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研究成果の概要（和文）：ニワトリDT40細胞を用いて、CENP-Aの取り込み過程において重要なライセンシング因
子KNL2 がCENP-Aと直接相互作用することを見いだし、セントロメアの位置が細胞周期のG1期に安定に維持継承
されるモデルを提出した。細胞周期の間期の細胞核内におけるセントロメアクロマチンの３次元相互作用を
4C-seq法により明らかにした。また、セントロメア特有なH4K20me1修飾がCENP-Aヌクレオソームに導入される構
造的基盤について明らかにした。これら知見は将来的に、クロマチン構築の制御を対象とした抗がん剤などの新
規薬剤開発研究への応用が期待される。

研究成果の概要（英文）：We demonstrated that KNL2, a member of the Mis18 complex, was essential for 
the stable inheritance of the centromere position at G1-phase through direct binding to CENP-A 
nucleosome to deposit new CENP-A in chicken DT40 cells. We revealed the 3D architecture of the 
interphase genome, including the centromeres by systematic 4C-seq analysis using DT40 cell lines. 
Based on structural and genetic analyses, we conclude that a CENP-A-mediated structural polymorphism
 facilitated the preferential H4K20 monomethylation in centromeric nucleosomes. These findings may 
provide insight into developing an anti-cancer drug utilizing chromatin modulation.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： セントロメア　ヒストン修飾　エピジェネティックス　細胞周期　クロマチン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝情報の継承に重要な、細胞核内のセントロメアのクロマチンの形成の仕組みと、その安定維持を保証するメ
カニズムの一端を明らかにした。これら成果は、細胞の遺伝情報の伝播の仕組みを解明する鍵となる知見として
期待される。さらに将来的には、これら成果を活用した抗がん剤などの新規薬剤開発研究への応用が期待され
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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
染色体分配において中心的な働きを担う動原体は、複数のタンパク質で構成される巨大な構造
体である。動原体は染色体上のセントロメアと呼ばれるゲノム領域中に形成され、セントロメ
アの位置情報は細胞分裂を経ても維持されている。セントロメア領域の位置情報は DNA の一次
配列によっては規定されず、その領域のクロマチンに存在するエピジェネティックな情報によ
って、維持・継承されると考えられている。ヒトを含む脊椎動物では、セントロメアのクロマ
チン領域には、セントロメアに特異的なヒストン H3のバリアントである CENP-A が存在し、セ
ントロメア領域の位置情報に関与するエピジェネティックマーカーと考えられている。しかし
ながら、CENP-A の存在のみでは機能的な動原体構築は起こらず [J. Cell Sci., 114 (2001) 
3529-3542]、セントロメア領域の位置の規定から動原体構築に至る分子メカニズムについては
不明な点が多い。我々は、ニワトリ DT40 細胞を用いた染色体工学技術を活用して、DT40 細胞
内で新規セントロメア（ネオセントロメア）を実験的に誘導することに成功している [Dev. 
Cell, 24 (2013) 635-648]。このネオセントロメアを保持する細胞株を利用して、セントロメ
ア領域に特異的なヒストン修飾を複数見出し、それらの機能解析を行った。細胞生物学的およ
び生化学的な解析により、H4K5ac, H4K12ac は CENP-A がセントロメア領域に正確に取り込まれ
る過程に必須な修飾であること [Nature Commun., 7, (2016) 13465]、H4K20me1 は動原体構築
に関与する修飾であることを明らかにした [Dev. Cell, 29 (2014) 740-749]。このようなセン
トロメアのクロマチン修飾に関する研究と並行して、我々は、動原体構成タンパク質 CENP-C
が、セントロメア領域のクロマチンへ局在する様式が細胞分裂期と間期で異なり、この細胞周
期の進行に伴う変換が機能的な動原体の形成に重要であることを示した [Mol. Biol. Cell, 26 
(2015) 3768-3776]。この知見は、セントロメアに特異的なクロマチン構造が細胞周期依存的に
変換する可能性とその動原体形成における重要性を示唆している。しかしながら、細胞周期の
進行に伴い、セントロメアに特異的なクロマチンが経時的にどのように構築されていくかとい
う点に着目した研究報告はほとんど無く、その分子メカニズムについては不明な点が多い。本
研究により、細胞周期に依存したセントロメアクロマチン形成の分子基盤が明らかとなり、セ
ントロメアを介した染色体分配機構を制御する新規概念の発見が期待される。 
 
