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研究成果の概要（和文）：染色体 DNA 二重鎖切断が生じた際に活性化される DNA 損傷応答におけ
るセントロメア蛋白 CENP-A の働きを分子レベルで解明するため、HeLa 細胞等のヒト培養細胞を
用いて細胞生物学的な CENP-A の機能解析を行った。CENP-A は DNA 二重鎖切断部位に局在した
が、 他の DNA 損傷部位にはしなかった。CENP-A の発現量が増えたときには、細胞の放射線への
感受性が下がり、CENP-A の発現量が減ったときには、細胞の放射線への感受性が上がった。ま
た、DNA 二重鎖切断時特異的に、CENP-A に結合する蛋白質の同定に成功した。また、スピンドル
チェックポイント因子 BUB1 も DNA 二重鎖切断部位に局在した。これらの結果は DNA 二重鎖切断
時における CENP-A のスピンドルチェックポイントの活性化をする役割を示唆する。 
 
 
研究成果の学術的意義や社会的意義 

環境因子である放射線、重金属、大気汚染と変異誘導化合物の細胞への曝露はDNA二重鎖切断や
他のDNA欠損を引き起こす。このような環境によって引き起こされたDNA欠損は保存されたDNA損
傷反応機構によって修復される。DNA損傷反応機構に問題があると、DNAは修復されず、ガンや発
達障害などの重篤な健康障害が引き起こされる。DNA二重鎖切断時におけるCENP-Aのスピンドル
チェックポイントの活性化をする役割を示唆する我々の結果はこの分子機構の解明に貢献する。 
 
 
研究成果の概要（英文）：We aimed to define the role of centromere protein A (CENP-A), 
a histone H3 variant, as a key mediator of this crosstalk. CENP-A is a constituent of 
the centromere-specific chromatin essential for the assembly of the kinetochore, a 
proteinaceous structure that provides the connection between chromosomes and spindle 
microtubules. CENP-A plays a crucial role in centromere identity and kinetochore 
assembly. Interestingly, CENP-A also localizes to DNA double-strand breaks (DSBs) but 
not at other DNA lesions. We found that CENP-A depleted cells were highly sensitive to 
ionizing irradiation, but over-expression of CENP-A reduced radiosensitivity. We 
identified several novel proteins that associate with CENP-A specifically when DSBs 
occur. We also found BUB1, a spindle checkpoint component, is present at DSBs. Our 
results suggest the role of CENP-A in the activation of the spindle checkpoint in 
response to failed DNA damage repair. 
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１．研究開始当初の背景  
 

ゲノム情報を安定に維持するために、細胞には、ゲノム情報を担う染色体 DNA が細胞周期の S
期に正確に複製され、細胞分裂の際二つの娘細胞に均等に分配されるよう制御する機構が備わ

っている。細胞分裂期における正常な染色体分配を司る染色体上の領域をセントロメアと呼ぶ。

セントロメアは各染色体に一カ所ずつ存在し、ヒストン H3 の一種である CENP-A 蛋白を構成

因子とする特異的なクロマチンを形成している。このセントロメア特異的なクロマチン構造は、

細胞周期の M 期において染色体が紡錘体微小管と結合するために必要な蛋白質複合体（キネト

コア）が形成されるための基盤となる。CENP-A 蛋白はセントロメア特異的なクロマチン構造

とその機能を決定する重要な因子である。近年、この CENP-A がセントロメアだけではなく、

染色体上の DNA 二重鎖が切断された部位に局在するということが報告されたが、その分子機構

は不明であった。 
 
 
 
２．研究の目的  
 
セントロメアに関連する有糸分裂制御機構と DNA 損傷反応機構の分子クロストークの解明 

DNA 二重鎖切断は、細胞周期の S 期において染色体上に DNA 複製フォーク進行を阻害するよ

うな損傷をうけることによって生じる。また、DNA 二重鎖は放射線照射や化学物質への暴露に

よっても物理的に切断される。二重鎖切断が生じると、細胞は細胞周期の進行を停止させる DNA
損傷チェックポイントや、DNA 修復を活性化させる。切断箇所が未修復のままになっている細

