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〈要 約〉

　染色体は細胞分裂の際に2つの娘細胞に均等に分配される．そのとき，染色体のセントロメア領域にはキネトコア複合体が形成され，細胞の両極から伸びてくる紡錘糸と結合する．そのため，セントロメア領域の異常は染色体の不均等分配につながり，異数体細胞の形成される原因のひとつと考えられている．セントロメア領域の形成に中心的な役割を担うタンパク質として，ヒストンH3のバリアントであるCENP-Aが知られている．CENP-Aはセントロメア領域に特徴的なヌクレオソームを形成し，このCENP-Aヌクレオソームが核となりセントロメア領域が確立されるものと考えられている．これまで，CENP-Aヌクレオソームの構造についてさまざまなモデルが提唱され議論されてきたが，その立体構造の解析はたちおくれていた．筆者らは，試験管内において再構成したヒトのCENP-AヌクレオソームのX線結晶構造解析に成功し，はじめてその立体構造を明らかにした．この研究により，CENP-Aヌクレオソームではヒストン八量体に安定的に結合しているDNAの長さが通常のヌクレオソームより短いこと，CENP-Aのループ1領域がヌクレオソームの表面から突出していることなどがわかった．さらに，細胞生物学的な解析により，ループ1領域がセントロメアにおけるCENP-Aの保持に重要であることを見い出した．
はじめに
　真核生物のゲノムDNAはS期に複製されたのち凝縮した染色体を形成し，M期に2つの娘細胞に均等に分配される．染色体の均等分配は遺伝情報の正確な継承の根幹となる事象である．染色体にはセントロメアとよばれる非常に密に凝縮した領域が存在する．このセントロメア領域を土台としてキネトコア複合体が形成され，両極から伸びてきた紡錘糸がキネトコア複合体に結合しこれを引っ張ることで染色体の均等分配がなされる．このようにセントロメアはゲノムDNAにおいて重要な領域であるにもかかわらず，その形成機構および維持機構は不明であった．
　セントロメア領域の形成機構および維持機構の解明にあたり，セントロメア領域に特異的に局在するタンパク質の解析が精力的に行われ，多くのタンパク質がセントロメアの形成に重要であることが明らかになってきた1)．CENP-Aはセントロメアに特異的なヒストンH3のバリアントであり，セントロメア領域の形成および維持に中心的な役割をはたしていると考えられている2)．ゲノムDNAは4種類のヒストン（ヒストンH2A，ヒストンH2B，ヒストンH3，ヒストンH4）の2分子ずつからなるヒストン八量体に対してDNAが左巻きに1.65回転巻きついたヌクレオソームを基本単位とするクロマチン構造を形成している3)．セントロメア領域には一部のヌクレオソームのヒストンH3がCENP-Aに置き換わったCENP-Aヌクレオソームが存在し，セントロメア領域に特徴的なクロマチン構造の形成の核となっているものと考えられている．現在までに，CENP-Aヌクレオソームの構造についていくつかのモデルが提唱されている4)．代表的なモデルとして，1）通常のヒストンH3を含むヌクレオソームと同様にCENP-Aを含むヒストン八量体にDNAが左巻きに結合したモデル，2）CENP-Aを含むヒストン四量体にDNAが左巻きに結合したモデル，3）CENP-Aを含むヒストン四量体にDNAが右巻きに結合したモデル，4）ヒストンH2A-ヒストンH2B複合体の代わりにCENP-Aに特異的なヒストンシャペロンであるScm3（出芽酵母，ヒトの場合はHJURP）とCENP-A，ヒストンH4とが複合体を形成しこれにDNAが左巻きに結合したモデル，などがある．しかし，いずれのモデルにも決定的な証拠がなく，CENP-Aヌクレオソームの立体構造については論争となっていた．筆者らは，ヒトのCENP-Aヌクレオソームを試験管内において再構成する技術を確立し，X線結晶構造解析により世界ではじめてCENP-Aヌクレオソームの立体構造を原子分解能で決定した．
1．CENP-Aヌクレオソームの結晶化

