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研究成果の概要： 
 
遺伝情報をコードする DNA は、細胞核内の染色体に収納され、セントロメアを制御拠点として
子孫細胞に伝達される。本研究では、分裂酵母および高等真核細胞をモデル系にして、進化的
に保存されたセントロメア核内機能と染色体分配における新規制御機構を分子的に明らかにし
た。これらセントロメア機能の制御破綻が、細胞がん化などの病態にどのように関わるかを探
ることで、新たな治療戦略の考案に資することが期待できよう。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2004 年度 28,700,000  0  28,700,000  
2005 年度 31,100,000   0  31,100,000  
2006 年度 31,100,000  0  31,100,000  
2007 年度 31,100,000  0  31,100,000  
2008 年度 31,100,000  0  31,100,000  
総 計 153,100,000  0  153,100,000  

 
 
研究分野：分子遺伝学 
科研費の分科・細目：核ダイナミクス 
キーワード：(1) セントロメア (2) 染色体 (3) 細胞周期 (4) ヘテロクロマチン (5) がん 
 
１．研究開始当初の背景 
 
生命の設計図である遺伝情報をコードする
DNA は、細胞核内の染色体という構造体に収
納され、染色体上に一か所だけ存在するセン
トロメアと呼ばれる分子複合体を制御拠点
として子孫細胞に安定に伝達分配される。セ
ントロメアは細胞核内において特殊な構造
配置をとり、分裂期におけるダイナミックな
染色体分配運動を制御する分子シグナルの
集積点として、未知の相互作用を介して機能
発現すると考えられる。その重要性にもかか
わらず、セントロメアの核内構築基盤は、そ

の複雑さのため研究開始当初は、ほとんど未
解明の状態であった。またセントロメアは進
化的スピードの速い領域であることが知ら
れ、そのため世界的にも真核細胞で共通に保
存された分子機構の解明が遅れている研究
状況であった。染色体の核内機能発現には、
ヘテロクロマチン構造が重要な役割を担う
ことが示唆されており、セントロメア機能と
の関連解明が待たれる状況でもあった。この
ような状況下、分裂酵母セントロメア研究を
専門とする研究代表者の高橋は、ヘテロクロ
マチン研究で実績のある石井と高等真核細
胞セントロメア研究の第一人者である深川



に研究分担を依頼することで、以下の課題に
ついて効率的総合的に研究推進を図ること
を計画した。 
(1) 研究代表者の進化的に保存されたセン
トロメア機能分子の分子運動ダイナミクス
に着目し、その生理的意義を理解することに
より、複雑なセントロメア制御機構の解明を
試みることを計画した。モデル系として、こ
れまでに研究実績のある分裂酵母を用いた。
研究ターゲットとして、セントロメア特異的
ヒストン CENP-A、スピンドルチェックポイン
トのマスターレギュレーターである Mad2 の
二つのセントロメア構成因子の局在ダイナ
ミクスの解明に焦点を絞って研究を進める
ことにした。これらは進化的に保存され、非
常に重要な生理的意義をもつと考えられな
がら、その局在制御機構は未解明のまま残さ
れている状況であった。 
(2) 多くの生物においてセントロメアは反
復 DNA 配列によって構成され、それらは部分
的にヘテロクロマチン構造を呈している。し
かしながら、キネトコア構造の基盤となる領
域はヘテロクロマチン領域とは明確に区別
される。研究分担者の石井は、そのようなセ
ントロメアにおけるヘテロクロマチン領域
の確立と画定の機構を解明する研究を計画
した。特にヘテロクロマチン確立機構に関し
ては、RNAi 機構の関与が指摘されていたが、
そのような拡散性をもつ因子の作用領域の
限定機構についての理解は十分に為されて
いなかった。 
(3) 酵母などのモデル細胞と比べて、高等動
物細胞のセントロメアやセントロメア近傍
のヘテロクロマチン構造は不明な点が数多
くある。研究分担者の深川は、ニワトリの
DT40 細胞を研究材料として、研究開始時点で
は、不明であった高等動物細胞のセントロメ
ア構築の理解を目標に、セントロメア近傍の
ヘテロクロマチン形成機構および細胞分裂
に必須なキネトコア構造形成機構の解明を
目指して研究を進めた。 
 
２．研究の目的 
 
生物が生命を維持するためには、ゲノム情報
を包括する構造体である染色体が安定に保
持・増殖されなければならない。正常な細胞
では、ほぼ決まった時間周期でゲノムの複製
と分配が正確に行われ、その破綻は細胞がん
化と密接に関連している。したがって、染色
体分配の正確な分子機構を解明することは、
極めて重要な研究である。セントロメアは、
染色体分配のための重要な機能ドメインで
あり、新たな視点からその核内構築基盤を解
明することは、遺伝情報の伝達という生命の
基本メカニズムをより深く理解するために
必要不可欠なアプローチである。本研究では、

