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染色体工学を用いたセントロメアを中心とするゲノム構築原理の解
明
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〈研究の目的と進め方〉
ゲノム研究の急速な進展に伴い、多くの生物種の全ゲ

ノム情報が明らかにされてきている。ゲノム配列が解読
された後は、比較ゲノム学的視点から生物進化や発生シ
ステムのメカニズムを解明することに加えて、ゲノムそ
のものが構築される原理を解明することが重要となる。

我々は複雑なゲノム構築原理の内、ゲノム分配機構に
焦点を当て染色体工学的な手法を用いて、高等脊椎動物
のセントロメアの形成機構の解明を進めている。出芽酵
母を除く多くの真核生物のセントロメア領域には繰り返
しDNAが存在しているが、種間でその相同性は低い。一
方ゲノム配列の蓄積により、基本的なセントロメアタン
パク質は広範な種間で相同性を保持していることが明ら
かになってきた。「どのようにセントロメアが形成され機
能するのか？」の解明を本特定研究で目指した。我々は、
哺乳類細胞の数十から数百倍の頻度で相同組換えを起こ
すニワトリのDT40細胞の実験系を用いて、セントロメア
タンパク質の解析を行っている。本特定研究では、複数
のセントロメアタンパク質の系統的ノックアウトを行っ
た。また、プロテオミックスを用いた新規セントロメア
タンパク質の同定も目指した。さらに、セントロメア形
成におけるDNA配列の重要性を解析する目的で、セント
ロメアDNAおよびセンットロメアから転写される可能性
のあるRNAに関する研究をヒト-ニワトリハイブリッド細
胞を用いて行った。

高等動物で解析が遅れていたセントロメア形成機構に
関する研究を体系的に行う一連の研究は、ゲノム分配を
中心とするゲノム構築原理の理解を深めることにつなが
る。

〈研究開始時の研究計画〉
セントロメアは、DNAと複数のタンパク質から構成さ

れている。酵母の系を用いてのセントロメアの研究にお
いて、ある程度の理解が進んでいるが、高等動物の実験
系でセントロメアDNAとタンパク質を体系的に解析した
研究例は少ない。また、酵母のセントロメアタンパク質
の高等動物でのカウンターパートは、配列比較から容易
に見つからず、高等動物独自の解析系が必要である。
我々は、ニワトリのDT40細胞のシステムを用いた染色体
工学的手法によって、セントロメアDNAと複数のタンパ
ク質群の解析を体系的に進める。具体的に扱うタンパク
質や研究開始時における具体的な実験計画を以下に示す。

1) セントロメアタンパク質CENP-Cに関する研究として、
ERシステムを用いた条件変異株や、温度感受性変異
株を作成して、それらの表現型を解析する。

2) ショウジョウバエで染色体不安定性を引き起こす
ZW10の高等動物ホモログを同定して、ZW10ノックア
ウト細胞を作成してその表現型を解析する。また、
ZW10と相互作用する因子の解析もあわせて行う。

3) CENP-Hはマウスでセントロメアに局在するタンパク
質として同定されたが、その機能については不明であ

った。我々はTETシステムを応用してCENP-Hの条件
的ノックアウトDT40細胞株を作成する。さらに、そ
の表現型を詳細に解析して、セントロメア形成におけ
るCENP-Hの役割について理解を深める。

4) Mis6は分裂酵母で、CENP-Aのコネクター分子として
報告されていたが、高等脊椎動物でその相同遺伝子の
存在は知られていなかった。我々はニワトリの相同遺
伝子を同定して、その細胞内局在を解析する。また、
そのタンパク質がセントロメアへ局在する場合には、
上記3)のCENP-Hと同様に、条件的ノックアウトDT40
細胞株を作成する。さらに、その表現型を詳細に解析
して、セントロメア形成におけるこのタンパク質の役
割について理解を深める。

