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研究成果の概要（和文）：がん細胞に広く観られる性質である高頻度の染色体分配異常（染色体不安定性）は、
細胞のがん化、がんの悪性化の引き金となることが示唆されているものの、その分子基盤については未解明の点
が多い。本研究課題では、培養細胞を用いて染色体不安定性を引き起こす分子機構について解析を行った。その
結果、分裂期の姉妹動原体間に形成されるインナーセントロメア構造の不安定化が、染色体不安定性を引き起こ
す要因であることが明らかとなった。また、インナーセントロメア形成に必須の分裂期キナーゼHaspinが、ヒト
細胞においてコヒーシン複合体構成因子PDS5との結合に依存してセントロメアに局在することを見出した。

研究成果の概要（英文）：Frequent chromosome mis-segregation, known as whole chromosomal instability,
 is the major trait of cancer cells. Previous studies have suggested that chromosomal instability 
initiates and progresses tumor formation. However, the molecular mechanism of chromosomal 
instability is to be elucidated. In this project, we clarified that the destabilization of the inner
 centromere structure, which is formed in between sister kinetochores in mitosis, could be the major
 cause of chromosomal instability. We also reported that Haspin,  a mitotic kinase which establishes
 inner centromere, localizes at inner centromere through direct interaction with a 
cohesin-associated protein PDS5. These finding clarified a part of the molecular mechanisms and the 
physiological significances of the functional inner centromere formation.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
 次世代の細胞に正しい遺伝情報を継承す
るためには、複製された染色体を 2つの娘細
胞へと均等に分配することが必須である。均
等分配の過程に異常が生じると、娘細胞の染
色体数が増減してしまう（異数性）。異数性
は、多くの場合に細胞死を引き起こす。一方
で、細胞死を免れた細胞が、がんの引き金と
なることも知られている。実際に、多くのが
ん細胞が異数性を示すことが知られている。
さらに、高頻度の染色体分配の異常（染色体
不安定性）もよく知られたがん細胞の性質で
ある。染色体不安定性は、細胞がん化に加え
て、がんの悪性化の原因の原因となることも
報告されている。しかしながら、がん細胞に
おいて染色体不安定性がどのようにして引
き起こされるのか、その分子基盤については
未解明の点が多い。 
 
 分裂期の姉妹動原体間に形成されるイン
ナーセントロメアと呼ばれる領域は、シュゴ
シンタンパク質や、染色体パッセンジャー複
合体などの、均等分配を保証する因子が集合
する部位である。分裂期キナーゼHaspinは 
インナーセントロメア形成に必須の因子で、
セントロメア部位のヒストン H3のリン酸化
を通じて、染色体パッセンジャー複合体をイ
ンナーセントロメアへとリクルートする。こ
れまで、動物細胞においては Haspinの局在
部位およびその制御機構については明らか
にされておらず、その解明はインナーセント
ロメア形成機構を理解する上で重要な課題
の 1つである。 
 
２．研究の目的 
 
 私たちはこれまで、種々のヒト染色体不安
定性細胞株において、シュゴシンタンパク質
や染色体パッセンジャー複合体のインナー
セントロメア局在が不安定化していること
を見出し、この不安定化が染色体不安定性の
要因ではないかと考えていた。さらに、この
不安定化の一因が、セントロメア領域におけ
るヘテロクロマチン構造の異常であること
も見出していた。染色体不安定性細胞株は、
広くセントロメアにおける HP1 タンパク質
の局在レベルの低下を示し、さらに、その足
場として知られるヒストン H3の 9番目のリ
ジンのメチル化（H3K9me）レベルも低下し
ていた。しかしながら、どのような分子メカ
ニズムによって、H3K9meレベルの低下が引
き起こされているのかについては未解明で
あった。そこで、がん遺伝子として知られる
H3K9 脱メチル化酵素 KDM4 ファミリータ
ンパク質の機能が、染色体不安定性細胞株に
おいて亢進している可能性を考え、解析を行
った。また、染色体分配安定株に KDM4 を
過剰発現することで、インナーセントロメア
の不安定化および染色体不安定性が引き起

