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研究成果の概要（和文）：セントロメアが新規DNA領域に配列無関係に確立できる帰納的な証明はあるが、過去にさか
のぼることは難しく、機能の新生確立の分子機序はこれまでほとんど理解されていない。そのため私たちは、新規領域
に形成されながら機能不完全である新生セントロメアが世代を経ると再現性よく機能正常型に成熟する分裂酵母実験系
の現象について詳細解析した。その結果、機能不完全な新生セントロメアではセントロメア特異的ヒストンCENP-Aとそ
のシャペロンScm3の結合が不十分であり、それが機能成熟では回復すること、その回復は隣接ヘテロクロマチンと染色
体位置効果によるヒストンH2A.Zの減少が原因であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Although centromere establishment at the novel DNA region without any sequence 
specificity has been proven inductively, its mechanism has been poorly elucidated molecularly due to the 
difficulty in the retrospective analysis. Therefore, we investigated the molecular mechanism of a 
phenomenon in the fission yeast experimental system in which a functionally-insufficient neocentromere, 
or the new-born centromere at ectopic position, gets matured in generations reproducibly. Our results 
indicated that functional insufficiency of the neocentromere comes from the poor association of 
centromere-specific histone CENP-A and its molecular chaperone Scm3, which is recovered upon maturation, 
and the recovery is attributable to the paucity of histone H2A.Z caused by the heterochromatin adjacency 
and/or the chromosomal position effect.

研究分野： 分子生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

CEN

姉妹染色分体

1. cohesion

4. bi-orientation
5. correction

6. checkpoint

スピンドル
微小管

スピンドル
微小管

3. movement

2. attachment

１．研究開始当初の背景 

セントロメアは、微小管との相互作用を通
して染色体の安定な継承を担う重要な DNA

領域であるが、驚いたことにその領域は DNA

配列によって規定されていない。むしろ、領
域のアイデンティティは CENP-A（セントロ
メア特異的ヒストン）のようなセントロメア
固有のタンパク質に担われていると考えら
れている。この DNA 配列にとらわれないセ
ントロメア領域の特性は、結果的にセントロ
メアの染色体上の位置取りやセントロメア
DNA 配列に生物種間で多様な変化を生み出
し、生物種分岐の一つの大きな原動力になっ
ていると考察されている（Malik and Henikoff 

(2009) Cell）。しかしながら、セントロメアが
果たすべき本質的な細胞機能は極めて複雑
かつ精巧なものであり、その新規な再構成が
容易に達成されるとは考えにくい。機能性を
十分に備えた成熟セントロメアは、そもそも
新しい DNA 配列上でいったいどうやって確
立されるのだろうか？セントロメアの構造
基盤と制御機構の研究はどんどんと進展し
ているにも関わらず、この問いに対する答え
は不明瞭なまま残されて続けていた。 

このような研究立ち遅れの一因として、解
析対象アッセイ系の乏しさが挙げられる。そ
の点私たちは、分裂酵母染色体のセントロメ
アを誘導的に破壊する実験系をこれまでに
構築しており、そのような致死的状況の中か
ら低頻度に自然発生する復帰変異として、新
規 DNA 領域における新たなセントロメア機
能（ネオセントロメア）形成を実験室レベル
で再現することに成功していた（Ishii et al. 

(2008) Science）。本研究では、このセントロ
メアの新規確立に特化した実験系を利用し
て、新しいセントロメアにおける分子動態と
機能変化をリアルタイムで詳細に解析し、こ
れまでは実験的な介入が困難であった新規
DNA 領域でのセントロメア機能確立の分子
機序について解明を進めることを計画した。 

 

２．研究の目的 

本研究では、セントロメアが新たに新規
DNA 配列上に de novo に形成されるにあたり、
どのようにして複雑なセントロメアの高次
機能性を獲得していくのか、その分子機序の
解明を目的とした。 

