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研究成果の概要（和文）：	 

遺伝子複製によって生じる姉妹染色分体はコヒーシン複合体により連結されている。この連結	 
機構は真核生物において保存され、これにより姉妹染色分体は正確に娘細胞へと分配される。
コヒーシン複合体は Smc 蛋白質とそれに結合する非 Smc 蛋白質より構成されるが、その構造や
機能は不明な部分が多い。我々はこの複合体の構造と機能を解析する目的で高速原子間力顕微
鏡を用いた。その結果、ATP 加水分解ドメイン、コイルドコイル領域、二量体形成ドメインそ
れぞれの構造を可視化する事が出来た。また、他の Smc 蛋白質との比較により類似のドメイン
構造とが観察できるとともに、コイルドコイルの安定性の違いなど溶液中のダイナミクスを観
察する事が出来た。	 
	 
研究成果の概要（英文）：	 
Cohesin	 complex	 is	 involved	 in	 holding	 replicated	 sister	 chromatids.	 Sister	 chromatid	 
cohesion	 is	 conserved	 among	 eukaryotes	 and	 is	 required	 for	 faithful	 segregation	 of	 
chromosomes.	 Cohesin	 complex	 is	 comprised	 of	 Smc	 proteins	 and	 non-Smc	 proteins.	 
However,	 the	 structure-function	 relationship	 of	 this	 complex	 remains	 elusive.	 We	 have	 
used	 high	 speed	 atomic	 force	 microscopy	 to	 visualize	 the	 cohesin	 complex.	 We	 could	 
clearly	 see	 ATPase	 domain,	 coiled	 coil	 region	 and	 dimerization	 domain.	 We	 found	 that	 
this	 domain	 organization	 is	 conserved	 among	 other	 Smc	 complexes	 and	 the	 stability	 
of	 coiled	 coil	 region	 was	 observed.	 
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１．研究開始当初の背景	 

遺伝子複製によって生じる姉妹染色分体

はコヒーシン複合体により連結されている。

この連結機構は真核生物において保存され、

これにより姉妹染色分体は正確に娘細胞へと

分配される。染色体連結以外にも、コヒーシ
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ン複合体が転写、遺伝子修復、細胞発生や分

化等にも関与することが近年明らかになって

きた。特にヒトにおける遺伝病が報告され、

神経細胞分化過程に重要な役割を果たしてい

ることが示唆される。コヒーシン複合体は、

Smc1、Smc3、Scc1、	 Scc3より構成される。こ

れらのサブユニットはリング状の複合体を形

成し、姉妹染色分体をそのリングの内側に内

包すると考えられている。細胞分裂期では両

極の中心体より伸長する動原微小管が染色体

動原部に接着し、それぞれ自極に牽引する。

姉妹染色分体連結はこの張力に拮抗して働く。

両極の動原微小管がすべての染色体を捕捉し、

張力バランスがとれた後、細胞は連結解除シ

グナルを発する。それはすなわち部位特異的

蛋白質切断酵素によるScc1の切断である。

Scc1の切断に伴い連結が解除され、各染色分

体は娘細胞に分配される。主として酵母によ

る遺伝学的解析により姉妹染色体連結機構に

関わる因子は同定されている。またその機構

についても、特に分裂期の働きについては人

工的なScc1切断により連結が解除されるとい

うこと、コヒーシン複合体を人工的に環化す

ることで2本の染色体がその内側に捉えられ

ていることなどからコヒーシン複合体は姉妹

染色分体を内包しているというコヒーシンリ

ング仮説が最も有力となっている。	 
一方、染色体連結確立機構であるが、
Scc2-Scc4 の関与、および Smc1,Smc3 の ATP
加水分解活性が染色体結合に必要であるが
それがどのように機能しているのか、また、
遺伝子複製により生ずる姉妹染色分体をコ
ヒーシンがどうやって内包し、Eco1 依存的
に連結確立に至るのか未だ解明されていな
い。	 
	 
