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研究成果の概要（和文）：真核細胞のM期染色体構築に中心的役割を果たすコンデンシンは五つのサブユニットからな
る分子複合体である。組換えサブユニットを用いてコンデンシンI複合体を再構成しその分子機能の解析をおこなった
。その結果、SMCサブユニットのATP加水分解のサイクルがコンデンシンIの作用に異なる貢献をしていること、またSMC
 ATPaseによる継続的な加水分解が染色体構造の形成・維持に必要であることを見出した。さらにコンデンシンI特有の
HEATリピートを持つ二つのサブユニットがダイナミックな染色体の軸構造の形成に必須であり、お互いに拮抗的に作用
しながら機能することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Condensin complexes play an essential role in regulation of mitotic chromosome 
organization in eukaryotic cells. Using an experimental system to reconstitute recombinant condensin 
complexes in vitro, we analyzed the molecular functions of condensin I. We found that ATP binding and 
hydrolysis by SMC subunits have distinct contributions to condensin I’s action, and that continuous ATP 
hydrolysis is required for structural maintenance of chromosomes as well. We also found that balancing 
acts of two non-SMC subunits containing HEAT repeats support dynamic assembly of chromosome axes.

研究分野： 分子生物学　細胞生物学

キーワード： 染色体　細胞周期　細胞分裂
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 真核細胞のゲノム DNA が、間期から M 期
への遷移において高度に折り畳まれ構造変
換する過程は、染色体構築と呼ばれ、わずか
十数μm の細胞空間内で一対の複製された
ゲノム DNA を正確かつ迅速に娘細胞に分配
することを可能にしている。この染色体構築
の過程に重要な役割を果たすのが、コンデン
シン（condensin）と呼ばれる分子複合体で
ある。 
 これまでの長年の研究から、コンデンシン
が酵母からヒトにいたるまで真核生物にお
いて広く M 期染色体構築に必須であること
が明らかになっている。2003 年には脊椎動
物において第 2のコンデンシン複合体が発見
され、それをコンデンシン II、従来型の複合
体をコンデンシン I と呼ぶようになった。２
つ の コ ン デ ン シ ン 複 合 体 は 、 SMC 
(Structural Maintenance of Chromosomes)
二量体（SMC2-SMC4）をコアサブユニット
として共有する一方、異なるセットの
non-SMC 制御サブユニット（それぞれ 3 つ）
を持つ。コンデンシン機能は細胞の生育に必
須であり、いずれのサブユニットの変異も染
色体分離異常を起こして致死となるため、遺
伝学的手法によって各サブユニットの役割
を理解することは困難である。そこで、コン
デンシンの各サブユニットがどのようにし
て染色体構築に関わるのか、そのメカニズム
を理解するためには、生化学的アプローチが
必須となる。初期の研究において、カエル卵
抽出液（あるいはヒト培養細胞）から精製し
たコンデンシン I 複合体を用いていくつかの
重要な知見が得られている。しかし、native
な複合体を用いる限り、その収量は限られて
おり、変異を導入して機能解析をすることも
不可能であった。こうした問題を克服するた
めに、これまで組換えサブユニットからコン
デンシン複合体を再構成する試みがなされ
てきたが、分子量 600-700 kDa におよぶ巨大
分子複合体を従来の通常の発現系において
発現・精製することは技術的に大きな困難を
伴うことが明らかとなった。事実コンデンシ
ンの発見から 15 年以上経っていた研究開始
当初時においても、組換えサブユニットから
なる活性型ホロ複合体の再構成と精製に成
功した例は報告されていなかった。 
 本研究の申請当時、研究代表者は前述の技
術的困難を克服し高純度かつ高収量の２つ
のコンデンシン複合体を再構成することに
成功した。これは組換え体を用いた機能的な
コンデンシン複合体の再構成の世界初の成
功例であり、この非常に強力な実験材料を手
にすることができたことが、本研究の実現の
基盤となった。 
 
 
２．研究の目的 
 

 本研究では、染色体構築に必須なタンパク
質複合体コンデンシン I を組換えサブユニッ
トから再構成し、その分子機能と制御を解明
することを目的とした。 
 組換えサブユニットを用いることが出来
るという本実験系の利点を生かし、特定の部
位への変異導入およびサブユニット欠失な
どの複合体の改変を行った。具体的には主に
以下の二点、すなわちコンデンシン I の機能
における(1) SMC コアサブユニットの
ATPase の加水分解サイクルの役割と(2) 
non-SMC 制御サブユニットの役割を明らか
にすることを目的として研究を進めた。 
 
