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〈著 者〉荻山友貴・石井浩二郎

〈著者所属〉大阪大学大学院生命機能研究科 染色体機能制御研究室
〈著者email〉ogiyama@fbs.osaka-u.ac.jp（荻山友貴），ishii@fbs.osaka-u.ac.jp（石井浩二郎）
〈対象論文〉
Epigenetically induced paucity of histone H2A.Z stabilizes fission-yeast ectopic centromeres.

Yuki Ogiyama, Yuko Ohno, Yoshino Kubota, Kojiro Ishii
Nature Structural & Molecular Biology, DOI: 10.1038/nsmb.2697
〈要 約〉
　セントロメアは染色体の娘細胞への均等分配において不可欠な染色体の領域である．セントロメアはエピジェネティックに維持され，ごくまれに染色体の異なる領域にも形成される．しかし，ネオセントロメアとよばれるそのような領域が安定に維持される機構は不明であった．筆者らは，分裂酵母において安定性の低いネオセントロメアを解析することにより，その原因がヒストンH2AのバリアントのひとつであるヒストンH2A.Zの分布にあることを見い出した．不安定なネオセントロメアはヒストンH2A.Zの分布する染色体の腕部に形成されるが，このネオセントロメアをヒストンH2A.Zの排除された領域に配置することによりそのセントロメアとしての機能は回復した．また，安定性の低下したネオセントロメアではヒストンシャペロンであるScm3の結合量が顕著に低下していたが，ヒストンH2A.Zの排除された領域に配置されたネオセントロメアではScm3の結合に回復がみられた．ヒストンH2A.Zの排除には染色体の末端の領域およびヘテロクロマチンが関与し，これら2つのエピジェネティックな協調によりネオセントロメアは安定化されることがわかった．
はじめに

　生命の設計図を記した染色体を娘細胞に正確に分配できるのは，微小管が染色体にあるセントロメアを認識して結合しこれを牽引するからである．ゆえに，染色体は必ずセントロメアをもつ．ヒトを含め，多くの真核生物においてセントロメアの位置はエピジェネティックに規定されていることが知られ，生物種のなかでは規定された領域が必ずセントロメアとして受け継がれていく1)．しかしながら，ごくまれに本来とは異なる位置に新たなセントロメアがつくりだされる例があり，形成された新たなセントロメアは“ネオセントロメア”とよばれる2)（図1）．ネオセントロメアは染色体の分断などによりセントロメアが染色体からなくなった場合の柔軟なレスキュー機構と考えられるが，正常な染色体において起こると有害であるため，そのバランスを制御するための機構を理解することはゲノムの安定性を理解するうえで非常に重要である．
　筆者らは，これまでに，モデル生物である分裂酵母において染色体からセントロメアを除去する系を確立し，この系により構築されたセントロメアをもたない染色体は染色体の末端の付近にネオセントロメアを形成し，さらに，このネオセントロメアは本来のセントロメアとほぼ同等の染色体分配能と安定性を保持することを明らかにしてきた3)．今回，筆者らは，この系を用いて分裂酵母の第3染色体にネオセントロメアを形成させることにより，染色体の腕部に機能欠損型のネオセントロメアがつくられることを見い出した．この機能欠損型のネオセントロメアの特徴を解析した結果，セントロメアに特異的なタンパク質のひとつであるScm3が，ヒストンH2AのバリアントのひとつであるヒストンH2A.Zによりそのセントロメアへの結合を阻害され，その結果，セントロメアが不安定になっていることを見い出した．
1．ネオセントロメアは形成される位置により機能に違いが生じる

　セントロメアを染色体から除去すると染色体の正確な分配に異常をきたし細胞は死ぬ運命にあるが，筆者らはこれまでに，ごく少数の細胞はネオセントロメアの形成，あるいは，セントロメアをもつほかの染色体との融合により生き残ることを見い出してきた．3本の染色体をもつ分裂酵母の第1染色体および第2染色体において形成されたネオセントロメアの位置を同定した結果，多くのネオセントロメアは染色体の末端より少し内側のサブテロメア領域に形成されており，サブテロメア領域がネオセントロメアの形成におけるホットスポットであることがわかった．このネオセントロメアは本来のセントロメアとほぼ同等の染色体分配能と安定性を示した．一方，第3染色体に形成されたネオセントロメアは染色体の分配が異常になるなどセントロメアとしての機能の一部を欠損しており，形成される位置もサブテロメア領域ではなく染色体の腕部であることがわかった．染色体の腕部においてはネオセントロメアの安定化に関与する未知の因子の量が低下していることが予測されたため，この機能欠損型のネオセントロメアに注目し，その構成タンパク質を詳細に解析して機能的なセントロメアおよびネオセントロメアと比較することにより，この未知の因子を明らかにすることを試みた．
2．機能欠損型のネオセントロメアではScm3の結合量が低下している

