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研究成果の概要（和文）：細胞分裂における染色体分配の正確性は、コヒーシンによって形成される複製された
染色体の接着構造に依拠する。コヒーシンはリング構造のATPase複合体で、リング内にDNAを通すトポロジカル
DNA結合を介して姉妹染色分体間接着を形成すると考えられているが、その分子機構は不明な点が多い。本研究
は、精製したコヒーシンを用いてDNA結合反応を試験管内再構成し、特に補助因子ローダーによるコヒーシンの
活性化機構について解析した。これにより、コヒーシンがDNA上でローダー複合体と高次複合体を形成し、また
ローダーが持つDNA結合活性を介してコヒーシンのトポロジカルDNA結合を促進するという機構が明らかとなっ
た。

研究成果の概要（英文）：Sister chromatid cohesion, physical connections between newly replicated 
chromatids mediated by the cohesin complex is vital for accurate chromosome distribution to daughter
 cells during cell division. Cohesin is a ring-shaped multisubunit ATPase assembly that 
topologically entraps DNA to mediate sister chromatid cohesion. Using biochemical reconstitution and
 yeast genetics, we showed that the loader forms a holo-complex with cohesin on DNA and promotes 
topological cohesin loading through its DNA binding activity. This study provides a mechanistic 
insight into the initial step of sister chromatid cohesion mediated by cohesin.  

研究分野：分子生物学、生化学

キーワード： 染色体分配　姉妹染色分体間接着　コヒーシン　複製　試験管内再構成

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝情報の担体である染色体の正確な分配・継承は全ての生物に必須であり、その要となる姉妹染色分体間接着
の破綻は、染色体異常疾患や不妊等と密接に関連することが報告されている。本研究は、接着形成の本体である
コヒーシンについて、その機能の中核となるトポロジカルDNA結合反応を生化学的再構成により詳細に解析する
ことで、接着形成初期段階の分子機構の一旦を明らかにした。本研究で得られた知見は、染色体研究分野を中心
とした基礎研究の貢献に加え、ゲノム不安定性に由来するヒト疾患や機能不全の分子病態の理解に寄与する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
DNA 複製を経て倍加した染色体は、コヒーシンにより繋がれ、細胞分裂時まで互いに離れず接
着している。この姉妹染色分体間接着は、分配装置である紡錘体が染色体を牽引する時に張力を
形成する起点となり、娘細胞への正確な染色体分配を保証する。コヒーシンはリング構造の
ATPase複合体で、リングの中空に DNAを通すトポロジカル DNA結合を介して接着を形成する
と考えられている。接着に加え、コヒーシンはクロマチンループ構造の形成を介して、間期染色
体のグローバルな構造を制御し、分化・発生に伴う遺伝子発現制御に密接に関与する。 
コヒーシンの活性は複数の補助因子により制御される。まずローダーよりクロマチンにリク
ルートされ、DNA 複製に伴って接着を形成する。コヒーシンによる接着形成の分子機構を理解
すべく、研究代表者らは精製した分裂酵母のタンパク質を用いて、コヒーシンの ATP 依存的な
DNA 結合反応を試験管内再構成する系を構築した。これ
により、1) ローダーはコヒーシンと直接結合し、ATP 依
存的にトポロジカル DNA結合を促進する、2) トポロジカ
ル結合したコヒーシンは別の制御因子 Pds5-Wapl の働き
により能動的に DNAから脱離する、3) コヒーシンは単鎖
DNA領域を介して、ATP依存的に DNA-DNA間の架橋を
形成する、ことなどコヒーシンの生化学的な活性を示して
きた  (Murayama and Uhlmann, Nature 2014, Cell 2015, 
Murayama et al., Cell 2018)。コヒーシン自体の DNA結合活
性や補助因子の役割など、コヒーシンの ATP 依存的な
DNA 結合活性については、そのあらましが判明しつつあ
るが、その詳細な分子機構、及び接着形成機構については解
明すべきことが数多く残されている。 
 
２．研究の目的 
本研究は、分裂酵母をモデルとし、コヒーシンの機能の中核であるトポロジカル DNA結合反応
の分子機構を明らかにすることを目的とした。研究代表者らは、これまでの研究でコヒーシン及
びローダーはトポロジカル結合とは別に、静電相互作用を介した DNA結合能があることを見出
していた。これらの DNA結合部位がトポロジカル結合の達成に機能すると考え、試験管内再構
成実験を中心に分子機能解析を行った。 
 
３．研究の方法 
コヒーシン及びローダーの変異・改変タンパク質を精製し、種々の生化学再構成実験により DNA
結合能について解析した。分裂酵母を用いて染色体局在解析を行い、再構成解析で得られた知見
について細胞レベルで検証した。また、DNAに結合するコヒーシンの構造を明らかにするため、
高速原子間力顕微鏡 (高速 AFM) により可視化解析を行なった。 
 
４．研究成果 
研究代表者らは、共同研究においてローダーの結晶構造を報告していた。この構造情報を元に、
分裂酵母のローダー (Mis4) のホモロジーモデルを構築し、静電ポテンシャルとアミノ酸保存性
を指標にローダーの DNA結合部位を推定した。二箇所の候補部位について変異タンパク質を精
製し解析を行なった (Site A と Site Bと呼称)。まず長さの異なる DNAを基質とし、ゲルシフト
法及び蛍光偏光解消法により解析したところ、Site A 及び Site B 変異ローダーでは DNA 結合
が有意に低下し、Site A/B 二重変異ローダーでは DNA 結合が検出限界となった。一方、これら
の変異ローダーはコヒーシンとの相互作用は野生型と差は見られなかった。これらの結果から、
ローダーは Site A と B の二箇所を使い DNAに結合すると結論した。これらの変異ローダーを
用いて、コヒーシンの DNA結合の促進能について解析し以下の結果を得た。 
(1) コヒーシンのトポロジカル DNA 結合反応を再構成したところ、ローダー自身の DNA 結合
活性と相関して促進能が低下していた。すなわち、Site A 及び Site B 変異ローダーでは部
分的にコヒーシンのトポロジカル DNA 結合の促進が低下し、Site A/B 二重変異ローダーで
は促進能が検出限界となった。この結果から、ローダーの DNA結合活性はコヒーシンのト
ポロジカル DNA結合の促進に必要であることが判明した。 

