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研究成果の概要（和文）：セントロメアの反復DNAに於ける、CENP-Aクロマチンとヘテロクロマチンの集合バランスに
ついて研究を進めた。ヒストンアセチル化酵素（HAT）のアルフォイド反復 DNAへの結合は、細胞種特異的ヘテロクロ
マチン形成を阻害して、新規CENP-Aクロマチン集合とヒト人工染色体（HAC）形成を促進することを発見した。また、
多様なtetR-融合タンパクを、tetO-アルフォイド HACへ結合させ、セントロメア形成に対して正と負に制御する因子を
かずさcDNAライブラリーからスクリーニングした。これら制御因子とCENP-Bを融合させ、内在セントロメアのクロマチ
ン集合バランスを標的できるシステムを構築した。

研究成果の概要（英文）：We investigated mechanism involved in the chromatin assembly balance between centr
omere chromatin and/or heterochromatin at human centromeric repetitive alphoid DNA. We found that tetherin
g of histone acetyltransferases (HATs) to alphoid DNA arrays broke a cell type-specific barrier (heterochr
omatin formation) for de novo stable CENP-A chromatin assembly and induced assembly of stable Human Artifi
cial Chromosomes (HACs) with the input alphoid DNA. We, then, tethered a huge variety of tetR-fusion prote
ins to the tetO-alphoid HAC and screened many positive and negative regulators for the CENP-A chromatin as
sembly using KAZUSA full-length cDNA library. We also developed a system targeting the chromatin assembly 
balance at endogenous centromeres by fusing these regulators and CENP-B.
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1. 研究開始当初の背景： 
 ゲノム機能の発現は細胞増殖、発生・分化、
生殖、老化などの生命現象に直接作用するが、
これには複製・分配・組換え・修復・クロマ
チン修飾などの染色体基本機能の厳格な制
御が必須である。染色体基本機能の制御の乱
れは細胞死や異常増殖を引き起こし、がん、
老化や疾病の原因となる。このうち染色体分
配機能に関わるセントロメアでは、CENP-A
（ヒストン H3 のバリアント）を含むセント
ロメアクロマチンの集合と共にこの外側部
にキネトコア構造が形成され、スピンドルマ
イクロチューブルとの相互作用により染色
体の動きを制御する。また、セントロメア内
部領域ではヘテロクロマチンが形成され姉
妹染色分体の接着（コヒージョン）を制御す
る。セントロメア機能形成に関わる個々の構
成因子に関しては、酵母を中心に分子遺伝学、
生化学的解析手法を駆使して飛躍的に解明
が進んだ。しかし、哺乳類ではクロマチン構
造のエピジェネティックなサイレント化（ヘ
テロクロマチン化）による影響や巨大繰り返
し DNA の解析に伴う技術的困難さなどに阻
まれ、不明な点が多く残されたままであった。
哺乳類セントロメアではこの巨大反復 DNA
領域に 100 種以上にのぼるセントロメア・キ
ネトコアタンパク質群が集合し複雑な構造
体を形成しており、その機構解明や異常の解
析は容易ではない（Allshire & Karpen Nat Rev 
Genet, 2009; Santaguida & Mussachio EMBOJ, 
2009）。 
 本研究代表者はヒト２１番染色体セント
ロメア DNA の構造解析をベースにこの領域
由来の反復 DNA 配列（アルフォイド DNA）
をヒト培養細胞 HT1080 へ導入して、安定に
分配維持されるヒト人工染色体(HAC)を形成
させた（Ikeno et al. Nature Biotech, 1998）。こ
の HAC は天然染色体セントロメアと同等の
分配機能（セントロメア機能）を備えていた
(Tsuduki et al. MCB, 2006)。細胞へ導入した
DNA から人工染色体形成に至る過程を理解
することは、哺乳類細胞では不明な点が多い
複製、分配、転写制御などの染色体基本機能
解明への具体的な手がかりになる。クロマチ
ン構造のエピジェネティックなサイレント
化（ヘテロクロマチン化；ヒストン H3K9me3、
H3K27me3 修飾など）もこれら基本機能に密
接に関わっている。de novo 人工染色体は、こ
のようなクロマチン構造形成とエピジェネ
ティックな変換機構の解明にも有力な武器
となる(Ohzeki et al. JCB, 2002; Nakano et al. 
JCS, 2003; Okamoto et al. EMBOJ, 2007)。驚く
べきことに、セントロメアの反復 DNA 配列
に CENP-B タンパクが結合すると、キネトコ
ア構造形成とヘテロクロマチン化によるセ
ントロメア不活性化の両反応をダイナミッ
クに調節することが判明した(Okada et al. 
Cell, 2007)。更に本研究代表者らは、アルフ
ォイド DNA 繰り返し単位中に tet オペレータ
ー配列（tetO）を組み込んだ合成反復配列か