　セントロメアはセントロメアに特異的なヒストンH3のバリアントであるCENP-Aを含む特殊なヌクレオソームを構築することで，ほかの領域とは異なっている4)．セントロメアのクロマチンには多くのセントロメアに特異的なタンパク質が集合してDNA-タンパク質複合体を形成し，微小管を介した染色体の正確な分配を保証している．第3染色体に形成されたネオセントロメアが機能の欠損を示す原因を解明するため，セントロメアに特異的なタンパク質のネオセントロメアへの結合量をクロマチン免疫沈降法により解析した．その結果，CENP-AのヒストンシャペロンであるScm3の結合量が機能欠損型のネオセントロメアにおいて減少していることがわかった．Scm3の欠失はセントロメアへのCENP-Aの取り込みを減少させることによりセントロメアの機能を低下させることが知られている5,6)．蛍光観察により第3染色体に形成されたネオセントロメアにおけるCENP-Aを定量したところ，その結合量が低下していることがわかった．これらの結果から，機能欠損型のネオセントロメアはScm3を効率的に取り込めないためネオセントロメアに十分な量のCENP-Aを取り込むことができず，セントロメアとしての機能の低下と不安定化をひき起こすことが示唆された．
3．サブテロメア領域へのネオセントロメアの移植は機能の欠損を回復させる

　第3染色体に機能の欠損を示すネオセントロメアをもつ細胞を数十世代にわたり培養しつづけたところ，セントロメアとしての機能を回復する細胞が現われた．これらの細胞の染色体の構造を調べると，ネオセントロメアを欠失した第3染色体がほかの染色体と融合した融合型回復と，ネオセントロメアを維持しつつ第3染色体に特有のrDNAリピート配列のリピート数を約60コピーから1～2コピーにまで減少させたrDNA減少型回復の2種類に分類することができた．rDNA減少型回復を示した細胞のネオセントロメアにおいては，機能の回復にともないScm3およびCENP-Aの結合量の回復が観察された．rDNAリピート配列は第3染色体においてサブテロメア領域のさらに内側に位置する．機能の回復したネオセントロメアはこのrDNAリピート配列のとなりに形成されており，rDNAリピート配列におけるリピート数の減少の結果，サブテロメア領域にネオセントロメアが近接する状況が生じたと考えられた．この状況は，第1染色体および第2染色体にみられる機能的なネオセントロメアと類似していたことから，ネオセントロメアがサブテロメア領域に近接することがその機能において重要であることが示唆された．野生型の細胞において，第3染色体のrDNAリピート配列を含む末端の領域を第1染色体の末端の領域と交換することにより，第3染色体においてネオセントロメアの形成される領域をあらかじめサブテロメア領域に近接させると，この第3染色体においてネオセントロメアの形成の効率は上昇し，さらに，形成されたネオセントロメアはすべて正常な機能と高い安定性を保持していた．ネオセントロメアにおけるDNA配列は変化していなかったことから，ネオセントロメアの周辺の環境がセントロメアの機能にとって重要であることがわかった．
4．ヒストンH2A.ZはScm3の取り込みをさまたげる

　ネオセントロメアにおいてセントロメアとしての機能に差を生み出す因子を明らかにするため，サブテロメア領域と染色体の腕部の領域とで分布に違いのある因子に着目した．ヒストンH2AのバリアントであるヒストンH2A.Zは，活発に遺伝子を発現する染色体の腕部に多く分布し，サブテロメア領域における分布の少ない代表的なタンパク質である7)．興味深いことに，セントロメアあるいは機能的なネオセントロメアにおいてヒストンH2A.Zの分布とCENP-Aの分布は負の相関を示したのに対し，機能欠損型のネオセントロメアではヒストンH2A.Zがより多く分布していた．また，セントロメアおよびサブテロメア領域においてヒストンH2A.Zの分布を上昇させることが知られるmsc1変異株では，セントロメアへのScm3の取り込みが減少し，細胞周期のM期におけるセントロメアへのCENP-Aの取り込みも減少していた．これらの事実から，セントロメアへのヒストンH2A.Zのあやまった取り込みがセントロメアへのScm3の取り込みを阻害することが示唆された．
5．ヘテロクロマチンはネオセントロメアにおいてヒストンH2A.Zを減少させる

