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研究成果の概要（和文）：CENP-SX複合体は真核生物の染色体分配とDNA修復に関与する。FANC-Mは全長2000アミ
ノ酸を超える巨大タンパク質で、ヘリカーゼ、CENP-SX結合ドメイン、FAAP24結合ドメインを有するが、DNAの認
識機構は不明である。本研究では各ドメインを発現精製し、生化学的、構造生物学的に解析した。蛋白質複合体
の大量調整に成功し、DNA結合能を解析した結果、DNA長に応じて特異的な複合体を形成することが明らかになっ
た。また、蛋白質DNA複合体の結晶化を行い、高分解能の結晶を得ることに成功した。今後この結晶の構造解析
により、DNA結合モードの詳細が明らかになると考えられる。

研究成果の概要（英文）：CENP-SX complex is involved in eukaryotic chromosome segregation and DNA 
repair. FANC-M protein is 2000 amino acids long with a helicase domain, CENP-SX binding domain, and 
FAAP24 binding domain, but how it recognizes and functions with branched DNA is unknown. In this 
study, we expressed and purified each domain and analyzed them biochemically and structurally in 
order to solve this mystery. As a result, we succeeded in the preparation of recombinant protein 
complexes. DNA binding analysis revealed that they form distinct complexes depending on the DNA 
length. In addition, the protein-DNA complexes were crystallized, and high-resolution crystals were 
obtained which should reveal the details of the recognition.

研究分野：構造生物

キーワード： 構造生物学　生化学　X線結晶構造解析　蛋白質DNA複合体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
FANCM-MHF複合体は、DNA修復に関与するタンパク質です。遺伝情報を保持するDNAは、熱や紫外線、化学物質な
ど様々な要因から損傷を受けることがあります。その中でもDNA鎖間架橋は有害で、DNAの2本の鎖が分離せず、
複製や転写が中断されるため、ゲノムが不安定化し、生体機能に異常が生じます。この研究では、DNA鎖間架橋
を修復する働きを持つFANCM-MHF複合体が、特定の条件下では解離することがわかりました。この発見は、これ
まで見過ごされていた複合体の性質や生体内での重要な現象を示唆しており、今後、DNA複合体との結合をさら
に解析することで、より詳細な機構が明らかになると予想されます。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
CENP-SX は、酵母からヒトに至るまで
保存されているタンパク質複合体で
あり、染色体セントロメアに存在する
動原体を構成する CCAN(構成的セント
ロメアネットワーク)因子の一つであ
る。一方、ほぼ同時期に FANCM と相互
作用する MHF1/2 複合体としても同定
され、ファンコーニ貧血症候群(FA)の
原因を引 CENP-TWSX 複合体を形成し、
染色体の分配に関与している。 
(Nishino et al., 2012 Cell, Nishino 
et al.,2013 EMBOJ)。また、FANC-
M/CENP-SX 複合体は、DNA 損傷によっ
て停止した複製フォーク構造に結合
し、組換え修復に関与することが知られている。(図１)しかし、FANC-M 超複合体がどのよう
に CENP-SXや他の複合体と協調して分岐構造に結合し、機能するか不明である。また CENP-
SXが染色体分配と DNA修復の２つにまたがって機能するかわかっていない。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、FANC-M/CENP-SX複合体がどのように基質 DNAを認識し、正常な DNA修
復と染色体分配に貢献しているかを原子レベルで解明することである。 
 
３．研究の方法 
 
FANCM-CENP-SX 複合体の生化学および構造生物学的解析のために、組換え蛋白質として大量発現
と精製を行った。また、蛋白質 DNA 複合体の結晶化を行い放射光施設で回折測定を行った。さら
に、ゲルシフト法を使用して蛋白質 DNA 複合体を生化学的に解析した。 
 
４．研究成果 
 
1 年目は、FANCM-MHF 複合体の安定性の分子的および構造的基盤を明らかにすることを目的とし
てニワトリ FANCM (MHF 相互作用領域)、MHF1 及び MHF2 を含む組換え三者複合体を発現し、精製
した。精製した三成分複合体を種々の条件下で結晶化し、類似の結晶化条件から三つの異なる結
晶を得た。一方の結晶は FANCM-MHF 複合体を含むが、他方の結晶は FANCM を含まない MHF 複合
体を含むことが判明したため、FANCM が MHF からどのように解離するかをさらに調べ、2-メチル
-2, 4-ペンタンジオール(MPD)と酸化的環境の存在が FANCM の放出を促進した可能性があること
がわかった。しかし、これらの条件下では、MHF 複合体は維持されていた。FANCM-MHF 相互作用
は疎水性/親水性相互作用が混在しており、ニワトリ FANCM はこの領域内にいくつかの非保存シ
ステインが存在し、それによって他の FANCM-MHF 分子との凝集を引き起こす可能性が考えられ
た。これらの結果は、FANCM-MHF 複合体が特定の条件下によって解離するという予想外の性質を
示していた。これらの結果は論文として報告した。(Ito and Nishino 2021)。  
 
2 年目は、FANCM-MHF 複合体の DNA 認識機構の構造的基盤を明らかにすることを目的として生化
学、構造解析を行った。まず、ニワトリ FANCM ヘリカーゼドメイン を含むコンストラクトを作
成した。現在 FANCM ヘリカーゼドメイン単独および FANCM ヘリカーゼ-MHF 複合体のコンストラ
クトより組換タンパク質を発現精製している。精製タンパク質が得られ次第、生化学、構造解析
を行う予定である。一方、昨年度結晶構造を報告した FANCM-MHF 複合体と CENP-SX 複合体に関し
ては両者の DNA 結合解析を詳細に行った。その結果、同じ DNA に対して結合のモードが異なるこ
とが明らかになった。特に FANCM-MHF は主に単一の複合体で結合するのに対して、CENP-SX は複
数で結合していると思われる結果が得られた。さらに DNA と の相互作用を原子レベルで明らか
にすることを目的として、DNA との結晶化を行った。その結果、二重鎖 DNA と混合した条件で結
晶を得ることに成功し、MHF(CENP-SX)複合体と DNA との結晶化においても同様な結晶が得られ
た。SDS-PAGE および DNA 標識蛍光剤によって結晶を解析した結果、どちらも CENP-SX-DNA 複合
体であることが判明した。これは、昨年度に報告したとおり、結晶化溶液中の有機溶媒や酸化条
件によって FANCM が複合体より解離したものと思われる。結晶に X線 を照射したところ、低分
解能の回折が得られた。DNA の長さや末端形状、結晶化条件やクライオ条件を改善した結果、分
解能が向上した。これらの結果は論文として報告した。(Ito and Nishino, 2022)  
 
3 年目は、前年発現精製を行った FANCM ヘリカーゼドメインの生化学的解析とクライオ電子顕微
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鏡による構造解析を行った。生化学的解析では分岐構造を含む様々な二重鎖 DNA との結合をゲ
ルシフト法により解析した。その結果、FANCM ヘリカーゼドメインは分岐構造を有した DNA に対
して、より強く結合する事がわかった。一方、電子顕微鏡解析においては、ヘリカーゼドメイン
の分子量が約 80kDa と小さいため、測定に不十分であったことから、MBP との融合タンパク質を
調整した。異なるタンパク質濃度や塩濃度において測定を行ったものの、試料像が明瞭でなく、
データ測定には至っていない。現在は試料調製条件やタンパク質濃度、塩濃度や凍結条件の改善
を行っている。 
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