
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成 25年 5月 31日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：セントロメアクロマチン構造の解明を目的として、クロマチン免疫沈
降実験と高感度質量分析により CENP-T/CENP-W クロマチン結合タンパク質群を同定した。これ
らのタンパク質の１つ Eaf6 は、ヒストンアセチル化酵素と相互作用し、セントロメアに局在す
ることを明らかにした。Eaf6 遺伝子破壊株を用いた SILAC法により、Eaf6 欠損時に複数のセン
トロメアタンパク質の局在が減少する結果を得た。この結果は、Eaf6に依存して生じるアセチ
ル化がセントロメア構築に関与する可能性を示唆している。 
 
研究成果の概要（英文）：To examine the chromatin structure in centromere region, we tried 
to identify proteins that associate with the CENP-T/CENP-W complex based on high sensitive 
Mass Spectrometry combined with the immunoprecipitation. We identified a protein Eaf6 
and we confirmed that this localized to the centromeres. We also identified a histone 
acethyltransferase as an Eaf6-interacting protein. To examine function of Eaf6, we 
established an Eaf6-conditional knockout cell line and found that localization of several 
centromere proteins were abolished in Eaf6-deficient cells based on SILAC analysis, 
indicating that the Eaf6 complex might be required for chromatin architecture of 
centromeres through the acethyltransferase activity of the Eaf6 complex. 
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１．研究開始当初の背景 
染色体分配に重要な働きを担うセントロメ
アの形成機構の理解は、基礎生物学的に重要
な課題であるが、不明な点が数多くある。多
くの生物種では、セントロメアを形成する領
域にタンデムな反復配列が存在することが

報告されている。その一方で、本来セントロ
メアでない領域が何らかの活性化をうけて
セントロメア化する現象も知られている 
(ネオセントロメア現象)。ネオセントロメア
を形成する DNA には、特徴的な配列が見い出
されていないため、セントロメアは DNAの一
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次情報に依らないエピジェネティックな分
子機構によって形成されると考えられてい
る。セントロメアに特異的なヒストン H3の
バリアントである CENP-Aは、セントロメア
形成に関与する有力なエピジェネティック
マーカーの一つであり、CENP-Aを中心として
セントロメア領域のクロマチンは形成され
ていると考えられている。しかし、CENP-Aの
みで、セントロメア領域に特異的なクロマチ
ン構造を形成することが出来ないのも事実
である。そのため、CENP-A以外にセントロメ
ア特異的なクロマチン構造の形成に必須な
因子の存在が示唆されている。そこで、本研
究計画では、研究代表者らが見い出した、
CENP-Aを含まないセントロメア領域クロマ
チン構造の形成メカニズムを明らかにする
ことを目指す。特に、セントロメア領域クロ
マチン構造の形成に関与する分子の詳細を
明らかにし、その機能を解明することを目的
とする。研究代表者が独自に発見した結果に
基づいて、セントロメアに特異的なクロマチ
ン構造の形成機構を詳細に解析することで、
染色体分配制御の分子メカニズムの理解に
大きく貢献するものと期待される。 
 
２．研究の目的 
正確な染色体分配に必須なセントロメアは、
通常、染色体上の一カ所にのみ形成される。
しかしながら、どのようにセントロメア領域
が規定されるのかは不明な点が多い。研究代
表者らは、セントロメア DNA に直接結合する
CENP-T/CENP-W複合体の同定に成功し、この
発見をきっかけに、CENP-T/CENP-W複合体が
結合する CENP-Aを含まないセントロメアク
ロマチンの重要性を明らかにした（Cell, 
2008）。これまでの予備的な解析から、この
複合体が集合するクロマチン領域に、クロマ
チンリモデリング複合体を含む複数のタン
パク質(CENP-T/CENP-W chromatin 
associated proteins; TW-chrop)が存在する
ことを見い出している。本研究計画では、こ
れらの TW-chropがセントロメア領域でどの
ように機能し、セントロメアに特異的なクロ
マチン構造の形成にどのように働くのか解
明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
セントロメアに特異的なクロマチン構造の
形成に関与する分子複合体の特定と機能解
明を行う。研究代表者らは、セントロメア DNA
に結合する CENP-T/CENP-W複合体の同定と機
能解析を行い (Cell, 2008)、その研究を基
礎として予備的な解析を行った結果、
CENP-T/CENP-W複合体が結合するクロマチン
から、クロマチンリモデリング因子を含む複
数のタンパク質(TW-chrop)を新たに見い出
した。本研究では、I) セントロメアに特異

