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研究成果の概要（和文）：  
 コヒーシンは姉妹染色分体の接着に中心的な役割を果たすタンパク質複合体である。本研究で

は、組換えタンパク質から再構成したコヒーシンを用いて、接着を実現する分子メカニズムを理

解することを目指した。おもに技術的な理由から、計画通りに研究を進行できなかったが、カエ

ル卵無細胞系を用いた解析によって、コヒーシンとコンデンシン（染色体凝縮に必要な複合体）

の機能のバランスが染色体形状の決定に重要であることを明らかにした。 

 
 
研究成果の概要（英文）： 
Cohesin is a protein complex essential for sister chromatid cohesion. The goal of this 
study is to understand molecular basis behind the cohesion process. My initial approach 
using the cohesin complexes reconstituted from recombinant subunits fell through because 
of some technical reasons. Unexpectedly, I have found that balancing action between 
cohesin and condensin, which is required for chromosome condensation, determines shapes 
of metaphase chromosomes in a cell-free system from frog eggs.  
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１．研究開始当初の背景 
 染色体はゲノム DNA とタンパク質から構成
される細胞内構造体である。真核細胞では、
DNA 複製によって生じた染色体のコピー（姉
妹染色分体）を細胞分裂の直前までつなぎ止
めておく（接着する）ことによって、染色体
分配の正確さが保証されている。近年、コヒ
ーシンと呼ばれるタンパク質複合体が、姉妹
染色分体の接着プロセスに中心的な役割を果
たすことが明らかにされた。 
 コヒーシンは、2 つの SMC（structural 
maintenance of chromosomes）ATPase ファミ
リーに属するサブユニット（Smc1と Smc3）と、
２つの non-SMC サブユニット(Rad21 と SA1
または SA2)から構成される。このうち複合体
のコアとして機能する Smc1 と Smc3 は、両端
に ATP 結合性のヘッド領域をもつ V 字型の
ヘテロ二量体を形成する。一方、Rad21 サブ
ユニットの N および C 末端のドメインは、そ
れぞれ Smc3 および Smc1 のヘッド領域と結合
し、直径 50 nm にもおよぶ巨大なリング状構
造を形成する。こうした構造的特徴に基づき、
コヒーシンが自身のリング構造の内側に姉妹
染色分体を抱え込むことでそれらを接着させ
るというモデル（リングモデル）が提唱され
ている（図１）。 

 
 実際に、出芽酵母の遺伝学的解析によって、
Smc1 と Smc3 による ATP の加水分解によって
コヒーシンと DNA との結合、ひいてはリング
の開閉が制御されると予想されている。しか
し、この仮説を直接的に支持する証拠は得ら
れていない。また、動物細胞では、分裂前期
から中期にかけて染色体腕部の接着が部分的
に解消されることが知られている。このプロ
セスは染色分体の分割 (resolution)と呼ば
れ、コヒーシンに結合する２つのタンパク質
Wapl と Pds5 が必要であることが申請者自身
の解析よって示された。ところが、Wapl や
Pds5がコヒーシンの構造や機能をどのように
制御するのかついては不明な点が残されてい

る。一方、ヒト細胞から精製したコヒーシン
を用いた解析では、コヒーシンが DNA の連結 
(ligation) や連環 (catenation) を促進す
ることを示されており、細胞内での機能を理
解する手がかりになると期待されている。し
かし、こうした生化学的活性が産み出される
メカニズムは殆ど理解されていない。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究の目標は、姉妹染色分体の接着にお
けるコヒーシンの作用メカニズムを分子レベ
ルで理解することである。当初は、組換えタ
ンパク質から再構成したコヒーシン複合体と、
姉妹染色分体接着過程を試験管内で再現でき
るカエル卵無細胞系を組み合わせたユニーク
なアプローチを用いて研究を進める予定だっ
た。具体的には、（１）コヒーシンの ATP 加
水分解活性・DNA 結合活性の検定とその制御、
（２）コヒーシンの分子活性とその染色体上
での動態の連関、（３）姉妹染色分体分割の制
御因子（Wapl-Pds5）によるコヒーシンの制御
の 3 点について理解することを目指した。計
画を進める過程で、コヒーシンを無細胞系か
ら除去すると、姉妹染色分体接着だけでなく、
分裂中期の染色体の形状そのものにも影響が
及ぶことを見出した。そこで、（４）コヒーシ
ンとコンデンシン（染色体凝縮に中心的な役
割を果たすタンパク質複合体）の機能的相互
作用について、独自の解析方法を用いて検討
を加えた。 
 
 
３．研究の方法 
（１）昆虫細胞発現
系 を 用 い て 、
Smc1-Smc3 コア二量
体や Rad21-SA1 複合
体を調製し、これら
を混和してホロコン
プレックスを調製し
た（図２）。また、Smc1
と Smc3 については、
ATP の結合や加水分
解ができなくなるこ
とが予想される変異
の導入も行った（そ
れぞれ、WA 変異体、
TR 変異体と呼ぶ）。
再構成したコヒーシ
ンをプロテアーゼ処
理し、限定分解パタ
ーンの比較によって、
各サブユニットにコ
ンフォメーション変
化が起こる可能性を
検討した。さらに、