２．研究の目的 
染色体が正確に分配される過程で中心的な働きを担う動原体は、特異的なクロマチン構造を持
つセントロメアと呼ばれるゲノム領域中に形成される。しかし、動原体の形成に必須なクロマ
チン構造の実体については、明らかになっていない点が多い。本研究では、ニワトリ DT40 細胞
を用いた細胞遺伝学的手法を活用し、セントロメアに特異的なクロマチン構造の分子基盤とそ
れが構築される分子メカニズムの解明を目指す。特に、細胞周期に依存したセントロメアに特
異的なヒストンマークおよびクロマチン構築因子の同定を行い、それらを通じてセントロメア
クロマチンの構築と維持の分子メカニズムの解明を目指す。本研究成果から、セントロメアを
介した染色体分配機構が理解できる。 
 
３．研究の方法 
代表者らは、これまで染色体工学技術により、動物細胞内で実験的にネオセントロメアを保持
する細胞株の取得に成功し、さらにセントロメア機能に必須な複数のヒストン修飾を発見し
た。本研究では、ネオセントロメア細胞株を利用して、細胞周期の進行に依存したセントロメ
アクロマチン形成およびセントロメアのエピジェネティクスを制御する分子メカニズムの解明
を目指し、(1) 細胞周期の G1 期に特有な、セントロメア領域の維持に必須なエピジェネティッ
ク制御の仕組みの解明、(2) 細胞周期の間期に特有な、セントロメアクロマチンの細胞核内 3
次元相互作用の解析、(3) セントロメア領域に特異的な修飾の導入の構造生物学と遺伝学的な
解析、を中心に研究を行なった。 
 
４．研究成果 
ニワトリ DT40 細胞を用いて、CENP-A の取り込み過程において重要なライセンシング因子 KNL2
の機能ドメインを明らかにし、「クロマチンに既に存在する CENP-A の近傍に新規 CENP-A を供給
することで、セントロメアの位置が安定に継承される」とするモデルを提出した（Dev. Cell, 
2017）。ネオセントロメアを保持する細胞株を使用して、間期の細胞核内におけるセントロメア
クロマチンの３次元相互作用を 4C-seq 法により明らかにした（J. Cell Biol., 2018）。また、
構造生物学と遺伝学的な解析から、特有な H4K20me1 修飾が CENP-A ヌクレオソームに導入され
る構造的基盤について明らかにした（Nature Commun., 2019）。これら知見は将来的に、クロマ
チン構築の制御を対象とした抗がん剤などの新規薬剤開発研究への応用が期待される。 
 
（1）セントロメア領域のエピジェネティック制御の仕組みの解明 
セントロメア領域の決定は、CENP-A をはじめとするクロマチンタンパク質によるエピジェネテ
ィックな制御が必須である。その領域は、世代を超えてその位置が安定に維持されることか
ら、特別なエピジェネティック制御の仕組みがあると考えられている。CENP-A の取り込み過程
において重要なライセンシング因子である KNL2 複合体に注目し、特にその構成因子である



KNL2 タンパク質を対象に、ニワトリ DT40 細
胞を利用した遺伝学的および生化学的手法に
よる機能解析を行なった。その結果、ニワト
リでは KNL2 タンパク質が、既にクロマチンに
導入されている CENP-A ヌクレオソームを細胞
周期の G1期に直接認識してセントロメアに局
在することが明らかとなった。そして、その
局在位置の近傍に新規の CENP-A を導入するこ
とで、極めて安定にセントロメア領域の位置
が継承される、とするモデルを提出した（図
1）（Dev. Cell, 2017）。今後、KNL2 複合体の
局在と新規 CENP-A の導入の分子メカニズムの
解明に向け、KNL2 と CENP-A ヌクレオソーム
との複合体構造およびその相互作用の形成の
仕組みを中心に解析を進める計画である。 
 