5) 上記のCENP-A, -C, -HおよびMis6 (CENP-I)は細胞周期
を通じてセントロメアに局在する構成的セントロメア
タンパク質である。これらの因子に加えて、細胞分裂
期に一過的にセントロメアへ局在するタンパク質も存
在して、これらのセントロメア形成における機能の解
析も重要な課題である。本特定研究では、一過的にセ
ントロメアへ局在するタンパク質であるNuf2および
Nuf2と結合する因子に注目してそれらの条件的ノック
アウト細胞の作成と表現型解析を行う。

6) セントロメア特異的ヒストンバリアントであるCENP-
Aの条件的ノックアウト細胞の作成と表現型の解析を
行う。特に、CENP-AとCENP-CやCENP-Hとの関連に
ついての解析を進める。

7) 上記のセントロメアタンパク質群の解析は、極めて重
要であるが、まだ配列未同定のセントロメアタンパク
質が存在することが予想される。したがって、M期染
色体の濃縮とプロテオミックスによる新規セントロメ
アタンパク質の同定および、同定分子についての機能
解析を行う予定である。

8) ヒト染色体や人工染色体を含むヒト-ニワトリハイブリ
ッド細胞を用いてセントロメアDNAの構造解析を行
う。具体的には、ヒトX染色体由来の小型化染色体を
作成して、そのセントロメア構造を解析する。また、
セントロメア構造がよく解析されているヒト21番染色
体を保有するハイブリッド細胞を作成する。このハイ
ブリッド細胞を活用してRNAiマシーナリ－に関わる
Dicerのノックアウト細胞を作成して「RNAiマシーナ
リーとセントロメア構築との関連」の解明を目指す。

〈研究期間の成果〉
1) CENP-Cに関する研究として、ERシステムを用いた条

件変異株を作成した。また、温度感受性変異株の作成
を試み、4種類の変異株の単離に成功した。温度感受
性変異株は34℃で通常に生育するが、43℃では温度移
行後24h以内に80%の細胞が死滅した。ERシステムを
用いた条件変異株変異株では、多くの細胞がM期で異
常を示した後死滅したが、間期に死滅する細胞も観察
された。温度感受性変異株では、M期の異常よりは
G1/S期で増殖を停止して死滅した。これは、CENP-C



－ 412－

はG1/SとM期で機能するが、温度感受性変異はG1/S
期特異的な変異であることを示唆している (Nucl.
Acid. Res., Fukagawa et al., 2001 ,登 録 番 号
0110311426)。

2) ZW10遺伝子はショウジョウバエで染色体不安定性を
引き起こす変異体の原因遺伝子として単離され、M期
にセントロメアに局在することが知られている。また、
変異体の姉妹染色分体は微小管の重合阻害剤であるコ
ルセミドの処理により分離してしまうことから、チェ
ックポイントタンパク質の可能性も示唆されている。
しかしながら、ショウジョウバエの変異体は蛹で致死
となるため、詳細な細胞遺伝学的な研究は遅れていた。
我々は、ZW10に対する抗体を作成してその細胞内局
在を明らかにした (Okamura et al., Gene, 2001, 登録番
号 0110311442)。また、テトラサイクリン(TET)の遺
伝子発現制御システムを応用してZW10の条件的ノッ
クアウト株を作成して、ZW10がチェックポイントタ
ンパク質であることを示唆するデータを得た。さらに
ZW10と相互作用するZW250のノックアウト株が作成
して、本株が紡錘体チェックポイントに関連すること
を見いだした。

3) 新規セントロメアタンパク質CENP-Hを同定し、構成
的なセントロメアタンパク質であることを示した。
CENP-Hの条件的ノックアウト株を作成し、表現型を
解析したところ、強い細胞分裂期遅延を起こした。さ
らに、CENP-HがCENP-Cのセントロメアの局在に必
須の働きを行っていることを明らかにした(EMBO J.,
Fukagawa et al., 2001, 登録番号 0110311416)。

