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〈要 約〉

　ゲノムDNAの複製と姉妹染色分体の正確な分配は，生物の正常な細胞分裂において重要であり，これらの機構の崩壊は細胞のがん化や重篤な遺伝性疾患をひき起こす．コヒーシン複合体とその制御タンパク質は，姉妹染色分体の構造の形成と適切な染色体分配において重要な役割をもつ．コヒーシンがM期に特異的なキナーゼによりリン酸化されると，コヒーシンにはWaplがリクルートされる．Waplはクロマチンからコヒーシンを解離させ，染色体の腕部を形成する．一方で，セントロメア領域では，脱リン酸化酵素であるPP2AとSgo1との複合体がコヒーシンにリクルートされることによりコヒーシンの脱リン酸化が促進され，Waplによるクロマチンからのコヒーシンの解離が阻害される．その結果，姉妹染色分体の接着が維持され，染色体のくびれた構造が形成される．今回，筆者らは，コヒーシンのサブコンプレックスであるSA2-Scc1複合体のX線結晶構造解析を行い，分解能2.85Åでの構造決定に成功した．さらに，Sgo1がSA2-Scc1複合体と相互作用することによりWaplとコヒーシンとの結合を阻害し，セントロメアの構造を形成することが明らかにされた．

はじめに

　真核生物において，コヒーシンは姉妹染色分体の接着，複製，修復，転写などを制御することによりゲノムの恒常性を維持している1)．コヒーシンあるいはその制御タンパク質の異常は，細胞のがん化や個体の分化の異常につながる2,3)．ヒトの体細胞においてコヒーシンはSmc1-Smc3複合体とSA1-Scc1複合体あるいはSA2-Scc1複合体からなるリング構造を形成している1)．

　クロマチンとコヒーシンとの相互作用のダイナミクスはいくつかの制御タンパク質により制御されている4)．M期の終期では，コヒーシンはコヒーシンローダーであるScc2-Scc4複合体によりクロマチンにロードされる．G1期では，クロマチンに結合したコヒーシンがPds5とWaplとの協同的なはたらきによりクロマチンから解離する．S期には，sororinがPds5を介してコヒーシンと結合し，WaplとPds5との結合を阻害することによりコヒーシンとクロマチンとの結合を維持する5)．前中期では，M期に特異的なキナーゼであるCdk1，Plk1，AuroraBがコヒーシンおよびsororinをリン酸化し，Waplによるクロマチンからのコヒーシンの解離をひき起こすことにより染色体の腕部が形成される6)．セントロメア領域のコヒーシンは，脱リン酸化酵素であるPP2AとSgo1との複合体によりキナーゼおよびWaplから保護されている7,8)．PP2A-Sgo1複合体はコヒーシンおよびsororinを脱リン酸化することによりセントロメア領域における姉妹染色分体の接着を維持している9)．中期から後期にかけて，キネトコアと微小管との適切な結合がそれぞれの姉妹染色分体のキネトコアのあいだに張力を生み出し，スピンドルチェックポイントを不活性化させ，そののち，セパラーゼを活性化させる10)．

　SA2-Scc1複合体はコヒーシンおよびさまざまな制御タンパク質，Scc2-Scc4複合体，Pds5，Wapl，Sgo1との結合を仲介するが9,11,12)，SA2-Scc1複合体の構造および制御タンパク質との相互作用についてはあまり理解されていない．今回，筆者らは，SA2-Scc1複合体と制御タンパク質との相互作用の分子機構を構造生物学的に解明するため，SA2-Scc1複合体のX線結晶構造解析を行った．また，SA2-Scc1複合体においてSgo1およびWaplとの結合領域のマッピングに成功し，Sgo1とWaplとのコヒーシンへの競合的な相互作用が示された．さらに，Sgo1がコヒーシンと相互作用しコヒーシンとWaplとの結合を阻害することが，セントロメア領域における姉妹染色分体の接着のために重要であることが明らかにされた．

