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緒　言

　遺伝情報を担うゲノム DNA は、細胞分裂を繰り返しても正確に継承されなければならない。細胞周期の S 期で複製
されたゲノム DNA は、M 期で染色体を形成する。さらに、M 期が進行していくと、染色体に両極から伸びてきた紡
錘糸が結合し、それぞれを引っ張ることで二つの娘細胞に染色体は均等に分配される。この紡錘糸が結合するゲノム
DNA 上の領域がセントロメア領域である。ゲノム DNA は、４種類のヒストンタンパク質からなるヒストン複合体に
DNA が巻き付いたヌクレオソーム構造を基本単位として、これらが数珠状に連なることで細胞核内に収納されてい
る。この構造をクロマチン構造と呼ぶが、セントロメア領域の確立および維持には、特殊なクロマチン構造が必要だと
考えられてきた。実際に、ヒストン H3 の亜種（バリアント）である CENP-A がセントロメア領域に特異的に局在し
ており、この CENP-A を含むヌクレオソームが形成されることにより、セントロメア領域の特殊なクロマチン構造が
つくられると考えられていた。これまでに、私は CENP-A を含むヌクレオソームの立体構造を決定した。その結果、
CENP-A を含むヌクレオソームは、その両端の DNA が安定的にヒストン複合体とは結合していないことが明らかとな
った１-３）。後の報告により、この性質は細胞内に形成されている CENP-A ヌクレオソームにおいても確認された４,５）。
ヌクレオソームの両端の DNA は、隣のヌクレオソームとつながるため、この配向は高次構造に影響を与えることが考
えられた。さらに、セントロメア領域には CENP-A 以外にも必須なタンパク質群（constitutive centromere associated
network: CCAN）が存在しており６,７）、これらのタンパク質群がセントロメア領域に局在する機構は明らかとなってい
なかった。また、私は CCAN に含まれ CENP-A ヌクレオソームに直接結合することが明らかになっている CENP-C が
クロマチン上に局在することで、CENP-A 非依存的にその他の CCAN が集積することを見出している８）。これらのこ
とより、CENP-C は CENP-A を標的としてセントロメア領域に局在し、 CENP-A 非依存的に下流のタンパク質の集積
を促進する機能があると考えられた。つまり、CENP-A は CENP-C をセントロメア領域に局在させるための目印とし
て機能しており、セントロメア領域に結合した CENP-C の機能により他のセントロメアタンパク質が集積する機構が
想定された。そこで本研究では、CENP-C の機能を解析するために、CENP-C と相互作用する因子の探索を目的とし
た。現在までに、CENP-C と相互作用する因子の探索をする上で基質となる CENP-C が結合したクロマチンの調製を
行ったので報告する。

方法、結果および考察

　先行研究により、CENP-C はクロマチンに結合している時と結合していない時で相互作用因子が変わることが示唆さ
れていた８）。本研究は、セントロメア領域の形成および維持機構における CENP-C の機能解析を目的としているため、
クロマチンに結合した CENP-C の相互作用因子を同定する必要があった。そこで、クロマチンに結合した CENP-C を
試験管内にて再構成するにあたり、細胞内の状態を反映した試料の調製を考えた。本研究では一つのヌクレオソームの
両端に各一つのヌクレオソームが連なっているトリヌクレオソームを調製し、このトリヌクレオソームに CENP-C が
結合したサンプルを基質とした。この基質を用いて、細胞抽出液から CENP-C に相互作用する因子を同定することを
研究の目的とした。ヒトの場合、セントロメア領域の DNA は 171 塩基対の繰り返し配列となっており、ヌクレオソー
ム中のヒストンに結合している DNA が 146 塩基対であるため、ヌクレオソームとヌクレオソームの間の DNA（リン
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カー DNA）の長さを 25 塩基対とした。また、ヌクレオソームを形成させる領域にはヌクレオソームのポジショニン
グシーケンスである 601 配列を用いた。3 つの 601 配列が 25 塩基対のリンカー DNA によって連結した DNA を用い
て、それぞれの 601 配列上に H3 を含むヌクレオソームもしくは CENP-A を含むヌクレオソームを配置したトリヌク
レオソームの試験管内再構成を行った。しかし、長い DNA と１種類のヒストン複合体を用いて塩透析法により再構成
する従来の方法では、複数種類のヒストン複合体からなるヌクレオソームが混在しているトリヌクレオソームを均一に
再構成することは出来ない。そのため、CENP-A を含むヌクレオソームの両端に H3 を含むヌクレオソームが連なった
トリヌクレオソームを高純度で調製するためには、新しい手法の確立が必要だった。そこで、以下に示す方法において
トリヌクレオソームを試験管内にて再構成する方法の確立を行った。これまでにモノヌクレオソームを高純度に精製
する方法は確立していた。そこで、モノヌクレオソーム同士を DNA 連結酵素により結合させることで、トリヌクレオ
ソームの再構成を試みた（図 1）。

