
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成２３年 ６月 １日現在 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
 
分裂酵母DNAポリメラーゼαのアクセサリータンパク質Mcl1が欠損するとDNA複製に
異常と同時に、セントロメア、mat 領域における遺伝子サイレンシングが解除される極め
て興味深い表現型を示した．特にセントロメア領域ではその中心ドメインとその外部のヘ
テロクロマティンドメインの両方でサイレンシングを解除しているという、それまでに見
いだされていた変異とは異なった新奇な表現型であった．その原因を探る中で、変異株で
はセントロメア領域におけるヒストンＨ３、４のアセチル化が亢進していることが判明し
た．複製にカップルしたヒストンの脱アセチル化がセントロメア構造、ヘテロクロマチン
形成に必要であるとの作業仮説のもと、その妥当性を検討した． 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
Specialized chromatin exists at centromeres and must be precisely transmitted during 
DNA replication. The mechanisms involved in the propagation of these structures 
remain elusive. Fission yeast centromeres are composed of two chromatin domains: the 
central CENP-A(Cnp1) kinetochore domain and flanking heterochromatin domains. 
We showed that fission yeast Mcl1, a DNA polymerase alpha (Pol alpha) accessory 
protein, is critical for maintenance of centromeric chromatin. In a screen for mutants 
that alleviate both central domain and outer repeat silencing, we isolated several cos 
mutants, of which cos1 is allelic to mcl1. The mcl1-101 mutation caused reduced 
CENP-A(Cnp1) in the central domain and an aberrant increase in histone acetylation 
in both domains. These phenotypes were also observed in a mutant of swi7(+), which 
encodes a catalytic subunit of Pol alpha. Mcl1 formed S-phase-specific nuclear foci, 
which colocalized with those of PCNA and Pol alpha. These results suggest that Mcl1 
and Pol alpha are required for propagation of centromere chromatin structures during 
DNA replication. 
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１．研究開始当初の背景 
 
真核生物染色体セントロメアの特異構造は、
その娘細胞への確実な伝達を保証するのに
第一義的な意味を持つ.セントロメア構造は
その中央のコアドメインであるキネトコア
と、その外部近傍を占めるヘテロクロマチン
領域から構成される.キネトコア領域は微小
管結合の場として染色体分配・伝達に関す 
るセントロメア機能の中枢を担い、ヘテロク
ロマチン構造とはまた別の特異なドメイン
構造を保持する. ここではヒストン H3 に代
わって、そのバリアントで ある CENP-A が
局在することが重要とされることはよく知
られている.ヘテロクロマチン領域は HP1 
蛋白などのヘテロックロマチン蛋白が局在
し、姉妹染色体の接着(コヒージョン)に必要
な機能を提供する.DNA 複製に伴いこれらの
特異高次構造が染色体レベルでいかに保
持・伝達されるかは、それが S 期の中で起こ
るドラスティックな現象であるにもかかわ
らず、ほとんど未解明のまま残っていた. 
相同組換え機構に関与する変異の選択から
得られた遺伝子 Mcl-1（分裂酵母）の機能解
析を行った．この遺伝子産物は DNA ポリメ
ラーゼαのアクセサリータンパク質で欠損
すると DNA 複製に異常を起こす．しかし同
時に、それが欠損するとセントロメア、mat
領域、テロメア領域における遺伝子サイレン
シングが解除される極めて興味深い表現型
を示した．特にセントロメア領域ではその中
心ドメインとその外部のヘテロクロマティ
ンドメインの両方でサイレンシングを解除
しているという、それまでに見いだされてい
たサイレンシング異常の変異とは異なった
新奇な表現型であった．その原因を探る中で、
変異株ではセントロメア領域におけるヒス
トンＨ３、４のアセチル化が亢進しているこ
とが判明した．全染色体領域におけるヒスト
ンのアセチル化の様子を調べると、ヘテロク
ロマチン領域に対応してアセチル化の亢進
し、サイレンシングへの対応が明らかとなっ
た．このタンパク質は DNA 複製マシンに含
まれるタンパク質であることから、複製にカ
ップルしたヒストンの脱アセチル化がセン
トロメアメア構造、ヘテロクロマチン形成に
必要であるとの作業仮説のもと、その妥当性
を検討してきた． 
 
２．研究の目的 
われわれは分裂酵母の DNA 複製因子である
Mcl1蛋白質が、セントロメアのキネトコア、

ヘテロクロマチンの両方の領域で、その特異
構造の維持に必須であることを見いだした．
この因子の欠損により、DNA 合成の異常、
姉妹染色体コヒージョンの破綻、染色体分配
の異常が観察される．特にキネトコア領域へ
の SpCENP-A のローディングが顕著に欠損
していることが特徴的である．したがって、
この因子の解析を通して上記の DNA 複製と
高次クロマチン構造の構築・伝達とを繋ぐメ
カニズムの解明の一助となる可能性がある
ので、その解析を目的とした． 
 
