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研究成果の概要（和文）：ゲノム DNA は、遺伝情報を担う重要な物質である。細胞の分裂に伴

い、ゲノム DNA は正確に継承されなくてはならない。そのため、S 期で複製され倍加したゲ

ノム DNA を、2 つの娘細胞に均等に分配する機構が存在する。この均等分配機構の詳細は明

らかとなっていないが、ゲノム DNA 上の領域であるセントロメア領域が重要な役割を果たし

ている。セントロメア領域のクロマチン構造が、セントロメア領域の機能発現に重要であると

考えられている。本研究では、セントロメア領域に形成されるクロマチンの構造の解析を行っ

た。

研究成果の概要（英文）：Genomic DNA is duplicated during S phase, and is equally divided
into two daughter cells during M phase. The detail mechanism of equal chromosome
segregation is unknown. Centromeres are distinct regions in the chromosome, and plays
important roles in chromosome segregation and centromeric chromatin is necessary to
function. In this study, centromeric chromatin structure was analyzed.
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１．研究開始当初の背景

真核生物のゲノム DNA は、遺伝情報を保
持している重要な物質である。そのため、細
胞分裂に伴い正確に継承されないといけな
い。S 期で複製され倍加したゲノム DNA は、
M 期に凝縮した染色体を形成し、二つの娘細
胞に均等に分配される。この倍加および均等
分配機構の存在により、遺伝情報は細胞分裂
を経ても失われることはない。

染色体の均等分配は、両極から伸びてきた
紡錘糸が染色体上に集積しているキネトコ
ア複合体と結合し、引っ張ることでなされる。
キネトコア複合体が集積するゲノム DNA 上
の領域をセントロメアと呼ぶ。セントロメア
領域には、特異的なタンパク質が局在してい

ることが知られており、これらのタンパク質
が局在することにより、他の領域と区別され
独自の機能を持っていると考えられている。
また、セントロメア領域上に形成される特徴
的なクロマチン構造が、セントロメア領域の
形成および維持に重要であると考えられて
いる。

真核生物のゲノム DNA は、クロマチン構
造を形成している。クロマチンは、ヌクレオ
ソームと呼ばれる四種類のヒストン（H2A、
H2B、H3 および H4）各二分子からなるヒス
トン八量体に DNA が結合した複合体を基本
単位として、これらが数珠上に連なった構造
体である。これまでの研究により、セントロ
メア領域には他の領域とは異なる特徴的な
クロマチン構造が形成されており、このクロ
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マチン構造は目印となり、セントロメア特異
的なタンパク質が集積すると考えられてい
る。このセントロメア領域の特徴的なクロマ
チン構造の形成に中止的な役割を担ってい
る因子が、ヒストン H3 バリアントである
CENP-A である。これまでの解析により、
CENP-A は、セントロメア領域に特異的に局
在し、他のヒストン H4、H2A、H2B と共に
ヌクレオソームを形成していることが明ら
かとなっている。CENP-A ヌクレオソーム自
体の構造が特徴的であると考えられ、解析が
進められてきた。様々な研究結果より、
CENP-A ヌクレオソームの立体構造について、
5 つのモデルが提案され、議論されている。
しかし、これまでに CENP-A ヌクレオソーム
の立体構造は明らかとなっていなかった。ま
た、CENP-A ヌクレオソームより高次の階層
の構造も明らかとなっていない。

２．研究の目的

セントロメア領域の形成される特徴的な
クロマチン構造の解析を通して、セントロメ
ア領域の形成および維持機構を解明するこ
とを目的とした。

具体的な解析対象は、ヒトの CENP-A ヌク
レオソームおよび CENP-B が結合した
CENP-A ヌクレオソーム複合体とした。上述
したように CENP-A ヌクレオソームは、セン
トロメア領域のクロマチン形成に必須の基
本構造単位である。CENP-B は、セントロメ
ア領域に特異的に局在する DNA 結合タンパ
ク質である。ヒトの場合、CENP-B は、セン
トロメア領域に繰り返し存在する 17 塩基対
の CENP-B box に特異的に結合することが知
られている。また、CENP-B は CENP-A ヌク
レオソーム中の CENP-B box にも結合できる
ことが明らかとなっている。このことから、
CENP-B が結合した CENP-A ヌクレオソーム
複合体は、CENP-A ヌクレオソームの次の階
層の高次構造であると考えた。

３．研究の方法

四種類のヒストン（H2A、H2B、CENP-A
および H4）をリコンビナントタンパク質と
して個別に発現・精製を行った。精製したヒ
ストンを用いて、ヒストン八量体を再構成し、
ゲル濾過カラムクロマトグラフィーにて精
製した。ヌクレオソームの再構成に用いる
DNA は、プラスミドにクローニングを行った
ものを、大腸菌を用いて大量に増幅した後に、
酵素等を用いて調製した。精製したヒストン
八量体および DNA を用いて、塩透析法によ
りCENP-Aヌクレオソームの試験管内再構成
を行った。再構成した CENP-A ヌクレオソー
ムを分取用電気泳動装置によって精製した