ら人工染色体を形成させることにも成功し、
tet リプレッサー(tetR)-GFP 融合ヒストン修飾
酵素や各種 tetR融合タンパクを人工染色体セ
ントロメアへ直接結合させ、機能検定する方
法を確立した（Nakano et al, Dev Cell, 2008）。
この tetO アルフォイド HAC は、tetR ヒスト
ン修飾酵素融合タンパクの結合によりヘテ
ロクロマチン修飾を過剰にすると HAC 上の
セントロメアクロマチンは消失し、キネトコ
ア機能は完全に破壊された。キネトコア機能
を失った HAC は正しく分配されず、姉妹核
にも取り込まれず微小核となり、急速に細胞
から失われていく。これらの結果は、セント
ロメア機能獲得とヘテロクロマチン構造形
成は、お互いに拮抗しながらも強い係わりが
あることを示している。 
 一方、ヒト胎児由来の初代細胞TIG3では、
細胞老化に伴いセントロメアクロマチンが
低下しヘテロクロマチンが大幅に増強され
ることが報告された（Maehara et al. 2010）。こ
れまでにもDicerノックアウトES細胞ではヘ
テロクロマチンの消失と共に細胞はその分
化 能 を 失 う こ と が 報 告 さ れ て い る
（Kanellopoulou et al. Genes Dev, 2005）。また、
Suv39h1/2 ダブルノックアウトでは H3K9me3
修飾が大幅に減少し、マウスはある程度発生
は進むが生存出来ずがんを多発する（Peters et 
al. Cell, 2001）。 
 これらを総合すると、セントロメア／ヘテ
ロクロマチンの形成バランスと細胞老化／
細胞分化などの細胞高次調節機能はゲノム
機能の発現を介して密接に関わっている可
能性が予想される。しかし、これらの研究は
緒についたばかりで、セントロメア／ヘテロ
クロマチンの形成バランスを担う因子の実
体やこれと細胞老化／細胞分化とを関連づ
ける解析が必要である。本研究では、セント
ロメア／ヘテロクロマチンの形成バランス
機構の実体解明に迫り、このバランスと染色
体高次調節機能を介した細胞老化／細胞分
化などのゲノム機能の発現制御に向けての
手掛かりを得ようとするものである。 
 
２．研究の目的： 
 現在でも染色体基本機能解析は酵母の系
にほぼ独占されており、哺乳類ではノックア
ウトマウス、RNAi を用いた個々の遺伝子機
能の解析にとどまっている。ヒト人工染色体
は、ヒト培養細胞へ導入した DNA 上に機能
するセントロメアクロマチン構造を細胞自
身が作り上げ、安定分配される４７本目の染
色体を再構成するシステムである。人工染色
体と tetO/tetR融合タンパク系を組み合わせた
システムは、全く新たな視点から細胞内で染
色体機能やクロマチン構造形成の諸反応の
各ステップを作って証明する構成生物学的
解析手法を展開可能にし、従来の分子遺伝学
的手法や RNAi を組み合わせた方法論として
も発展させることもできる。上述のように、
セントロメアとヘテロクロマチンの集合バ



ランスを調節している因子はその活性が細
胞老化や分化段階で大きく変動している可
能性も高い。そこで本研究では、先ず、ヒト
人工染色体システムと tetO配列／各種 tetR融
合タンパクを組み合わせ、セントロメアとヘ
テロクロマチンの集合バランスを調節する
因子の検索を進めた。これら調節因子を用い
てセントロメアとヘテロクロマチンの集合
バランスを操作した場合に、染色体上のゲノ
ム機能がどのように影響を受け、細胞老化、
分化、個体維持などの細胞高次調節機能の異
常に繋がるのか、そのメカニズムの解明への
手掛かり得ることを目的とする。 
 
