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研究成果の概要（和文）：複製された姉妹染色分体は細胞分裂時に娘細胞へと正確に分配される。CENP-TWSXは
染色体結合に関与するヒストンフォールドを有するが、その結合はヒストンと異なることが知られている。本研
究ではCENP-TWSX複合体によるDNA結合の詳細に迫るため、生化学、構造生物学的解析を行った。
ニワトリおよび好熱性真核生物よりCENP-TWSX複合体を調整し、解析を行った。様々な長さの二重鎖DNAと結晶化
を行い、構造解析に成功した。その結合様式はヒストンが形成するヌクレオソームとは異なり、DNA上に等間隔
に並んでいた。この結果はこれまでに観測されたラダー状の結合様式を反映していると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Replicated sister chromatids are correctly distributed to daughter cells 
during cell division. CENP-TWSX binds to chromatin as well as microtubule-binding protein, and plays
 an important role in chromosome segregation but the details are unknown. In particular, DNA binding
 mode differs from the histone. In this study, we conducted biochemical and structural analysis to 
understand its details.
The CENP-TWSX complex was prepared from chicken and thermophilic eukaryotes and analyzed. After 
trial of many different length of DNA, crystal structure of the CENP-SX complex and DNA was 
determined. CENP-SX bound to DNA and spaced evenly on DNA which is different from the nucleosome. 
This binding reflects the ladder-like binding mode observed before.

研究分野： 構造生物学、染色体工学、生化学、

キーワード： キネトコア複合体　DNA結合タンパク質　ヒストン様フォールド

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
染色体の分配はすべての細胞が増殖する過程で行われ、その異常はがん化や遺伝病につながる。染色体分配では
染色体上に結合する動原体タンパク質複合体が関与するが、その詳細は不明なことが多い。本研究では動原体構
成因子CENP-TWSX複合体のDNA結合機構に迫るため、生化学、構造生物学的に解析した。その結果、CENP-SX複合
体がDNAと結合している様子を原子分解能で解析することに成功した。二重鎖DNAを複数のCENP-SX複合体が取り
巻き、お互いに協調して結合していた。この結合様式はヌクレオソームとは全く異なり、これにより染色体分配
機構が正常に遂行されると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
CENP-TWSX 複合体は CCAN(構成的セントロメア局在ネットワーク)に属するキネトコア構成因子
で、細胞周期を通じて染色体セントロメア領域に存在する(Hori et al., Cell 2008)。細胞分
裂期には核膜崩壊、サイクリン依存的キナーゼ活性上昇により CENP-T のリン酸化が起こり、微
小管結合因子 Ndc80 複合体がキネトコアに局在する（Gascoigne et al., Cell 2011）。 
CENP-TWSX 複合体は染色体セントロメアに存在するエピジェネティックマーカー、CENP-A ヌク
レオソームによりセントロメア局在するがその詳細は不明である(Okada et al., NCB 2006)。
これまでの解析で CENP-T のヒストンフォールドが重要であることが示されているものの、どの
ように機能するか明確でない。 
 
２．研究の目的 
CENP-TWSX複合体はヒストンと異なる結合様式であるが、どの様にDNA結合するか明確でない。
さらに CENP-S, CENP-X, CENP-T, CENP-W のどの領域が DNA 結合し、超らせん活性を引き起こす
かも不明である。本研究の目的は CENP-TWSX 複合体がどの様に DNA を認識するかを解明するこ
とにある。 
 
