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研究成果の概要（和文）： 

  姉妹染色分体間接着因子が、どのようにして S 期に複製と連動して染色体にロード、また確

立されるのか、そのメカニズムを明らかにするために、姉妹染色分体間接着確立で中心的な役

割を担っている Eco1 について ChIP-chip での解析を試みた。またアセチルトランスフェラーゼ

である Eco1 の主要なターゲットが Smc3 であることから、同様にアセチル化された Smc3 の結合

分布の検出を出芽酵母で試みた。架橋剤などを試行錯誤したが、うまく働かず、最終的にはヒ

ト細胞のアセチル化 Smc3 抗体を認識するよう出芽酵母の Smc3 部位を置き換え、アセチル化

Smc3 領域の検出に成功した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
  To understand how “sister chromatid cohesin” is loading onto chromosome or establish 
in S phase 、I tried to analyze Eco1 using S.cerevisiae.  Though I tried to know the 
distribution of Eco1 using ChIP-chip technique first, it was hard to detect distribution 
clearly. Next I tried to make improvements of ChIP-chip or ChIP-seq technique. At last 
we made strains which has the region of Smc3 is replaced into humarized Smc3. This strain 
can detect by human acetylated Smc3 antibody. Finally using these strains and antibody 
we can detect of the acetylation region of Smc3.  
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１．研究開始当初の背景 

  コヒーシン（姉妹染色分体間接着因子）
は真核生物間で高度に保存された 4つのタン

機関番号：12601 

研究種目：若手研究(A) 

研究期間：2009～ 2012 

課題番号：21681025 

研究課題名（和文） コヒーシンサブユニットＳＭＣ３のアセチル化修飾動態の解析 

                     

研究課題名（英文） Analysis of the acetylation  of SMC3  

 

研究代表者 

 加藤 由起(KATOU YUKI) 

 東京大学・分子細胞生物学研究所・助教 

 研究者番号：50391917 
 
 



パク（Smc1、Smc3、Scc1、Scc3）から構成さ
れるタンパク複合体で、遺伝情報の正確な分
配のために必須の役割を担っている。すなわ
ち、S 期に染色体 DNA が複製されると複製さ
れた領域に順次コヒーシンが結合し、姉妹染
色分体間の接着が確立して行く。この接着は
G2/M 期まで維持され、M期に入ると共に、コ
ヒーシンはセパレースと呼ばれるタンパク
分解酵素により主として除去される。コヒー
シンの動態については主として酵母を中心
として研究が進められていたが、実際に姉妹
染色分体間接着の確立がどのように S期と連
動して図られているのかについては、極めて
曖昧なデータしか存在していなかった。特に、
大きな課題は姉妹染色分体間接着確立で中
心的な役割を担っている Eco1 についてその
局在動態を含めほとんど明らかではない点
にある。しかしながらアセチルトランスフェ
ラーゼである Eco1 の主なターゲットが Smc3
である事も明らかになり、Eco1 また Smc3 の
アセチル化を解析する事により、姉妹染色分
体間接着因子の確立と、また複製因子との相
互関係を明らかに出来るものと期待出来た。 
 
２．研究の目的 
  本研究ではアセチル化 Smc3 の動態とそれ
を制御する遺伝子群の同定を行う。さらに
ChIP-chipもしくはChIP-seq法を改良し姉妹
染色分体間接着確立において最も重要であ
る Eco1 タンパクの局在を解析可能系の構築
などを通して、いつ、どこでどのような機構
で姉妹染色分体間接着確立(Smc3 のアセチル
化)が誘導されるのか、また染色体分配の
Smc3 の脱アセチル化による制御は存在する
のか等、Smc3 のアセチル化修飾を中心として
姉妹染色分体間接着確立の制御の全貌を明
らかにする。 
 