セントロメアの機能性として、そもそも体
細胞分裂で正常なセントロメアが果たすべ
き細胞機能は主に次の６つに大別される：
１）複製された姉妹染色分体同士の合着
〔cohesion〕、２）スピンドル微小管との適切
な結合〔attachment〕、３）微小管に沿った染
色体の移動運動〔movement〕、４）細胞分裂
極に適合した姉妹動原体の二方向性の確立
〔bi-orientation〕、５）間違った動原体微小管
結合の訂正〔correction〕、６）二方向性の全
ての染色体での確立の監視〔checkpoint〕（図
１参照）。 

 

図１ セントロメアに必要とされる機能要素 

 

このうち、２）attachment と３）movement

はセントロメア機能の根幹を成す要素であ
り、セントロメアのアイデンティティを担う
タンパク質群が一つの領域に集積した段階
で自律的に成立すると考えられるが、１）
cohesion、４）bi-orientation、５）correction、
６）checkpoint の機能達成には、セントロメ
アタンパク質群に加えて cohesin 複合体や
aurora キナーゼ、Mad2 タンパク質など、セン
トロメアに付随したアクセサリータンパク
質の働きが重要となる。これらのアクセサリ
ータンパク質はそれぞれ、固有のターゲッテ
ィング機構を介して適切にセントロメアに
集積し、効率よく離散することが機能性の前
提になっている。セントロメア領域が刷新さ
れた場合に、各ターゲッティング機構はどん
な仕組みで新たな領域を標的として認識す
るようになり、そのためにはどのような領域
条件が必要になるのかについて解析するこ
とにした。 

また、特に１）cohesion、４）bi-orientation、
５）correction に関しては、その機能がいずれ
もヘテロクロマチン構造と深く関わり合っ
ていることが知られている。ヘテロクロマチ
ンはネオセントロメア形成に必須ではない
が、その形成頻度には影響を与えることが判
明していた（Ishii et al. (2008) Science）。本研
究では、エピジェネティックなヘテロクロマ
チン構造がセントロメア機能確立に対して
果たす寄与、さらにはその分子背景に想定さ
れる細胞核高次構築の影響に関しても研究
を進めることとした。 

 

３．研究の方法 

これまでの私たちの解析で、分裂酵母 3 番
染色体セントロメア破壊の復帰変異として
得られたネオセントロメアはどれも、1 番や
2 番で得られたものと違ってセントロメア機
能が不完全であり、細胞は生育するものの 3

番特異的な染色体分配欠損が高頻度に発生
していることが判明していた（図２A）。その
ような 3 番ネオセントロメアの機能不全はそ
の後 30 世代程度の増殖を経た細胞では自然
に解消されており、3 番染色体も通常の染色
体と同様に正確に分配されるようになって
いた（図２B）。本研究では、特にこの 3 番染
色体ネオセントロメアについて、当初の機能
不完全な状態で樹立されている要素と、30 世 



図２ 3番染色体ネオセントロメア(neo3)の動態 

 

代を経て正常機能が確立された要素に関し
て分子構造を比較解析し、その間に起こった
変化を解明する。まずはクロマチン免疫沈降
とマイクロアレイを組み合わせた ChIP-chip

解析を各因子に対して行い、さらに定量 PCR

解析による確認も組み合わせて、30 世代の前
と後のネオセントロメアにおける各因子の
変化の有無を調べた。変化の実体が把握され
た場合には、得られた結論を裏付けるような
細胞表現型を確認するとともに、変化を生む
要因についてもその表現型をもとにして解
析することを計画した。さらに、変化の過程
を細胞培養の時系列で克明に追跡し、分子変
動のリアルタイムな解析を目指した。また、
そのような変化を人為的に誘導することで
同様の機能正常化が起きるかについても検
討を加えた。 

