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研究成果の概要（和文）：キネトコアは染色体分配時に作用する構造体で染色体セントロメア領域に形成され
る。CENP-TWSX複合体は申請者らが発見したキネトコア構成因子の一つで、ヒストンフォールドを有し、DNA結合
するがその詳細は不明である。今回我々はCENP-TWSX複合体の機能と構造の解析を行った。まず滴定型カロリメ
トリーによる解析から結合解離定数が得られた。次にDNA結合よりCENP-TW, CENP-SXとDNAの結合解離定数が得ら
れた。さらにX線結晶構造解析によりFANCMと結合したCENP-SXの結晶構造が明らかになった。これらの解析から
CENP-TWSX複合体のより詳細な分子認識機構が解明できた。

研究成果の概要（英文）：Replicated sister chromatids are faithfully segregated into two daughter 
cells. Kinetochore is built at the centromeric region of the chromosome and is involved in the 
chromosome segregation. CENP-TWSX complex is a conserved kinetochore component and plays an 
important role. It contains histone fold and binds to DNA but its precise mechanism remains elusive.
 To elucidate the structure and function of the CENP-TWSX complex, we have undertaken biochemical 
and structural analyses. Using isothermal titration calorimetry, we obtained dissociation constant 
of the CENP-TW and CENP-SX interaction. Next, we measured interaction between DNA and CENP-TW or 
CENP-SX. Using gel filtration, we acquired the stoichiometry of the complex. Dissociation constants 
were measured by the fluorescent anisotrophy method. Furthermore, we obtained crystal structure of 
the FANC-M-CENP-SX complex. Together, these analyses revealed detailed molecular mechanism of the 
CENP-TWSX complex.

研究分野：構造生物学

キーワード： X線結晶構造解析
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１．研究開始当初の背景 
真核生物の細胞分裂時において、複製された
二本の姉妹染色分体はそれぞれ正確に娘細
胞へと分配される。このためには、両極から
伸長してくる動原体微小管と姉妹染色分体
が正確に連結する事が必須である。この連結
に関わる染色体上の特殊な複合体はキネト
コア構造と呼ばれ、種をこえて保存された蛋
白質複合体によって、染色体上のセントロメ
ア DNA 領域に形成される。最近のプロテオ
ミクス解析により、その構成因子はほぼ明ら
かにされつつあり、100 を超える因子が同定
されている。 
キネトコア構造は、染色体上の一カ所に形成
されるが、特定の DNA 配列の上に形成され
るわけでない。 しかしながら、次世代の細
胞においても同じ領域上にキネトコアが形
成されることから、特定の DNA 配列に依存
しないエピジェネティックな分子機構によ
ってキネトコアは形成される。セントロメア
領域には、セントロメアに特異的なヒストン
H3のバリアントであるCENP-Aを含むヌク
レオゾームが配置され、それがキネトコア形
成のエピジェネティックマーカーとして機
能すると考えられている。しかし、CENP-A 
ヌクレオゾーム単独では機能的なキネトコ
アは形成されずに、CCAN と呼ばれる セン
トロメアのクロマチン領域に局在する蛋白
質の一群が機能的キネトコア形成に重要な
働きを担う。我々は  CENP-TW および 
CENP-SX の立体構造解析を通じてこれら二
つの複合体がヒストンと類似している事を
明らかにした。詳細な構造解析の結果、この
二つの複合体は非常に類似しており、実際に
混合する事で CENP-TWSX 複合体を形成す
ることが明らかになった。CENP-TWSX は
ヘテロ 4量体を形成しており、この 4量体が 
DNA と特殊な結合することで、セントロメ
アに特異的なクロマチン構造を形成してキ
ネトコア構造の構築に重要な役割を果たし
ている。具体的にどのように機能的なキネト
コア構築に関わるかを解析することは、この
分野の中心的な課題の一つである。 
 
２．研究の目的 
細胞分裂時の染色体分配に必須な役割を担
うキネトコア複合体は、その不全が癌や遺伝
病と密接に関係するなど、その重要性が近年
注目されている。しかしながら、複合体形成
に関する分子機構はいまだ謎に包まれてい
る。本研究の目的は脊椎動物キネトコア複合
体の分子機構の解析を通じて、その詳細な作
用機序を明らかにする事にある。本研究では、
特に CENP-TWSX に焦点を当て、その分子
機構解明を行う。CENP-TWSX 複合体は染
色体と微小管をつなぐ重要な因子で、我々は
これまでに CENP-TWSX 複合体の結晶構造
および CENP-T と微小管に結合する Ndc80
複合体の共結晶構造を明らかにした。本研究
を進める事で、染色体微小管連結機構の詳細