　ヒトCENP-Aを組換えタンパク質として大腸菌において大量発現し高純度に精製した．同様に，組換えタンパク質として精製したヒトのヒストンH2A，ヒストンH2B，ヒストンH4を用い，塩透析法によりCENP-Aを含むヒストン八量体を再構成した．得られたCENP-Aヒストン八量体をゲルろ過カラムクロマトグラフィーにより精製し，等モル数のヒストンH2A，ヒストンH2B，CENP-A，ヒストンH4の含まれているヒストン八量体を調製した．結晶化に用いるDNAの配列として，ヒトのセントロメア領域に存在するくり返し配列であるアルフォイドDNAの配列を用いた．アルフォイドDNAのくり返し配列にはセントロメア領域に特異的なDNA結合タンパク質CENP-Bの結合配列であるCENP-Bボックスが2回に1回の割合で存在する5)．今回は，両方の末端の付近に17塩基対のCENP-Bボックスを含む147塩基対のDNAを使用した．中央にA:Aのミスマッチをもち，対称な73塩基対の回文配列から構成される．精製したDNAとCENP-Aヒストン八量体を混合し，塩透析法によりCENP-Aヌクレオソームの再構成を行った．再構成ののち未反応のDNAとヒストンをPrep Cell装置を用いた分取用電気泳動法により除去し，CENP-Aヌクレオソームの精製を行った．精製したCENP-Aヌクレオソームの結晶化をハンギングドロップ蒸気拡散法により行い，単結晶を得ることに成功した．このCENP-Aヌクレオソームの単結晶を用い，大型放射光施設SPring-8により回折データを得て，さきに構造解析の終了しているH3.1ヌクレオソームの構造をサーチモデルとし6)，分子置換法によりCENP-Aヌクレオソームの立体構造を決定した（PDB ID：3AN2）．
2．CENP-Aヌクレオソームの全体構造

　立体構造を決定したCENP-Aヌクレオソームは，ヒストンH2A，ヒストンH2B，CENP-A，ヒストンH4のそれぞれ2分子ずつからなるヒストン八量体にDNAが左巻きに結合した構造をとっていた．このことから，これまで議論されていたCENP-Aヌクレオソームの立体構造は，通常のヒストンH3を含むヌクレオソームと同じ様式で構成されていることが明らかになった．また，さきに報告されていたCENP-A-ヒストンH4四量体の結晶構造において，CENP-A-ヒストンH4二量体のあいだの角度が，ヒストンH3ヌクレオソームの結晶構造において観察されていたヒストンH3-ヒストンH4二量体のあいだの角度より狭くコンパクトな構造であることが指摘されていたが7)，CENP-AヌクレオソームにおけるCENP-A-ヒストンH4二量体のあいだの角度は，ヒストンH3-ヒストンH4二量体のそれとほとんど同一であった．この事実より，さきに報告されていたコンパクトなCENP-A-ヒストンH4四量体は，ヌクレオソームに取り込まれるまえの前駆体の構造であり，ヌクレオソームにおいてCENP-A-ヒストンH4四量体はヒストンH3-ヒストンH4四量体ときわめて類似した立体構造をとっていると結論された．
3．CENP-AヌクレオソームにおけるDNA構造の特徴

　CENP-Aヌクレオソームの立体構造から明らかになった通常のヒストンH3ヌクレオソームとは異なる特徴として，ヒストン八量体に安定に結合しているDNAの長さがあげられた．ヒストンH3ヌクレオソームではヒストン八量体に安定に結合しているDNAの長さは146塩基対もしくは147塩基対である．今回，CENP-Aヌクレオソームの結晶化に147塩基対のDNAを用いたが，結晶構造では121塩基対のDNAのみがCENP-A八量体に安定に結合しており，両端の13塩基対のDNA領域はきわめてフレキシブルであることが明らかになった．このことは，CENP-Aヌクレオソームでは入り口と出口の付近のDNAの運動性の高いことを示しており，ヒストンとDNAとのあいだの結合が失われていることを示唆した．CENP-Aヌクレオソームが溶液中においても同様の性質を保持していることを確認するため，DNA末端のエキソヌクレアーゼへの感受性を調べた．その結果，CENP-AヌクレオソームのほうがヒストンH3ヌクレオソームと比較してエキソヌクレアーゼへの感受性の高いことが明らかになった．このことは，溶液中においてもCENP-AヌクレオソームのDNA末端はフレキシブルであることを示した．また，溶液中におけるCENP-Aヌクレオソームの構造をX線小角散乱法により解析した結果，CENP-Aヌクレオソームの最大分子径はヒストンH3ヌクレオソームのそれと比較して大きいことが示された．このことは，溶液中ではCENP-AヌクレオソームのフレキシブルなDNA末端は大きく開いた構造をとっていることを示唆した．そこで，両方のDNA末端に13塩基対を補ったCENP-Aヌクレオソームの立体構造モデルを作製し同様の解析を行ったところ，実際にCENP-Aヌクレオソームの両端のDNAが大きく開いた構造モデルが，実測したX線小角散乱データとよい一致を示すことが明らかになった（図1）．この末端のDNAの運動性が高いという性質は，CENP-AのN末端のヘリックスがヒストンH3のN末端のヘリックスと比べ，短いことが原因となっていると考えられた．末端のDNAが開いた構造は，CENP-BやCENP-Cなどのセントロメア領域に特異的なDNA結合タンパク質がセントロメア領域のDNAに結合しやすくなるよう，構造的な場を提供している可能性が考えられた．
4．CENP-Aヌクレオソームにおけるループ1領域の特徴

