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研究成果の概要（和文）：コヒーシンによる姉妹染色体接着は正確な染色体分配と二重鎖切断修復に重要であ
る。しかし、染色体接着がDNA複製と協調して起こるしくみや、コヒーシンが二重鎖切断修復に機能するしくみ
はよくわかっていなかった。本研究では、これらの反応の理解を目的に、ツメガエル卵抽出液、および精製タン
パク質を用いた試験管内解析を行い、染色体接着の中心因子であるコヒーシンアセチル基転移酵素XEco2と複数
のDNA複製因子との機能関係を明らかにした。さらに、DNA複製後、片方の姉妹鎖に二重鎖切断を導入する実験系
を構築し、コヒーシンの修復への関与を解析した。本研究から、染色体接着とDNA複製の新たな接点が明らかに
なった。

研究成果の概要（英文）：Sister-chromatid cohesion, mediated by the cohesin complex, facilitates 
precise segregation of sister chromosomes at M-phase and promotes repair of DNA double-strand breaks
 (DSBs). However, how cohesin promotes those reactions has not been clearly understood. Using 
Xenopus egg extracts and biochemical reconstitution with purified proteins as model systems, we 
revealed functional relationship between XEco2 cohesin acetyltransferase, a key enzyme in the 
cohesion establishment reaction, and multiple replication proteins. We also constructed in vitro 
model systems for post-replicative DSB repair, and analyzed involvement of cohesin in the repair 
reaction. This study clarified novel functional interaction between sister-chromatid cohesion and 
DNA replication.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
(1)DNA 複製により生じた姉妹染色体は、複製
に伴ってコヒーシン複合体により接着される。
染色体接着は二つの重要な反応のために必須
である。まず染色体接着は M 期での姉妹染色
体の同定と正確な分配に必要である。次に染
色体接着は姉妹染色体間の相同組換えによる
DNA 二重鎖切断損傷修復を促進する。	
	 コヒーシンはリング型複合体であり、DNA鎖
を取り囲んで DNA と相互作用する。しかし、
研究開始当時コヒーシンが姉妹の DNA 鎖を結
びつける分子機構は明らかになっておらず、
一つのリングが二本の DNA 鎖を束ねるモデル、
一つのリングは一本の DNA 鎖と相互作用し、
コヒーシン間の相互作用が接着に必要である
とするモデルなどが提唱されていた[1]。	 	
	
(2)コヒーシンにより姉妹染色体が接着され
るには、少なくとも３つの反応が必須である
（図１）。まず、コヒーシンは Scc2-Scc4 複合
体により DNA 複製の前に染色体に乗せられる。
次に、コヒーシンアセチル基転移酵素（CoAT:
ツメガエルでは XEco2）により、コヒーシン
Smc3 サブユニットがアセチル化される。この
ステップは、酵母では DNA 複製時に起こると
考えられている。最後に、コヒーシンは DNA 複
製反応と協調して姉妹染色体を結びつける。
脊椎動物では染色体接着の成立過程に
sororin タンパク質が機能する。		

	
図１：染色体接着反応の模式図	
	
(3)コヒーシンは二重鎖切断（DSB）損傷の修
復にも必要である[2]。興味深いことに、これ
は単に「コヒーシンによる姉妹鎖の近接保持
が相同組換えに必要であるため」に留まらな
いことが示唆されていた。たとえば、DSB が起
こると、DSB 部位へのコヒーシン結合と、新た
な姉妹染色体接着成立反応が誘発される。こ
のとき、CoAT は二重鎖切断に応答して活性化
され、Smc3 ではなく他のサブユニットをアセ
チル化することが示唆されている。さらに、
コヒーシンはチェックポイントキナーゼ ATM
によりリン酸化され、このリン酸化はチェッ
クポイント活性化と DNA 修復に必須である。

加えてコヒーシン分子の切断による分解も修
復に必要である。	
	
(4)一方で、これらの反応の主要部分について
は、当時よくわかっていない点が数多く残さ
れていた。たとえば、Scc2-Scc4 がどのような
機構でコヒーシンを染色体に結合させ、CoAT
によるコヒーシンのアセチル化はどのような
機能を果たすのか、そして、コヒーシンはど
のような機構で姉妹染色体を結びつけるのか
といった染色体接着の根本的な問題は、当時
ほとんど理解されていなかった。さらに、コ
ヒーシンが二重鎖切断修復に機能するメカニ
ズムについてもよくわかっていなかった。	
	