4)  分裂酵母で、CENP-Aのコネクター分子として報告さ
れていたMis6の高等脊椎動物でその相同遺伝子の存在
を見いだした。抗体を作成して、その局在を調べた結
果、細胞周期を通じてセントロメアへ局在することが
明らかになった。そこで、本タンパク質をCENP-Iと
呼んだ。次に、CENP-I/Mis6の条件的ノックアウト細
胞を樹立して、ノックアウト細胞の詳細な表現型を解
析した。ノックアウト細胞はシビアな細胞分裂期遅延
を起こした。生細胞観察から、800分程度の遅延をお
こすことが判明した。また、CENP-Iのノックアウト
細胞では、CENP-Aのセントロメア局在が観察された
が、CENP-CおよびCENP-Hのセントロメア局在が失
われた(Dev. Cell, Nishihashi et al., 2002, 登録番号
0204151604)。以上のことから、CENP-Iは、セントロ
メア形成に本質的な働きを担うタンパク質であると結
論した。

5) 細胞分裂期に一過的にセントロメアへ局在するNuf2お
よびHec1をニワトリ細胞から同定した。次にNuf2お
よび、Nuf2と相互作用するセントロメアタンパク質
Hec1のノックアウト株を作成した。両ノックアウト細
胞株の表現系解析から、いずれの株も約450分の細胞
分裂遅延を起こした後死滅することが分かった。Nuf2
およびHec1の欠損した染色体のセントロメアには
CENP-C、-H、-Iが存在していた。一方CENP-Hや
CENP-Iのノックアウト株においてNuf2やHec1の量が
減少していた。また、Hec1は細胞周期チェックポイン
トタンパク質であるMad2と結合していることが分か
った。しかしながら、両ノックアウト細胞でBubR1の
局在異常は認められなかった。さらに、FRAP実験を
行いNuf2およびHec1は間期ではダイナミックな挙動
であるが、分裂期では非常に安定した構造をとること
が明らかになった。これらの結果は、Nuf2複合体は、
インナーセントロメアと安定した構造をとってチェッ

クポイントタンパク質が働く「場」を提供しているこ
とを示している (J. Cell Sci., Hori et al., 2003, 登録番号
0403051759; Mol. Cell. Biol., Mikami et al., 2005 未登
録)。

6) セントロメアの形成は、DNAの一次配列よりは、クロ
マチン構造が重要な働きを担うことが、示唆されてき
た。その中心的な役割を担うタンパク質がセントロメ
ア特異的ヒストン分子であるCENP-Aである。我々は、
複数種類のセントロメアタンパク質を研究してきた
が、CENP-Aとの関わりについての解析が遅れていた。
そこで、CENP-Aのニワトリホモログを同定してその
機能解析にも着手した (Gene, Regnier  et al., 2003, 登
録番号0403051820)。ニワトリでCENP-Aを同定後、
DT40 細胞を用いてCENP-Aの条件的ノックアウト細
胞を作成して、表現型解析を行なった。ノックアウト
細胞の解析の結果、細胞分裂時期のみならず、間期に
も異常が生じることが明らかになった。また、CENP-
A欠損細胞で、CENP-C, -H, -Iの局在異常が認められた。
CENP-Aのノックアウト細胞でBubR1というタンパク
質の局在が失われた。CENP-Aのノックアウト株では、
最初に紡錘体チェックポイント機構の活性化が起き
て、細胞周期がM期で遅延した後、分裂後期に入って
行くことから、CENP-Aはチェックポイントの「活性
化」より「維持」に影響を与えると結論した (Mol.
Cell. Biol., Regnier et al., 2005, 未登録)。

7) はじめに、Nuf2のかわりにNuf2-GFPを、Hec1のかわ
りにHec1-GFPを発現するDT40細胞を樹立した。これ
らの細胞から抗GFP抗体ビーズを用いた免疫沈降を行
い、Nuf2およびHec1と結合する複合体の精製を行っ
た。タンパク質複合体をSDS-PAGEで解析して得られ
たバンドをLC-MS/MSを用いたプロテオミクス解析す
ることによって未同定のセントロメアタンパク質を得
た。なお、LC-MS/MS解析は奈良先端大(現京都大学)
の小布施博士および神戸大の吉野博士との協力によっ
て成果が得られた。Spc24、Spc25に加えてKm23a, bと
呼ぶタンパク質を新しく得ることができた。Km23aお
よびbは、細胞分裂期にセントロメアへ局在すること
が明らかになった。
また、2004年度の後半から、CENP-HおよびCENP-Iと
結合するタンパク質群の精製を試みた。本特定領域の
研究期間の間には、これらタンパク質の同定や機能解
析には至らなかったが、継続してこの研究課題につい
ては、解析を続けており、今後の課題である。

