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研究成果の概要（和文）：染色体分配に必須なCENP-Aのアミノ酸残基を同定し、このアミノ酸残基がCENP-Aシャ
ペロンHJURPとの正しい結合に必要であることを明らかにした。また、CENP-A導入に機能するKNL2のセントロメ
アへの局在に必須なアミノ酸残基を構造生物学的に明らかにした。さらに、染色体への異所局在化実験から、
CENP-CとHJURPの結合に依存したCENP-A導入の仕組みが存在する可能性を示した。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 found a critical CENP-A residue essential for faithful chromosome 
segregation. Moreover, we demonstrated that this residue was required for the proper complex 
formation with the CENP-A specific chaperon HJURP. Based on the structural analyses, we identified 
several contact sites of KNL2 to make a complex with CENP-A nucleosome, which was essential for the 
KNL2 localization and function. Furthermore, the artificial ectopic tethering assays indicated the 
additional CENP-A loading pathway depending on the CENP-C interaction with HJURP. These findings may
 provide insight into developing an anti-cancer drug utilizing centromeric chromatin modulation.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： セントロメア　クロマチン　エピジェネティックス　細胞周期

  ２版

令和

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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
生命活動の根源である遺伝子の発現は、全ゲノム DNAが収納されている核内のクロマチン構造

により高度に組織化された仕組みで制御されている。この高次機能を次世代細胞へ正確に伝達

することは生命活動の維持・継承に必須な過程である。この過程は、ゲノムの高次機能を収納し

た「染色体」の正確な複製と分配によって保障される。動原体は染色体の分配過程において重要

な役割を担う巨大なタンパク質複合体であり、染色体上の一箇所に規定されたセントロメアと

呼ばれる領域に形成される。これまでの研究代表者らの研究により、動原体を構成する主要なタ

ンパク質構成因子のうち２種の因子（CENP-T, CENP-C）が DNA と微小管の双方に直接結合す

る活性を持つことが明らかとなった。これら因子が、セントロメアDNAと微小管を橋渡しして、

染色体分配の中心として機能している。しかし、これら２種の因子とともに、微小管の牽引力に

耐えうるクロマチンの構造が細胞内でどのように構築されているかについては、不明な点が多

い。また、正確な染色体分配を保障するためには、動原体が形成されるセントロメア領域の場所

は安定に保たれる必要がある。この特殊領域は DNAの配列情報に依存しないエピジェネティッ

クな仕組みによって規定される。その主要なマーカーである CENP-A がセントロメア領域へ導

入される時、セントロメア領域のクロマチンがどのように準備され、新規の CENP-A が導入さ

れるのか、その詳細な制御の仕組みは不明である。M期における染色体分配とその直後の G1期

に行われるセントロメアの位置情報の伝達の２過程は、セントロメアの機能とその維持に関わ

る本質的な過程であり、その２過程を正しく遂行するための基盤となるクロマチン構造の解明

は、セントロメア機能の制御の仕組みを理解するための重要な課題である。 

 

２．研究の目的 

ゲノム情報の伝達に必須な染色体分配を司るセントロメア機能とその機能維持に関わるセント

ロメア領域のクロマチン構造には不明な点が多い。本研究では、細胞周期の進行におけるセン

トロメアクロマチンの構造の違いとその構築の仕組みを解析し、これまで未知だった細胞周期

に依存したセントロメアクロマチン構造の形成と制御の実体を明らかにすることを目指す。本

研究から、これまで未解明であった細胞周期特有なセントロメアクロマチン構造とその生物学

的な意義が明らかとなる。 

 

３．研究の方法 

セントロメア機能を保障するために必須なクロマチン構造の実体およびその構築の仕組みを明

らかにするため、主にニワトリ DT40細胞を利用し研究を進めた。具体的には、薬剤を利用した

細胞周期の同調法により、セントロメアのクロマチン構造が更新される G1 期を中心に、SNAP

アッセイ法を適用し、各種セントロメア関連因子の改変細胞を用いてセントロメアマーカー

CENP-Aが導入される過程と必須な因子について解析した。さらに、DT40細胞で樹立した LacO-

LacI システムによる染色体への異所局在化法を利用し、遺伝学的および細胞生物学的手法によ



り CENP-A の導入活性を持つ因子とその導入の仕組みについて解析を行った。また、Capture-C

法により、各種クロマチン関連因子の変異細胞株を使用して、細胞核内におけるセントロメア周

辺のクロマチンの３次元構造を比較解析した。 

 

４．研究成果 

ニワトリ DT40細胞を用いた網羅的な変異体解析を行い、染色体分配に必須な CENP-Aのアミ

ノ酸残基を同定した。このアミノ酸残基は、CENP-A シャペロン HJURPとの正しい結合に必須

であることが分かった（1, Cell Rep., 2020）。また、CENP-Aの導入に重要なライセンシング因

子 KNL2について、セントロメアへの局在化に必須なアミノ酸残基を構造生物学的に明らかに

した（2, EMBO J., 2023）。さらに、LacO-LacI システムによる異所局在化実験により、CENP-A

の導入過程で機能する因子について解析し、KNL2に依存しない CENP-A導入の仕組みが存在

する可能性を示した(3)。エジンバラ大学との共同研究により、セントロメア周辺のクロマチン

の３次元構造を解析し、細胞周期の間期からM期にかけて生じる特有な構造の形成と変換と、

その過程に関与するクロマチン因子について明らかにした(4)。 

 

