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研究成果の概要（和文）：セントロメアは、染色体の分配に必須な染色体領域である。本研究では、セントロメ
ア構造の形成機構や細胞周期制御におけるセントロメア機能の分子基盤の解明を目的として研究を進めた。具体
的には、(1) 染色体工学を活用したセントロメアの形成機構の解明、(2)セントロメア構成タンパク質の試験管
内再構成、(3) セントロメアタンパク質複合体の原子レベルでの構造基盤の解明の3課題の研究を平行して進
め、各課題についての成果をあげた。本研究により、染色体分配を制御するセントロメア構造の分子基盤の理解
が一層進んだ。

研究成果の概要（英文）：The Centromere is a genomic locus, which is essential for faithful 
chromosome segregation. In this research project, we tried to clarify molecular basis how the 
centromere is formed and how centromere functions are controlled during progression of the cell 
cycle. We performed following 3 projects: (1) Analyses of centromere assembly using chromosome 
engineering techniques (2) In vitro reconstitution of centromere protein complexes (3) Structural 
analyses of centromere protein complexes at atomic resolution. All projects were going well, and our
 achievements in these projects contribute to understanding of molecular basis for centromere 
formation and functions. 

研究分野： 分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 生物の生命維持には、ゲノム情報を包括す
る構造体である染色体が安定に保持・増殖さ
れなければならない。染色体分配のような細
胞内の基本的な諸反応に、狂いが生じると染
色体の異数化・分断化と言った細胞に対する
悪影響が生じる (染色体不安定化)。したがっ
て、染色体分配が正確に遂行されるために必
要な分子機構を解明することは、基礎生物
学・遺伝学における本質的かつ重要な課題の
一つである。また、染色体不安定化を引きお
こす染色体分配機能の異常は、がんの悪性化
を推し進める原動力であり、染色体分配の分
子機構の解明は発がん機構の理解にも、多い
に貢献すると考えられている。したがって、
染色体分配の分子機構の解明を目指した研
究は基礎生物学研究に裏付けられた医科学
研究としてに、国内外から高い注目を受けて
いる。 
 
２．研究の目的 
 研究代表者の深川は、本研究開始前から、
脊椎動物を対象として、染色体の分配機構に
必須なセントロメア構造の形成機構や細胞
周期の進行制御におけるセントロメア機能
の解明を目指した研究を精力的に行ってき
ており、国内外から一定の評価を受けてきた 
(Nature Cell Biol., 2006; Cell, 2008; J. 
Cell. Biol., 2009; 2011; Cell, 2011; 2012)。
特に、世界に先駆けて、約 20 種類程度の新
規セントロメア構成因子の同定や、各種セン
トロメア構成因子のノックアウト細胞の表
現型解析を通じて、セントロメア構成因子の
機能解析やセントロメア形成における役割
の解明を進めてきた。本研究では、深川らが
これまでに推進してきたセントロメアに関
する基礎研究をベースとして研究を進めて、
セントロメアの分子基盤の解明を目指すこ
とを目的としている。 
 
３．研究の方法 
 具体的には、(1) 染色体工学を活用したセ
ントロメアの形成機構の解明、(2)セントロ
メア構成タンパク質の試験管内再構成、(3) 
セントロメアタンパク質複合体の原子レベ
ルでの構造基盤の解明の3課題の研究を平行
して進める。この 3課題の新しい研究の成果
がこれまで得られている知識に加わること
によって、染色体分配を制御するセントロメ
ア構造の分子基盤がより明らかになると期
待される。 
 
４．研究成果 
(1) 染色体工学を活用したセントロメアの
形成機構の解明 
 本研究では、初めに染色体工学 (ゲノム工
学) 的な手法を活用することで、本来のセン
トロメアと違う位置に新たなセントロメア 
(ネオセントロメア)を作成することを目指
した。具体的には、Cre-LoxP のシステムを活