8) ヒトX染色体からテロメア切断法を用いて小型染色体
を作成してDT40細胞へ移行させた。DT40細胞内で、
セントロメア領域の構造解析を細胞遺伝学的手法とパ
ルスフィールド電気泳動法を用いた分子生物学的手法
を併用して行った。それらの結果、CENP-Cおよび
CENP-Hタンパク質の結合する領域は長い繰り返し配
列のうち100kb以内の決まった場所に限定されること、
またその領域はDNAトポイソメレースIIの結合領域と
一致することが明らかになった (EMBO J., Spence et
al., 2002, 登録番号 0302151246)。
また、セントロメアDNAの一次構造がよく解析されて
いるヒト21番染色体を保持するDT40細胞を構築した。
このハイブリッド細胞を対象にして、RNAiマシーナ
リ－に関与するDicer遺伝子の条件的ノックアウト細
胞を樹立した。Dicerの発現が失われた細胞で、ヒト
21番染色体のセントロメア領域からのRNA転写が確認
できた。また、ゆるやかな細胞分裂遅延が観察された。
CENP-AやCENP-Cといった構成的セントロメアタンパ
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ク質の異常は観察されなかったが、へテロクロマチン
タンパク質の異常な局在が見いだされた。高等動物に
おいて、RNAiマシーナリーがヘテロクロマチン構築
に関わっていることが示唆された (Nature Cell Biol.,
Fukagawa et al., 2004, 未登録) 。

上記1)から8)の研究を通じて、現時点でのセントロメ
ア形成におけるモデルを以下の総説のなかで提出するこ
とができた (Exp. Cell Res., Fukagawa、2004, 登録番号
0601251018; Chromosome Res. Fukagawa, 2004、登録番
号0601251022)。まだ、解析が終了していない複数のセン
トロメアタンパク質があるが、研究の方向性としては正
しく、後5年の研究で高等動物のセントロメア形成に関し
ての理解が深まると予想される。我々の研究は、この分
野の理解に一定の貢献をしたと自己評価できる。

図　セントロメアを構成するタンパク質群。各複合体に
複数のタンパク質が含まれていると思われる。セントロ
メア形成機構の理解にはこれらの因子のノックアウト解
析と未知のタンパク質の同定が必須である。

〈国内外での成果の位置づけ〉
セントロメアの形成機構を理解するために、これまで

酵母を用いた研究が広く行われてきた。数年前から、米
国のKarpenらがハエを対象にした遺伝学解析から、ドイ
ツのHymanらが線虫の大規模なRNAi実験から新しいセン
トロメアタンパク質の同定を目指している。高等動物で
は、1997年に我々のグループがセントロメアと人工染色
体の研究にDT40細胞を適用して以来、英国のEarnshaw
らを含む国内外の複数のグループがDT40細胞を用いたセ
ントロメア研究に着手している。オーストラリアのChoo
のグループが、マウスノックアウト法でいくつかのセン
トロメアタンパク質を解析しているが、胚性致死となる
ケースが多く、解析が深まっていない。我々はDT40細胞
を用いての研究で着実に成果をあげてきており、世界を
リードできる立場におり、一連の研究は濃き内外から高
く評価されており、その研究成果によって、国際染色体
学会をはじめとする複数の国内外の学会から招待講演を
依頼された。最近、ヒト培養細胞を対象としてRNAi実験
が広く行われるようになり、セントロメア形成の理解に
も適用されつつある。しかしながら、ノックアウトを中
心とする遺伝学実験は変異株を作成した後、さまざまな
応用が考えられRNAi法と比較して有利な点が数多くあ
る。特に、人工染色体とDT40細胞を用いた「RNAiマシ
ーナリーとセントロメア構築の関連解明」には遺伝子ノ

