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３ 研究の狙い： 

  生物が生命を維持するためには、全ゲノム情報を包括する構造体である染色体は安定に保

持・増殖されなければならない。正常な細胞では、ほぼ決まった時間周期で染色体の複製と分配

が正確に行われる。染色体の複製・分配といった基本的な生体反応に狂いが生じると染色体の

異数化、がん化など細胞に対する悪影響が生じる。したがって、染色体複製や分配機構を解明す

ることは、複雑な細胞システムを理解するために不可欠である。細胞周期の S 期で複製された染

色体は、M 期では両極から伸びた紡錘体に捕えられ、娘細胞へと分配される。この際、紡錘体が

結合する染色体の特殊構造はセントロメアと呼ばれている。染色体分配の制御機構を解明するた

めには、セントロメアに関する研究は極めて重要であり、本研究では、セントロメアの形成機構を

明らかにすることを目的とした。具体的には、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、以下の 3 課題に取り組んだ。1) DT40 細胞を用

いたセントロメアタンパク質の系統的ノックアウト解析 ― 本計画は、さきがけ研究を始める以前

から継続的に行ってきた研究である。さきがけ研究においても、各種セントロメアタンパク質のノッ

クアウト解析と表現型解析を通じてセントロメアの形成機構についての知見を得ることを目指した。

また、下記の 2)の計画で得られた新規タンパク質のノックアウト解析も行った。2) プロテオミクス

および DNA データベースを用いた新規セントロメアタンパク質の同定とその機能解析 ― いくつ

かのセントロメアタンパク質にタグを融合させたタンパク質を発現させて、免疫沈降を行うことで、

セントロメアタンパク質複合体を得ることを目指した。新規のセントロメアタンパク質が同定できれ

ば、1)の計画にあるように、そのタンパク質のノックアウト解析を通じて、セントロメア機能に関して

新しい制御機構を明らかにできると考えられる。3) RNAi マシーナリーとセントロメア形成との関連

解明 ― 我々は、以前よりヒト染色体をニワトリ細胞へ移行させる技術を確立していた。その手法

を用いて分子レベルの詳細な構造が明らかになったヒト染色体由来の人工染色体を保持する

DT40 細胞を複数種類樹立している。このうち、ヒト 21 番染色体を保持する DT40 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て、Dicer の発現

が失われた細胞で、ヒト人工染色体のセントロメア領域からの RNA 転写やセントロメア形成の関

わる影響を解析することを目指した。 

 

４ 研究成果： 

(1) DT40 細胞を用いたセントロメアタンパク質の系統的ノックアウト解析 

さきがけ研究において、我々がノックアウトしたセントロメアタンパク質は、CENP-A、CENP-I、

Nuf2、NDC80 (Hec1)と下記の 2)の計画で同定した新規セントロメアタンパク質群である。CENP-A

の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、明らかな分配異常が観察された。また、CENP-A 欠損細胞で、CENP-C, -H, -I の

局在異常が認められた (論文投稿中)。Nuf2 および Hec1 のノックアウト細胞は、約 450 分の細胞

分裂の遅延が起きた後、次の細胞周期に進行することなく死滅した。Nuf2 の欠損した染色体のセ

ントロメアにも CENP-C や CENP-H は存在していた。また、Nuf2 が Mad2 と直接結合することが明

らかになったが、ノックアウト細胞で BubR1 の局在異常は認められなかった。Nuf2 および Hec1 の
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欠損細胞における細胞分裂遅延は、チェックポイント依存的であるため、BubR1 の活性化がその

要因の一つであると考えられた。さらに、京都大学の木村博士の協力を得て、FRAP 実験を行い

Nuf2 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 (J. Cell Sci., 2003)。CENP-I は、分裂酵母の Mis6 ホモログとして我々が同定、命名し

たタンパク質である。ノックアウト解析から、CENP-I は、CENP-H と協調して CENP-C の局在の関

わることが明らかになった。また、分裂酵母の Mis6 とは異なり、CENP-A の局在には影響を与え

なかった (Dev. Cell, 2002)。なお、これまでのノックアウト解析の結果をまとめて、国際雑誌の総説

に、現時点のセントロメア形成に関するモデルを発表した (Exp. Cell Res., 2004; Mol. Cell. Biol., 

2005)。 

 