３．研究の方法 
 
分裂酵母 Mcl1 の複製因子としての機能は以
下の諸点に整理された． 
 
１）DNA ポリメラーゼαと強い遺伝的、物理
的相互作用があり、ラギング鎖合成と岡崎フ
ラグメントのプロセシングに関与すると考
えられる． 
２）複製複合体 GINS に含まれる． 
３）Mcl1 の細胞内局在は S期を中心に、PCNA
と挙動を同じくすることが判明した． 
 
一方、Mcl1 が染色体機能を制御することは、
その変異による表現型から以下のようにま
とめられる． 
 
４）変異株ではセントロメアにおけるコヒー
ジョンが欠損する． 
５）変異株でセントロメアのキネトコア領域
（cnt、imr）における遺伝子サイレンシング
が破綻する． 
６）セントロメアのヘテロクロマチン領域
（otr）及び、mat 座のヘテロクロマチン領域
（mat3）における遺伝子サイレンシングが破
綻．ちなみに、キネトコア領域とヘテロクロ
マチン領域の両者の遺伝子サイレンシング
が同時に破綻する変異は Mcl1 が初めての例
であった． 
７）ヘテロクロマチン領域における遺伝子サ
イレンシングが解除されるにもかかわらず、
ヘテロクロマチン蛋白である swi6（HP1 ホモ
ログ）の局在は正常、H3K9 のメチル化の程度
も変化していなかった． 
８）変異株ではキネトコア領域における
SpCENP-A の局在が著しく阻害されており、そ
の代わりにヒストン H3 が蓄積している．
CENP-A のキネトコアへの局在にはこれまで、
Mis6、Ams2 による径路が証明されているが、
細胞増殖、サイレンシングで見る限りは Mcl1



の機能はこれらのいずれとも遺伝学的には
独立している． 
９）Mcl1 欠損により染色体分配異常を惹起す
る． 
 
そこで本研究では、この複製因子の染色体構
造への関与の解析を中心に据え、セントロメ
ア構造と機能、ヘテロクロマチン構造とその
機能を担うタンパク質群との関連を調べる
ことにした． 
 
４．研究成果 
Mcl１変異によるセントロメア領域における
染色体構造への効果を調べる中で、いくつか
の脱アセチル化酵素遺伝子の過剰発現で
Mcl1 変異の表現型が部分的に抑制されるこ
とが判明した．そこで染色体タンパク質のア
セチル化状態を調べたところ、セントロメア
領域のヒストン H4 のアセチル化が亢進され
ていることが判明した．他の、特にヘテロク
ロマチン領域での効果も調べる意味で、ChIP 
on chip でゲノムワイドに解析したところ、
セントロメア領域とmat領域に特異的にH３、
H４のアセチル化が亢進されていることがわ
かった．ちなみに分裂酵素の脱アセチル化酵
素として知られているもののいずれが Mcl1
と連携しているかを知るために、Hos2、Clr3、
Sir2、Hst2、Hst4 などとの遺伝学的連関を調
べたが、特異的な関与を示すものは同定でき
なかった． 
 
先に示した Mcl１変異の表現型は、キネトコ
ア構造、コヒージョン、ヘテロクロマチン形
成で表現される一連の染色体特異構造の構
築が DNA合成の場でこの複製装置の因子を介
して統御されている可能性を強く示唆して
いるが、それぞれを体現する蛋白質は
SpCENP-A、コヘーシン、Swi6(HP1)とヒスト
ン H3K9Me と異なるが、上の結果によりそれ
らに共通するのはヒストンの脱アセチル化
であり、それが上流にあってそれぞれの蛋白
質の局在と機能発現の基盤を形成している
ように見える． 
実際、ある種の HDAC の過剰発現で Mcl1 欠損
（遺伝子サイレンシング）の異常が部分的に
抑制されることを観察している．キネトコア
等に組み込まれたヒストンは低アセチル化
状態にあり、新規合成されたヒストンは高度
にアセチル化されていることはよく知られ
ている．そこで、複製時におけるヌクレオソ
ームの再構成ないしは分配、及び新規ヒスト
ンのデポジットがヒストン脱アセチル化反
応で制御され、そのヒストン脱アセチル化反
応を Mcl1 蛋白が DNA 複製とカップルしてリ
クルートすることでヌクレオソームの解離、
再会合ないしは分配、新規ヒストンの取り込
みを統御しているという可能性をモデルと

して提出した． 
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