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研究成果の概要（和文）：セントロメアに特異的に取り込まれるCenp-Aが、DNAの損傷部位にも一過的に存在すること
が報告されている。申請者らが単離した変異体（rpt3-1)では、Cenp-A がより広範囲に、高密度にセントロメア領域に
取り込まれ、セントロメア領域のサイレンシング（転写抑制）が亢進することを発見した。また、この変異体はDNA損
傷誘導処理に対しても高い感受性を示した。Rpt3タンパク質はCenp-Aを適切な時期にクロマチンから除去することによ
りゲノム構造を維持するものと考えられる。これらの成果の一部は、Nature Communications に発表された。

研究成果の概要（英文）：It has been reported that Cenp-A, a centromere-specific histone, is also found tra
nsiently at DNA damage sites.We isolated a mutant, rpt3-1, in which distribution of Cenp-A is abnormal. In
terestingly, the mutant is sensitive to DNA damaging agent.These results would suggest that Rpt3 is respon
sible for removal of Cenp-A from chromatin at proper timing. A part of these results will be published in 
Nature Communications.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景： 
 セントロメアクロマチンの際立った特徴
は、ヒストン H3 のバリアントである Cenp-A
を含むことである。セントロメアクロマチン
は、有糸分裂期に構築される動原体の基礎的
構造をなすと考えられる。セントロメア領域
（すなわち Cenp-A が取り込まれるクロマチ
ン領域）の大きさも、そこにおける Cenp-A
ヌクレオソームの密度, Cenp-Aヌクレオソー
ムと H3 ヌクレオソームとの比率は、厳密な
制御を受けている。 
 セントロメア領域が異常に拡大すれば、そ
こに構築される動原体も肥大し、異常な紡錘
糸接続 (たとえば merotelic attachment)の
原因ともなり得る。また、ヌクレオソームの
過密な存在は、動原体領域のクロマチンの適
切な弾性を損ない、その結果、紡錘糸接続に
ともなって発生する張力を察知するスピン
ドルチェックポイントの機能に支障を来す
可能性がある。Cenp-A ヌクレオソームが H3
ヌクレオソームに置き換わることで、ヒスト
ン H3 のメチル化に依存したヘテロクロマチ
ン形成を阻害することも予想される。Cenp-A
の分布制御の破綻は、動原体機能、ヘテロク
ロマチン形成、転写活性等に異常を来す。セ
ントロメアにおいて Cenp-A ヌクレオソーム
が適切に分布するためには、Cenp-A ヌクレオ
ソームの取込み機構のみではなく、過剰な
Cenp-A ヌクレオソームの排出機構も必要で
あると推測できる。 
 一方、最近の研究により、種々の培養細胞
（ヒトあるいはマウス由来）において、マイ
クロレーザーによりDNA損傷を導入したゲノ
ム領域に、Cenp-A が取り込まれることが見出
された。また制限酵素 Sce-I の発現による二
重鎖切断部位でも同様の観察がなされた。こ
の取り込みは損傷導入後、早いもので一分、
平均で５分以内に起こる。 
 Cenp-A が取り込まれる部位は、リン酸化
H2AX が focus を形成する部位と一致したが、
機能的にはヒストンH2AXに非依存的である。
また、取込みは、損傷 を non-homologous end 
joining により修復する為の因子の存在下
で効率が高い。この取込みが起こる際の、他
のヒストンタンパク質の動態は明らかでな
いが、単に Cenp-A が損傷部位のクロマチン
に結合する、あるいは損傷部位で除去された
ヒストン H3に代わって Cenp-A が取り込まれ
るといった可能性がある。Cenp-A の発現レベ
ルを上げることにより、細胞の放射線に対す
る耐性が高まることから、Cenp-A が損傷修復
に機能するものと考えられている。しかしな
がら、具体的な分子機能は不明である。 
  
２．研究の目的： 
 ヒストン H3 の派生体である Cenp-A は、
セントロメア DNA と直接相互作用をして、有
糸分裂期に形成される動原体クロマチンの
構築ブロックとして機能する。分裂酵母では
数十キロベース、さらに多細胞生物では数メ

ガベースにわたりセントロメアが定義され
ており、Cenp-A はこの領域に限定的に存在
する。分裂酵母、ショウジョウバエ、ヒトの
セントロメアには種々の反復配列が含まれ
ている。また Cenp-A をセントロメアに誘導
する際に、ホリデージャンクション結合性タ
ンパク質（HJURP、分裂酵母 Scm3）が必須で
あるが、作用機序の理解は極めて限定的であ
る 。   
 本研究は、Cenp-A と HJURP が協調作用によ
り、セントロメアのクロマチン構築にも損傷
修復にも機能するという仮説に基づく。この
仮説を支持するエビデンスを収集するとと
もに、損傷部位での Cenp-A の存在意義、セ
ントロメアのクロマチン構築にも損傷修復
にも必要とされる Cenp-A と HJURP の分子機
能に迫る。また、損傷部位における Cenp-A
の分子機能についての知見を得たい。 
 