用して、実験的にセントロメア領域を含む約
100kb の領域を条件的に取り除き、本来の位
置に形成されたセントロメアを取り除いて
も生育し得る細胞の取得を目指した。生育細
胞では、ネオセントロメアを持つ染色体を保
有した細胞が含まれると予想した。その結果、
約130種の異なるネオセントロメアを持つ染
色体を保有する細胞の取得に成功した 
(Shang et al., Dev. Cell, 2013)。さらに、
ネオセントロメア領域についての詳細を抗
セントロメア抗体を用いた ChIP-seq 解析な
どを用いて明らかにした。 
 さらに、このネオセントロメア作出技術と
バクテリアの LacI-LacO の系を活用して、人
工動原体の作成を目指した。具体的には、各
種セントロメアタンパク質を非セントロメ
ア領域に挿入した LacO 領域に異所局在化さ
せ、本来のセントロメアを Cre-LoxP のシス
テムで取り除き、LacO 領域に人工動原体を作
ることに成功した (Hori et al., J. Cell 
Biol., 2013；Fukagawa et al., Dev. Cell, 
2014)。これらの人工動原体には、タイプの
異なる複数の種類が存在し、微小管結合タン
パク質のリクルートにはCENP-CとCENP-T の
2 pathways が存在し、これらは、細胞周期を
通じて、使い分けをしていることが明らかに
なりつつある。今後のセントロメア研究分野
の方向性を決定する重要な成果と言える。ま
た、この実験系を活用してセントロメアタン
パク質 HJURP のセントロメア 肥大化活性な
どを明らかにできた(Perpelescu et al., Mol. 
Cell Biol., 2015)。 
 上述のネオセントロメアを作成する実験
系を活用してセントロメアに特異的なエピ
ジェネティックマーカーの探索を試みた。そ
の結果、セントロメアのヌクレオソーム中の
ヒストン H4の 20番目のリジンがモノメチル
化(H4K20me1 化)されることを見いだした 
(Hori et al., Dev Cell, 2014)。またこの
H4K20me1 化をセントロメア特異的に減少さ
せる実験系を開発して、このメチル化が CENP
−T や CENP-H のセントロメア局在に必須であ
り、動原体形成に重要な働きを担っているこ
と示した。 
 また、H4K20me1 化に加えて、ヒストン H4
の 5 番目と 12 番目のリジンがアセチル化さ
れることも見出し、これらアセチル化は、
CENP-A のセントロメアへの取り込みに重要
であることを明らかにした (Shang et al., 
Nature Commun., 2016)。 
(2) セントロメア構成タンパク質の試験管
内再構成 
 セントロメアの形成機構を理解するため
の最終的なゴールは、試験管内で機能的なセ
ントロメア複合体を再構成することである。
そのためには各サブ複合体の試験管内再構
成から始める必要がある。これまで幾つかの
サブ複合体の再構成に成功しているが、本研
究では、CENP-T-W-S-X 複合体と CENP-A を含
むダイヌクレオソームとの再構成を試みて



成功した (Takeuchi et al., Nucl. Acids 
Res., 2014)。再構成された複合体は、電子
顕微鏡によって球状の構造が確認できた。 
 また、CENP-T の N 末端側と Ndc80 複合体の
再構成を目指し、完全長あるいは適切な長さ
の CENP-T N 末端ペプチドを調製して
CENP-T-Ndc80 複合体の再構成に成功した 
(Nishino et al., EMBO J.,2013)。 
 CENP-L と-N がヘテロ 2 量体を形成するこ
とがわかり、CENP-L-N ヘテロ 2量体の精製に
成功した。さらに、CENP-L-N ヘテロ 2量体と
CENP-C との複合体の再構成に成功した 
(Nagpal et al. Mol. Biol. Cell, 2015)。
この成果は、より大きな複合体の再構成への
大きな手がかりとなった。 
 また、昆虫ウイルスの実験系を活用するこ
とで、CENP-H 複合体の再構成については終了
し、この複合体の構造解析実験を進めいてい
る。また、1 分子イメージングを用いて、
CENP-H複合体がNdc80複合体の微小管結合能
にどのように関与しているかを解析でき 
(Nagpal et al., Chromosoma, 2016)、この
実験は現在も継続して続けている。 
(3) セントロメアタンパク質複合体の原子
レベルでの構造基盤の解明 
 上記 (2)の研究過程で、高度に精製された
タンパク質複合体が調製できている。それら
の生化学的な解析あるいは1分子イメージン
グ実験などと平行して、原子レベルでの構造
決 定 を 同 時 に 試 み た 。 は じ め に 、
CENP-T-Ndc80 複合体の構造解析に着手し、
CENP−Tの72番目と88番目のセリンをアスパ
ラギン酸へ置換した CENP-T_72D82D と Ndc80
複合体のSps24-Spc25部分を再構成してその
結晶を得ることに成功した。結晶を X線構造
解析した結果、高分解能での構造を得ること
に成功した (Nishino et al., EMBO J., 2013)。 
 CENP-L-N と CENP-C の結合状態について
NMR 解析を行い、CENP-C の結合部位が同定で
きた (Nagpal et al., Mol. Biol. Cell, 
2015)。この解析では、CENP-C の 166-224 ア
ミノ酸領域が間期特異的に CENP-L-N と結合
することを見出し、その結合は、細胞分裂期
には失われることも明らかにできた。 
 CENP-H 複合体は巨大複合体であり、X線結
晶構造解析は困難であるので、電子顕微鏡を
用いた構造解析を開始した。8A 程度の解像度
でこの複合体を観察できるようになってき
たが、原子レベルでの分解能の結果は得られ
ていない。CENP-A ヌクレオソームを含む複合
体の解析なども含めて、電子顕微鏡を用いた
構造解析を鋭意進めている。 
  
