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研究成果の概要（和文）：分裂酵母を用いて、細胞分裂の際に重要な染色体の正確な分離を担う構造であるセントロメ
アが、どのようにして機能を失わず維持されるかの分子機構の解明を試みた。２本の染色体を人為的により簡単で効率
よく一本につなぎ合わせる実験系を構築し、その株を用いて、染色体が融合した際に生存率が上昇する遺伝子破壊株８
株をスクリーニングした。これらの遺伝子の破壊により、セントロメアがより不活性化しやすくなっていることが示唆
される。これらはヒストン修飾等に関わる遺伝子であり、特定のヒストンの修飾がセントロメアの不活性化を抑えてい
ることが予想される。

研究成果の概要（英文）：Centromere is essential structure for accurate chromosome segregation in mitosis 
and meiosis. To elucidate the molecular mechanism maintaining the function of a centromere, we have 
developed the convenient and advantageous artificially inducible system fusing two chromosomes with the 
terminal in fission yeast. Screening of deletion mutants by this system indicated that eight strains 
increased the frequencies of survivors when fused chromosome was generated and two centromeres were 
harbored in one chromosome. In these mutant, many of survivors harbored a fused chromosome in which 
either centromere was epigenetically inactivated. These results suggested that the centromeres tend to 
inactivate in these gene deletions compared to a wild type. Because these genes encoded the proteins 
related to modification of histone, specific histone modification may be important for inhibition of 
centromere inactivation.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
多くの生物では、染色体上の一箇所にセン

トロメア領域が存在し、細胞分裂期にその領
域には染色体の均等分離に必要な動原体が
形成されます。動原体はセントロメア DNA
と多くのタンパク質の複合体で構成されて
いますが、セントロメア DNA の塩基配列は
真核生物間を通して相同性がほとんど見ら
れません。一方で動原体タンパク質は多くが
保存されています。生物間で異なる配列上に、
どのような仕組みで共通する動原体が形成
されるのかについては、今なお不明な点が残
されたままです。 
さらに、ヒトの本来セントロメアとは無関

係な染色体領域が、セントロメアとして機能
しているネオセントロメアの解析から、セン
トロメアの形成には DNA の塩基配列以上に
エピジェネティックな要因が重要であるこ
とが示唆されています。 
染色体における、セントロメアの数量制御

機構の崩壊による複数のセントロメアの形
成は染色体の分断や不均等分離を引き起こ
すことから、正常な細胞増殖において必須の
機構であると考えられます。しかしながら、
これらセントロメアの調節制御を行う機構
はほとんど分かっていません。 
申請者はこれまでセントロメアの調節制

御機構を調べるために、セントロメア活性の
抑制機構の解明を試みてきました。染色体の
構造改変技術を用いて、分裂酵母の 2 本の染
色体の末端を融合させることでセントロメ
アを 2 つもつ染色体（ダイセントリック染色
体）を作製し、この融合染色体におけるセン
トロメアの状態や挙動の変化について解析
を行いました。この結果から、セントロメア
の活性は想像以上に動的に変化しうるもの
であり、実はセントロメアのエピジェネティ
ックな不活性化は容易に起こり得ることが
示唆されていました。 

 
２．研究の目的 
 セントロメアは細胞分裂の際に、染色体の
分離に必要な微小管と染色体をつなぎとめ
る動原体が形成される領域です。通常の染色
体分離の際、セントロメアの不活性化は紡錘
体微小管との結合の欠損により、染色体を分
配するための動力が発生せず、染色体の脱落
を導きます。また、セントロメア不活性化に
ともなう融合染色体の安定化といった染色
体構造の変化は、生物種の分化や進化を導く
一方で、癌の発生や進行、不妊や先天性異常
といった重篤な疾患をもたらすという弊害
があります。故にそれらの弊害が起こらない
ように、何らかの機構によってセントロメア
の不活性化が抑制されることで、セントロメ
ア活性状態が調節されていると考えられま
す。故に、本研究ではセントロメアの不活性
化抑制に関係する遺伝子をスクリーニング
し、その分子機構を解明することを目的とし
ます。 

 同時に、セントロメアの不活性化に関わる
遺伝因子についての解析も試みました。 
 
３．研究の方法 
(1)配列特異的組み換え酵素 Flp/FRT を用い
て、二本の染色体を融合できる分裂酵母実験
株を作製する。人為的に誘導のできる Flp を
用いる事、さらにこの酵素は温度感受性であ
るため、より厳密な染色体融合の調節を可能
にする。染色体融合の起こった細胞は、選択
マーカーとして抗生物質 cloneNAT 耐性遺伝
子を発現し、この抗生物質を培地に添加する
ことで選択できる。 
 
(2)上記の染色体融合系を用いて、遺伝子破壊
株の作成。Bioneer 社の分裂酵母非必須遺伝
子破壊ライブラリーと上記の株を掛け合わ
せることで、遺伝子破壊株において染色体融
合を可能にする。 
 