な機構が解明され、医学生物学、生命工学全
般に貢献できる。 
 
３．研究の方法 
(1) CENP-TWSX 複合体の生化学、生物物理
学的解析 
これまでに、CENP-TW 複合体と CENP-SX 複合
体はそれぞれ安定なヘテロ 2 量体を形成し、
両者を混合する事により CENP-TWSX 複合体
を形成することは明らかにしてきたが、その
安定性については不明である。CENP-SX と 
CENP-TWSX の X 線結晶構造よりそれぞれの自
由エネルギー(ΔG0)を算出するとCENP-SXが
ΔG0=-0.8kcal/mol に対して CENP-TWSX は
ΔG0=-4.8kcal/mol となっており、CENP-TWSX
の方がより安定な複合体であることが推察
される。しかし実際の蛋白質を使った生物物
理学な測定はまだされていない。そこで ITC
やビアコア等を使ってCENP-TWSX や CENP-SX
の解離定数、解離速度定数、会合速度定数を
求める。また塩濃度や pH 等による複合体形
成能の違いを測定する。もしこの測定で
CENP-TWSX と CENP-SX の安定性に違いがない
場合は細胞内ではこの複合体を安定化させ
るような因子が存在する可能性も考えられ
る。 
(2) CENP-TWSX 複合体の DNA 認識機構 
CENP-TW、CENP-SX、CENP-TWSX、いずれも DNA
と複合体を形成できるが、その性質は驚く程
異なっている。ゲルシフトアッセパターン、
CENP-TWSX はスミアに近い複合体を形成す
る。長さの特異性については、CENP-SX は約
50bp、CENP-TWSX は 80-100bp で概ね一本 の
シフトバンドを形成していた。細胞内では
CENP-TWSX として機能している事から 
CENP-TWSX のスミア上の複合体について更に
解析する。解析する内容としては具体的には
どの程度の長さのDNAに対してどのようなス
トイキオメトリーで結合しているのかを蛋
白質と DNA との比を変化させて検討する。比
較対象と して、CENP-SX と DNA の結合も解
析する。またもし、DNA1 分子に対して 2分子
以上の CENP-TW や CENP-SX が存在する場合 
には異なるタグを有するような構成蛋白質
を調整し、混合する事でバンドの変化を追っ
て行く。 
(3) CENP-TWSX 複合体と他の複合体との相互
作用ネットワーク解明や構造解析 
CENP-TWSX は構成的セントロメア結合ネッ
トワーク(CCAN)と呼ばれる一群のキネトコ
ア蛋白質グループに属しており、この中には 
TWSX 以外に、CENP-C, -H, -I, -K, -L, -M, 
-N, -O, -P, -Q, -R、-U の 12 種 類が存在
する。これら蛋白質のキネトコア局在はお互
いに依存し合う事から直接的な相互作用が
想定される。そこでこのネットワーク機構解
明のために免疫沈降法や蛋白質共発現系を
用いて、どの蛋白質とどの蛋白質、どの領域
とどの領域が直接的な相互作用するかどう
かを明らかにする。  



 
４．研究成果 
研究成果は以下の通りである。 
(1) まず CENP-TW と CENP-SX の相互作用の結
合比と解離定数を求めるため、ITC を用いて
解析した。その結果、 CENP-TW と CENP-SX は
滴定する順序にそれほど影響を受けず 700nM
から 900nM の解離定数を示した。結合比は１
対1でこれまでのゲルろ過や結晶構造解析の
実験と一致した。ビアコアを用いて結合実験
を行なったところ、CENP-SX と CENP-TW は
1.5µM の解離定数で相互作用した。ITC やビ
アコア解析で求められた相互作用比や解離
定数によりこれまでゲル濾過で観察された
相互作用が特異的であることが確認できた。 
 
(2) CENP-SX 複合体の DNA 結合能をゲルシフ
ト法により解析したところ、長さ約 31 塩基
対で最初のシフトバンドが観察された。DNA
長が 43 塩基対以上ではより高い位置にバン
ドは確認でき、67 塩基対以上ではさらに上の
シフトバンドが確認できた。一方、CENP-TWSX
複合体では 37 塩基対で弱いシフトバンドが
確認でき、67塩基対までは同じ位置のバンド
が徐々に濃くなっていったが、それより長い
DNA では他の非特異的バンドのみが観察でき
た。 
CENP-SX や CENP-TW, CENP-TWSX と DNA の結合
比や相互作用を調べるために、ゲル濾過を用
いて解析を行った。その結果、19 塩基対でタ
ンパク質 DNA 複合体が生じ、二重鎖 DNA１つ
に対して CENP-SX４量体が１つ結合していた。
より長い DNA を試したところ、43 塩基対では
二重鎖 DNA１つに対して CENP-SX４量体２つ
結合していた。 
CENP-TW および CENP-SX と DNA の結合解離定
数を求めるために、DNA を FITC で標識し、解
離定数を求めた。その結果、31 塩基対の二重
鎖 DNA で CENP-TW は 57nM, CENP-SX は 121nM
の解離定数を示した。より長い DNA を使用し
た際には CNEP-TW, CENP-SX 共に 40nM-80nM
の解離定数で DNA と結合した。 
 
(3) CENP-SX や CENP-TW, CENP-TWSX と DNA の
結合の詳細を解析する目的でDNAを含む複合
体の結晶化を行なった。その結果、CENP-SX
と 49bp の二重鎖 DNA の結晶を得ることに成
功した。放射光施設にてこの結晶に X線を照
射したところ、約 6Å分解能まで回折を得る
ことができた。以前立体構造解析を行った
CNEP-SX 複合体の立体構造モデルを使って分
子置換を試みたところ、CENP-SX の電子密度
が確認できた。しかし、DNA が結合している
と思われる領域には大きな空間が存在した
がこの領域中にはDNAに相当する電子密度は
確認できなかった。CENP-SX に結合している
DNA はおそらく結晶中で揺動しているものと
思われる。一方、CENP-SX はキネトコア複合
体以外にも他の因子と相互作用することが
知られている。FANCM はヒトファンコーニ貧

血の原因遺伝子の一つで、CENP-SX と相互作
用することが知られている。我々は CENP-SX
と FANCMの相互作用を解析するため大腸菌の
組み換え発現コンストラクトを作成した。そ
の結果、FANCM-CENP-SX 複合体の大量発現、
精製に成功した。得られた FANCM-CENP-SX 複
合体の結晶化を行なったところ、いくつかの
条件で結晶化に成功した。CENP-SX の立体構
造モデルを使って分子置換法により立体構
造解析を行い、FANCM-CENP-SX 複合体の立体
構造解析に成功した。似たような条件で
FANCM が結合していない CENP-SX 複合体の結
晶構造も得られた。 
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