(1)の計画については、ネオセントロメアの
形成、人工動原体の作成、セントロメア特異
的な新しいヒストン修飾の同定など、予想以
上の進展があり、より詳しいセントロメア形
成機構の解析実験に入ることができ、知識が
高まった。(2)、(3)の再構成実験や構造解
析の実験についても、順調に実験が進み、

上記した新知見が複数得られた。全体とし
ては、研究は予定以上に順調に進み、セン
トロメア構造の分子基盤についての詳細が
より明らかになったと考えている。また、今
後のこの分野の研究の方向性を決めるよう
な重大な発見もあったので、これをベースに
発展させた研究が重要である。 
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interaction networks during M-phase 
progression in vertebrate kinetochores" 
ASCB annual meeting（国際学会）2017 年 
12 月 
3. 深川竜郎 "セントロメア形成に関与する
遺伝学・エピ遺伝学" ConBIO2017  (日本分
子生物学会)（招待講演）2017 年 12 月 
4. 渡邉励人, 原 昌稔, 深川竜郎 "セントロ
メアタンパク質の細胞周期依存的なキネト
コア内配置変化の分子機構とその役割" 日本
遺伝学会 2017 年 9 月 
5. 原 昌稔, 堀 哲也, 深川竜郎 "キネトコ
アタンパク質の結合ネットワークの再考" 日
本細胞生物学会（招待講演）2017 年 6 月 
6. Kohei Nishimura, Tetsuya Hori, 
Masataka Komiya, Takehiko Ito, Tatsuo 
Fukagawa "3D  genome  organization  
in  centromeres" EMBO  workshop  on 
kinetochore  dynamics（国際学会）2017 年 
4 月 
7. Tetsuya Hori, Tatsuo Fukagawa 
"Epigenetic regulation for kinetochore 
assembly in vertebrate cells" EMBO 
workshop on kinetochore dynamics（国際学
会）2017 年 4 月 
8. 深 川 竜 郎  "Molecular assembly of 
vertebrate kinetochore" 学術集会 染色体研
究の最前線 (招待講演）2017 年 1 月 
9. 深川竜郎 "セントロメア・キネトコアの構
築機構" 岡崎フラグメント 50 周年シンポジ
ウム (招待講演) 2016 年 12 月 