1．コヒーシンのサブコンプレックスであるSA2-Scc1複合体の全体構造

　コヒーシンおよびその制御タンパク質の構造解析は，タンパク質発現系の構築および結晶の調製の困難さのため，あまり進んでいない．現在までに，Smc3-Smc1複合体，Smc1-Scc1複合体と制御タンパク質Wapl，PP2A-Sgo1複合体に関連した構造が報告されているものの，SA1あるいはSA2に関する構造情報は得られていない．そこで，SA2とScc1との相互作用領域をマッピングし，昆虫細胞を用いた共発現系を用いることにより，SA2-Scc1複合体の調製に成功した．そののち，セレノメチオニン置換タンパク質を作製し単波長異常分散法を用いることにより，SA2-Scc1複合体の分解能2.85Åでの構造解析に成功した（PDB ID：4PJU）．

　SA2-Scc1複合体の全体構造は，ドラゴン（SA2）のうえにドラゴンライダー（Scc1）がまたがったようなかたちをしていた（図1a）．SA2の構造は7つのαヘリックスからなるN末端ドメイン（ドラゴンヘッド）と17個のHEATリピートを含んでいた．興味深いことに，HEATリピート1およびHEATリピート2はほかのHEATリピートより長く，ドラゴンの突き出た鼻（ドラゴンスノウト）のようなかたちをしていた．また，HEATリピート9とHEATリピート10においてSA2は折れ曲がった構造を形成していた．Scc1は4つのαヘリックスをもち，N末端からC末端にかけて4つの結合部位（部位I～部位IV）においてSA2と相互作用していた．
2．SA2とScc1との相互作用

　SA2はScc1と幅広い相互作用領域をもっていたが，これらの相互作用において機能的に重要なアミノ酸残基を特定するため，さまざまな変異体を用いて相互作用を解析した．その結果，部位IVに位置するSA2のAsp793にLysを導入した変異体のみがScc1との相互作用を欠損した．Asp793は，Scc1のαCとαDとをつなぐループに位置するPro376およびAla377の主鎖と水素結合を形成していた（図1b）．また，このSA2変異体は姉妹染色分体の接着を低下させたことから，SA2-Scc1複合体の形成がコヒーシンの機能的なリング構造を構築するうえで重要であることが示された．SA2がScc1と結合することによりSmc3およびSmc1のATPase活性を抑制し，コヒーシンとクロマチンとの結合を維持させているのかもしれない．

3．コヒーシンにおけるSgo1およびWaplとの結合部位の同定

　Thr346のリン酸化されたSgo1は，M期においてセントロメア領域のコヒーシンと結合して姉妹染色分体の接着を形成する9)．しかし，コヒーシンとリン酸化Sgo1とが物理的に相互作用しているかどうかは不明であった．そこで，リン酸化Sgo1とSA2-Scc1複合体との相互作用領域を同定した．SA2-Scc1複合体とリン酸化Sgo1との相互作用の分子機構を解明するため，共結晶化法やソーキング法などさまざまな結晶学的な手法を用いてSA2，Scc1，リン酸化Sgo1からなる三者複合体の構造解析を試みたが，構造解析に適した結晶を得ることはできなかった．しかし，試行錯誤のなかで，結晶化溶液に含まれる2-モルホリノエタンスルホン酸が部位IIに結合した構造を得ることに成功した（PDB ID：4PJW，図1c）．2-モルホリノエタンスルホン酸のスルホ基はSA2のTyr297，Arg298，Tyr331と水素結合を形成しており，リン酸基とよく似たかたちをしていたことから，これらの残基はThy346のリン酸化されたSgo1と結合するためのアクセプターとして機能すると思われた．実際に，これらの残基の変異体は姉妹染色分体の接着を低下させたことから，Sgo1との結合ポケットの形成に関与していることが示唆された．また興味深いことに，SA2のTyr297およびArg298は真核生物において保存されたFVHRYRDモチーフに位置しており，コヒーシンローダーであるScc2-Scc4複合体の結合部位でもある．FVHRYRDモチーフの変異体はin vitroにおいて環状DNAへのコヒーシンのロードを部分的に阻害し，さらに，出芽酵母においては姉妹染色分体の接着の欠損をひき起こすことが報告されている11)．そこで，FVHRYRDモチーフの変異体がヒトでも同様にコヒーシンのロードを阻害するかどうか調べたが，阻害は起こらなかった．Scc2-Scc4複合体はSA2を含むいくつかのコヒーシンのサブユニットと相互作用することから，ヒトではSA2とScc2-Scc4複合体との相互作用を阻害してもコヒーシンのロードが起こるのだろう．