図 1． 任意のヒストンバリアントを含むヌクレオソームの試験管内再構成方法
A）従来の塩透析法によるトリヌクレオソームの再構成方法。複数のヒストンバリアント
からなるヒストン複合体を DNA と混ぜ、塩透析法によりトリヌクレオソームを再構成し
た場合、任意の場所に目的とするヒストンバリアントを含むヌクレオソームを配置したト
リヌクレオソームを均一に調製することは難しい。
B）トリヌクレオソームの新しい再構成方法。これまでに確立されているモノヌクレオソー
ムの試験管内再構成を行い、それぞれ端のヌクレオソーム、真ん中のヌクレオソームを調
製する。再構成後に、モノヌクレオソームの精製を行う。この時に DNA の末端は、回文
配列ではない突出末端にしておき、さらに異なる DNA 断片の配列とアニーリングできる
ような配列とする。精製した端および真ん中のモノヌクレオソームを混ぜ、DNA 連結酵素
によりリンカー DNA を結合させ、トリヌクレオソームを再構成する。この方法を用いる
と、任意のヒストン複合体を任意の箇所に持つトリヌクレオソームの再構成が可能である。

　最初に、基質となる DNA を３種類調製した。それぞれの DNA をプラスミドに挿入し、それを大腸菌に導入して増
幅した。プラスミドを精製した後に、制限酵素を用いて目的 DNA 断片を切り出し、ポリエチレングリコールによる沈
殿法、イオン交換カラムクロマトグラフィーにより精製を行った。両端のヌクレオソームに用いる DNA は、脱リン酸
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化した平滑末端と回文配列になっていない突出末端を持つ。真ん中のヌクレオソームに用いる DNA は、回文配列にな
っていない突出末端を両方に持つ。これらの DNA は、突出末端の配列から一つの組み合わせでのみライゲーションさ
れる。次に、ヒストン複合体の再構成を行った。ヒストン複合体は H3、H4、H2A および H2B からなる H3 八量体と
CENP-A、H4、H2A および H2B からなる CENP-A 八量体の調製を以下の手順にて行った。まず、それぞれのヒスト
ンを、大腸菌を用いてリコンビナントタンパク質として発現･精製を行った。精製した各ヒストンを等モル数になるよ
うに変性条件下で混合し、変性剤を透析により除くことでヒストン八量体を再構成した。そして、再構成したヒストン
複合体をゲルろ過カラムクロマトグラフィーにより精製を行った（図 2）。

図 2． ヒストンの精製とヒストン複合体の調製
A）大腸菌を用いてリコンビナントタンパク質として発現させたヒストン H2A、H2B、H3
および H4 を精製した。
B）精製したヒストンを用いて、H3-H4-H2A-H2B 八量体および CENP-A-H4-H2A-H2B 八量
体を再構成した。

　次に、精製した DNA とヒストン八量体を用いて、塩透析法によりモノヌクレオソームを再構成した。両端のヌクレ
オソームを再構成するために、H3 を含むヒストン八量体を用い、真ん中のヌクレオソームを再構成するために、CENP-
A を含むヒストン八量体を用いた。その後に、再構成したモノヌクレオソームを分取用電気泳動法により精製を行い、
フリーのヒストン八量体と DNA を除去した。そして、両端のヌクレオソームと真ん中のヌクレオソームを等モル比と
なるように混合し、DNA 連結酵素を加え、リンカー DNA のライゲーションを行った。その結果、見事に H3 ヌクレ
オソーム－CENP-A ヌクレオソーム－H3 ヌクレオソームとつながっているトリヌクレオソームが試験管内において
再構成できていることが確認された。そして、得られたトリヌクレオソームを分取用電気泳動により精製する方法も確
立した。現在、このトリヌクレオソームに CENP-C を結合させた基質を作り、細胞抽出液から結合因子の同定を試み
ているところである。
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