２．研究の目的	 
コヒーシン複合体は Smc1,Smc3,Scc1,Scc3 の
4 つのサブユニットより構成され、これまで
にいくつかのドメインの立体構造が明らか
になっている。しかし、全長複合体の原子レ
ベルの立体構造、その機能制御および活性化
機構は未だ不明である。申請者は出芽酵母コ
ヒーシン複合体を大量調製することに成功
した(Arumugam	 et 	 al., 	 Current 	 Biology,	 
2006)。本申請はこれまで精製困難であった
コヒーシン複合体の高速 AFM を使った溶液動
態解析や X線結晶構造解析を行う。	 
	 
３．研究の方法	 
本研究は申請者がこれまでに開発したコヒ
ーシン複合体の発現系を利用し、高速 AFM を
使って溶液中の動態を解析する。コヒーシン

の機能解析は染色体や DNA 結合に必要な領域
を決定し、その相互作用を解明する。	 
	 
４．研究成果	 

コヒーシン複合体の溶液動態を調べる目的

で生体分子を非染色条件下溶液中で観察で

きる高速 AFM を使用し、解析を行った。その

結果、Smc1-Smc3 二量体は三つの球状ドメイ

ンが二つの紐状コイルドコイルで連結され

ており、激しく揺動していた（図 1）。Smc

蛋白質のコイルドコイル長は約 50nm であっ

たが非常に柔軟で、両端にある球状ドメイン

は揺れ動いていた。一方、古細菌 Smc や古細

菌 Rad50 は比較的固く、コイルドコイルはそ

れ ほ ど 曲 が ら な か っ た （ 図 ４ ） 。

Smc1-Smc3-Scc1 三量体は溶液中でリング構

造をとっており（図２）、プロテアーゼによ

り Scc1 を切断した三量体はリングが開環し

（図３）、Smc1-Smc3 二量体と同様な形態で

あった。	 

図１出芽酵母 Smc1-Smc3 複合体高速 AFM

像	 

	 

図 2 出芽酵母コヒーシン複合体高速 AFM

像	 



図３出芽酵母切断コヒーシン複合体高速

AFM 像	 

また、Smc 蛋白質一群の溶液動態を比較す

る 目 的 で Smc1-Smc3,	 Smc2 -Smc4,	 

Smc5-Smc6,	 古細菌Smc,	 古細菌Rad50の溶

液中構造を高速 AFM を使用し、解析を行っ

た。その結果、いずれも長いコイルドコイ

ルに球状ドメインが末端に存在するとい

う形態は似ていた。Smc 蛋白質は全て二量

体であったが、古細菌 Rad50 は溶液中で単量

体であった(図４、図５)。	 

図４古細菌由来 Pfu 蛋白質の高速 AFM 像	 

	 

	 

	 

	 

	 

図５古細菌由来 Rad50 蛋白質の高速 AFM

像	 

	 

	 

	 

      
  

      
  

      
  
 

 

      
  

      
  

      
  
 

 

      
  

      
  

      
  

 

 

Homo dimer 

      
  

      
  

      
  

 

 

Zn hook 

ATPase head domain 



また Smc 蛋白質同士を比べてみると、

Smc1-Smc3,	 Smc2-Smc4,Smc5-Smc6二量体はい

ずれも似たような柔軟なコイルドコイル領

域を示していたが、特に Smc1-Smc3 二量体の

コイルドコイル領域は末端の ATP 加水分解ド

メインのない状態ではコイルドコイルがば

らけるようなものも観察できた。一方、古細

菌 Smc は比較的固く、コイルドコイルはそれ

ほど曲がらなかった。さらには ATP 加水分解

ドメインを欠失したコンストラクトでもコ

イルドコイルを形成していた。このことから

Smc 蛋白質間におけるコイルドコイルの安定

性は異なっていることがわかった。	 
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