ックアウト法と人工染色体を駆使する我々の実験系が最
適である。現実に、2004年に上記成果の8)をNature Cell
Biol,誌へ論文発表したところ、この実験系のユニークさ
が、Nature Cell Biol,誌のNews &Viewsで大きく紹介され
た。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
5年間、公募班員という立場で本特定領域に参加して、

毎年目標を定めてきた。年ごとに振り返ると達成できな
かった課題は少しずつある。例えば、CENP-Aはヒスト
ン様のタンパク質であるため、安定な構造をとっており、
ノックアウトしてから特徴ある表現型が観察されるまで
時間がかかる。そのため、表現型の解釈に様々な可能性
が考えられ、多くの実験が必要であり解析が遅れた。そ
こで予定していた期間で研究が終わらなかったが、どう
にか数年越しの研究で論文発表へこぎつけた。また、
ZW10のノックアウト解析は一定の実験が終了したが、
まだ解釈のできない表現型がでているため、現在でも論
文発表へ至っていない。この課題に関しては、更なる実
験が必要である。

プロテオミクス実験に関しても、当初ニワトリのゲノ
ム解析が遅れていたため、ペプチドの同定に遅れをとっ
たが、本特定領域が進行している最中に欧州と日本の共
同グループからニワトリの全ゲノム配列が発表されたの
を機に爆発的に新規セントロメアタンパク質を同定する
ことができた。しかし、本特定領域が終了する2005年3月
までにその機能解析へは至らなかった。しかしながら、
大変重要な計画であり継続してこの計画は続けている。
この特定領域終了後にも、プロテオミクスにより複数の
タンパク質が同定でき、それらの機能解析が進むことが
期待される。

〈今後の課題〉
我々のこれに関連する研究のゴールは、セントロメア

形成機構を分子レベルで理解することにある。これまで
の特定領域研究によって、我々のとっている研究手法す
なわち「ニワトリDT40細胞やハイブリッド細胞を活用し
て、高等脊椎動物のセントロメア形成機構を解析する」
という手法が有効であることが明らかになった。しかし
ながら、これまで解析したセントロメアタンパク質は10

種類程度である。2003年に発表された出芽酵母のセント
ロメアに関する論文によると、出芽酵母のセントロメア
構成タンパク質は、60種類程度存在する。高等脊椎動物
のセントロメア構成タンパク質も構造の複雑さから判断
すると60種類以上は存在すると予想される。現実に、本
特定領域終了後に我々が行ったプロテオミクス解析でも
10種類以上のセントロメアタンパク質が見いだされてい
る。また、我々が同定したものと異なるタンパク質複合
体の精製を、アメリカのグループ、名古屋大学のグルー
プおよび京都大学のグループが行い、10種類以上のセン
トロメアタンパク質を同定している。我々は、本特定領
域終了後も、自身で同定したタンパク質、および他のグ
ループが同定したタンパク質問わずにDT40細胞を用いて
系統的なノックアウト解析を進めている。これらの成果
を総合的に判断してセントロメア形成の理解を深めるこ
とが今後の大きな課題である。また、プロテオミクス実
験を繰り返して、更なるタンパク質同定も極めて重要な
課題である。

我々は、ヒト染色体を保有するDT40細胞を用いて
Dicerのノックアウト細胞の樹立に成功した。セントロメ
アの形成機構の理解に本細胞を用いたが、この細胞の用
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途はそれにとどまらない。RNAiマシーナリーとマイクロ
RNAとの関連などをゲノム規模で解析することは、大変
興味深い。例えば、ヒト21番染色体を網羅するゲノムタ
イリングアレイを駆使することによって、RNAマシーナ
リーと関連するRNA分子の同定が可能になると思われ
る。今後の課題として大変興味深い。
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