３．研究の方法：  
 ２４年度：HJURP のホリデージャンクショ
ン結合能は示されているが、損傷修復での機
能は未だ示されていない。２４年度は分裂酵
母をモデル系として、主に遺伝学的手法によ
る研究を進める。まず HJURP の分裂酵母相同
体 Scm3 が損傷修復に機能する可能性を検討
する。また、Cenp-A の損傷修復過程での機能
を解析するツールとなる放射線高感受性の
Cenp-A 変異体の単離を試みる。 
 ２５年度：主にヒト培養細胞を用いる。
Cenp-A の損傷部位への誘導は我々も追試
に成功しているが、この誘導が HJURP-
依存的であるか否かは不明である。この点
を検討するとともに、前年度に単離予定の
分裂酵母 cnp1-rad 変異体に相当するヒト
Cenp-A 変異体を作成し、その挙動を、放
射線応答と有糸分裂期の染色体分配に着目
して観察する。 
 
４．研究成果： 
 分裂酵母モデル系において、Cenp-A の高発
現により生育遅延を起こすもの、あるいはゲ
ノム損傷誘発剤に高感受性を示すものを単
離し、一部はその変異部位も同定できた。大
変興味深いことに、そのような変異の一つ
(rpt3-1)はプロテアソームのサブユニット
の一つである Rpt3 タンパク質をコードする
ことを見いだした。さらに、この変異体では、
セントロメアへの Cenp-A の取込みが亢進す
ることを示した。その結果、染色体の不安定
化し、さらにセントロメア領域における遺伝
子サイレンシングが通常よりも強度に起こ
ることも示した。 
 Rpt3 を含むタンパク質複合体（おそらく
19Sproteasome）が 20S proteasome とは独立
にヒストンシャペロン様の活性を発揮する
ことが知られている。おそらく、セントロメ
アにおける Cenp-A の分布調節にも、類似の
機能が関与するものと推測する。このような
活性は、損傷部位において修復が完了した後、



Cenp-A を取り除く際にも必要であると考え
る。また、変異を導入した Cenp-A を条件的
に発現できるライブラリーを作製し、表現型
解析を可能にした。さらに Cenp-A に緑色蛍
光タンパク質を融合させ、細胞内で観察でき
るアッセイ系も確立した。 
 本研究の開始後、ヒト培養細胞の損傷部位
における Cenp-A の取込み現象は、Cenp-A を
高発現したときのみに起こる可能性が指摘
された。すなわち、生理的条件下にあっては、
Cenp-A とその関連因子の機能関連は、損傷修
復に関与しないことが示唆され、これに関わ
る研究の推進に疑義がもたれた。このため、 
本研究の後半では、分裂酵母モデル系におけ
るrpt3-1変異体の解析に精力的に取り組み、
以下の結果を得た； 
 １）rpt3-1 変異体では、セントロメアへの
Cenp-A の取込みが亢進するが、細胞内におけ
るCenp-Aのレベルは野生型株と同等である。
すなわち、取込みの上昇の原因は、Cenp-A の
分布制御の破綻である。 
 ２）rpt3-1 変異体で観察される染色体の不
安定性は、ヒストン H３の高発現により改善
された。すなわち、セントロメアに Cenp-A
が過剰に取込まれることが、染色体の不安定
性の原因であることを示した。 
 ３）Rpt3 タンパク質がセントロメアクロマ
チンと結合することを確認し、さらに変異型
Rpt3-1 タンパク質では、この活性が著しく低
下していることを示した。 
 ４）Rpt3 タンパク質を含むプロテアソーム
複合体は核膜にアンカーされるが、rpt3-1 変
異体ではプロテアソーム複合体は核膜から
解離して存在する。この結果は、セントロメ
アにおける Cenp-A の分布制御には、プロテ
アソームが核膜に存在することが重要であ
ることを示唆する。 
 ５）プロテアソーム複合体を核膜にアンカ
ーする Cut8 タンパク質を欠損する細胞内に
おいて、rpt3-1 変異体と同様の表現型を確認
した。すなわち、セントロメアへの Cenp-A
の取込み亢進と、セントロメア領域における
遺伝子サイレンシングの増強である。 
 さらに、Cut8 タンパク質のプロテアソーム
との結合部位のみを高発現することで、Cut8
タンパク質とプロテアソームとの相互作用
を阻害した。この結果、プロテアソームは核
膜から解離し、セントロメアへの Cenp-A の
取込み亢進と、セントロメア領域における遺
伝子サイレンシングの増強が観察された。こ
の実験により、Cut8 タンパク質を欠損する細
胞の表現型（セントロメアへの Cenp-A の取
込み亢進と、セントロメア領域における遺伝
子サイレンシングの増強）は、プロテアソー
ムの核膜からの解離が原因であって、Cut8 タ
ンパク質の他の機能（細胞周期制御など）の
欠損ではないことを示すことができた。 
 上記１〜５の結果は、プロテアソーム（あ
るいはその一部）が、セントロメアクロマチ
ンと結合し、Cenp-A の分布を制御することを

示唆する。このような活性は、セントロメア
／動原体の位置を厳密に規定することで、セ
ン ト ロ メ ア の 移 動 （ centromere 
repositioning） や、染色体腕部におけるセ
ントロメア生成 (neocentromere) を防止す
るものと考えられる。 
 興味深いことに、rpt3-1 変異体とプロテア
ソーム複合体を核膜にアンカーする Cut8 タ
ンパク質を欠損する変異体は、DNA 損傷誘導
剤に対して高い感受性を示す。核膜に存在す
るプロテアソームが、DNA の損傷修復過程に
おいて重要な機能を果すものと予想される。 
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