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研究成果の概要（和文）：コヒーシン複合体は姉妹染色分体間接着に必須の因子であり、そのダイナミクスは接
着の確立や解除といったステップと密接に関わっているが、コヒーシンダイナミクスの一分子レベルでの理解が
欠如していた。本研究では、DNA上のコヒーシンを一分子レべルで観察する系を確立し、その細胞周期の進行に
応じた挙動を明らかにするとともに、そのダイナミクスを制御するメカニズムの解明を行った。さらにコヒーシ
ンダイナミクスを制御するこれらの機構が進化の過程でどの程度保存されているのかという点についても考察で
きる成果を得た。

研究成果の概要（英文）：Cohesin plays a crucial role in sister chromatid cohesion and gene 
expression. The dynamic association of cohesin with chromatin is essential for these functions. 
However, the exact nature of cohesin dynamics remains unclear. In this study I evaluated the 
dynamics of individual cohesin molecules on DNA and found that the cohesin possesses an intrinsic 
ability to traverse DNA in an ATPase-dependent manner. Translocation ability is suppressed in the 
presence of Wapl-Pds5 and Sororin; this suppression is alleviated by the acetylation of cohesin and 
the action of mitotic kinases. In Xenopus egg extracts, cohesin is translocated on DNA in an ATPase-
 and Smc3 acetylation-dependent manner. Cohesin movement changes to unidirectional when cohesin 
faces DNA replication; otherwise, it is incorporated into replicating DNA. This study provides 
insight into the nature of cell cycle-dependent changes of cohesin dynamics, and also evolutionally 
conserved mechanisms to regulate cohesin dynamics.

研究分野： 分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
分裂期における姉妹染色分体とその均等な

分配が 19 世紀末にはじめて観察されて以来、
染色体の均等分配が娘細胞への遺伝情報の
継承に決定的に重要であることが明らかに
されてきたが、染色体を均等に分配するため
に不可欠な姉妹染色分体間接着を担う分子、
すなわちコヒーシン複合体が出芽酵母にお
いて発見されたのは 20 年ほど前のことであ
る。コヒーシンの発見以来、出芽酵母におけ
る遺伝学を中心に、急速に接着因子の同定が
進むと同時に、アフリカツメガエル卵におけ
る生化学的解析、電子顕微鏡観察などから、
コヒーシンがリング状の構造をしたタンパ
ク質複合体であること、このリング構造が 2
本の姉妹染色分体を繋ぎ止めるのに重要で
あり、分裂中期/後期移行時にリングが切断さ
れることで姉妹染色分体間の接着が解消さ
れることなどが明らかになっていた。 
 

２．研究の目的 
 
 本研究の目的は、姉妹染色分体間接着を担
うコヒーシンのダイナミクスを一分子レベ
ルで理解することである。コヒーシン複合体
は、その DNA との結合性が細胞周期の進行
に伴って多段階に変化し、それぞれが接着の
確立や解除といったステップと密接に関わ
っている。しかしながらコヒーシンはこれま
で分子集団としてしか観察・解析されておら
ず、コヒーシン一分子の DNA 上での挙動は
明らかになっていない。本研究では、DNA
上のコヒーシンを一分子レベルで観察する
系を確立し、その細胞周期の進行に応じた挙
動を明らかにするとともに、そのダイナミク
スを制御するメカニズムを明らかにするこ
とで、姉妹染色分体間接着/解離機構の解明を
目指す。 
 
３．研究の方法 
 
 本研究ではコーシン複合体をクロマチン
化した DNA に生理的な条件下で結合させ、
その挙動を全反射顕微鏡で観察する。さらに
細胞周期の進行に応じた変化をリアルタイ
ムで観察するために、DNA のクロマチン化や
コヒーシンのローディングのほか、細胞周期
の様々なイベントを in vitro で自在に制御で
きるアフリカツメガエル卵抽出液を用いた。
この系において、コヒーシンが DNA に結合
する G1 期、接着が確立する S 期、多くのコ
ヒーシンが解離する分裂前/中期に相当する
環境下で、コヒーシンの挙動を観察した。コ
ヒーシン一分子観察系の確立と並行して、接
着解離の分子メカニズムを明らかにするた
め、ヒト体細胞・アフリカツメガエル卵にお
ける Sororin 不活性化機構の解明に取り組ん
だ。 