（1） セントロメア機能に必須な CENP-Aのアミノ酸残基の同定 

セントロメアの位置決定で鍵

を握る CENP-Aを対象とし

て、ニワトリ細胞を利用した

網羅的な変異体解析を行っ

た。その結果、CENP-Aの

59 番目のアラニン(A59) 

が、染色体分配に必須なアミ

ノ酸であることを発見した

（図１）。この A59に相当するアミノ酸は、ヒトを含む他の脊椎動物の CNEP-Aにも広く存在

し、進化的にも重要なアミノ酸であることが強く示唆された。さらに、CENP-Aと結合して機

能を補助するシャペロンタンパク質 HJURP内に、生物種によって数が異なる特有なアルギニ

ン残基が存在し、前述の A59との協調作用によって CENP-Aと HJURPとの結合の強さが変動

することが分かった。この結果は、生物種で異なる CENP-Aの機能調節の可能性を示唆する知

見である。CENP-Aは抗がん剤の重要なターゲットであり、本研究で発見した必須アミノ酸残

基を中心とした分子レベルの理解が進むことで、染色体分配の異常で発症する「がん」や染色

体疾患の治療に向けた創薬開発の促進が期待される。上記成果について、１報の論文発表を行

い（Cell Rep., 2020）、3 件の学会発表を行った。 

 

（2） KNL2タンパク質複合体のセントロメア局在化の仕組み 

 



KNL2タンパク質は既存の CENP-

A ヌクレオソームと結合すること

でセントロメアに局在する。そし

て、セントロメアに局在した

KNL2を含む複合体は新規の

CENP-Aの導入を促す装置として

機能する。そのため、KNL2が既

存の CENP-A ヌクレオソームと結

合する仕組みの解明は、セントロ

メアクロマチンの構築を理解する

ための重要な課題である。そこで、KNL2の部分ペプチドと再構成 CENP-A ヌクレオソームを

試験管内で結合させ、形成した複合体をクライオ電子顕微鏡による構造解析に供した。その結

果、KNL2の CENP-C 様領域内に CENP-A ヌクレオソームとの結合に必須な複数のアミノ酸残

基が存在することが分かった（図２）。細胞生物学的な解析から、いずれのアミノ酸残基も

KNL2のセントロメアへの局在化および機能に必須であることが明らかとなった。今後、KNL2

のセントロメアへの局在化とともに、本研究の過程で示唆された「KNL2タンパク質が担うセ

ントロメアクロマチンの構築過程における機能」の解明を中心に研究を進める計画である。上

記成果について、１報の論文発表を行った（EMBO J., 2023）。 

 

（3） セントロメアのエピジェネティックマークを導入する仕組み 

これまでセントロメアのエピジ

ェネティックマークである

CENP-Aの導入は、KNL2を介し

た経路で行われると考えられて

いた。また、LacO-LacI システム

による染色体上への異所局在化

実験により、CENP-Aの導入を誘

導する活性を持つ因子が、ニワトリ細胞では少なくとも４種存在することが分かっていた。そこ

で、LacO-LacI システムによる異所局在化実験と遺伝学的手法を利用し、これら因子が CENP-A

の導入を誘導する仕組みを解析した（図３）。その結果、この内の２種の因子 CENP-C, -Iは、既

知の KNL2 を介した経路に依存せず、CENP-A の導入を誘導することが明らかとなった。さら

に、遺伝学的な解析と生化学的な解析を行ったところ、この２種の因子による CENP-A の導入

は、CENP-Cに依存した HJURP（CENP-Aのシャペロンタンパク質）のクロマチンへのリクルー

トにより生じていることが分かった（図３）。今後、CENP-Cと HJURPの相互作用の仕組みにつ

いて解析を進めると共に、CENP-Cを起点とした CENP-Aの導入の仕組みが、通常のセントロメ

アクロマチン上でも同様に機能しているのか、について研究を進める計画である。上記成果につ

 

 



いて、5 件の学会発表を行い、論文投稿に向けて準備中である。 

 

(4) 細胞周期進行に伴い変化するセントロメア周辺のクロマチン構造の解析 

エジンバラ大学との共同研究により、動原体の構築に関与するセントロメアコアとその周辺の

ペリセントロメアを対象に、Capture-C 法を適用して細胞核内のクロマチンの３次元構造の解析

を行った。特に、細胞周期の間期から M 期にかけての特有な構造の形成と変換について、さら

にその過程に関与するクロマチン因子の機能について、細胞遺伝学的な手法を組み合わせて解

析を行った。その結果、セントロメアコアのクロマチンは２つのサブドメインで形成され、細胞

周期の G2期からM期に移行する過程でサブドメインの形成はより明瞭になることが分かった。

このサブドメインの形成の過程に、染色体の凝縮に機能するクロマチン因子であるコンデンシ

ンが関与していること、姉妹染色体の接着に機能するコヒーシンが２つのサブドメイン間の接

着にも関与する可能性を示した。上記成果について論文としてまとめ、現在、投稿中である。 
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