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遺伝情報を担う染色体は複製された後に娘細胞へと均等に分配される。この過

程が繰り返されることで同一の遺伝情報をもつ細胞が増殖する。染色体の不均等

な分配は、細胞死あるいは細胞のがん化の原因となり得るため、染色体が均等に

分配されるメカニズムを解明することは生物学的にも医学的にも重要な意味をも

つ。本研究では、微小管の形成に寄与する新規因子の解析を通じて、染色体を均

等に分配するための新たな分子メカニズムの一端を明らかにした。  

 第１章の序論では、本研究の内容を理解するために必要な知見について記載し

た。第１節では、複製された染色体が分裂期に娘細胞に分配される概略を説明し

た。複製された染色体は、分裂期に形成される紡錘体と呼ばれる装置によって 分

配される。紡錘体の主要な構成因子は細胞骨格のひとつである微小管である。第

２節では、微小管からなる紡錘体がどのように形成されるのか概略を説明した。

現在までに、紡錘体の形成に寄与する数多くの因子が発見され、機能の解析が行

われている。しかしながら、未だに発見されていない紡錘体制御因子が存在する

と考えられる。第３節では、そのような紡錘体の形成に寄与する未知の因子を発

見するためにどのような研究が国内外でおこなわれているのか、その概略と問題

点について述べた。これに対して、申請者が所属する研究室では分裂酵母を用い

た遺伝学的なスクリーニングを展開しており、同節でその概略を説明した。スク

リーニングでは、分裂酵母細胞内の微小管構造に異常を示す変異体を多数単離し

ており、そのなかには紡錘体の中央部分が脆弱になる変異体が含まれていた。そ

のなかのひとつの変異体について原因遺伝子を追究したところ、機能未知の新規

遺 伝 子 で あ る こ と が 判 明 し 、 当 該 遺 伝 子 を そ の 変 異 体 の 表 現 型 か ら ki s1  

(ki netoc hore  and  sp ind le  de fe ct iv e )と名付けた。本研究では ki s1 遺伝子がコー

ドするタンパク質  ( Ki s1)が紡錘体の形成にどのように寄与 するのかを明らかに

する目的で、 Kis1 の機能解析を行った。  

 第２章では、本研究を遂行する上で使用した大腸菌株、分裂酵母株、使用した

培地を記載した。また、本研究で用いた実験手法について記載した。  

 第３章では Kis1 の解析結果について記載した。第１節では、 Kis1 が染色体の

均等な分配に必要であることを示した。先行研究のスクリーニングの過程で、ki s 1

変異体では染色体不安定性を示すことが示唆されていた。実際に染色体の分配が

不均等になるかを調べるため、第２染色体のセントロメア部位が GFP で可視化さ

れた株を用いて染色体分配の様子を観察したところ、ki s1 変異体で染色体が不均

等に分配されることが明らかとなった。また、Kis1 は分裂酵母の生育に必須であ

ることが判明したため、進化的に広く保存されている可能性が示唆された。そこ

で、Kis1 と相同性の高い配列が別の生物種にみられるか検索した結果、分裂酵母

の近縁種内に相同性の高い配列が発見されたが、ショウジョウバエ、線虫、ヒト

では相同性のある配列は見つからなかった。  
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 ki s1 変異体では紡錘体の中央部が脆弱になる表現型が既に観察されていたが、