 

 

再構成コヒーシンと[alpha-32P]ATPを混和し
た反応液を薄層クロマトグラフィーで展開し、
ADP産生量を指標にして ATPase活性の測定を
試みた。 
  
（２）様々な再構成コヒーシンをカエル卵無
細胞系でインキュベートし、単離した染色体
成分をウェスタン解析することによって、染
色体への結合の成否を検定した。この無細胞
系では、抗体を用いてコヒーシンを除去（免
疫除去）すると染色分体の接着に異常が生じ
るので、内在性のコヒーシンを除去した後に
抽出液に様々な再構成コヒーシン複合体を加
え、それらが接着異常を相補できるか否かに
ついて検討した。 
 
（３）姉妹染色分体の分割におけるコヒーシ
ンの制御メカニズムについては、方法（１）
で述べた実験系に Pds5 や Wapl の組換えタン
パク質を加え、これらの相互作用がコヒーシ
ンの分子活性に与える影響を解析する実験を
計画した。 
 
（４）カエル卵無細胞系において、従来の免
疫除去法を改良して、染色体凝縮に必要なコ
ンデンシン複合体（ⅠおよびⅡの２種類が存
在する）やコヒーシン複合体の存在量を正確
に操作する方法を確立した。様々な操作を施
した無細胞系で染色体を形成させ、その形状
（染色体軸の長さ、姉妹染色分体間の距離）
を詳細に比較することによって、染色体の形
状が決定されるメカニズムを検討した。 
 
４．研究成果 
（１）野生型の Smc1-Smc3 二量体を ATP の有
無の異なる条件でインキュベーションし、プ
ロテアーゼ（トリプシン、キモトリプシン）
による限定分解を行ったところ、それぞれの
条件に特徴的な分解パターンが観察された。
このうち ATP依存的な分解パターンは、WAお
よび TR変異体を用いた同様の実験では、見ら
れなくなくなったことから、コヒーシンは ATP
の加水分解依存的にコンフォメーションを変
化させる可能性が示唆された。また、この実
験系に一本鎖 DNA や二本鎖 DNA を加えた場合
ににも、それぞれに特徴的なコンフォメーシ
ョン変化が起こることが示唆された。しかし、
再構成したコヒーシンの ATPase 活性につい
ては、野生型ホロコンプレックスでも、DNA
の有無にかかわらず検出することができなか
った。同じ活性測定系で、大腸菌の RecAタン
パク質の一本鎖 DNA依存的な ATPase活性が検
出できたことから、コヒーシンの ATPase活性
は極めて低いものと推測された。 
 
（２）カエル卵無細胞系における再構成コヒ
ーシンのホロコンプレックス挙動を調べた。

予想に反して、WA 変異体と TR 変異体のいず
れでもクロマチンへの結合が認められ、その
クロマチン結合量には野生型と大きな差が認
められなかった。また、相補実験においても、
再構成コヒーシンの機能を十分に検討するこ
とができなかった。この原因は、おもに卵無
細胞系からコヒーシンの除去を行ったときの
染色分体の接着異常はそれほど顕著ではない
ことと、解析に十分な濃度の複合体を調製す
るのが困難であるといった技術的な理由に依
拠すると考えている。 
 
（３）Pds5 や Wapl の組換えタンパク質を調
製することはできたが、結果の（１）に述べ
たようにコヒーシンの ATPase 活性を検定す
ることができなかったため、これらの組換え
タンパク質の存在下でのコヒーシン生化学的
検定は行わなかった。 
 
（４）カエル卵無細胞系でコヒーシンを除去
した際の接着異常はそれほど明瞭でなかった
が、染色体凝縮に中心的な役割を果たすコン
デンシンⅠとⅡの挙動を手がかりにして、間
接的にコヒーシンの機能を理解することを試
みた。その結果、コヒーシンは、その大半が
分裂前期に染色体腕部から解離することによ
ってコンデンシンⅡの染色体軸への集積を促
すが、染色体上に残ったものはコンデンシン
Ⅰと協調して姉妹染色分体の並列性の維持に
貢献することが判明した。さらに、コヒーシ
ンとコンデンシンの機能的相互作用を検討す
るために新しい実験手法を開発した。通常の
免疫除去法では、解析対象のタンパク質を完
全に（検出限界以下まで）除去するが、新し



 

 

い方法では、除去抽出液を未処理のコントロ
ール抽出液と任意の割合で混和することによ
ってそのタンパク質の存在量を正確に操作で
きるようにした。こうした操作的手法を駆使
し、コンデンシンⅠとⅡは、それぞれ、染色
体軸に直行する横方向、軸に沿った縦方向に
凝縮を促すことが明らかになった。これらの
結果に基づいて、分裂期染色体の形状は、コ
ヒーシンとコンデンシンⅠとⅡの機能のバラ
ンスで決定されるというモデルを発表した
（図３、雑誌論文１）。 
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