一方、ネオセントロメアを担っているゲノ
ム DNA 配列には変化が生じていないかにつ
いても検証を行った。生物進化の過程では、
当初は新しい DNA 領域に異所的に形成され
たネオセントロメアが、反復 DNA 配列など
を獲得することによって、さらに進化的に安
定なセントロメアへと変化することが提唱
されている（Ventura et al. (2007) Science）。私
たちの実験系においてもそのような過程が
再現されていないか、ゲノム DNA 配列に着
目した解析も行った。そのために、30 世代の
前と後のネオセントロメア領域約 40kb のゲ
ノム DNA 断片を gap-repair 法や長鎖 PCR 法
を用いてクローン化し、その配列決定を行っ
て変化の有無を確認した。配列に変化が生じ
ていた場合には、その原因についても考察し、
実験的な検証を加えることを計画した。 

 

４．研究成果 

(1) 3 番染色体ネオセントロメアの示す欠損
の解明 

 まずは機能正常化する前の 3 番染色体ネオ
セントロメア(cen3-NC)の特徴を解析した。
セントロメア機能が最も顕著に発揮される
染色体分配に着目して細胞観察を行った。そ
の結果、１）cohesion、４）bi-orientation、５）
correction、６）checkpoint の 4 点の欠陥が原
因と考えられるラギング染色体表現型が高
頻度で観察された（図３）。ラギング染色体
はそのほとんど全てが 3 番染色体によるもの
であった。それはヘテロクロマチン欠損を引
き起こすclr4 株の表現型と類似しているが、
その頻度はcen3-NC 株の方がはるかに高く 

図３ 染色体分配の失敗頻度 

 

（図３）、それが一つの染色体に起因してい
ることを考慮すると、cen3-NC の示す欠損
はヘテロクロマチンの非隣接のみでは説明
できないと結論づけた。 

 次いで、3 番染色体ネオセントロメアに
集積するタンパク質因子について解析した。
その結果、セントロメア本来の構成タンパク
質 CENP-C、CENP-T、Mis6、Mis12 には顕著
な違いがないが、CENP-A の結合量が減少し
ていることを見出した（図４）。CENP-A のロ
ーディングに関与する因子として Mis6/Sim4

複合体、Mis16/Mis18 複合体と Scm3 シャペロ
ンが知られているが、その中で Scm3 シャペ
ロンの集積が顕著に阻害されていることを
見出した（図４）。従って、セントロメアが 

図４ 蛋白質因子の neo3への集積（黄色：rDNA） 

 

本来果たす機能要素のいずれかが不能とい
うよりも、セントロメア構造のエピジェネテ
ィックに安定した継承自体に問題があり、そ
れがラギング染色体を生み出している要因
であると結論づけた。 

 

(2) ネオセントロメアを担っているゲノム

A. neo3細胞 B. neo3細胞（30世代後）

青：DNA、赤:３番染色体マーカー、緑：スピンドル極



DNA 配列の変動の検討 

まずはネオセントロメアを形成している
ゲノム DNA 領域のクローン化を行って、本
当にネオセントロメアが DNA 配列変動とは
無関係か検討した。そのために、1 番染色体
に形成されたネオセントロメア 2 種
(cen1-NC)と 3 番染色体に形成されたネオセ
ントロメア 2 種(cen3-NC)のゲノムを相同組
換えでクローン化する gap-repair実験を行い、
その DNA 配列を決定した。その結果、分裂
酵母野生型で決定されたゲノム配列から 1 塩
基の変化もないことが証明された。私たちの
アッセイ系で得られたネオセントロメアは
DNA 配列とは無関係な正真正銘のネオセン
トロメアであると結論づけられた。 

次いで機能正常化した 30 世代後のネオセ
ントロメアではゲノム DNA 配列の変化が起
きているか、長鎖 PCR 法によってゲノム配列
を増幅し、そのシーケンス解析を行うことで
検証した。その結果、ネオセントロメアを形
成しているゲノム DNA19,250 塩基対ではネ
オセントロメアの機能性が変化する前後に
おいて 1 塩基の変化も伴われていないことを
明らかにした。一方で、ネオセントロメア形
成領域に隣接する rDNA 反復配列のコピー数
に大きな変動があり、極端に rDNA が短縮化
していることをパルスフィールドゲル電気
泳動によって見出した。 