詳細は明らかになっていなかった。そこで第２ 節では、分裂前期から後期まで経

時的に紡錘体を観察した結果を示した。観察の結果、ki s1 変異体では分裂中期か

ら後期にかけて、紡錘体の太さを保つことができず、伸長できずに崩壊すること

が判明した。  

 第 3 節では、Kis1 の細胞内局在を観察し、その観点から機能を推測した。ki s1

変異体では紡錘体形成に異常を示したため、Kis1 が微小管結合タンパク質である

可能性が予想された。そこで Kis1 と GF P（緑色蛍光タンパク質）の融合タンパ

ク質を細胞内で発現させ、その局在を観察したところ、微小管には局在せず、間

期の細胞において１点のドット状に観察された。Kis1 の局在箇所を特定したとこ

ろ、動原体および S PB（酵母の中心体に相当する器官）が隣接する位置に Kis1

が局在することが判明した。しかしながら、分裂期には Kis1 は局在を消失させ

た。これらのことから、Kis1 は分裂期には機能せず、間期に動原体あるいは S PB

に局在することで紡錘体形成に寄与することが示唆された。  

 これらの結果から、 Kis 1 は間期に S PB あるいは動原体の構築を促すことによ

って、分裂期の紡錘体形成を促進する 可能性が予想された。そこで第４ 節で は

ki s1 変異体において S PB あるいは動原体を構成する因子の局在に異常がみられ

るかを検証した。その結果、主要な S P B 構成因子はいずれも正常に局在したが、

動原体の主要な構成因子のうち、動原体形成の基点となる C np1/C ENP-A（セン

ト ロ メ ア 特 異 的 ヒ ス ト ン H 3 バ リ ア ン ト ）、 お よ び 動 原 体 の 内 側 に 位 置 す る

Mis6 /CE NP- I の局在が消失した。以上の結果から、 Kis1 は間期において動原体

タンパク質 C np1 および M is6 の局在化に必要な因子であることが判明した。  

 第５節では、Kis1 と C np1 および M is6 の遺伝学的相互作用を調べた。 ki s1 変

異体で C np1 および Mis6 の局在異常と、紡錘体形成異常の 2 つの症状を示すこ

とから、これら 2 つの異常が独立して生じるのかを追究した。mis6 変異体におい

ても ki s1 変異体と同様に紡錘体の形成異常が観察された。このことから Kis1 は

Mis6 および C np1 を局在させることを介して、紡錘体の安定化に寄与していると

結論付けた。  

 Mis6 および C np1 が局在するためには動原体因子の M is16- Mis18 複合体が必

要であること、および M is16-M is18 複合体は Kis1 と同様に間期にのみ局在する

ことが先行研究により明らかとなっていた。そこで第 6 節において、 Kis1 と

Mis16-Mis18 複合体の関係性を追究したところ、両者には相互依存関係があるこ

とが判明した。さらに、申請者が所属する研究室において、Kis1 と M is16- Mis18

複合体が結合することが示された。以上のことから Kis1 は Mis16-M is18 と複合

体を形成することが判明した。  

 Kis1 は動原体タンパク質 C np1 および M is6 の局在制御を介して紡錘体の安定
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化に寄与することが第５節で示された。動原体の内側に位置するこれらのタンパ

ク質がどのように紡錘体の安定化に寄与するのかを次に追究した。ki s1 変異体で

紡錘体が不安定になる原因として、動原体と紡錘体 微小管の接着が不十分である

可能性が挙げられる。  

 そこで第７節では、動原体と微小管の接着の可否をモニターするために Dis1

タンパク質の局在に着目した。Dis1 は微小管結合タンパク質であるが、紡錘体微

小管と動原体が結合することで動原体にも局在することが報告されている。Dis1

の挙動を観察した結果、野生型に比べて ki s1 変異体においては Dis1 が動原体に

局在しない細胞の割合が増加した。このことから、ki s1 変異体では微小管と動原

体の接着に欠陥があることが示唆された。  

 しかし、ki s1 変異体では内側因子が局在を失っても、微小管と結合するために

必要な Ndc 80 などの動原体の外側に位置する因子は正常に局在していた。そこで

第 8 節では、C np1 および M is6 など内側因子の消失が、なぜ微小管と動原体の接

着異常をもたらすのかを追究した。 C np1 は動原体が形成されるセントロメア領

域のヌクレオソームを構成することから、 C np1 の消失によりセントロメアの立

体構造が野生型に比べて変形した可能性が挙げられる。そこで、セントロメアの

中央領域（コアセントロメア）と周辺領域（ペリセントロメア )を蛍光タンパク質

で可視化して、姉妹染色分体におけるこれら 2 領域の距離を測定した。その結果、

姉妹染色分体のコアセントロメア間に生じる距離は野生型に比べて ki s1 変異体

では減少した。また、同一染色体内のコアセントロメア − ペリセントロメア間の

距離は野生型に比べて ki s1 変異体では増加した。このようなセントロメアの立体

構造変化は、ヌクレオソームを構成するヒストンの状態が変化したことによると

予想した。そこでクロマチン免疫沈降法により 、コアセントロメアにおけるヒス

トンの結合状態を調べたところ、 ki s1 変異体では C np1 量が減少し、代わりにア

セチル化を受けたヒストン H 3 量が増加した。アセチル化型 H 3 は DNA との静電

的結合を弱め、クロマチン構造を弛緩させる可能性が指摘されており、その結果

ki s1 変異体ではセントロメア構造に歪みが生じた可能性があると考察した。  

 以上の結果から、 Kis1 は M is16 および M is18 と複合体を形成して、間期に動

原体タンパク質 M is6 および C np1 のセントロメア局在を促進する。C np1 はセン

トロメア構造の維持を介して、紡錘体と動原体の正確な結合に寄与すると結論付

け、第４章では、既存の知見を踏まえて、得られた結果に対する解釈を記載した。  

 本研究では、新規因子 Ki s1 がヒストン H 3 バリアント C np1 のセントロメアへ

の局在を規定すること、 C np1 ヌクレオソームはセントロメア領域を立体的に正

しく構築すること、およびセントロメアの立体構造の維持が紡錘体微小管との結

合およびその安定性に寄与することで、染色体の正確な分配に重要な役割を担う

こと、などの新しい知見が得られ、染色体分配メカニズムの解明に貢献した。  
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第 34 回染色体ワークショップ、日本・千葉、1 月・2017 年 

 

8. ○平井隼人、佐藤政充 

分裂酵母 CENP-A がセントロメアに呼び込まれる機構の解明 

第 2 回クロマチン動構造ワークショップ、日本・北海道、7 月・2017 年 
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