　Sgo1とコヒーシンとの結合を阻害するSA2の変異体を用いて，Waplとコヒーシンとの相互作用を解析した．その結果，この変異体は同様にWaplとコヒーシンとの結合の阻害をひき起こした．さらに，この変異体における変異アミノ酸残基がセントロメア領域および染色体の腕部の形成に重要であったことから，Sgo1のコヒーシンとの結合部位とWaplのコヒーシンとの結合部位とはオーバーラップしていることが明らかになった．

4．セントロメア領域での姉妹染色分体の接着の形成におけるSgo1の2つの機能

　これまで提案されてきたSgo1の機能は，脱リン酸化酵素であるPP2Aをセントロメア領域のコヒーシンにリクルートし，sororinをCdk1によるリン酸化から保護することによりPds5-sororin複合体を安定化させ，WaplとPds5との結合を阻害する，というものであった．そこで，Sgo1とWaplとのコヒーシンへの競合的な相互作用の機能を調べるため，sororin 9A変異体を用いて解析した．sororin 9A変異体はCdk1などによりリン酸化されない変異体である9)．sororin 9A変異体を発現させた細胞をNocodazoleあるいはMG132を用いて，それぞれ，前中期あるいは中期において細胞周期を停止させた．その結果，興味深いことに，前中期において細胞周期を停止させた細胞では姉妹染色分体の接着に変化はみられなかったが，中期において細胞周期を停止させた細胞では姉妹染色分体の接着が減少した．これは，前中期におけるPP2A-Sgo1複合体によるsororinの脱リン酸化だけでは姉妹染色分体の接着を維持できない，すなわち，中期から後期にかけてSgo1がコヒーシンと結合しWaplとコヒーシンとの結合を阻害することが，姉妹染色分体の接着を形成するうえで重要な，Sgo1の第2の機能であることを裏づけた（図2）．

おわりに

　SA2-Scc1複合体の構造決定，生化学的なアプローチ，細胞生物学的なアプローチにより，Sgo1がコヒーシンと結合してWaplとコヒーシンとの結合を競合的に阻害することが，セントロメアの構造の形成に重要であることが明らかにされた．一方で，SA2-Scc1複合体とSgo1あるいはWaplとの三者複合体の構造，および，それらの相互作用の分子機構はなお不明である．また，Pds5-sororin複合体あるいはPds5-Wapl複合体による姉妹染色分体の接着およびその阻害の機構，Sgo1によるセパラーゼに対するセントロメア構造の保護の機構の解明も，今後の重要な課題である．コヒーシンのさまざまなサブコンプレックスの構造解析，および，電子顕微鏡などを用いたコヒーシンと制御タンパク質とのインタクトな超分子複合体の構造解析や相互作用の解析により，コヒーシンの魅力的なリング構造による染色体のダイナミクスが明らかにされていくであろう．
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〈図説明〉

図1　SA2-Scc1複合体の全体構造と相互作用

（a）SA2-Scc1複合体の全体構造．SA2は7つのαヘリックス（Nα1～Nα7）と17個のHEATリピート（R1～R17）をもつ．Scc1は4つのαヘリックス（αA～αD）をもつ．SA2とScc1は部位I～部位IVにおいて相互作用していた．
（b）部位IVにおける，SA2のAsp793，Scc1のPro376，Scc1のAla377の水素結合．赤色の点線は水素結合を示す．

（c）部位IIにおける，SA2-Scc1複合体と2-モルホリノエタンスルホン酸との相互作用．

図2　セントロメア領域での姉妹染色分体の接着の形成におけるSgo1の2つの役割

1）脱リン酸化酵素PP2Aをコヒーシンにリクルートし，sororinをCdk1によるリン酸化から保護（脱リン酸化）してPds5-sororin複合体を安定化させることにより，WaplとPds5との結合を阻害する．2）SA2-Scc1複合体（コヒーシン）と結合し，Waplとコヒーシンとの結合を阻害する．

Ac：アセチル化，P：リン酸化．
