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研究成果の概要（和文）：動原体構築を制御する仕組みの解明を目的として、セントロメア領域に特異的なヒス
トン修飾を同定し、その役割について解析を行なった。網羅的なChIP-seq解析を行い、H4K20のモノメチル化修
飾(H4K20me1)がセントロメアに存在することを発見し、この修飾が機能的な動原体構築に必須であることを明ら
かにした。また、H4K5とH4K12のアセチル化修飾(H4K5ac, H4K12ac)が、クロマチンに導入される前のCENP-A-ヒ
ストンH4複合体に特異的に入ることを発見し、これら修飾がCENP-Aのセントロメア領域への正確な取り込み過程
に必須であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To understand the molecular mechanism of kinetochore assembly, we tried to 
identify centromere-specific histone modifications and examined their significance on the centromere
 function. We used ChIP-seq analysis to examine centromere-specific histone modifications at chicken
 centromeres, which lack highly repetitive sequences. We found that H4K20 monomethylation (H4K20me1)
 is enriched at centromeres. We conclude that H4K20me1 modification of CENP-A nucleosomes 
contributes to functional kinetochore assembly. We also found that H4K5 and H4K12 acetylation 
(H4K5ac, H4K12ac) primarily occur within the pre-nucleosomal CENP-A-H4 complex, before centromere 
deposition. Based on the genetic and biochemical analyses, we conclude that H4K5ac and H4K12ac 
facilitate efficient CENP-A deposition into centromeres.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： セントロメア　ヒストン修飾　エピジェネティックス
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１．研究開始当初の背景 
染色体分配に重要な働きを担う動原体は、複
数のタンパク質で構成された巨大な構造体
であり、染色体上のセントロメアと呼ばれる
ゲノム領域に形成される。セントロメア領域
は、DNA 一次配列によっては規定されていな
いが、連続した細胞分裂の過程を通じても、
その領域情報は維持されている。DNA 一次配
列によって規定されていないことから、その
領域のクロマチン内に存在するエピジェネ
ティックな情報が動原体の維持・継承に関与
していると考えられている。また、セントロ
メアのクロマチン領域には、セントロメアに
特異的なヒストン H3 のバリアントである
CENP-A が存在し、動原体の形成・維持に関わ
るエピジェネティックマーカーと考えられ
ている	(Chromosome	Res.,	2012)。しかしな
がら、CENP-A の存在のみでは機能的な動原体
は構築できず（J.	Cell	Sci.,	2001）、クロ
マチン領域の規定から機能的な動原体形成
に至る分子的なメカニズムについては不明
な点が多い。我々は、ニワトリ DT40 細胞を
用いた染色体工学的手法を活用して本来の
セントロメアを特定の染色体から除去後、代
わりにセントロメア関連タンパク質を異所
局在させることにより、人工動原体を誘導す
ることに成功した（J.	Cell	Biol.,	2013）。
この研究から、動原体タンパク質は微小管と
の結合に直接関与する因子群と特有なクロ
マチン構築に関与する因子群で構成されて
いることを明らかにした。また、この研究と
平行して、染色体工学技術を活用して DT40
細胞内で新規セントロメア（ネオセントロメ
ア）を実験的に誘導することにも成功し（Dev.	
Cell,	2013）、このネオセントロメアを保持
する細胞株を用いた実験から、セントロメア
領域に特有なヒストン修飾を複数見出した。
本研究では、ニワトリ DT40 細胞を用いた細
胞生化学的手法、遺伝子改変技術および染色
体工学技術を活用し、代表者らが新たに見い
だしたセントロメア領域に特有なヒストン
修飾が、どのように動原体の構築過程で機能
するかを明らかにする。本研究を行なうこと
で、動原体の構築過程におけるヒストン修飾
の役割や制御機構が明らかとなり、動原体構
築を制御する新規概念の発見が期待される。	
 
２．研究の目的 
遺伝情報は安定に次世代細胞へ維持・継承さ
れることが必須であり、その過程において動
原体は重要な役割を担う。動原体が形成され
るセントロメアのゲノム領域には、ヒストン
H3 のバリアントである CENP-A が存在し、セ
ントロメアに特異的なクロマチン領域を規
定していると考えられている。しかし、機能
的な動原体の形成に至る詳しい分子メカニ
ズムは、明らかになっていない点が多い。本
研究では、ニワトリ DT40 細胞を用いた細胞
生化学的手法、遺伝子改変技術および染色体
工学技術を活用し、セントロメアに特異的な

クロマチン構造の規定から機能的な動原体
形成に至る分子的なメカニズムの解明を目
指す。特に、代表者らが見いだしたセントロ
メア領域に特異的なヒストン修飾が、動原体
形成過程で機能するメカニズムの解明を目
的とする。	
 
３．研究の方法 
代表者らは、染色体工学技術を活用して細胞
内に実験的にネオセントロメア誘導するこ
とに成功し（Dev.	Cell,	2013）、この細胞株
を用いた実験によりセントロメア領域に特
有な複数のヒストン修飾を新たに見出した。
本研究では、動原体の構築過程でこれらヒス
トン修飾が機能するメカニズムやその意義
の解明を目指し、(1)	クロマチン免疫沈降と
次世代シーケンサーによる解析（ChIP-seq）
によるセントロメア特有なヒストン修飾の
詳細なプロファイルの解析、(2)細胞生化学
的方法によるセントロメア特有なヒストン
修飾の分子基盤の解析、(3)	遺伝学的手法に
よるセントロメア領域に特有なヒストン修
飾が導入される意義の解明、(4)	セントロメ
ア領域に特有なヒストン修飾を導入する因
子の同定、を中心に研究を行なった。	
	