 

(3) 3 番染色体ネオセントロメアの機能改善
とヘテロクロマチンの関連解明 

機能正常化したネオセントロメアで見ら
れる隣接 rDNA リピートの反復回数の極端な
現象が、ネオセントロメア自身に分子的にど
のような変化を生み出しているか解析した。
まずは、CENP-A および Scm3 の十分な集積
を確認した（図５）。さらに正常化したネオ 

図５ 機能改善 neo3への CENP-A(Cnp1) 

と Scm3の十分な集積（赤線） 

 

セントロメア近傍で特異的にヘテロクロマ
チンが増幅されていることを確認した。しか
しながら、Swi6 や H3-K9Me 修飾酵素の変異
導入によってヘテロクロマチンの欠損を引
き起こしてもネオセントロメアは元の不完
全状態にまで低下することはなかった。一方
で、人為的ヘテロクロマチンのネオセントロ
メアへの付加実験を行ったところ、ヘテロク

ロマチン付加は不完全なネオセントロメア
の機能正常化を生み出すことが判明した。さ
らにこの場合には、ヘテロクロマチンの欠損
導入はネオセントロメアの機能性を元の不
完全なものに低下させた。従って、rDNA リ
ピートの減少によるヘテロクロマチン因子
以外の関与が自然発生的なネオセントロメ
ア機能正常化には考えられる。 

 

(4) セントロメア機能改善の分子要因 

分裂酵母 3 番染色体に形成された不完全な
ネオセントロメアとその後３０世代の細胞
増殖を経て正常機能が確立されたセントロ
メアの間では、DNA 配列に変化はないが、ヒ
ストン H2A のバリアントである H2A.Z の存
在量に違いがあることが判明した。そもそも
セントロメアや機能十分なcen1-NC では
H2A.Z の存在量は少ないが、cen3-NC では
H2A.Z が残されたままである（図６）。隣接 

図６ CENP-A(Cnp1、マゼンタ)と H2A.Z(Pht1、 

緑)の各ネオセントロメアにおける分布量 

 

rDNA 反復配列の短縮化やヘテロクロマチン
の隣接は、そのような H2A.Z の残存を解消し、
CENP-A と逆相関を示すようになっていた
（図６）。また、H2A.Z の染色体上での局所
的な排除を担うタンパク質である Msc1 を欠
損させると、ネオセントロメア形成は完全に
阻害されることも見出した。H2A.Z の存在量
のみがネオセントロメア形成を支配する十
分条件であるかどうかは現時点では不明で
あるが、少なくともネオセントロメアを形成
し、それを安定なものに成熟させる要因とい
して、H2A.Z の排除が必要条件であることは
示された。 

 

(5) エピジェネティックなクロマチン環境
を作り出す機構の解析 

ネオセントロメアやセントロメアにおい
て、H2A.Z が減少する原因としては、染色体
の核内配置が影響している可能性が高く考
えられる。核膜係留タンパク質である Bqt4

の部分断片と DNA 結合タンパク質 LacI を融
合し、LacI の標的配列 lacO が反復挿入され
た染色体遺伝子座での H2A.Z の存在量を解
析した結果、このような染色体の核膜周辺へ
の人為的な移動は、H2A.Z の減少と遺伝子発
現の緩やかな低下を生み出すことが判明し
た。 

そのような人為的な染色体移動がネオセ
ントロメア形成に与える影響は技術的な問
題で未解明であり、今後明らかにされる必要
がある。しかし、cen1-NC の形成部位であ
る染色体末端の核内配置を変化させるclr3



変異株ではcen1-NC の形成能が著しく低下
することも見出され、染色体の核内配置が寄
与する可能性が示唆された。 
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