的なクロマチンに結合するタンパク質の特
定とその複合体構成の解明、II) 遺伝学的手
法による TW-chrop の機能解析、III)セント
ロメアに特異的なクロマチン形成における
TW-chrop の役割の解明、IV)セントロメアに
特異的なクロマチン構造の形成に必須なタ
ンパク質の生物活性の実体解明、を中心に研
究を行った。 
 
４．研究成果 
CENP-T/CENP-W複合体が結合する CENP-A近傍
のクロマチン構造の実体解明を目指して、
CENP-T/CENP-W 複合体をベイトとして、ニワ
トリ DT40 細胞からクロマチン免疫沈降実験
を行い、複数の TW-chrop を見い出し、セン
トロメア機能との関連を示唆するタンパク
質の特定を行った。さらにそれらがセントロ
メアに特異的なクロマチン構造形成にどの
ように働くのかについて解析を行った。 
（１）各 TW-chropのニワトリ DT40細胞内に
おける局在解析 
各 TW-chrop と GFP タンパク質を融合し、ニ
ワトリ DT40 細胞に導入して細胞内局在を網
羅的に観察した。その結果、TW-chrop の一つ 
である Eaf6 タンパク質がセントロメアに局
在することを明らかにした。 
（２）Eaf6タンパク質複合体の精製および同
定 
FLAGタグ融合型 Eaf6を発現する DT40細胞株
を樹立した。その細胞株の全細胞抽出液から
FLAG タグ特異抗体ビーズを用いた共免疫沈
降により Eaf6 タンパク質複合体を精製し、
高感度質量分析に供した。その結果、ヒスト
ンアセチル化酵素を含む Eaf6 タンパク質複
合体因子の同定に成功した。 
（３）TW-chrop の遺伝子破壊 DT40 細胞株の
作製 
TW-chrop の細胞における機能解析を目指し、
ニワトリ DT40細胞において Eaf6遺伝子破壊
株の作製を行った。その結果、Eaf6遺伝子破
壊 DT40細胞株は致死性を示した。 
（４）遺伝子破壊 DT40細胞株を利用した Eaf6
の機能解析 
Eaf6遺伝子破壊株 DT40細胞株を利用し、Eaf6
欠損時における各種セントロメアタンパク
質、およびセントロメア機能に与える影響を
解析した。これまで、SILAC法(Stable Isotope 
Labeling by Amino acids in Cell culture)
により複数のセントロメアタンパク質の局
在が減少する結果を得ている。この結果から、
Eaf6 に依存して生じるセントロメア領域の
アセチル化がセントロメア機能に関与する
可能性が示唆された。 
（５）Eaf6タンパク質の異所局在による機能
解析 
Eaf6-LacI融合タンパク質を作製し、染色体
の任意の場所に LacO配列を挿入した DT40細



 

 

胞へ導入を行った。この細胞株を使用し、 
 

 

LacO-LacI実験系により Eaf6を異所局在化さ
せ、その異所局在に依存したセントロメアク
ロマチン誘導活性の検証に向けた準備を行
った（図１）。今後、クロマチンのアセチル
化修飾、構造変換のセントロメア形成におけ
る意義の解明を目指した研究を展開する計
画である。 
（６）セントロメアに特異的なクロマチン形
成における TW-chropの役割の解明 
各種セントロメアタンパク質を染色体の任
意の場所へ異所局在化させ、セントロメア特
有なヒストンバリアントである CENP-A の取
り込みを指標に、セントロメアクロマチン誘
導活性の検証を行った。その結果、CENP-C、
CENP-Iおよび HJURPの異所局在によって
CENP-Aの取り込みを伴った完全なセントロ
メアが誘導されることを見い出し、論文発表
した (図２、J.C.B., 2013)。今後、セント
ロメアクロマチン誘導における Eaf6等の
TW-chrop の役割解明に向け、TW-chropと上
記タンパク質の相互作用を中心に解析を進
める計画である。 

 

今後、セントロメアクロマチン誘導における
Eaf6等の TW-chrop の役割解明に向け、
TW-chrop と上記タンパク質の相互作用を中
心に解析を進める計画である。 
（７）セントロメアに特異的なクロマチン構
造の形成に必須なタンパク質の生物活性の
実体解明 
 セントロメア DNAに結合する CENP-T-W-S-X

へテロ４両体を再構成し、ダイヌクレオソー
ムとの相互作用を解析した。その結果、
CENP-Tへテロ４量体は 100bpサイズのリンカ
ーDNA を有すダイヌクレオソームと優先的に
結合することが分かった（投稿中）。今後、
TW-chrop のセントロメアクロマチン構築に
おける活性検証に向け、TW-chrop と上記複合
体を利用した試験管内再構成実験を進める
計画である。 
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