10. Tatsuo Fukagawa "Epigenetic 
regulation for kinetochore specification 
and assembly in vertebrates" Chronosome 
Stability 2016 (招待講演)（国際学会）2016
年 12 月 
11. Tatsuo Fukagawa "Molecular 
architecture of the kinetochore in 
vertebrates" 第 39 回日本分子生物学会年会 
(招待講演) 2016 年 11 月 
12. Tatsuo Fukagawa "Epigenetic 
regulation of centromere specification and 
kinetochore assembly" 国立遺伝学研究所研
究会 (招待講演) 2016 年 10 月 
13. Tatsuo Fukagawa "Epigenetic 
regulation of centromere specification and 
kinetochore assembly" Gordon Research 
Conference on Centromere Biology (招待講
演)（国際学会）2016 年 7 月 
14. 深川竜郎 "セントロメア・キネトコア形
成におけるエピジェネティック制御" 第 68
回日本細胞生物学会 (招待講演) 2016 年 6 月 
15. 深川竜郎 "セントロメア・キネトコアの
形成機構" タイムシグナルと制御シンポジウ
ム (招待講演) 2016 年 6 月 
16. Tatsuo Fukagawa "Specific features of 
centromeric chromatin for kinetochore 
assembly" International Conference on 
Chromatin Regulation in Proliferation and 
Differentiation (招待講演)(国際学会) 2015
年 9 月 
17. Tatsuo Fukagawa "Specific features of 
centromeric chromatin" International 
Symposium on Non-coding DNA and 
Chromosome Integrity (招待講演)(国際学
会) 2015 年 8 月 
18. Tatsuo Fukagawa "Specific features of 
centromeric chromatin" FASEB meeting on 
Mitosis: Spindle assembly and function (招
待講演)(国際学会) 2015 年 6 月 
19. Tatsuo Fukagawa "Centromere 
specification and kinetochore assembly" 
3R symposium (招待講演)(国際学会) 2014年
11 月 
20. Tatsuo Fukagawa "Structural basis of 
centromeres" 日本癌学会 (招待講演) 2014
年 9 月 
21. Tatsuo Fukagawa "Centromere 
Specification and Assembly in Vertebrates" 
Gordon Research Conference: Centromere 
Biology (招待講演)(国際学会) 2014 年 7 月 
22. Tatsuo Fukagawa "Phosphorylation of 
CENP-T controls kinetochore assembly" タ
ンパク質科学会年会 (招待講演) 2014 年 6 月 
23. Tatsuo Fukagawa "Centromere specific 
chromatin structure" IIAS Research 
Conference 2014 Chromatin Decoding (招
待講演)(国際学会) 2014 年 5 月 
24. Tatsuo Fukagawa "Centromere 
Specification and Assembly in Vertebrates" 
2014 Asia GenomeCheck Conference (招待



講演)(国際学会) 2014 年 3 月 
25. Hori, T., Shang, W.H., Perpelescu, M., 
Ikeo, K., Toyoda, A., Fujiyama, A., 
Fukagawa, T. "The size of centromere is 
controlled by coordination of centromere 
proteins" 2013 ASCB Annual Meeting (国
際学会) 2013 年 12 月 
26. Shang, W.H., Hori, T., Fukagawa, T. 
"Isolation of neocentromeres to understand 
mechanisms for centromere formation in 
vertebrate cells" 第 36 回日本分子生物学会
年会 (招待講演) 2013 年 12 月 
27. 西野達哉，深川竜郎 "脊椎動物キネトコ
ア複合体による染色体・微小管連結の構造的
基盤" 第 31 回染色体ワークショップ 2013
年 11 月 
28. Tatsuo Fukagawa "Centromere 
specification and assembly in vertebrate 
cells" EMBO Workshop on Nucleosomes 
and chromosome structure (招待講演)(国際
学会) 2013 年 10 月 
29. Tatsuya Nishino, Tatsuo Fukagawa 
"Structure and function of the vertebrate 
kinetochore complex" 7th International 
Conference on Structural Genomics (国際学
会) 2013 年 7 月 
30. Tatsuya Nishino, Tatsuo Fukagawa 
"Structural basis of chromosome- 
microtubule attachment by CENP-T-W-S-X 
complex" 13th HFSP Awardees Meeting (国
際学会) 2013 年 7 月 
31. 深川竜郎 "高等動物におけるキネトコア
の集合機構/Kinetochore assembly pathway 
in vertebrate cells" 第 65 回日本細胞生物学
会大会 (招待講演) 2013 年 6 月 
32. 西野達哉，深川竜郎 "脊椎動物動原体因
子 CENP-T と微小管結合蛋白質 Ndc80 複合
体 Spc24-Spc25 の共結晶構造解析/Crystal 
structure of CENP-T/Scp24/Spc25 ternary 
complex involved in eukaryotic 
chromosome segregation" 第 13 回日本蛋白
質科学会年会 2013 年 6 月 
 
〔その他〕 
ホームページ等 
http://www.fbs.osaka-u.ac.jp/labs/fukagawa
/index_j.html 
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