（2）セントロメアクロマチンの細胞核内 3次元相互作用の解析 
ニワトリ DT40 細胞で樹立したネオセントロメ
ア細胞株を使用し、セントロメアクロマチン
の細胞核内における３次元相互作用を 4C-seq
解析法により調べた。解析の結果、間期細胞
核内でネオセントロメアが形成されるとその
ゲノム領域は、１次配列上は遠く離れたゲノ
ム上のヘテロクロマチン領域と相互作用を生
じるようになることを発見し、報告した（図
2）（J. Cell Biol., 2018）。解析対象とした
ネオセントロメア領域には、これまでの研究
からヘテロクロマチン構造は存在しないこと
が分かっている。一般的なモデル生物種で
は、セントロメア領域には高度に反復した DNA
配列が存在し、そのゲノム領域には動原体構
築に必須なセントロメアに特有なクロマチン
に加えて、周辺領域にヘテロクロマチン構造
（ペリセントロメアヘテロクロマチン）が伴う。ペリセントロメアヘテロクロマチン構造を持
たないネオセントロメアが、別の染色体領域のヘテロクロマチンと相互作用することによって
ペリセントロメア機能を補い、セントロメアクロマチン構造の安定維持に寄与している可能性
も考えられる。今後、セントロメアクロマチン構築におけるヘテロクロマチンとの相互作用の
意義の解明に向け、細胞周期の進行に依存したヘテロクロマチン因子とセントロメア関連タン
パク質との相互作用の有無およびその仕組みの解明を中心に解析を進める計画である。 
 
（3）セントロメア領域に特有な修飾が導入される構造基盤の解析 
これまでの、CENP-A ヌクレオソーム内の H4K20me1 修飾は動原体構築のトリガーとして重要なヒ
ストン修飾であることを報告していたが、その修飾の導入メカニズムについては不明な点が多
かった。試験管内で再構成した H3 ヌクレオソームおよびヒト CENP-A(H3CATD)を含むヌクレオソ
ームの X 線結晶構造解析を行い両者の構造を比較した結果、CENP-A 特有なアミノ酸残基（V76, 
K77）が H4K20me1 修飾の導入に有利なアミノ酸であることが示唆された。そこで、ニワトリ DT40
細胞を使用して、上記アミノ酸に相当する部位の変異細胞株を作成し、定量的 ChIP-seq 解析で
ある Spike-in ChIP-seq を行い、H4K20me1 修飾の導入効率を比較解析した。その結果、細胞内
においても同様に CENP-A 特有なアミノ酸残基が H4K20me1 修飾の導入を促進していることを明
らかにして、「ヒストンの構造的な特徴によりエピジェネティック修飾の導入を制御する」とい
う新規な仕組みの存在を示した（Nature Commun., 2019）。しかし、今回発見した構造的な特性
のみでは、セントロメア領域への H4K20me1 修飾の特異的な導入を完全には説明できない。今後、
H4K20me1 修飾の導入を制御する鍵となる因子とその分子メカニズムの解明に向け、セントロメ
ア関連タンパク質の存在と H4K20me1 修飾の導入との関係を中心に解析を進める計画である。 
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６．研究組織

染色体の分配のしくみに、鍵となる新たな分子の働きを発見 
http://www.fbs.osaka-u.ac.jp/jpn/events/achievement/fukagawa-20181113/ 
細胞核内におけるセントロメア領域の立体的配置を解明 
http://www.fbs.osaka-u.ac.jp/jpn/events/achievement/fukagawa-20181105/ 
染色体の分配装置が形成される仕組みを解明 
http://www.fbs.osaka-u.ac.jp/jpn/events/achievement/hori-fukagawa-20170725/
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