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研究成果の概要（和文）：本研究では脊椎動物の染色体凝縮を担うコンデンシンの特異的サブユニットに着目
し、SMCサブユニットによる動的構造変化を制御し、染色体凝縮における２種類のコンデンシンの機能的役割の
差異を生み出すメカニズムの解明を目指した。具体的には、コンデンシンI・IIのnon-SMCサブユニット
（CAP-G/D2-H、CAP-G2/D3-H2）のX線やクライオEMによる構造解析を目指した。（1） CAP-G-H-DNA複合体の結晶
化、(2) CAP-D2-H組換えタンパク質の安定性評価、(3) CAP-G2-H2のクライオEM測定、（4） CAP-D3-H2発現系の
構築とその評価について報告する。

研究成果の概要（英文）：Condensin which mediates chromosome condensation is essential for proper 
chromosome segregation during mitosis. Eukaryotes, such as humans have two different types of 
condensin complexes, condensin I and II. These complexes share SMC subunits (SMC2-SMC4), but have 
different non-SMC subunits (CAP-G, D2, and H in condensin I. CAP-G2, D3, and H2 in condensin II). 
Our goal is to determine structures of specific non-SMC subcomplexes, such as a CAP-G/D2-H, and 
CAP-G2/D3-H2. These structures may reveal interactions to form non-SMC subcomplex and provide how 
the vertebrate condensin I functionally is distinct from condensin II. In this study, we reported 
(1) a crystallization of CAP-G-H bound to DNA for a structure determination by X-ray 
crystallography, (2) a validation of CAP-D2-H stability due to a crystallization, (3) a initial 3D 
map of CAP-G2-H2 for a structure determination by single-particle cryo-EM, and (4) a validation of 
expression vectors to produce CAP-D3-H3 recombinants. 

研究分野：構造生物学

キーワード： X線結晶構造解析　染色体凝縮　コンデンシン　HEAT-kleisin相互作用
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでSMC複合体の様々な部分構造が報告され、リング構造の形成やその開閉制御機構に関する理解が進ん
だ。一方で、HEATリピートサブユニットが原核生物型には存在せず、真核生物型だけに何故存在するのか、染色
体動態をどのように制御しているのかは不明な点が多い。脊椎動物のコンデンシンI・IIはnon-SMCサブユニット
が異なるだけで染色体の軸構造とループ領域の作り分けをどのようにして可能にするのか知ることは興味深く、
真核生物が長大なゲノムDNAをどのように折りたたみ制御しているのかを知るための一助となる。さらに染色体
凝縮過程を標的とした新規抗がん剤や抗菌剤の創出など、産業活用につながる。

※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 
	 ヒトの遺伝情報を担うゲノム DNA の 1 本あたりの長さは平均すると 5	cm であるのに対して、
分裂期に形成される染色体は 5	μm 程（10,000 分の 1）にまで凝縮される（図	1）。染色体凝
縮はその後の染色体分配に耐える物理的強度をゲノム DNA に与えるため、その機能不全は染色
体の分離異常を誘発し、がんや小頭症を引き起こす（Martin	et	al.	Genes	Dev,	2016;	Woodward	
et	 al.	 Genes	 Dev,	 2016 ）。 SMC
（ Structural	 Maintenance	 of	
Chromosomes）複合体は分裂期染色
体の構築に関わっており、染色体異
常に起因する疾患の発症機構を理
解する上で欠く事のできないタン
パク質複合体である。しかし総分子
量が 700	kDa に及ぶため結晶化が困
難であり、インタクトな状態での構
造情報は得られていない。そのため
SMC 複合体がどのように動作し、分
裂期染色体を構築するのか現在も
多くの注目を集めている。	
	 本研究対象であるコンデンシンは分裂期の染色体凝縮を担う SMC 複合体であり、理化学研究
所	平野達也主任研究員らによりアフリカツメガエルの卵抽出液から初めて同定された（Hirano	
et	al.	Cell,	1997）。脊椎動物ではコンデンシン II が染色体の軸構造を、コンデンシン Iがヌ
クレオソームと共に染色体の凝縮されたループ領域を形成することで分裂期染色体が構築され
る（Shintomi	et	al.	Science,	2017;	図	1）。コンデンシン Iは多くの真核生物で保存されて
いるが、コンデンシン II は菌類には存在せず、脊椎動物に特徴的なコンデンシンである。しか
し、（I）コンデンシン II の構造解析や構造情報に基づく機能解析は行われておらず、脊椎動物
の染色体凝縮に何故コンデンシン II が必要なのかは不明である。	
	 コンデンシン I・II はそれぞれ SMC タンパク質（SMC2、SMC4）、HEAT リピートタンパク質
（CAP-D2/D3、CAP-G/G2）、kleisin（CAP-H/H2）の 5 つのサブユニットで構成される（Ono	et	al.	
Cell,	2003;	図	2）。SMC2 と SMC4 がヒンジドメインを介して SMC サブユニットを形成する。SMC
サブユニットは CAP-H/H2 と相互作用してリング構造を形成する。SMC サブユニットは ATP 結合
によりヘッドドメインを会合させてリングを開く。その後、ATP アーゼ活性により会合したヘ
ッドドメインが解離してリングを閉じる。染色体はリング内部の穴に糸を通すように結合し、
コンデンシンと染色体の結合（解離）
はATP依存的に制御される。CAP-D2/D3、
CAP-G/G2 は CAP-H/H2 の中央領域にぶ
ら下がるように結合し、non-SMC サブ
ユニットを形成する。non-SMC サブユ
ニットは DNA	結合活性を持ち、
CAP-D2/D3 と CAP-G/G2 の拮抗作用が
分裂期染色体の形成に必須である
（Kinoshita	et	al.	Dev	Cell,	2015）。
しかしながら、（II）コンデンシンの
non-SMC サブユニットが ATP 依存的な
リングの開閉制御とどのように協調
して働き、染色体の動態制御を行うの
かは不明である。	
 