４．研究成果	
ニワトリ DT40 細胞を用いて、反復配列を持
たないセントロメアおよび実験的に誘導し
たネオセントロメアを対象として、各種ヒス
トン修飾抗体を利用した網羅的な ChIP-seq
解析を行い、セントロメア領域に特有なヒス
トン修飾を複数見出した。これらヒストン修
飾がセントロメアクロマチン形成および動
原体構築の過程において重要な機能を担っ
ていることを明らかにした(Nature	Commun.,	
2016;	Dev	Cell,	2014)。また、これらヒス
トン修飾が導入されるメカニズムについて、
修飾を導入する酵素の同定および修飾酵素
の遺伝子破壊株を用いた遺伝学的な解析を
行った。これら知見は、将来的にヒストン
修飾を標的とした抗がん剤などの新規薬剤
開発研究への応用が期待される。 
	
（１）セントロメア領域に特異的な H4K20me1
修飾の同定と機能解析	
ニワトリ DT40 細胞を用いて、反復配列を持
たないセントロメアおよびネオセントロメ
アを対象として、各種ヒストン修飾抗体を利
用した網羅的 ChIP-seq 解析を行ない、セン
トロメア特異的なヒストン修飾「ヒストン H4
の 20 番目のリジン残基のモノメチル化
（H4K20me1）」を発見した。この H4K20me1 修
飾について、ChIP-seq プロファイルの比較解
析を行ったところ、セントロメア特異的なヒ
ストンである CENP-A とピークパターンが一
致する結果を得た。さらに、生化学的解析を
行った結果、細胞周期の G１期初期に CENP-A
がクロマチンに取り込まれた後、CENP-A ヌク
レオソーム内の H4K20 が速やかにモノメチル



化されることが明らかとなった。この
H4K20me1 修飾の役割を解析するため、
H4K20me1 修飾をセントロメア領域から特異
的に除去できる実験法を開発した。まず、
H4K20me1 修飾の脱メチル化酵素（PHF8)とセ
ントロメアタンパク質 CENP-U との融合タン
パク質を発現させ、セントロメア領域へ特異
的に局在させた。その結果、セントロメア領
域から特異的に H4K20me1 修飾を除去するこ
とに成功した。セントロメア領域から
H4K20me1 修飾を除去した細胞では、動原体を
構成するタンパク質である CENP-H および
CENP-T の局在が阻害され、機能的な動原体の
形成が進まず、染色体分配の異常が生じた。
これらの結果から、「H4K20me1 修飾は、セン
トロメア領域に取り込まれた後、機能的な動
原体を形成する分子スイッチとして機能す
る」というモデルを提出した(図 1、Dev.	Cell,	

2014）。この成果は国際的にも高く評価され、
掲載誌の表紙に選ばれた。また、Nature	
Rev.MCB 誌に Research	Highlights としても
取り上げられた。H4K20me1 修飾の導入に関与
が示唆されたモノメチル化修飾酵素(HMTx)
について、ニワトリ DT40 細胞を用いて条件
的遺伝子破壊株を樹立した。HMTx の遺伝子破
壊を行った結果、セントロメア領域の
H4K20me1 修飾が著しく減少したことから、
HMTx がセントロメア領域の H4K20me1 修飾を
導入する酵素であることが明らかとなった。
今後、セントロメア領域への H4K20me1 修飾
の導入メカニズムの解明に向け、HMTx とセン
トロメア関連タンパク質との相互作用を中
心に解析を進める計画である。	
	
（２）セントロメア領域に存在する H4K5ac
および H4K12ac 修飾の同定と機能解析	
(1)と同様に、ニワトリ DT40 細胞を用いた網
羅的 ChIP-seq 解析により、CENP-A ピークと

一致するセントロメアに特異的な２種のヒ
ストン修飾「ヒストン H4 の 5 番目、12 番目
のリジン残基のアセチル化（H4K5ac,	
H4K12ac）」を見出した。生化学的解析を行っ
た結果、これら修飾は、主にクロマチンへ取
り込まれる前のCENP-A-ヒストンH4複合体に
導入される修飾であることが明らかとなっ
た。その生物学的意義を明らかにすることを
目的に、遺伝学的および細胞生物学的解析を
行った。まず、ヒストン H4 の 5 番目、12 番
目のリジン残基にアルギニン変異を導入し、
アセチル化修飾を阻害する実験を行ったと
ころ、セントロメア領域への CENP-A の効率
的な取り込みが阻害された。さらに、これら
修飾を導入するアセチル化酵素複合体
(RbAp48-Hat1)を同定し、その構成因子
RbAp48 の遺伝子破壊を行ったところ、セント
ロメア領域への CENP-A の取り込みが阻害さ
れた。これら結果から、CENP-A-ヒストン H4
複合体に導入される H4K5ac,	H4K12ac 修飾は、
セントロメア領域への CENP-A の取り込み過
程に必須な修飾であると結論し、報告した
（図 2、Nature	Commun.,	2016)。	

今後、これら H4K5ac,	H4K12ac 修飾の構造基
盤の解明に向け、試験管内における相互作用
実験を中心に解析を進める計画である。	
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