研究者それぞれが以下の独立した目的意識
の下、独自に計画を考案、情報交換を頻繁に
行いながら、総合的に研究を推進した。 
(1) 研究代表者の高橋の目的は、それぞれセ
ントロメア機能にユニークな貢献をする二
つの構成因子、CENP-A と Mad2 の局在ダイナ
ミクスの解明であり、その制御システムの分
子的理解にある。将来的には CENP-A の局在
機構の解明を、「なぜセントロメアが進化的
に速いスピードで変化し、なおかつ種分岐に
つながる柔軟性に富んだ配置を可能にした
のか」の理解、Mad2 の局在機構の解明を「多
数の染色体を間違いなく均等に分配するた
めの洗練されたチェックポイントシステム」
の理解に、それぞれつなげてゆきたいと考え
ている。 
(2) 研究分担者の石井の目的は、セントロメ
ア機能ドメインの主要成分の一つとしてヘ
テロクロマチンの制御を理解することであ
り、RNAi 機構の関与するセントロメアヘテロ
クロマチン領域の確立と画定の機構、および
その生理的意味を理解していくことを目標
にする。 
(3) 研究分担者の深川の目的は、高等動物細
胞を対象として、セントロメアの機能ドメイ
ンおよびそこに結合する分子群と、これら足
場となる構造体との未知の機能連関を見出
すことであり、その生理的意味を解明してい
くことを目標にする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 研究代表者の高橋の研究では、分裂酵母
の分子遺伝学的手法を駆使することにより、
CENP-A と Mad2 のセントロメア局在に関与す
る局在化因子およびその関連因子の同定を
進める。またその破壊株や遺伝子変異株を作
成し、その細胞表現型を高性能顕微鏡で詳細
に観察することにより、それぞれの遺伝シス
テムが関与する生理的意義の解明に努める。
進化的に保存された制御機構を分裂酵母の
系でより深く理解するため、研究分担者の深
川らの高等真核細胞でのセントロメア研究
の成果を参照し意見交換しながら研究を進
める。また染色体の再編成現象を分子的に解
明するための新たな研究手法の開発にも意
欲的に取り組む。分裂酵母で得られた成果を
ヒト正常培養細胞に展開するための基盤整
備（セントロメア関連因子の遺伝子組み換え
細胞の作製や手法の開発など）を行う。新た
な研究視点として、細胞老化とセントロメア
機能の連関について、基礎的研究を行う。 
(2) 分裂酵母セントロメアでは、そのヘテロ
クロマチン領域に RNAi 装置が局在化し、そ
こから転写されるノンコーディング RNAを鋳
型にsiRNAが生成されるが、その一方でsiRNA
生成反応自体が RNAi 装置のセントロメアヘ



テロクロマチン局在化とヘテロクロマチン
形成に寄与することが知られている。しかし、
その作用機序は不明である。研究分担者の石
井の研究では、まず、セントロメア由来の内
在性 siRNA となっている配列領域を決定し、
ヘテロクロマチン形成において siRNAが果た
す役割を明確にする。また、セントロメア DNA
のなかで異所的なヘテロクロマチン形成を
誘導することが可能な配列領域を決定し、ノ
ンコーディング RNA転写との関連を明らかに
する。それらの結果を互いに比較し、シス配
列が RNAi 機構とヘテロクロマチン形成に果
たす役割を統合的に解析する。また、ヘテロ
クロマチンに由来する siRNAがどの程度異所
的に作用する能力を備えるかについても、ゲ
ノム遺伝子改変を導入して精力的に解析す
る。RNAi 変異株を有効に活用しながら、分子
遺伝学的アプローチと生化学的アプローチ
の双方で解析を進める。 
(3) 酵母などでは、RNAi 装置が、セントロメ
ア近傍のヘテロクロマチン形成に関与する
報告があった。研究分担者の深川の研究では、
高等動物において RNAi 装置がセントロメア
構築に関与しているかを検証する。深川らは、
以前に分子レベルの詳細な構造が解かれた
ヒト X染色体由来の人工染色体を保持する
DT40 細胞を樹立していた。この DT40 細胞を
対象に、RNAi 装置に関与する Dicer 遺伝子や
Argonaute 遺伝子(群)の条件的ノックアウト
細胞株を樹立する。それら遺伝子の発現が失
われた細胞で、ヒト人工染色体のセントロメ
ア領域を構成するαサテライトくり返し配
列や近傍ヘテロクロマチン形成配列からの
RNA 転写物が蓄積するかを解析する。蓄積が
見られれば、高等動物のセントロメアやヘテ
ロクロマチン構築にも RNAi 装置が関与する
ことを強く示唆する。ヘテロクロマチン蛋白
質群やセントロメア蛋白質類の局在、トポイ
ソメラーゼ活性、セントロメア領域のメチル
化状態、近傍ヘテロクロマチン領域のヒスト
ン H3 のメチル化状態などを細胞生物学的手
法と生化学的手法を併用し解析、セントロメ
アや近傍ヘテロクロマチン構築に異常が生
じるか検討する。さらに深川の研究では、高
等動物のセントロメア内に構成されるキネ
トコア構造の分子基盤の理解も目指す。
CENP-H や CENP-I というキネトコアに存在す
るタンパク質と複合体を形成するタンパク
質を DT40 細胞から同定する。具体的には、
CENP-H や CENP-I の発現を CENP-H-FLAG や
CENP-I-FLAG と置換した細胞を作成して、免
疫沈降法によって、結合タンパク質を同定す
る。新規タンパク質が同定できれば、局在を
確認して、ノックアウト法を用いた機能解析
を進める。 
 