(3)上記作成の染色体融合誘導可能な遺伝子
破壊株ライブラリーを用いて、寒天培地上で
48h、30℃で Flp 酵素の発現を誘導し、一定
数の細胞を寒天プレート上にスポットし、融
合染色体の生存株の出現割合を寒天培地上
において判別する。 
 
(4)液体培養による組み換え酵素誘導により、
染色体融合生存株の出現率を解析し、野生株
と比較して生存率が上昇もしくは減少する
株のスクリーニングを行う。 
 
(5)染色体融合生存株において、パルスフィー
ルド電気泳動における染色体核型の解析と
制限酵素 StuI、BglI 二重切断によるセント
ロメア領域の DNA の変化を解析することで、
どのような機構でダイセントリック染色体
が安定化しているのかの分類を行う。これに
より生存株における染色体構造の変化を解
析する。 
 
４．研究成果 
(1) 本申請研究ではモデル生物である分裂
酵母を用いて実験を計画し、研究目的の「セ
ントロメア不活性化の抑制機構の解明」に焦
点を絞って解析を行った。方法としてダイセ
ントリック染色体が形成された際にセント
ロメアの不活性化が促進される変異体をス
クリーニングし、その変異した原因遺伝子を
同定することで、セントロメア不活性化抑制
機構に関わる因子を明らかにしようと計画
した。そこで、申請者開発のダイセントリッ
ク作成用株を用いた非必須遺伝子破壊株ラ
イブラリーの作成を計画した。 
 しかしながら、このダイセントリック染色
体の作成株に用いた部位特異的酵素Creの発
現、抑制の調節が不完全であったため、破壊
株ライブラリー作成時にすでに酵素が発現
し、細胞の死やダイセントリック染色体誘導
時の野生株と変異株の間で生育の違いが見



分けにくく、解析に適していなかった。そこ
で、より人為的に切れ味よく組み換え制御が
行えるように、これまで使用していた
Cre/loxP の部位特異的組換え酵素もよりも
調節のしやすい、配列特異的組み換え酵素
Flp/FRTを用いたシステムを構築した(図 1)。 

図 1 Flp/FLT による染色体融合系 
 
この実験系を用いることで、培地のチアミ

ンを抜き、温度を 36℃から 30℃に下げると
いう二重の操作によって、組み換え酵素の ON
と OFF の調節が可能になり、意図しない組み
換えによるスクリーニングの欠点が解消で
きた(図 2)。この方法は、染色体融合のみな
らず、人為的時期特異的な他の染色体構造改
変や遺伝子破壊に応用が期待できる。 
 

図 2 Flp による組み換え 
 

(2)Bioneer 社の非必須遺伝子破壊株ライブ
ラリーと、上記作成の Flp/FLT 株を掛け合わ
せることで、遺伝子破壊のダイセントリック
染色体誘導株を作製した。この際、クロマチ
ン関連の株に重点を置いた214の遺伝子破壊
株を用いて解析を行った。染色体融合が起こ
った細胞のみが生育可能な寒天プレート培
地上に細胞をスポットすることで、ダイセン
トリック染色体形成後の生存株の出現を調
べたところ、このスクリーニングによって 8
株のダイセントリック細胞の生存率が上昇

する株と、9 株の減少する株が得られた(図
3)。 

 
図 3 スポットテストによるダイセントリッ

ク生存株解析 
 
さらに詳細な生存株出現率の解析の結果、

5 株において、生存率の上昇が確認できた。
これらは、ヒストン自体やヒストンのアセチ
ル化またはメチル化に関係する遺伝子の破
壊株であった。パルスフィールドゲル電気泳
動を用いた核型変化の解析を基に、それらの
ダイセントリック染色体生存株において染
色体や、セントロメアのどのような変化がこ
の生存に寄与しているのかを調べた。その結
果、セントロメアが DNA 配列はそのままに機
能を失うこと(エピジェネティックなセント
ロメア不活性化)により、機能的セントロメ
アが染色体上に一つになり安定化した細胞
がほとんどであることが示された。このこと
から、これら遺伝子の破壊株において、セン
トロメアが不活性化しやすくなっているこ
とが示唆される。 
一方、ダイセントリック細胞の生存率が特

に減少する株は、詳細な解析により 8株が得
られた。これらはセントロメアのエピジェネ
ティックな不活性化が起きにくくなってお
り、セントロメア DNA の欠損や染色体の切断
の割合が増加することが予想された。しかし、
その予想に反してセントロメアの不活性化
の割合が優位に観察された。この原因につい
ては不明であるが、これらの遺伝子破壊株に
おいてはセントロメアの活性維持以外の原
因によって、ダイセントリック染色体の生存
率が減少している可能性が考えられる。 
ダイセントリック染色体の生存率の増加

がみられる株の遺伝子はヒストン及びその
修飾に関係するタンパク質をコードしてい
ることから、ヒストンの修飾がセントロメア
の不活性化を抑制している因子の一つであ
ることが示唆される。ヒストン修飾が及ぼす
直接的なセントロメアのクロマチン状態の
変化などをより詳細に解析し、セントロメア



不活性化抑制機構の解明を進め結果をまと
める予定である。 
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