こされる可能性についても検討した。 
 
 また、機能的なインナーセントロメア形成
に必須である Haspinの制御機構を明らかに
することを目的とし、ヒト培養細胞における
Haspin の局在部位を調べた。さらに、局在
を制御する分子メカニズムについて知見を
得るために、以前私たちのグループが報告し
ていた、分裂酵母における Haspinホモログ
Hrk1 とコヒーシン相互作用因子 Pds5 との
直接的な結合に着目し、ヒト細胞においても
PDS5 との相互作用が Haspin のセントロメ
アへの局在化を促進する可能性を検討した。 
 
３．研究の方法 
 
 染色体不安定性細胞株における H3K9me レ
ベルの低下が、KDM4 ファミリータンパク質の
発現レベルの増加による可能性を検討する
ため、染色体分配安定細胞株と染色体不安定
性細胞株から細胞抽出液を調整し、ウェスタ
ンブロットにより KDM4 ファミリータンパク
質の発現レベルを調べた。また、KDM4 発現レ
ベルの増加が、インナーセントロメアの不安
定化および染色体不安定性を引き起こす可
能性を検討するために、染色体分配安定細胞
株にKDM4Cを過剰発現させた細胞株を作製し、
その表現型を解析した。さらに、染色体不安
定性細胞株における KDM4 の機能阻害が、イ
ンナーセントロメアを安定化し、染色体不安
定性を抑圧する可能性について検討するた
め、染色体不安定性細胞株に KDM4 阻害薬剤
を処理し、表現型を解析した。 
 
 ヒト培養細胞において Haspin の免疫染色
に適した抗体を入手することができなかっ
たため、Haspin の C 末端に GFP を付加した
Haspin-GFP 発現細胞株を作製した。この細胞
株では、Haspin-GFP が内在性の Haspin と同
程度のレベルで発現されるように、誘導発現
型のプロモーターを用いた。また、Haspin と
PDS5 との相互作用について、酵母ツーハイブ
リッド法により直接的な結合の可能性につ
いて検討し、細胞内での相互作用を調べるた
めに、分裂期細胞抽出液を用いて抗 Haspin
抗体による免疫沈降を行った。 
 
４．研究成果 
 
 H3K9me レベルが低下している染色体不安
定性細胞株は、染色体分配安定株と比較して、
KDM4 ファミリータンパク質のいずれかが過
剰発現していることが明らかとなった。この
結果から、がん遺伝子として知られる KDM4
の過剰発現は、H3K9 の脱メチル化を通じて、
インナーセントロメアの不安定化を引き起
こし、染色体不安定性を誘導する可能性が考
えられた。 
 上記の可能性を支持するように、KDM4 を過
剰発現させた染色体分配安定細胞株では、



H3K9me レベルの低下とともに、インナーセン
トロメアの不安定化が引き起こされ、染色体
分配異常の頻度も増加した。また、染色体不
安定性細胞株をKDM4阻害剤で処理した結果、
インナーセントロメアの安定化および染色
体不安定性の抑圧が観察された。 
 これらの結果より、染色体不安定性細胞株
におけるセントロメアヘテロクロマチンの
構造異常の一因が、KDM4 ファミリータンパク
質の過剰発現である可能性が示唆された。 
 
 Haspin-GFP発現細胞株を用いて抗GFP抗体
による免疫染色を行った結果、Haspin-GFP が
分裂期の染色体上においてセントロメアへ
と局在することが観察された。 
 また、酵母ツーハイブリッド法による解析
の結果、ヒトHaspinは分裂酵母Haspin（Hrk1）
と同様に、N末端側の領域で PDS5 と直接的に
相互作用することを見出した。分裂期細胞抽
出液を用いた抗 Haspin 抗体による免疫沈降
の結果、細胞内においても Haspin と PDS5 は
相互作用することが明らかとなった。 
 以上の結果より、これまで未解明であった
動物細胞における Haspin のセントロメア局
在が示され、その足場がコヒーシン複合体で
あることも明らかになった。これらの知見に
より、機能的なインナーセントロメア形成機
構の一端が新たに解明された。 
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