 
４．研究成果 
 
1. コヒーシンは DNA 上において一次元自由
拡散運動を示す 
 
 はじめに、コヒーシンが 2 本鎖 DNA 上で
どのような挙動を示すかを観察した。コヒー
シンローディング因子である Scc2-Scc4 複合
体依存的に DNA にトポロジカルに結合させ
たコヒーシンは、DNA 上をランダムに移動し、
その動きは自由拡散運動であると判定され
た。コヒーシンは Smc1 および Smc3 サブユ
ニットのヘッドドメインに ATP 加水分解活
性を持つが、ATP 非存在下においても同様の
運動を示したことは、この動きが拡散運動で
あることを支持している。しかしながら ATP
非加水分解型アナログである AMP-PCP 存在
下でコヒーシンの動きが顕著に抑制された。
AMP-PCP は Smc1-Smc3 ヘッドドメイン同士
の解離を抑制するため、コヒーシンリングが
物理的に閉じた状態になることが、コヒーシ
ンの拡散運動に対して阻害的に働いている
可能性が示唆された。 
 
2. Smc3 のアセチル化はコヒーシンの運動を
促進し、Wapl−Pds5 は抑制する 
 
 つぎに、コヒーシンの動きに対するコヒー
シン修飾因子および結合因子の作用を検討
した。コヒーシン Smc3 サブユニットのヘッ
ドドメインには、真核生物の間で広く保存さ
れたリシン残基が存在し、このリシン残基の
アセチル化は、接着の確立に必須であること
が知られている（文献 1）。そこで、この保存
されたアセチル化がコヒーシンの動きにど
のような影響を及ぼすのかを解析したとこ
ろ、アセチル化酵素 Esco1 によってアセチル
化させたコヒーシン複合体は、非アセチル化
コヒーシンにくらべて拡散係数が増加する
ことが明らかになった。一方、コヒーシンを
染色体から解離させるのに必要なコヒーシ
ン結合因子 Wapl-Pds5 は、拡散係数を減少さ
せた。興味深いことに、Wapl-Pds5 によって
抑制されたコヒーシンの動きは、アセチル化
によって回復した（図 1）。このことは、コヒ
ーシンのアセチル化が Wapl-Pds5 の作用に拮
抗することでコヒーシンの運動を促進する
可能性を示唆している。アセチル化がどのよ
うにしてコヒーシンの拡散係数を上昇させ
るのかは未だに不明であるが、AMP-PCP や
Wapl によってコヒーシンの動きが抑制され
ることを考慮すると、アセチル化がコヒーシ
ンリングの内径を物理的に広げる、あるいは
DNA との相互作用を減弱させることで、動き
を加速している可能性が考えられる。 
 
 
 



 
3. Smc3 のアセチル化はクロマチン上におけ
るコヒーシンの運動に必要である 
 
 ここまで見てきたように、緩衝液中におい
て解析したクロマチン化されていない naked 
DNA 上でのコヒーシンの運動は、細胞核内ク
ロマチン上でも実際に観察されるのだろう
か。この点を明らかにするため、アフリカツ
メガエル卵抽出液を用い、DNA をクロマチン
化させたときのコヒーシンの動きを観察し
た。卵抽出液中でクロマチン化された DNA
は、ヒストンを取り込み、ヌクレオソームを
形成した。ここに、精製して蛍光標識したツ
メガエルコヒーシン複合体を添加したとこ
ろ、内在性コヒーシンと同様、複製前複合体
（pre-RC）依存的に蛍光標識コヒーシンが
DNA 上に結合した。このコヒーシンを観察し
たところ、緩衝液中で観察したのと同様、
DNA 上を移動していく様子が観察された。興
味深いことに、コヒーシンの運動とヌクレオ
ソーム形成位置を比較したところ、ヌクレオ
ソーム密度の高い場所でコヒーシンが停滞
していることがわかった。このことは、35 nm 
程度と考えられていたコヒーシンの内径が、
実際はさらに小さく、直径 10 nm 程度と考え
られるヌクレオソームですら運動の障害に
なり得ることを示唆している。 
 次にアセチル化の影響を検討するため、ツ
メガエル卵抽出液中でコヒーシンのアセチ
ル化に必要であることが知られているXEco2
を卵抽出液から免疫除去し、コヒーシンのク
ロマチン上での動きを観察した。その結果、
コヒーシンの動きは XEco2 の除去により顕
著に抑制され、human Esco1 を add-back した
卵抽出液中ではアセチル化が回復すると同
時にコヒーシンの運動も回復した。このこと
は、細胞内においてもアセチル化がコヒーシ
ンのクロマチン上での運動に必要である可
能性を強く示唆している。 
 