２．研究の目的	
(1)これらの背景を踏まえ、本研究ではコヒー
シンが染色体接着、DNA 二重鎖切断損傷に機
能する分子メカニズムを、ツメガエル卵抽出
液を用いた試験管内再現系、および精製タン
パク質を用いた再構成系によって解明するこ
とを目指した。	
	
(2)具体的には、まず Scc2-Scc4 コヒーシンロ
ーダー複合体によるコヒーシンローディング
反応の理解を目標とした。次に、DNA 複製と協
調した姉妹染色体接着反応のメカニズムの解
明、特に CoAT がどのタイミングで、どのよう
な機能を果たすのかを解明することを目指し
た。最後に、コヒーシンが DNA 二重鎖切断損
傷修復に果たす役割の解明を目指した。	
	
３．研究の方法	
(1)ツメガエル卵の核質抽出液（NPE）は間期
核内環境を試験管内で再現し、DNA 複製や染
色体接着を効率よく引き起こす。NPE は任意
の DNA 基質を試験管内で複製・接着させるこ
とのできる唯一の実験系である。本研究では、
NPE を用いて DNA 基質を試験管内で複製させ、
DNA 複製と協調した姉妹染色体接着反応、あ
るいは DNA 複製後に起こる DNA 二重鎖切断損
傷の修復反応を解析した。ツメガエル卵抽出
液（NPE）の作成は、既に発表済みの、標準的
な方法を用いた。	
	
(2)	DNA 基質は、M13 ヘルパーファージを用い
て作成した一本鎖環状プラスミドをもとに、
相補鎖を試験管内合成することで作成した。
必要に応じ、プライマーDNA に化学修飾やミ
スマッチ塩基を導入することで、塩基特異的
な化学修飾の導入、あるいは特異的なミスマ
ッチ塩基対の導入を行った。	
	
(3)組換えタンパク質の発現、精製には、大腸
菌もしくはバキュロバイラス発現系を用いた。
バキュロバイラスのホスト細胞としては Sf9
細胞を利用した。タンパク質は、一般的なク
ロマトグラフィー担体を組み合わせ、中圧ク
ロマトグラフィー装置を用いて精製した。	
 



４．研究成果	
(1)Scc2-Scc4によるコヒーシンローディング
反応の試験管内再構成	
①本研究者らの過去の解析から、少なくとも
ツメガエルにおいては Scc2-Scc4 コヒーシン
ローダータンパク質は Cdc7-Drf1 タンパク質
リン酸化酵素と安定な複合体を作ることがわ
かっていた[3]。Cdc7-Drf1 は複製開始複合体
に依存して DNA 上に結合することから、Cdc7-
Drf1 が仲介役となって Scc2-Scc4 を染色体に
ロードし、さらに Scc2-Scc4 がコヒーシンを
ロードするという反応経路が予想された。こ
の仮説を検証するため、Cdc7-Drf1、Scc2-Scc4、
およびコヒーシンの精製と、試験管内でのコ
ヒーシンローディング再構成を試みた。	
②本研究者らは、2012 年までに Scc2 の N 末
端 100 アミノ酸と Scc4 の全長が安定な複合
体を形成し、これが Cdc7-Drf1 との相互作用
能を有することを見いだしていた。そこでこ
の断片と Scc4 の複合体を精製し、Cdc7-Drf1
との機能的な相互作用を検証した。Cdc7-Drf1
のリン酸化酵素活性は Scc2-Scc4 ローディン
グに必要であることがわかっていたため、
Scc2-Scc4 が Cdc7-Drf1 のリン酸化基質であ
る可能性が想定された。試験管内リン酸化ア
ッセイによってこの可能性を検証したところ、
Scc4 が Cdc7-Drf1 存在化でリン酸化を受ける
ことが示唆された。リン酸化サイトの特定と、
変異体の作成、それによるリン酸化の機能解
析が今後の課題である。	
③コヒーシンローディングの試験管内再構成
のため、組換えコヒーシンを作成した。コヒ
ーシンは、Smc1、Smc3、Rad21 の 3 サブユニッ
トによるコアリング構造に、SA-1 あるいは
SA-2サブユニットがアクセサリーとして結合
した構造を取る。本研究ではこれら全てのサ
ブユニットについて発現、精製系を確立し、
Smc1–Smc3–Rad21からなる3–subunit	cohesin、
およびこれにSA-1もしくはSA-2が加わった、
二種類の 4–subunit	cohesin を精製した。SA-
1 を含む 4-subunit	 cohesin については、コ
ヒーシンを除去した卵抽出液中で染色体に結
合すること、および sororin タンパク質のロ
ーディングを回復できることを確認した。	
④Scc2 は 3000 アミノ酸を越える巨大タンパ
ク質である。本研究者らは、本研究以前にScc2
の全長をクローニングしたバキュロウイルス
を作成していた。これを用いてツメガエル
Scc2-Scc4 複合体の精製を試みたが、Scc2 は
非常に分解を受けやすく、十分な量のタンパ
ク質を精製することはできなかった。これに
ついては発現系の変更など今後の対策が必要
である。	
	