後に、結晶化を行い、単結晶が得られた。得
られた単結晶に、大型放射光施設 SPring-8 に
て、X 線を照射し、回折波のデータを収集し
た。収集した回折データから、分子置換法に
より電子密度マップを求め、CENP-A ヌクレ
オソームの立体構造を決定した。決定した立
体構造をもとに、構造解析を行った。

CENP-A ヌクレオソームの次の階層の高次
構造として、CENP-B が結合した CENP-A ヌ
クレオソーム複合体の再構成を行った。
CENP-B は、1-129 番目のアミノ酸領域におい
て CENP-B box と結合することが明らかとな
っている。そのため、1-129 番目の欠失変異
体 CENP-B（CENP-B DBD）をリコンビナン
トタンパク質として、発現・精製を行った。
精製した CENP-B DBD および CENP-A ヌク
レオソームを用いて、CENP-B DBD が結合し
たCENP-Aヌクレオソーム複合体を再構成し
た。

４．研究成果

(1) CENP-A ヌクレオソーム
X 線結晶構造解析の結果、CENP-A ヌクレ

オソームはヒストン八量体 (H2A/H2B/CENP
-A/H4)2 に DNA が左巻きに結合した構造を形
成していることが明らかとなった。また、
CENP-A ヌクレオソームの全体構造は、通常
の H3 ヌクレオソームと同様であることが分
かった。

明らかにしたCENP-Aヌクレオソームに特
異的な構造は、ヒストン複合体に結合した
DNA の長さであった。通常の H3 ヌクレオソ
ームの場合、145-147 塩基対の DNA が安定的
にヒストン八量体に結合している。CENP-A
ヌクレオソームの場合は、147 塩基対の DNA
を用いたにも関わらず、121 塩基対のみがヒ
ストン八量体に安定に結合していることが
明らかとなった。このことは、CENP-A ヌク
レオソームの両端の DNA が非常に運動性の
高い領域であるということを示唆していた。
エキソヌクレアーゼを用いた生化学的解析
および X 線小角散乱法を用いた物理化学的
な解析により、水溶液中での CENP-A ヌクレ
オソームの両端のDNAの運動性を検証した。
その結果、いずれの解析においても、CENP-A
ヌクレオソームの方が H3 ヌクレオソームよ
り、両端の DNA の運動性が高いことが明ら
かとなった。

ヌクレオソームの両端のDNAの方向性は、
隣のヌクレオソームの 3 次元位置に影響を与
える。そのため、CENP-A ヌクレオソームは、
周辺のクロマチン構造を変換していること
が考えられた。この性質により、CENP-A は
セントロメア領域の特徴的なクロマチン構
造形成に機能している可能性が考えられる。



(2) CENP-B DBD が結合した CENP-A ヌクレ
オソーム複合体
CENP-B boxを含む DNAを用いて CENP-Aヌ
クレオソームを再構成し、精製を行った。精
製した CENP-DBD と CENP-A ヌクレオソー
ムを、試験管内で反応させることで、複合体
の形成を試した。しかし、形成される複合体
の割合は少なく、多くが凝集体を形成するこ
とが明らかとなった。凝集体の形成を抑制し、
複合体の形成を促す目的で、様々な酸性タン
パク質を反応系に加えて、複合体の形成効率
を検討した。その結果、ヒストンシャペロン
である Nap1 存在下において、凝集体の形成
を抑制し、効率よく CENP-B DBD が結合した
CENP-A ヌクレオソーム複合体が形成される
ことが明らかとなった。この反応における
Nap1 の作用機序について、さらなる解析を行
った。その結果、Nap1 は CENP-B box 以外の
領域に非特異的に結合した CENP-B を DNA
から解離させる活性を持つことが明らかと
なった。さらに、Nap1 過剰量かつ低塩濃度下
の条件において、Nap1 は CENP-B box に結合
した CENP-B DBD を解離させる活性を持つ
ことが明らかとなった。

細胞内での Nap1と CENP-B の相互作用を、
人口染色体をもつ培養細胞を用いて行った。
Nap1 を人口染色体のセントロメア領域に強
制的に局在させ、その領域に局在している
CENP-B DBD の量を免疫染色法により検討
した。その結果、Nap1 がセントロメア領域に
局在することで、CENP-B のシグナルが優位
に減少することが明らかとなった。この結果
から、細胞内においても Nap1 と CENP-B は
相互作用していることが明らかとなった。

Nap1 を用いることにより、効率よく
CENP-B DBDが結合したCENP-Aヌクレオソ
ーム複合体の再構成することが可能になっ
た。本方法を用いて、CENP-B DBD が結合し
たCENP-Aヌクレオソーム複合体を大量に再
構成し、分取用電気泳動装置により精製を行
い、結晶化を行った。
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