３．研究の方法 
  この課題を始めるにあたって、局在を明
らかにする為に ChIP-chip 法で Eco1 を試し
たみたが、明確な結果を得る事が出来なかっ
た。原因として、Eco1 タンパクの量が少ない、
Eco1 がホルマリンで DNA と架橋できるほど
DNA の近傍にいない、Eco1 と DNA の相互作用
が極めて一過的なものである等の可能性が
考えられる。そこでまず ChIP-chip 法の検討
を行う。具体的には 1)架橋剤の検討（特にホ
ルマリンの架橋距離である 2Åに比べ長距離
の架橋が可能な架橋剤である DTBP や EGS 等
によりまずタンパク同士を架橋し、その後ホ
ルマリン架橋をおこなう）、2)ホルマリンと
反応性の高い新たなタンパクタグ配列の検
討（リジン、アルギニン残基を多く含む）、
を行うなどを試みた。また当研究室で作成し
た出芽酵母の Smc3 のアセチル化サイトを認
識する抗体を用いて、アセチル化された Smc3

の結合部位の同定を試みる。 
 
４．研究成果 
  アセチル化された Smc3 を認識する抗体
を用い、Smc3 のアセチル化がどのような意義
を持つのかを明らかにする事により、S 期に
おけるコヒーシンと複製の関連性の解明を
目指した。この出芽酵母のアセチル化 Smc3
サイトを認識する抗体を用い、アセチル化
Smc3 の免疫沈降を行ったが、出芽酵母のアセ
チル化 Smc3 抗体では、免疫沈降を行う事が
出来なかった。そこで、当研究室が所有する
(ヒト細胞に対して)免疫沈降にも使える事
が明らかになっているヒト細胞のアセチル
化 Smc3 サイトを認識する抗体の使用を試み
た。そこで出芽酵母の Smc3 のアセチル化認
識サイトをヒト細胞アセチル化 Smc3 抗体で
認識出来るように、作り替えた株を作製し、
ヒト細胞用アセチル化 Smc3 抗体を使用して
免疫沈降を行った所、免疫沈降に成功した。
そこで、このヒトアセチル化 Smc3 サイトを
持つ株を使用して、ChIP-seq(illumina 社の
Miseq を使用)を行い、アセチル化 Smc3 サイ
トの同定を試みた(図 1)。 
 
 

 
図 1:G2 期に同調した細胞を用い、アセチル
化 Smc3 の結合サイトを検出した。図は、横
軸は出芽酵母第六染色体の左腕から右腕を
示しており、縦軸はリード数を示している 
 
 
図 1 のように、アセチル化 Smc3 を検出する
系の確立の試みが軌道に乗り始めたので、こ
の系を使用して細胞を G1 期に同調後、S 期の
細胞を経時的にサンプリングを行い、Smc3 の
アセチル化が S期のどの段階で染色体のどの
部分で起こるのか検出を試みた。低温度(16
度)で細胞を同調することで、S期の進行を遅
らせ、より詳細に結合分布の観察を試みた
(図 2)。さらに Smc3 抗体を用いることで、ア
セチル化されている、されていない領域の比
較も試みている。 
 

 
図 2:G1 期に同調した細胞をリリースし、S期
初期、後期の細胞を回収し、CHIP-Seq でアセ
チル化 Smc3 の結合部位を解析した。上から
第一染色体の遺伝子位置(上段)、S 期初期(中



段)、S 期後期（下段）のデータ。縦軸は免沈
分画(IP)を各々の全分画(WCE)で割った濃縮
度となっている。 
 
これらの結果から、コヒーシンが染色体 に
結合するのと同時期にアセチル化も起こっ
ており、またアセチル化される Smc3 はある
特定の部位のコヒーシンではなく、染色体腕
部 、セントロメアのコヒーシンの区別なく
アセチル化されている可能性があることが
明らかになった。 
これらの結果より、複製のプロファイルと詳
細に比較する事により、複製と姉妹染色分体 
間の連携について、明らかになるものと期待
できる。 
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