(2)DNA複製と協調した姉妹染色体接着反応の
試験管内モデル化と解析	
①本研究計画の開始時点までに、本研究者ら
はツメガエル卵抽出液中で主に機能するCoAT
は XEco2 であること、XEco2 は DNA 複製開始
複合体（pre-replicative	complex;	pre-RC）

に依存して染色体にロードされることを明ら
かにしていた[4]。一方で出芽酵母 CoAT は複
製伸長に関わる重要因子である PCNA と相互
作用することがわかっていた[5]。	
②CoAT が DNA 複製のどの時点で機能するかを
解明するため、XEco2の様々な変異体を作成し
た。XEco2 は N 末端側にクロマチン結合ドメ
イン、C末端側に酵素活性部位を持つ。そこで
N 末端領域と C 末端領域の間に TEV プロテア
ーゼサイトを組み込み、TEV プロテアーゼに
よって XEco2 の二つのドメインを切り離せる
実験系を構築した。これを用いて XEco2 をコ
ンディショナルに不活化したところ、XEco2は
DNA 複製前に Smc3 をアセチル化するにもかか
わらず、sororin が染色体に結合するには、
DNA 複製開始後にも XEco2 の活性が要求され
ることがわかった。sororinの染色体結合は、
コヒーシンの姉妹染色体接着活性と直結して
いると考えられている。したがってこの結果
は、XEco2 が DNA 複製中に Smc3、あるいは別
の基質をアセチル化することによって、コヒ
ーシンへの sororin 結合が可能となることを
示唆する。	
③このときの基質を解明するため、アセチル
CoA のアルキン化アナログを用い、XEco2 基質
の網羅的な標識を試みた。アルキン化アナロ
グの検出には、銅を触媒としたクリック反応
による蛍光色素付加を利用した。この方法に
よって、XEco2 に依存した Smc3 のアルキン化
アセチル CoA アナログ修飾が検出できたため、
本手法の有効性は確認できた。しかしながら、
Smc3 以外に XEco2 に依存した修飾は確認でき
なかった。この結果は、Smc3 が XEco2 の主た
るアセチル化標的であることを示すが、他の
標的のアセチル化の有無については今後の解
析が必要である。	
④sororin の染色体結合には、XEco2 の機能が
DNA 複製中に要求されるという、②で示した
実験結果は、XEco2が複製開始因子に加えて複
製伸長因子とも相互作用する可能性を示唆す
る。明らかな候補は PCNA である。そこで PCNA
のさまざまな変異体を作成し、sororinのロー
ディングに対する影響を調べた。PCNA は複製
必須因子であり、これと対応して多くの変異
体は DNA 複製に欠損を示した。ところが一つ
の変異体については、DNA 複製のキネティク
スへの影響は観察されないにもかかわらず、
sororinの染色体結合が著しく減少していた。
この結果は、PCNA が DNA 複製の促進以外の何
らかの経路で sororin	 loading に関わってい
ることを示す。	
⑤以上の結果は、XEco2 が PCNA と共に機能す
る事で sororin	 loading を促進する可能性を
強く疑わせる。そこで、XEco2 と PCNA の相互
作用を検討した。方法として、精製タンパク
質を用いたプルダウン法、および表面プラズ
モン共鳴を用いた相互作用解析を用いた。し
かしながら予想に反し、XEco2 と PCNA の物理
的相互作用はこれらの方法では確認できなか
った。表面プラズモン共鳴からは、二つの因