  
３．研究の方法 
 
 主に以下に述べる(1)から(3)までの方法
によって研究を進めた。 
(1) 組換えサブユニットを用いたコンデン
シン I ホロ複合体およびサブ複合体の再構成 
 バキュロウイルスを用いた昆虫細胞のタ
ンパク質発現系において、各種の組換えサブ
ユニットを発現・精製し、コンデンシン Iの
ホロ複合体およびサブ複合体を再構成した。
またSMCコアサブユニットのATP結合部位
に変異を導入した発現コンストラクトを用
いて、野生型と同様に SMC ATPase 変異導
入型のホロ複合体およびサブ複合体も再構
成した。 
(2) カエル卵細胞抽出液を用いた染色体形
成アッセイ系による機能解析 
 上記(1)の方法によって再構成した各種複
合体の活性を検定するためのアッセイ系を
確立した。この系では、まずカエル卵から調
製した M 期細胞抽出液中の内在性 Xenopus
由来のコンデンシンを特異抗体を用いて免
疫除去し、その抽出液中に組換えサブユニッ
トから再構成した複合体を添加（add-back）
しさらに精子由来のクロマチンを加えるこ
とによって、染色体形成におけるその複合体
の機能を生理的条件下で検定することが出
来る。 
(3) 染色体構築維持におけるコンデンシン
の動態・機能を解析するための新規アッセイ
系の開発 
 前述(2)のアッセイ系は主にコンデンシン
の染色体形成過程における役割を解析する
目的で用いたが、これに加えて染色体が形成
された後のステップすなわち染色体構築が
維持されるプロセスにおけるコンデンシン
の役割・貢献を調べるための新たな機能的ア
ッセイ系（逐次添加法：sequential add-back 
assay）を開発・確立した。まず上記方法(1)
で確立された組換えコンデンシンの再構成
系において、non-SMC サブユニットの一つ
CAP-H に傾向標識タグ mCherry または
EGFP を融合させ、二種類の蛍光標識をした
各種複合体を発現・精製する。このうち
mCherry で標識した複合体を(2)のアッセイ



図 1 (A) コンデンシン I の基本構造。 
(B) SMC2-4 コア二量体のヘッドドメイン
の会合・解離と ATPase のサイクル。ヘッ
ドドメインは SMC2 と SMC4 それぞれの
アミノ（N）末端側とカルボキシル（C）
末端側の配列から成る。ATP（黄色）の結
合と加水分解によってヘッドの会合と解
離がそれぞれ起こる。ATP 結合できない変
異を Walker A (WA)、加水分解できない変
異を Transition state (TR)と呼ぶ。 

図２ 内在性コンデンシンを免疫除去し
たカエル卵細胞抽出液に各複合体を添加
しクロマチン構造の変化を観察した。右は
各条件における一本の染色分体の模式図。
上段：野生型 (WT)、中段：D2、下段：
G。バーは 10 m。 

系の時と同様に精子由来クロマチンと共に
内在性コンデンシンを免疫除去した細胞抽
出液に加え、染色体を形成させる。染色体形
成後さらに EGFP で標識した複合体を添加
することによって、mCherry 標識コンデンシ
ンによって形成された染色体構築に及ぼさ
れる影響を逐次追跡・観察した。 
  
 
４．研究成果 
 
(1) コンデンシン I の作用における SMC 
ATPase サイクルの貢献の解明 
 コンデンシン I の五量体のサブユニットの
うち SMC2 と SMC4 は V 字型のコア二量体
を形成している（図１A）。二つの SMC サブ
ユニットはそのヘッドドメインに ABC 
(ATP-binding cassette) 型の ATP 結合部位
を持つ ATPase である。そこで研究代表者は
このSMC ATPaseによるATPの結合と加水
分解のサイクルの役割を調べた。SMC コア
二量体のヘッドドメインは ABC 型 ATPase
の加水分解反応によって会合と解離のサイ
クルを繰り返す（図１B）。このドメインに
ATP 結合のステップを阻害する Walker A 
(WA) 変異、あるいは ATP 加水分解のステッ
プを遅延させる Transition state (TR) 変異
を導入し、二種類の ATPase 変異型ホロ複合
体を再構成した。得られた再構成複合体を方
法(2)で述べたアッセイ系で調べてみると、
WA 変異型と TR 変異型いずれの複合体も染
色体を形成する能力を失っていた。しかし、
WA 変異型複合体はクロマチン上にほとんど
局在しないのに対して、TR 変異型複合体は
野生型と同様クロマチン上に局在しており、
ATP 結合と加水分解のステップがコンデン
シン I の機能に異なる貢献をしていること
が示唆された。 