(2) これまでの研究から、コヒーシンのトポロジカル結合は、静電相互作用を介した DNA初期
結合がまず起こり、ATP依存的な反応を経て達成されると予想された。そこで DNA初期結
合を特異的に検出する実験系を構築し、ローダーの DNA結合活性が初期結合に必要とされ
るか検証した。ローダー、及びコヒーシン単体は弱い初期結合を示したが、両方存在する場
合はともに DNA 結合量が増加しており、ローダーとコヒーシンは DNA 上でホロ複合体を
形成して安定した初期結合を行うことが示唆された。変異ローダーでは初期結合の安定性は
ローダーの DNA結合能に相関して低下した。また、DNA結合部位の一つに変異を入れたコ
ヒーシンを用いた場合、コヒーシンの初期結合が相加的に減弱した。即ち、ローダーは自身

図１ | 姉妹染色分体間接着
とコヒーシン複合体 



の DNA結合活性を介してコヒーシンの初期 DNA結合を安定化し、その後の ATP依存的な
トポロジカル結合を促進することが示唆された。 

(3) コヒーシンはトポロジカルに DNA に結合した後、２本目として単鎖 DNA と結合する活性
を有することを以前に報告していた。この活性はコヒーシンが姉妹染色分体間接着を形成す
る経路の一つとして機能すると考えられる。この２本目の DNAとの結合活性は、１本目の
結合と同様に、ATPとローダーに依存している。同定した DNA結合変異ローダーを用いて
生化学的に検証したところ、これら変異体では２本目との DNA結合活性が減弱していた。
即ち、ローダーはコヒーシンの ATP依存的なトポロジカル結合に必須であり、２本目の DNA
結合は１本目の結合と同様の原理で行われることが示唆された。 

(4) 試験管内再構成解析の結果を細胞レベルで検証するため、同定した DNA結合部位について
分裂酵母細胞に同じ変異を導入し、クロマチン免疫沈降法によりコヒーシンのクロマチン局
在を調べた。染色体腕部、ペリセントロメア、テロメア、rDNA 領域のいずれにおいても、
野生株と比べ有意なコヒーシン結合の低下が見られた。 

以上の結果は、コヒーシンとローダーは DNA上でホロ複合体を形成し、ローダーとコヒーシン
がもつ複数の DNA結合部位を協調的に使うことでトポロジカル DNA結合を達成することを示
唆している (Kurokawa and Murayama, Cell Reports, 2020)。 
これに並行し、DNAに結合するコヒ
ーシンの分子実像を明らかにするた
め、高速 AFM による可視化を試みた。
環状 DNAを基質とし、反応チューブ内
で ATPとローダー存在下で反応させた
後に高速 AFMで観察した。野生型のコ
ヒーシンを用いた場合、DNAと結合し
た分子は見られるものの、明確な結合
構造の判定が困難であった。種々の実
験から AFM ステージ上でコヒーシ
ンが不安定であることが示唆された
ため、タンパク質部位特異的架橋法によりコヒーシンを安定化させ長時間観察を可能にする方
法を構築した。これにより、ATPase 結合ドメインに結合する等数種の結合様式を可視化するこ
とに成功した。現在、ATPase 変異コヒーシンや ATP アナログを用いることで DNA結合中間体
の解析を進めているところであり、この解析法によりコヒーシンの DNA結合反応の実像が解明
されることが期待される。 
また、DNA複製時に起こるコヒーシンの姉妹染色分体間接着形成を再構成する目的で、出芽
酵母の DNA複製反応とコヒーシンの試験管内再構成系の構築を進めた。まず、精製した出芽酵
母のタンパク質を用いて、DNA 複製の開始・伸長・終結までを一貫して行う試験管内再構成系
を構築した。並行して、出芽酵母のコヒーシンとローダーを精製し、ATP依存的なトポロジカル
DNA 結合の再構成系を構築した。現在コヒーシンと複製反応を共役して行うために、反応条件
を至適化しているところである。また、出芽酵母のコヒーシン再構成系を至適化する過程で、コ
ヒーシンのトポロジカル DNA結合を制御する新たな因子を発見した。これは新たな研究課題と
して今後解析していく予定である。 
 

図２| ローダーは DNA 結合活性を介してコヒーシンの DNA ローディングを促進する。(A) ロー
ダーの構造モデル。同定した DNA結合部位は赤色で表示。(B) コヒーシンのトポロジカル DNA結
合の試験管内再構成。DNA 結合変異ローダーはコヒーシンの促進活性が低下した。(C) クロマチ
ン免疫沈降法によりコヒーシンの染色体結合を定量した。ローダーの DNA結合部位の変異により
コヒーシンのクロマチン結合が低下した。(adapted from Kurokawa and Murayama, Cell Reports, 2020, 
under the CC BY-NC-ND 4.0 license)  

図３| ローダーによるコヒーシンローディング反応のモデル 
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