子の相互作用の KDは数μM 以上であることが
推定され、二つの因子の細胞内濃度を考慮す
ると、単独因子間の直接の機能的相互作用の
可能性は疑わしい。しかしながら、間接的な
相互作用は否定されないし、タンパク質の修
飾などによる相互作用の制御も否定されない。
この点については今後のさらなる検討が必要
である。	
⑥では、XEco2 はどのような機構によって DNA
複製と協調して機能するのだろうか。XEco2は
pre-RC に依存して染色体に結合するので、
pre-RC の構成因子と XEco2 の直接の相互作用
が疑われた。この可能性を酵母 2-hybrid 法に
より検討したところ、予想通り pre-RC の主要
な構成因子である Mcm2-7 複合体のサブユニ
ットと XEco2 の相互作用が見られた。Mcm2-7
は複製開始時に Cdc45、GINS と相互作用して
CMG ヘリカーゼとなる。面白いことに、XEco2
と CMG の特異的サブユニットとの相互作用も
観察され、XEco2がヘリカーゼと直接結合して
複製フォークに局在する可能性が示唆された。
Mcm サブユニットと XEco2 の相互作用に必要
な領域は XEco2 の染色体結合に必要な領域な
ので、この反応が XEco2 の機能を DNA 複製と
結びつける鍵かもしれない。	
	
(3)DNA二重鎖切断損傷に応答するコヒーシン
の動作と機能	
①主に出芽酵母での解析から、コヒーシンが
二重鎖切断損傷修復に機能する事が示されて
おり、高等動物でもこれが保存されているこ
とを示す証拠が報告されている。コヒーシン
は S 期以降に姉妹 DNA 鎖を結びつけるため、
コヒーシンの関与する二重鎖切断修復は、S期
から G2 期にかけて起こる、姉妹 DNA 鎖の片側
に発生する二重鎖切断の修復であると予想さ
れる。		
②ポスト DNA 複製時の二重鎖切断損傷をモデ
ル化するには、複製後の姉妹 DNA 鎖を何らか
の方法で区別する必要がある。この目的のた
め、一塩基ミスマッチを持つプラスミド DNA
を作成した。DNA 複製は鋳型鎖に対して相補
鎖を合成する反応であるため、一塩基ミスマ
ッチを持つプラスミドを複製すると、一塩基
対の違いを持つ二つの娘 DNA が生じる。この
とき、一塩基の違いがそれぞれ異なる制限酵
素サイトとなるように設計することで、二つ
の娘 DNA を酵素的に区別することが可能とな
る。さらに、片方の娘 DNA に対して選択的に
二重鎖切断を導入することも可能となる。	
③このような基質を作成し、NPE を用いて反
応させたところ、予想通り二種の娘 DNA が形
成され、そのうちの一方に選択的に二重鎖切
断を導入することにも成功した。このときの
修復経路として相同組換えが使われている痕
跡は発見できず、非相同末端結合が主である
と推測された。一方意外なことに、コヒーシ
ンを系から除去した場合においても、導入し
た DNA 二重鎖切断損傷の修復効率、および修
復経路に明らかな違いは見られなかった。	

④プラスミド基質は数 kb 程度と小さいため
に相同組換えが効率よく起こらない可能性を
考え、精子核染色体を基質に、ニッキング制
限酵素の存在下で DNA 複製を行わせた。DNA 複
製フォークがニック部位を通過すると、二つ
の娘 DNA のうち、ニック鎖を鋳型とする一方
のみに二重鎖切断が生じるはずである。予想
通り、ニッキング酵素の存在下では、複製に
依存して一本鎖結合タンパク質 RPA、相同組
換え因子 Rad51 の染色体上への蓄積が観察さ
れ、複製依存的な二重鎖切断の形成が示唆さ
れた。このときコヒーシンを卵抽出液から除
去すると、RPA の蓄積が亢進することがわか
った。この結果は、コヒーシンが DNA 複製中
に生じる二重鎖切断損傷への応答に関与する
可能性を示唆する。	
	
(4)本研究からの派生研究	
DNA の相同性を利用した二重鎖切断修復経路
には、Rad51に依存した相同組換え経路のほか
に、Rad52に依存した一本鎖アニーリング経路
も存在する。複製後に娘鎖の一方にのみ二重
鎖切断を導入した場合、Rad51依存の相同組換
えは観察できなかったが、その他の相同組換
え経路については検討していなかった。そこ
で切断部位の両側に相同領域を持たせ、一本
鎖アニーリングによる修復が可能となる基質
を作成した。この基質を使って、まず DNA 複
製を介さずに二重鎖切断を導入したところ、
一本鎖アニーリングによる修復が効率よく起
こることが確認された。先行研究から NPE が
一本鎖アニーリングを引き起こすことは知ら
れていたが[6]、本研究で観察された一本鎖ア
ニーリング反応は先行研究よりもはるかに効
率よく起こっており、相同性依存的な組換え
モデル系として有用であると予想された。現
在、複製後に一本鎖アニーリングを誘発する
実験系を構築し、DNA 複製後に起こる一本鎖
アニーリングにコヒーシンが果たす役割につ
いて検討中である。	
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