 

４．研究成果 
 
それぞれの研究者が有機的に研究成果を共
有し、積極的な意見交換を行うことにより、
きわめて実り多い成果を得ることができた。
それぞれの成果は国際的にも高い評価を受
け、Science や Cell といった一流誌にも発表
することができた。 染色体分配に必須な基
本シス因子であるセントロメアの機能と構
造を、核ダイナミクスという新しい視点から
捉えなおすことにより、研究目標であった未
知の相互作用因子や制御システムを解明で
きただけでなく、細胞のがん化や老化、染色
体進化といったセントロメア研究が進むべ
き新たなフィールドへの先駆け研究となる
ユニークな成果を得ることができたと考え
ている。 
(1) 研究代表者の高橋の研究では、スピンド
ルチェックポイント蛋白質 Mad2 とセントロ
メア特異的ヒストン CENP-A の局在ダイナミ
クスの解析、染色体構築の基本単位であるコ
アヒストンの転写制御機構、セントロメア機
能不全に伴う細胞の応答反応の解明などを、
分裂酵母およびヒト培養細胞をモデル系に
して推進してきた。これまでに、スピンドル
チェックポイントへの Mis6 複合体および
DASH 複合体の関与、CENP-A の二相的な局在
機構の証明とその生理的意義の解明、
Ams2GATA 因子依存的なヒストン転写活性化
と反復ヒストン遺伝子の機能差異、およびセ
ントロメア破壊によるネオセントロメア形
成とテロメア融合現象の発見とヘテロクロ
マチンの関与（図参照）などの成果を発表し
た。未発表であるが、セントロメア構造と細
胞老化についての研究もヒト正常細胞を用
いて推進した。核内染色体ドメインであるセ
ントロメアの機能と構造のダイナミクスを
中心に、染色体の可塑的な性質を、細胞周期、
細胞老化、種分岐などの時間軸で解明するこ
とができた。 

 
(2) 研究分担者の石井の研究では、異所的ヘ
テロクロマチンを誘導するゲノム配列の分
裂酵母セントロメア DNAからの抽出に成功し
た。セントロメアの反復配列ユニット中の独



立な 2 領域にその活性は限局された。また、
分裂酵母セントロメア由来の siRNAを詳細に
マッピングした結果、2 領域はともに siRNA
の特異的産生元に相当することが判明した。
一方、異所的ヘテロクロマチンの近傍への拡
大反応は siRNAの配列に拘束されないことを
示した。siRNA 産生経路は主にヘテロクロマ
チンの確立に寄与しており、siRNA の前駆体
となる RNA の転写はその転写 DNA 部位のヘテ
ロクロマチン化を引き起こすことを明らか
にした。また、分裂酵母に存在する内因性
siRNA が相同な転写産物の二次的 siRNA 産生
を誘起することを示した。さらにヘテロクロ
マチン変異株において僅かに検出される内
在性 siRNAのセントロメア反復配列へのマッ
ピングを行い、それらが siRNA 前駆体である
ノンコーディング RNAにおいて特徴的な局在
を示すことを明らかにした。加えて、ノンコ
ーディング RNA と RNAi エフェクター複合体
RITS の直接結合についても検討を行い、それ
が RITS にあらかじめ含まれている siRNA の
配列依存的な反応であることを明らかにし
た。 
(3) 研究分担者の深川の研究では、ヒト 21
番染色体由来の人工染色体を保持する DT40
細胞を対象にして、RNAi装置に関与する Dice、
Argonaute3 および Argonaute4 遺伝子の条件
的ノックアウト細胞を樹立した。Dicer の発
現が失われた細胞で、ヒト人工染色体のセン
トロメア領域からの RNA 転写が確認できた。
また、Dicer ノックアウト細胞で、へテロク
ロマチンタンパク質やコヒーシンタンパク
質の局在異常が観察されたことから、Dicer
は高等動物細胞においてヘテロクロマチン
の形成に重要な働きを担っていることが示
唆された。さらに 高等動物の CENP-H および
CENP-I と結合するセントロメアタンパク質
については、精製作業を何度も繰り返し最終
的に 15 種類以上の構成的キネトコア局在タ
ンパク質を同定できた。ノックアウトを用い
た機能解析から、構成的キネトコアタンパク
質がいくつかのサブ複合体に分類できるこ
とがわかった。また、DNA 結合活性をもつサ
ブ複合体なども同定できた。 
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