３．研究の方法 
CENP-TWSX 複合体の DNA 認識機構の解明のため、生化学および構造生物学的手法により研究を
行う。立体構造より推測される DNA 結合経路に存在するアミノ酸に変異を導入し、DNA の経路
を特定する。このような変異体解析と並行して DNA の特異性を解析する。ヌクレオソームの結
晶構造解析においては結合する DNA の塩基配列およびその長さが重要で、安定な結合 DNA の同
定が高分解能立体構造決定に必須であった。そこで塩基配列や長さの異なる DNA との結合を生
化学的に解析し、CENP-TWSX-DNA 複合体結晶化と立体構造解析を行う CENP-TW、CENP-SX、
CENP-TWSX、いずれも DNA と複合体を形成できるが、その性質は驚く程異なっている。ゲルシフ
ト法により、DNA との複合体を比較すると CENP-TW は凝集体、CENP-SX はラダー上のパターン、
CENP-TWSX はスミアに近い複合体を形成する。長さの特異性については、CENP-SX は約 50 bp、
CENP-TWSX は 80-100 bp で概ね一本のシフトバンドを形成していた。(Nishino et al., Cell 
2012) ゲルシフト法と並行して申請者はゲルろ過による CENP-SX 複合体と DNA の結合実験によ
り結合比を求めることに成功し、複合体を精製、結晶化することが可能になった。さらに蛋白
質と DNA の結合において重要となるのはアフィニティー解析である。申請者は蛍光色素を導入
した二重鎖DNAと非修飾のCENP-TWやCENP-SX複合体との相互作用を偏光蛍光法により測定し、
少量（nMオーダー）のサンプル量で解離定数を求めることに成功した。その結果、43bp の二重
鎖蛍光標識 DNA に対して CENP-TW の解離定数 KD=40nM、CENP-SX は解離定数 KD=48nM であった。
蛍光標識 DNA はオリゴ DNA 合成時にオプション追加する。 
 
４．研究成果 
１年目の研究成果 
ニワトリ由来の CENP-TWSX 複合体の解析を行った。CENP-TWSX 複合体を大量に調整し、DNA との
結合実験と結晶化実験を遂行した。ヌクレオソームの結晶構造に使用された Widom601 配列をベ
ースに DNA 鎖長の異なる合成オリゴ DNA を複数作成し、結晶化を試みた。CENP-TWSX 複合体と
DNA の複合体結晶と思われるものが得られたものの回折能が悪く、さらなる結晶化条件の改善
や DNA コンストラクトの改善を行う必要がある。CENP-TWSX 複合体に加えて DNA 修復時に働く
FANCM/CENP-SX 複合体の発現精製を行なった。その結果、組換え FANCM/CENP-SX 複合体を精製
することに成功した。さらにニワトリ由来の CENP-TWSX 複合体の解析に加えて、熱安定性の高
い好熱性真核生物由来の CENP-TWSX 複合体の構造機能解析を開始した。好熱性真菌 Chaetomium 
thermophilum 由来の CENP-T, CENP-W, CENP-S, CENP-X をクローニングした。CENP-TW 複合体お
よび CENP-SX 複合体を大腸菌の共発現ベクターに組み込み、タンパク質複合体の大量発現を行
なった。その結果、組み換え CENP-TW 複合体の発現が確認できた。 
２年目の研究成果 
昨年度発現精製した FANCM/CENP-SX 複合体の結晶化を行なった。FANCM/CENP-SX 複合体単独で
は二種類の結晶が作成でき、放射光施設にて X 線回折測定を行ったところ、それぞれ
FANCM/CENP-SX 複合体と CENP-SX 複合体であることが判明した。さらに FANCM/CENP-SX 複合体
と複数の二重鎖 DNA の共結晶化を試みた結果、幾つかのコンストラクトで結晶を作成すること
ができた。結晶化条件をさらに検討した結果、結晶サイズが X線照射可能な大きさまで成長し
た。放射光施設にて X線を照射した結果、3.5Å分解能の回折データを取得でき、FANCM/CENP-SX
複合体に結合している DNA の電子密度が観測できた。 
３年目の研究成果 
好熱性真核生物由来の CENP-TWSX 複合体発現と FANCM-CENP-SX 複合体と DNA の共結晶化を行な
った。好熱性真核生物由来の CENP-TWSX 複合体発現では MBP(マルトース結合タンパク質)との
融合タンパク質として発現した際に発現量と可溶性が向上し、複合体を精製することができた。
一方、結晶化については使用する二重鎖 DNA の長さや末端の形状(平滑／突出)を試したところ、
突出末端を使用した際に結晶の回折能が向上した。分子置換法により位相決定を行ったところ、
FANCM は結晶中に存在せず、CENP-SX 複合体と DNA が結合していることがわかった。興味深いこ



とに隣り合う CENP-SX 複合体同士は特異的な相互作用により等間隔で配置されていた。このこ
とは我々が以前ゲルシフト法による DNA 結合解析時に観察したラダー状の複合体を反映してい
ると考えられる。今後は生化学的解析ならびに細胞生物学的解析を行い、CENP-SX 複合体と DNA
によって形成されるラダー状構造の意味を明らかにする予定である。 
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