4. DNA 複製中におけるコヒーシンの動態解
析 
 卵抽出液中のコヒーシンの動きの意義を
明らかにするため、次に、DNA 複製中におけ
るコヒーシンの動きを観察した。ツメガエル
卵抽出液では、大量の精子核 DNA で核を形
成させ、これを回収することで、核質成分を
濃 縮 さ せ た核 質 抽 出液 （ Nucleoplasmic 

extract：NPE）を得ることができる。この NPE
を一分子観察系に導入することで、カバーガ
ラス上の DNA を複製させることができる。
さらに DNA 複製フォークに局在する因子
Fen1 を蛍光標識することで、DNA 複製の進
行をリアルタイムで可視化することができ、
我々は、この系を用いて、DNA 複製中のコヒ
ーシンの動きを観察することに成功した。そ
の結果、コヒーシンの動きは、1）DNA 複製
の進行に伴って移動していくもの、2）コヒ
ーシンが動かないために DNA 複製が止まっ
てしまうもの、3）複製された DNA に取り込
まれたもの、4）DNA 複製との衝突により
DNA から外されたもの、に分類できることが
分かった。この結果は、コヒーシンがクロマ
チン上で移動できる状態にあることが、DNA
とトポロジカルに結合した状態のコヒーシ
ンと DNA 複製との衝突回避に極めて重要で
ある可能性を示唆している。一方で接着とい
う重要な機能を発揮するためには、DNA 複製
後にコヒーシンが接着を維持している必要
があり、3）で見られたように DNA 複製の進
行を許可する特別な仕組みが必要である。こ
の分子メカニズムは今のところ不明であり、
今後の更なる解析が必要である。 
 
5. Sororin 不活性化機構の解明 
 
本研究では一分子解析と並行して、細胞内

における Sororin の分裂期不活性化機構の解
明にも取り組んだ。Sororin はコヒーシン不安
定化因子である Wapl-Pds5 と一時的に拮抗す
ることで、S 期から G2 期における接着を維
持していると考えられている。一方で、分裂
期においてその拮抗作用がどのようなメカ
ニズムで解除されるのかは明らかになって
いない。本研究では、Sororin が分裂期特異的
にリン酸化修飾を受けることに着目し、その
意義を探った。その結果、Sororin は分裂期キ
ナーゼ Cdk1 および Aurora B 依存的にリン酸
化を受け、このリン酸化がSororinをWapl-Pd5
複合体から解離させ、拮抗作用を解除してい
ることが明らかになった。さらにコヒーシン
複合体自体の Plk1 キナーゼによるリン酸化
と相乗的に働くことで、分裂期染色体上のコ
ヒーシンが不安定化され、接着が解離するこ
とも明らかになった。このように、Wapl, 
Sororin, Pds5 の三者が細胞周期を通じてお互
いの拮抗関係のバランスを変化させながら、
接着を確立・解除している接着システムの存
在が明らかになった。 
 
6. 接着確立因子 Sororin の機能は無脊椎動物
において保存されている 
 
本研究ではさらに、コヒーシンのダイナミ

クスを制御するコヒーシン結合因子や修飾
因子の進化的保存性にも着目した。接着解離
に必須の Wapl、Pds5 や、アセチル化酵素
Esco1/2 は、真核生物の間で広く保存されて



いることが明らかになっていたにもかかわ
らず、接着確立に必須のコヒーシン結合因子
Sororin は、これまで脊椎動物においてしか同
定・報告されていなかった。我々は Sororin
の無脊椎動物におけるオーソログと目され
るショウジョウバエのクロマチン結合因子
Dmt を、無脊椎動物ではじめて同定し、本研
究では、そのショウジョウバエ S2 細胞にお
ける機能の解析を行った。その結果、Dmt は
脊椎動物 Sororin と同様に、ショウジョウバ
エにおいても接着確立機能に必須であるこ
とが明らかになった。この結果は、本研究で
明らかにした種々のコヒーシン結合因子・修
飾因子によるコヒーシンダイナミクスの制
御機構が、進化的に保存されている可能性を
強く示唆するものである。 
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