２．研究の目的 
	 本研究の目的は、（I）、（II）の問いを解決するために、脊椎動物のコンデンシンの non-SMC
サブユニットを介した様々な複合体の相互作用を構造解析により明らかにし、染色体の再構成
系を用いた構造機能相関解析により染色体凝縮の作用機序を解明することにある。本報告では、
本研究を推進するために基盤となるコンデンシンの non-SMC サブユニットの組換えタンパク質
の調製と結晶化条件の探索、及びクライオ電顕測定の結果について述べる。	
 
３．研究の方法 
（1）コンデンシン I・IIの non-SMCサブユニットの組換えタンパク質の調製 
	 non-SMC サブユニットのうち、HEAT リピートタンパク質（CAP-G/D2/G2/D3）は結晶構
造、もしくは AlphaFold2（DeepMind 社）の予測構造を参考に組換えタンパク質の発現領域
を検討した。Kleisinタンパク質（CAP-H/H2）は理化学研究所 平野達也主任研究員らによる
HEATリピートタンパク質との相互作用領域のマッピング解析の結果を参考に、組換えタンパ
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ク質の大腸菌共発現系を構築した。組換えタンパク質の精製には Ni-NTAアフィニティーカラ
ム、ヘパリンカラム、陰イオン交換カラム、ゲルろ過カラムクロマトグラフィーを用いた。 
 
（2）CAP—G—H-DNA複合体の結晶化 
	 CAP-G-H-DNA複合体は、HPLC精製した二本鎖 DNA（ユーロフィン）を使用し、モル比
で等量となるように混合し、調製した。その後、タンパク質結晶化条件スクリーニング用分注
装置 Gryphon（Art Robbins Instruments社）と市販のスクリーニングキットを用いて結晶化
条件を探索した。結晶化プレートはインキュベーター内で静置し、光学顕微鏡で観察した。 
 
（3）CAP-G2-H複合体のクライオ電子顕微鏡測定 
	 横浜クライオ電子顕微鏡施設の200kVクライオ電子顕微鏡Tecnai	Arcticaを用いて測定した。 
 
４．研究成果	
（1）CAP—G—H-DNA 複合体の構造解析に向けた結晶化条件の探索	
	 研究代表者らはコンデンシン I の
non-SMC サブユニットである CAP-G-H 複
合体（ヒトホモログ）の構造を以前、報
告した（図 3A）。Ycg1-Brn1-DNA 複合体
（酵母ホモログ）の構造と比較すると、
ヒトホモログは開いた構造を形成して
いるのに対して、酵母ホモログは閉じた
構造を形成していた（図３B）。興味深い
ことに、酵母ホモログは DNA 結合の有無
に関わらず閉じた構造を形成すること
が報告されている。このことから、ヒト
ホモログでは DNA 結合に伴い、閉じた構造から開いた構造へとコンフォメーション変化を起こ
すことが示唆される。CAP-G-H—DNA 複合体の構造を解明するために、CAP-G-H と様々な長さの
dsDNA を用いて、結晶化条件を探索したが、構造解析に適した結晶を得ることができなかった。
そこで、CAP-G の電子密度を確認することが出来なかった領域を欠損させた CAP-G-H 欠損変異
体と DNA の複合体を調製し、結晶化条件を再探索したところ、ポリエチレングリコール（PEG）
を沈殿剤とした条件で再現
性の高い結晶を得ることが
できた（図 4）。今後、結晶
化条件に含まれる PEG の分
子量や緩衝液の pH を検討し、
結晶の更なる最適化を進め
る 。 放 射 光 施 設 Photon	
Factoryにて X線回折実験と
強度データ収集を行い、
CAP-G をサーチモデルとし
た分子置換法により位相決
定を行う。	
	