 SMC ATPase の機能をさらに解析するた
め に 、 方 法 (3) で 述 べ た 逐 次 添 加 法
（sequential add-back assay）による実験を
行った。前述したようにこの実験系では、
mCherry または EGFP を CAP-H に融合さ
せた二種類の再構成複合体を用いる。まず
mCherry 標識した野生型 (wild type: WT) 
のコンデンシン I ホロ複合体の存在下で正
常な染色体を形成させたところに、EGFP 標
識した野生型複合体を添加すると、染色体構
造が保たれたままで短時間のうちに EGFP
標識複合体が染色体に取り込まれていくこ
とがわかった。この結果から、コンデンシン 
I が染色体が形成された後もダイナミックに
ターンオーバーしながら染色体構築の維持
に関与していることが示された。さらに今度
は、mCherry 標識野生型複合体で形成させた
正常な染色体に後からEGFP標識したTR変
異型複合体を添加すると、興味深いことに染
色体構造が崩壊していく様子が観察された
（図 3：TR）。すなわち TR 変異型複合体が
染色体上で働く野生型複合体に対して強い
ドミナントネガティブ効果を持つと考えら
れた。この結果から、コンデンシン I の ATP
の加水分解サイクルは染色体の形成のみな
らず、形成後の染色体の構造維持においても
必須であることが示された。 
 
(2) 染色体の軸構造の形成・維持における二
つの HEAT サブユニットの役割の解明 
 コンデンシン I の各サブユニットの役割
を調べるため、一つまたは複数のサブユニッ



図３ 逐次添加法（sequential add-back 
assay）による染色体構築変化の観察。(A) 
カエル卵細胞抽出液 (cond) に二種類の
蛍光タグmCherryおよびEGFPで標識し
た複合体を逐次的に添加して染色体の構
造変化を追跡・観察した。 (B) ATPase 加
水分解変異複合体 (TR) は野生型 (WT) 
が形成した染色体軸を不安定化するのに
対し、CAP-G を欠失したサブ複合体 (G) 
は軸構造を細長く変形（伸長）させる。 

図４ 二つの HEAT サブユニットの拮抗
作用による染色体軸構造の形成・維持モデ
ル。野生型 (WT) コンデンシン I が形成す
るダイナミックな染色体軸構造の形成・維
持には二つの HEAT サブユニット
CAP-D2 と CAP-G が拮抗して働くことが
重要である(i)。G では異常な軸様構造が
形成されるが(ii)、D2 では軸形成が見ら
れない(iii)。G は野生型軸構造を伸長させ
る一方(iv)、D2 は軸を不安定化する (v)。  

トを欠失させたサブ複合体を再構成した。４
種類のサブ複合体  (D2、G、D2G、
SMC2-4) を内在性のコンデンシンを除去し
た抽出液に添加すると、いずれも正常な染色
体形成を誘導することはできなかった。
HEAT サブユニットを欠失した二種類の四
量体（D2 とG）はそれぞれ特徴的な振る
舞いを示したため、これらに注目して解析を
進めた。まず CAP-D2 を欠くD2 四量体は、
クロマチンの形態変化はわずかに起こるが
明確な一本の染色体構造を形成することは
できなかった。そしてこの変異型四量体はク
ロマチン上に点状にランダムに分布してい
た（図２：D2）。もう一方の CAP-G を欠く
G 四量体は、D2 とは明らかに異なり、極
めて特徴的な異常な染色体構造を形成した。
DAPI 染色によると、雲状のクロマチン領域
の中心に、より DNA 密度の高い軸様構造が
観察される。G の局在はまさにこの DNA
密度の高い異常な染色体軸上に集中して局
在していた（図２：G）。染色体構築が不完
全な状況においても軸構造が独立に形成さ
れるという意味において、この表現型は我々
の予想を越えた驚くべき表現型であった。 

 二つの HEAT サブユニットの役割をさら
に調べるため逐次添加実験をおこなったと
ころ、G とD2 は野生型複合体が形成する
染色体軸に対してきわめて対照的な効果を
及ぼすことがわかった。大変面白いことに、
後から添加したG は染色体軸に選択的に取
り込まれ、その結果として染色体全体が劇的
に伸長した（図３：G）。一方、D2 を後か
ら添加すると染色体軸が壊されてしまうこ
とから、D2 は野生型複合体に対してドミナ
ントネガティブな効果を及ぼしていると考
えられた。 
 以上の結果から、コンデンシン I の作用に
おいて、CAP-D2 が染色体軸を安定化させる
方向に働くのに対して、CAP-G は染色体軸
を不安定化する方向に働くことが示唆され
た。我々は、この２つの HEAT サブユニット
が拮抗して働くことによってはじめてダイ
ナミックな野生型の染色体軸構造を形成・維
持できるというモデルを提唱した（図４）。 
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