３．研究の方法： 
（１）多様な分化状態にある細胞のクロマチ
ン形成バランスの解析：多様な細胞株でセン
トロメアクロマチンとヘテロクロマチンの
集合バランスの違いを人工染色体システム
を用いて評価した。人工染色体前駆体である
合成反復 DNA 配列を細胞へ導入し、導入翌
日から数週間後にかけて、導入 DNA 上へセ
ントロメアクロマチン(CENP-A)やヘテロク
ロマチン(ヒストン H3K9me3,修飾等)が集合
する過程を ChIP-competitive PCR 法で厳密に
解析評価出来るシステムを用いた。 
（２）セントロメア構造とヘテロクロマチン
構造を調節する因子の検索：セントロメアと
ヘテロクロマチンの集合バランスを調節し
ている因子は細胞老化や分化段階で大きく
変動している可能性が極めて高い。tetO 配列
を含む人工染色体（tetO-HAC）へ tetR 各種タ
ンパクを結合させ、セントロメア形成に対し
て負に調節し人工染色体を不安定化させる
因子を検索した。正常染色体アーム異所的部
位へ挿入した tetO 反復配列は、セントロメア
として不活性化されており、セントロメア特
異的ヒストン H3 バリアントからなる
CENP-A クロマチンは集合していない。セン
トロメアに対する正の調節因子はCENP-Aが
異所的 tetO 反復配列挿入部へ集合するかど
うかを指標にした。正、負の制御因子のスク
リーニングはかずさ Halo-tag 融合 cDNA 発現
ライブラリーを利用して進めた。 
（３）クロマチン集合バランスの操作により
引き起こされる細胞高次調節機能への影
響：ヒトやマウスのセントロメアの反復 DNA
結合タンパク質である CENP-B は、セントロ
メアクロマチンやヘテロクロマチンを反復
DNA 上へ新規集合させるために必須な因子
であるが、この遺伝子をノックアウトしても
一旦集合したセントロメアやヘテロクロマ
チンの構造自体はエピジェネティックに維
持される。そこで CENP-B と計画（２）で明
らかにされた因子を融合させ本来の染色体
の CENP-B 結合部位に限定してターゲットで
きるシステムを作製した。 
 
４．研究成果 
（１）多様な分化状態にある細胞のクロマチ

ン形成バランスの解析： 
HT1080, HeLa, U2OS, TIG7(ヒト胎児由来正
常線維芽細胞), hTERT-BJ1(テロメラーゼ不
死化ヒト正常線維芽細胞)などの多様な細胞
種でセントロメア反復 DNA 領域（アルフォ
イド DNA）のクロマチン構造を調べた結果、 
HT1080 細胞以外では全てヘテロクロマチン
の修飾であるヒストン H3K9me3 が高レベル
に集合していることが判明した。一方
HT1080細胞では弱いH3K9me3集合しか検出
されなかった。HT1080 細胞へ合成アルフォ
イド DNA を導入すると、この導入 DNA 上で
CENP-A クロマチンの集合とともにキネトコ
ア形成が起こり、導入 DNA は人工染色体と
して維持された。ところが HT1080 細胞以外
のこれら培養細胞では、導入 DNA 上でヘテ
ロクロマチン形成が強力に起こり、新規セン
トロメアクロマチンの集合が阻害され、人工
染色体形成に至らないことを発見した
（Ohzeki et al. EMBOJ, 2012）。そこで tetO 配
列を組み込んだ合成アルフォイド DNA を細
胞へ導入する時ヘテロクロマチン化と拮抗
的に働くヒストンアセチル化酵素（HAT）を
tetR融合タンパクとして発現させ tetO配列に
結合させると、HeLa やこれまで人工染色体
形成が観察できなかった U2OS, TIG7, 
hTERT-BJ1 などの細胞でも、導入 DNA 上で
セントロメアクロマチンの集合と共に人工
染色体形成が起こることを証明した（Ohzeki 
et al. EMBOJ, 2012）。これらの結果は、ヒス
トンアセチル化反応はヘテロクロマチン形
成とは拮抗しながらセントロメア形成に対
して促進的に調整していることを示してい
る。更にこの成果はどのような細胞株でもク
ロマチン集合バランスを調整すれば人工染
色体形成を可能にする技術開発に繋った（特
許出願）。同様に転写活性やヒストン H3K4
メチル化もセントロメアクロマチンの集合
維持に促進的に働くことを明らかにした
（Bergman et al. EMBOJ, 2011, JCS, 2012）。
また、ヒストンシャペロンの NAP1 は非特異
的 DNA 結合活性を低下させることにより、
人工染色体や新規CENP-Aクロマチン集合に
必要である CENP-B の CENP-B box 配列への
特異的結合を増加させる効果があることを
明らかにした（Tachiwana et al. NAR, 2013）。
更に CENP-B の N 末端 α-N-メチル化修飾は
CENP-B の CENP-B box への結合に影響を与
えることが判明した（Dai et al. 2003）。 
 人工染色体 tetO/tetR システムを発展させ、
tetO 配列を組み込んだ合成反復 DNA を宿主
染色体の異所的部位へ挿入した細胞株を作
製した（図１）。異所的挿入部位はセントロ
メアとしては不活性化しているが、この部位
へ Mis18a や HJURP, HAT 等を tetR 融合タン
パクとして結合させると、CENP-A の集合と
共に CENP-I, CENP-T や CENP-E などが集合
し、微小管の結合するキネトコア形成が起こ
ることを明らかにした（図２：Ohzeki et al. 
EMBOJ, 2012）。 