(2) プロテオミクスおよび DNA データベースを用いた新規セントロメアタンパク質の同定とその機

能解析 

Nuf2-GFP および Hec1-GFP が発現している細胞からシュクロース密度勾配遠心法と免疫沈降

実験から、複合体を形成すると予想される複数のバンドが得られた。コアの複合体は 4.3S の沈降

度であった。LC-MS/MS の質量分析システムを用いてペプチドの配列情報を得た。Km23 と呼ぶ

新規タンパク質が得られた。km23 と呼ぶタンパク質がセントロメアに局在することを明らかにした。

さらに、Km23 と配列の良く似たもう一つの遺伝子が存在することが分かった。最近、両遺伝子の

ダブルノックアウト細胞が樹立でき、表現型の解析を開始している。また、CENP-H-GFP および

CENP-I-GFP 発現する細胞を用いてプロテオミクス解析を行い、5 種類の新規セントロメアタンパ

ク質を同定できた。CENP-H ノックアウト細胞において、それら新規タンパク質のセントロメア局在

は失われた (論文準備中)。 

 

(3) RNAi マシーナリーとセントロメア形成との関連解明 

我々は、ヒト染色体由来の人工染色体をニワトリ細胞へ移行する技術を確立して各種ヒト染色

体を保持する DT40 細胞を樹立している (EMBO J., 2002)。そのうちヒト 21 番染色体を保持する

DT40 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は、DT40 細胞に保持されたヒト染色体の反復配列から

の転写が確認された。表現型を解析した結果、Dicer の発現が失われた細胞では、姉妹染色分体

の接着に異常が起こることが判明した。また、ヘテロクロマチンタンパク質 HP1 が過剰発現してそ

の局在が変化していた。CENP-A や-C などのセントロメアタンパク質に異常は起きていなかった。

これらの結果は、高等脊椎動物においても、RNAi マシーナリーがヘテロクロマチンの形成に関わ

っていることを示唆している (Nature Cell Biol., 2004)。 

 

５ 自己評価： 

ゲノムの一次配列が決定されたポストゲノム時代には、ゲノム情報そのものが如何にして次世

代細胞へ伝えられるかを研究することが極めて重要になると考えられる。そこで、我々はゲノム分

配機構の視点から高等動物のセントロメア形成機構の研究に取り組んだ。はじめに、逆遺伝学的

手法を用いてセントロメアに局在する複数のセントロメアタンパク質のノックアウト細胞のコレクショ

ンを作ることを試みた。一見、単純な研究のように見えるが、高等動物のセントロメアを理解する

ためには欠かせないステップであり、ノックアウト細胞という研究材料は関連研究者によって共有

できる財産になる。さきがけ研究を開始する前から取り組んでいた計画であるが、さきがけ研究の

間にも着実な成果を挙げたと評価できる。さらに、プロテオミクスの手法で新規セントロメアタンパ

ク質の同定も試みた。研究開始当初は、ニワトリゲノムの配列が未決定であったこととタンパク質

の精製技術が未熟であったため進行が遅れた。しかしながら、2004 年に入り技術の向上とニワト

リのゲノム配列が大量に決定されたことに伴い、複数種類の新規セントロメアタンパク質を同定で

きた。これらの機能解析は大変興味深く今後、力をいれて解析を急ぐ予定である。最後に、ヒト染
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色体を保有するニワトリ細胞を用いて RNAi マシーナリーと染色体分配の関係を解析した。分裂酵

母を対象として RNAi マシーナリーとセントロメアヘテロクロマチンとの関連は指摘されていたが、

技術的な困難さから高等動物の実験系では研究が遅れていた。それを、我々独自の系で解析で

きた点は、大きな収穫であったと考えている。プロジェクト全体としては、複数の計画を同時進行で

進めることを試みた。これはポスドク参加型のプロジェクトではじめて可能になる試みであり、多く

に点を学んだ。個々の解析での反省点は多々あるが、全体的には、グループ研究という利点を用

いての研究推進により、個人研究以上の成果は挙げたと信じている。 

 

６ 研究総括の見解： 

セントロメアを中心とする視座からの挑戦であり、ポストゲノム期に入った現在、本研究領域で

の競争は激しくなりつつある。その中で、着実に成果を上げてきたことを評価したい。今後の展開

に注目している。 
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