胞はアポトーシスによる細胞死を起こす。これらの反応を総じて DNA 損傷応答と呼ぶ。ゲノム

情報を正確に維持するためには切断された箇所は寸分違わず元通りに修復される必要があるが、 
修復の際に切断部位の塩基が欠損したり余分に付加されたりして DNA 配列に変異が生じたり、

切断箇所が誤った部位と接合して染色体転座を起こすことがある。こういった染色体の不安定

性は多くの癌細胞に共通して見られる。従って DNA 損傷応答に関わる因子の同定と分子レベル

での機能解明は染色体不安定性に起因する発癌の機構を理解する上で重要な課題である。DNA
損傷応答には二重鎖切断部位の認識、切断部位周辺のクロマチン構造の動的変化、DNA 修復因

子の切断部位への導入といった過程が含まれる。 

 CENP-A の DNA 損傷応答における働きについて、CENP-A は DNA 二重鎖切断部位に局在

して DNA 損傷部位特異的なクロマチン形成を促し、DNA 損傷チェックポイント経路や DNA
修復経路の活性に必要な蛋白質を損傷部位に導入するための基盤を形成するのかを調べること

目的とした。 
 
 
 
３．研究の方法  
  

HeLa 細胞等のヒト培養細胞を用いて細胞生物学的な CENP-A の機能解析を行った。 

 

細胞を１Gy から 10Gy の範囲で X-線照射し、照射後５分、３０分、１時間、４時間の時点でメ

タノール固定を行う。CENP-A が DNA 二重鎖切断部位に局在しているかどうかを抗 CENP-A
抗体を用いた間接蛍光抗体法により調べ、CENP-A の局在の様子と比べる。二重鎖切断部位の

マーカーには抗 H2AXS139p 抗体を用い、セントロメア領域のマーカーには抗 CENP-B 抗体を

用いる。 
 

制限酵素 I-SceI の認識部位をゲノム上に挿入したヒト P175 細胞に GR(グルココルチコイド受

容体 )を融合させた I-SceI を発現させ、培地にグルココルチコイドのリガンドである

TA(triamcinolone acetonide)を加えると、I-SceI が核内へ輸送され、ゲノム上の認識部位を切断

する。この系を用いることにより ChIP アッセイにより CENP-A と BUB1 の切断部位への局在

を調べる。 
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４．研究成果   
 

染色体 DNA 二重鎖切断が生じた際に活性化される DNA

損傷応答における CENP-A（セントロメアプロテイン A）

の働きを分子レベルで解明するため、HeLa 細胞等のヒ

ト培養細胞を用いて細胞生物学的なCENP-Aの機能解析

を行った。CENP-A は DNA 二重鎖切断部位に局在したが、 

他の DNA 損傷部位にはしなかった（Fig. 1）。CENP-A

の発現量が増えたときには、細胞の放射線への感受性

が下がり、CENP-A の発現量が減ったときには、細胞の

放射線への感受性が上がった。また、DNA 二重鎖切断時

特異的にCENP-Aに結合する新しいタンパク質の同定に

成功した（data not shown）。また、スピンドルチェッ

クポイント蛋白である BUB1 も DNA 二重鎖切断部位に局

在した (Fig. 2)。これらの結果は CENP-A の DNA 二重

鎖切断時におけるスピンドルチェックポイントの活性

化をする役割を示唆する。 
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Fig. 2. BUB1 も CENP-A と同じよう
に DNA 二重鎖切断部位に局在する。
BUB1 の方が CENP-A よりも時間的に遅
れて DNA 二重鎖切断部位に局在する 

Fig. 1. 数個の CENP-A 染色部位（緑）だけが X 線で誘導された γH2AX 染色部位（赤）と共局在す

る。DNA は DAPI で染色。CENP-B（紫）はセントロメアの位置を示す。 
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