 
 
 

この異所的挿入部位で Mis18 複合体と相互作
用する因子をかずさ cDNA ライブラリー
(Halo-tag 付き)から共焦点顕微鏡を用いてス
クリーニングした。この解析により、Mis18
複合体の下流でセントロメアクロマチン
（CENP-A クロマチン）の集合機構に関るセ
ントロメアのヒストンアセチル化酵素複合
体の同定に成功した（論文準備中）。 
 
（２）セントロメア構造とヘテロクロマチン
構造を調節する因子の検索： 
セントロメアとヘテロクロマチンの集合バ
ランスを調節している因子は細胞老化や分
化段階で大きく変動している可能性が極め
て高い。tetO-HAC へ tetR 各種タンパクを結
合させ、CENP-A クロマチン集合を正と負に
調節する因子を検索した。異所的挿入部位に
は CENP-A クロマチンは集合していない（図
１）。そこで、セントロメアに対する正の調
節因子は新規にCENP-Aを異所的挿入部へ集
合させるかどうかで更に分類した。正、負の
制御因子のスクリーニングはかずさ cDNA発
現ライブラリーを利用して tetR融合タンパク
を作製して進めた。既知のセントロメア／キ
ネトコアタンパク質群、ヒストン修飾酵素群
（メチル化酵素、脱メチル化酵素、アセチル
化酵素、脱アセチル化酵素）、クロマチンリ
モデリング因子群、ヘテロクロマチン関連タ
ンパク質群、DNA メチル化酵素、転写制御関
連因子群、組換え修復、DNA ダメージチェッ

ク関連因子群については、最優先してスクリ
ーニングを行った。 
その結果、CENP-A クロマチンに対して正の
調節因子（HJURP 他５種）、維持に関わる因
子（CENP-B 他３種）、負の調節因子（Suv39
他究めて多数）などを分類することに成功し
た（論文準備中）。更に CENP-B 自身もセン
トロメアとヘテロクロマチンの集合バラン
スを調節していると考えられるが、その実体
は明らかではない。そこで異所的挿入部で
CENP-B の有り／無しにより、この部位への
集合に変動が起こる因子を多数得ることに
成功した（論文準備中）。これらの因子は
CENP-B を介して、反復 DNA 上でセントロ
メアとヘテロクロマチンの集合バランスを
実際に調節する因子である可能性が極めて
高い。 
 
（３）クロマチン集合バランスの操作により
引き起こされる細胞高次調節機能への影響： 
マウス ES 細胞を用いて、セントロメアとヘ
テロクロマチンの集合バランスを実際に解
析した結果、ES 細胞やマウス胎児線維芽細胞
（MEF）と不死化細胞では大幅に違うことが
判明した。（２）の解析で得られた代表的な
因子を CENP-B と融合させて発現できるシス
テムを構築した。今後も、CENP-B 融合シス
テムを用いてマウスセントロメアとヘテロ
クロマチンの集合バランスを操作・撹乱させ
させた場合、細胞分化、老化、に与える影響
について解明を進めて行く。 
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