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研究の目的と進め方

本研究課題はヒトおよびニワトリのM期染色体の染色

体蛋白質の同定を目的とする.1)ソーティングしたヒトお
よびニワトリの染色体蛋白質を2D-PAGEで解析する. 2)

種を問わず共通に存在する染色体蛋白質,逆に,種特異的

な染色体蛋白質を同定する. 3)特定染色体に特有な蛋白質

を同定する.4)量的に多い蛋白質のアミノ酸配列は気相シ
ーケンサで決定する. 5)クロマチン免疫沈降法で,構造変

化を生じた狭いクロマチン領域内で変動した蛋白質の同
定方法を確立する.

2001年度の研究の当初計画

(1)M期同調のためのノコダゾール処理の至適条件をヒト
GM130B細胞およびニワトリDT40細胞に合わせて設

定する.

(2)ヒト染色体のソーティング法は確立されているが,蛋

白質調製用のソーティングのためにシース液成分の濃
度変更などの条件検討を行う.

(3)ニワトリ染色体のソーティングに関する条件設定を行

う.多くのミクロ染色体を持つため,これらを有効に分

画するための条件検討を行う.
(4)ソーティング済のヒト第9～12,18,21番,X,Y染色体,

さらに他の染色体の蛋白質を2D-PAGEで解析する.ソ

ーティング済のニワトリの第1～8番染色体の蛋白質
を2D-PAGEで解析する.

(5)クロマチン免疫沈降法で,欠失DT40変異株のクロマチ

ン蛋白質の同定方法を碓立する.
2001年度の成果

(1)特定染色体の蛋白質に関しては,ヒトの第9～12, 18,

21番染色体およびニワトリのミクロ染色体などを解析

2D-PAGEパターン

した(図を参照).

(2)染色体蛋白質の2D-PAGE泳動パターンはヒトおよび

ニワトリの全蛋白質のパターンとは明らかに異なる.

(3)メジャー蛋白質の多くは種および染色体の種類を問わ

ず共通に存在する.

(4)ヒトに存在し,ニワトリに存在しない種特異的な蛋白

質が存在する.

(5)特定染色体に特有な蛋白質が存在する.

国内外での成果の位置づけ

超微量蛋白質のプロテオーム解析において,最も肝要な

ことはこれらのターゲット蛋白質を,いかに再現性良くか

つ効率的に分画し分取するかということであり,本課題は

このようなことを念頭こおいて行うところに特色がある.

クロマチン構造変化を介したゲノム機能発現制御機構の

研究は厖大であるが,この構造変化に係っている染色体蛋

白質を網羅的に同定する試みは最初である.また,厖大な

プロテオーム解析研究の中で,特定染色体の蛋白質をター

ゲットにしている唯一のものである.

達成できなかったこと,予想外の困難,その理由

(1)ニワトリは多くのミクロ染色体を有するため,これら

を有効に分画することにまだ成功していない.

(2)比較的量の多い10個のヒト染色体蛋白質のアミノ酸配

列決定を,気相シーケンサで直接およびBrCN分解後,

試みたが決定できなかった.

(3)クロマチン免疫沈降法については結果を得ることがで

きなかった.

今後の課題

(1)ヒト染色体蛋白質調製用の染色体ソーティングのため

に,シース液成分の濃度変更などの条件検討をさらに

行う.

(2)ニワトリ染色体蛋白質調製用の条件設定を行う.さら

に,ニワトリは多くのミクロ染色体を持つため,これら

を有効に分画するための条件検討を行う.

(3)ソーティング済のヒト第9～12, 18,21番,X,Y染色体

以外の染色体蛋白質およびニワトリの第1～8番染色

体蛋白質などを2D-PAGEで解析する.

(4)種を問わず共通に存在する染色体蛋白質および種特異

的な染色体蛋白質を同定する.さらに,特定染色体に特

有に存在する蛋白質を同定する.

(5)アミノ酸配列決定は質量分析法を用いて行う.
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