　サブテロメア領域と染色体の腕部とのもうひとつの大きな違いとして，ヘテロクロマチンがある．分裂酵母においてヘテロクロマチンは，テロメア領域およびサブテロメア領域，セントロメア領域，接合型遺伝子座位の3つの領域に存在し，セントロメアにおいてはコヒーシンをリクルートすることによりセントロメアの安定性を保証している8,9)．Scm3の取り込みにヘテロクロマチンが関与している可能性を検証するため，第3染色体に形成された機能欠損型のネオセントロメアのとなりにセントロメア領域のヘテロクロマチンの部分配列を挿入することにより人工的にヘテロクロマチンをつくりだした．このヘテロクロマチンを挿入した細胞はネオセントロメアにおいてセントロメアとしての機能を部分的に回復し，ネオセントロメアへのScm3の結合量も部分的に回復した．一方，ネオセントロメアにおけるヒストンH2A.Zの結合量は減少していたことから，ヘテロクロマチンがヒストンH2A.Zを取り除くことによりScm3がネオセントロメアに取り込まれやすくなることが示唆された．
　さきに述べた，数十世代にわたる培養によりネオセントロメアがセントロメアとしての機能を回復した細胞のうち，rDNA減少型回復を示した細胞ではネオセントロメアがサブテロメア領域のヘテロクロマチンと近接するようになるため，ヘテロクロマチンの影響によりネオセントロメアにおいて機能の回復が起こった可能性も考えられた．この仮説を検証するため，rDNA減少型回復を示した細胞においてヘテロクロマチンの形成に関与するタンパク質HP1（分裂酵母では，Swi6）の遺伝子を破壊することにより，ネオセントロメアが機能を回復するまえの不安定な状態に逆もどりするかどうか観察した．しかし，ヘテロクロマチンを欠失してもいちど回復したネオセントロメアのセントロメアとしての機能と安定性は損なわれなかった．これらの実験の結果より，ヘテロクロマチンと，少なくとも染色体の末端に存在するもうひとつの未知の因子が協調し，ヒストンH2A.Zをクロマチンから排除することによりネオセントロメアの安定性を高めていることが考えられた．
おわりに

　セントロメアは染色体においてひとつの領域に規定されることにより染色体の分配を確実なものにしている．ひとつの染色体に複数のセントロメアが存在しても，逆に，セントロメアがなくなっても，染色体は分配の異常をひき起こすことから，セントロメアの形成は正確に制御されなければならない．一方，生物種のあいだで比較するとセントロメアの位置は必ずしも同じではなく，セントロメアが移動または新規に形成された痕跡が残っていることがある10)．セントロメアは生物種のなかでは正確に受け継がれながら，一方で，染色体の構成に変化が起こればそれに柔軟に対応してネオセントロメアを形成してきたことになる．筆者らの研究により，遺伝子の発現が比較的活発に起こっている染色体の腕部では，ヒストンH2A.Zの高頻度な分布によりネオセントロメアが不安定化することがわかった（図2）．この機構により，染色体からセントロメアがなくなった場合にも遺伝子の発現と重複することなく新たな位置に機能的なネオセントロメアを形成することができる．また，染色体の腕部に不安定ながらも一過的に形成されたネオセントロメアは，そこからさらに適応した細胞が生じるための時間的な猶予を生み出すことができると考えられる．ネオセントロメアの段階的な安定化の機構により，生物種のなかでのセントロメアの確実な継承と，染色体が再編成されたときの柔軟な対応，という二面性を維持することができる．また，今回の研究により，染色体の末端に形成されたネオセントロメアを安定化させる，未知の因子の存在が明らかになった．ネオセントロメアの安定化の機構のさらなる解明が期待される．
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〈図説明〉

図1　セントロメアの除去によるネオセントロメアの形成

セントロメアは，基盤となるセントロメアに特異的なヌクレオソームと，このヌクレオソームを認識して集合するセントロメアに特異的なタンパク質からなる．分裂酵母において染色体からセントロメアを除去すると，本来はセントロメアではなかった領域にネオセントロメアが形成される．
図2　ネオセントロメアはヒストンH2A.ZがScm3の取り込みをさまたげることにより不安定化する
染色体の腕部にはヒストンH2A.Zが分布する．ヒストンH2A.Zはセントロメアに特異的なタンパク質であるScm3のネオセントロメアへの取り込みをさまたげるため，ネオセントロメアは不安定化する．一方，染色体の末端の領域ではヒストンH2A.Zは排除されているため，Scm3が安定に供給されることにより，ネオセントロメアは安定化すると考えられる．