　CENP-AにはヒストンH3と比べ，ヒストンフォールドのループ1領域に2アミノ酸残基（Arg80とGly81）の挿入が存在する（図2）．CENP-Aヌクレオソームの立体構造において，この領域はヌクレオソームの表面から突出した位置に存在し，ほかのタンパク質の相互作用できる可能性を示唆した．そこで，このループ1領域の2アミノ酸残基の挿入を欠失させたCENP-A変異体を，蛍光タンパク質との融合タンパク質としてヒト培養細胞において発現させその局在を解析した．その結果，この2アミノ酸残基を欠失した変異体は，トランスフェクションの1日後にはセントロメア領域に局在するものの，3日後にはセントロメア領域への局在は消失する傾向にあることが明らかになった．また，欠失変異体ではなく，この挿入されている2アミノ酸残基をアラニン残基に置換した変異体においても同様の動態が観察されたことから，CENP-Aのセントロメア領域への安定的な局在において，ループ1領域の配列と長さの両方が重要であることが明らかになった．CENP-Aのループ1領域を認識するタンパク質は同定されておらず，CENP-Aに特異的なヒストンシャペロンであるHJURPもCENP-Aのループ1領域には結合していないことがX線結晶構造解析により明らかにされた8)．今後，ループ1領域に直接に相互作用するタンパク質を同定することにより，セントロメア領域の維持機構が明らかとなるものと考えられる．
おわりに
　セントロメア領域の形成および維持は染色体の均等分配による遺伝情報の正確な継承を保証する機構の根源である．セントロメア領域がどのようにしてほかの領域と区別され細胞周期をとおして維持されるのかは未解決の重要な課題であるが，その基盤であるCENP-Aヌクレオソームの立体構造情報が未知であったことが研究の進展をさまたげていた．CENP-Aは酵母からヒトにいたるまで広く保存されているヒストンH3のバリアントであり，セントロメア領域の形成および維持に必須である．また，出芽酵母のCENP-AホモログであるCSE4を含むヌクレオソームのX線小角散乱解析が行われ，今回，筆者らが明らかにしたヒトCENP-Aヌクレオソームの構造的な特徴が，出芽酵母のCSE4ヌクレオソームにおいても保存されていることが報告され9)，セントロメア領域に特異的なヌクレオソームの種をこえた高度な保存性が明らかになりつつある．
　今回，筆者らは，ヒトCENP-Aヌクレオソームの立体構造をはじめて原子分解能で解明することに成功した．この立体構造の解析により得られた新たな知見にもとづいて，今後，CENP-Aの高次クロマチンの形成における役割を解明することが，セントロメアの形成機構および維持機構を理解するうえで重要である．
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〈図説明〉

図1　CENP-AヌクレオソームとヒストンH3ヌクレオソームの立体構造

（a）決定されたCENP-Aヌクレオソームの構造に対し，両方のDNA末端に13塩基対のDNA（オレンジ色）を補ったモデル．

（b）H3ヌクレオソームの構造．
図2　CENP-Aのループ1領域の構造

（a）ループ1領域の位置．

（b）拡大図．
赤色はCENP-A，水色はヒストンH3を示す．