（2）CAP-D2—H 複合体の組換えタンパク質の熱力学的安定性の評価	
	 コンデンシンIのもう一つのnon-SMCサブユニットであるCAP—D2のヒトホモログは中央領域
に菌類ホモログに保存されていない長いアミノ酸配列が存在する。この非保存アミノ酸配列は、
大腸菌での組換えタンパク質の生産（翻訳）効
率を著しく低下させる。従って、この領域を欠
損させた CAP-D2-H 変異体を調製し、結晶化条件
を探索したが、結晶を得ることができなかった。
次に、組換えタンパク質の熱力学的安定性を評
価するために、室温で組換えタンパク質の安定
性を評価した。室温静置後、3 日目以降から著
しく分解産物を生じた（図 5）。これは大腸菌発
現系に含まれる内在性プロテアーゼ（コンタミ）
の働きにより、CAP-D2 が分解したと考えられる。
このことから、CAP-D2 には結晶化を妨げるよう
な特定の二次構造を持たない熱力学的に不安定
な領域が含まれることが示唆される。これらの
領域を欠損させた分解産物を生じない新たな
CAP-D2-H 複合体の組換えタンパク質発現系を
再構築する。	 	
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（3）CAP-G2-H2 複合体のクライオ電子顕微鏡測定	
	 コンデンシン II の non-SMC サブ
ユニットであるCAP—G2-H2の組換え
タンパク質の結晶化条件を探索し
たところ、微結晶は得られたものの、
X 線結晶構造解析に適した結晶が得
られていない。CAP-G2-H2 は総分子
量が約 150kDa あるため、クライオ
電子顕微鏡を用いた単粒子解析を
目指し、200kV クライオ電子顕微鏡
Tecnai	Arctica を用いて測定実験
を行った（横浜市立大学生命医科学
研究科	有田恭平教授の研究グルー
プとの共同研究）。その結果、CAP-G2
由来と予測される HEAT リピートド
メインの密度図を確認することが
できた（図 6）。一方で、CAP-G2 の C
末端に位置する HEAT リピートドメ
インの密度を確認できなかったこ
とから、C 末端ドメインが溶液中で
動的に振る舞っている可能性が考
えられる。また、CAP-H2 に関しても
明瞭な密度を確認できなかった。今
後、CAP-G2 と CAP-H2 のサブユニッ
ト間相互作用の解明を目指し、高分
解能での構造解析を目指す。	
	
	
（4）CAP-D3-H2 複合体の組換えタンパク質の発現領域の検討	

	 コンデンシン II のもう一つの non-SMC サブユニットである CAP-D3-H2 の組換えタンパク質

（全長）については、未だ調製方法を確立できていない。そこで、AlphaFold2（DeepMind 社）

による予測構造を参考に、発現系の再検討をした。予測構造を見ると、CAP-D3 の C 末端領域に

長いリンカー領域が存在することが示唆される（図 7 左）。そこで、CAP—D3 の C 末端領域を欠

損させた変異体を CAP-H2 と共発現させる発現ベクターを構築したが、組換えタンパク質の過剰

発現がみられなかった。CAP-D3 の組換えタンパク質を大腸菌で安定的に生産するために、

CAP-D3 の内部に熱力学的に不安定な領域が予測されていないか再検討した。図 7（右）中で青

色や水色で示された領域は、AlphaFold2 の予測精度が高い領域を示しており、赤色で示された

領域は予測精度が低い領域を示している。この結果から、CAP-D3 の内部には欠損させることで、

組換えタンパク質の生産性を高めることが期待できるリンカー（ループ）領域が少なくとも 3

箇所存在すると考えられる。また、C 末端に位置する長いαヘリックス（緑〜黄色）も他のα

ヘリックスと比較して予測精度が低いと考えられる。これらの予測結果から今後はこれらの熱

力学的に不安定なリンカー領域やαヘリックスを欠損させることで、構造解析に適した安定な

組換えタンパク質の調製を目指す。	
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