の過剰発現は、
細胞生育に阻害的に働くことがわかった。こ
の細胞増殖阻害現象について、現在のところ
「G2期のCENP-Aセントロメア局在は、細胞致
死に対抗するための緊急回避であり、G2期バ
ックアップを使ったセントロメアには何らか
のダメージが起こっている可能性」を考えて
おり、さらに研究を進めている。 
 
（３）CENP-A セントロメア局在化における
役割 

CENP-AのS期セントロメア局在化に必要な
Ams2との遺伝学的な関連を調べるために、候
補遺伝子破壊株との2重変異株の作成を行っ
た。すると、RNA結合モチーフをもつ因子と合
成致死になることがわかった。つまり、この
因子とAms2が近い機能を担っていることが推
察される。また、Ams2との2重遺伝子破壊株に
おけるCENP-Aの局在を確認したところ、ほと
んどの細胞でCENP-Aがセントロメアに局在で
きないことがわかった。これら結果は、RNA
結合モチーフを持つ因子がG2期のCENP－Aの
セントロメアの局在化に重要な役割を持つこ
とを示唆している。残念ながら、cnp1-1GFP
を使ったCENP-A reloading解析を行うことが
できず、実際どの時期のCENP-A取り込みが異



 

 

常になっているのかを明らかにすることがで
きなかった。 
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