
 1 

	

	

	

	

	

	

分裂酵⺟ CENP-C は CENP-A の局在を制限する 
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要旨	

	

動原体は微小管の結合領域であり、染色体の均等分配に必須な構造体であ

る。 ヒストン H3のバリアントである CENP-Aは、動原体形成に重要な役
割を持ち、進化的に保存されたタンパク質である。CENP-Aの局在は、多く
の真核生物において染色体上のセントロメア領域に限定されているが、

CENP-Aはセントロメア以外の領域に局在した場合、その場にセントロメア
を形成するネオセントロメア現象が報告されている。ネオセントロメアは、

染色体の分配異常をはじめ、様々な疾患の原因となることから、不要な

CENP-Aの局在は排除される必要があると考えられる。 
本研究は、分裂酵母を用いて CENP-A(分裂酵母 Cnp1)の局在を非セントロ
メア領域から排除する機構を明らかにすることを目的として行った。 Cnp1
を過剰発現させると野生型と異なる Cnp1 の局在を示し、かつ高温感受性
を示す変異株取得するためにスクリーニングを行なったところ、動原体タ

ンパク質である CENP-C（分裂酵母 Cnp3）が原因遺伝子として単離された
（cnp3-1変異株）。cnp3-1変異体は Cnp1過剰発現下で高温感受性を示し、
制限温度 36℃では GFP-Cnp1の局在が核全体に見える細胞や、 核内に複数
点観察される細胞が存在した。野生型 Cnp3タンパク質は、Cnp1と共にセ
ントロメア領域に局在することが知られている。蛍光顕微鏡観察により、

Cnp1過剰発現における変異型タンパク質Cnp3-1の局在を観察したところ、
許容温度 26℃では Cnp1 と共にセントロメアへの局在が観察された。しか
し、制限温度 36℃では、その局在がセントロメアから消失することが分か
った。 
通常の Cnp1発現下における cnp3-1変異株の形質を観察すると、温度感受
性は示さないが、Cnp1 のみならず、変異型タンパク質 Cnp3-1 のセントロ
メア領域の局在が減少していることが分かった。次に、cnp3-1 変異株にお
いて Cnp1をセントロメアに局在できなくすると、その局在がどのように見
えるのか調べた。このため cnp3-1変異株と、Cnp1をセントロメアにリクル
ート出来ない mis18-818変異株との 2重変異株（cnp3-1mis18-818）を作製し
た。すると、Cnp1の局在が核内に複数点観察された。分裂酵母の染色体は
3本あるが、3つの動原体はクラスターを形成するため、通常 Cnp1は核内
に１点観察され、M 期中期のみ 3 点観察される。 cnp3-1mis18-818 変異株
で見られたこの局在は染色体のクラスタリングが崩壊していることに起因

するのか、或いはセントロメア以外の領域に局在するか確かめるために、

Cnp1 の局在に非依存的である動原体タンパク質 Mis12 に着目し、cnp3-
1mis18-818変異株におけるMis12の局在を調べた。その結果、cnp3-1mis18-
818 変異株では Mis12 は核内に 1 点のみ観察された。またセントロメア領
域のプローブを用いて FISHを行ったところ、Mis12と同様にプローブも核
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内に 1点のみ観察された。これらのことから、 cnp3-1mis18-818変異株で複
数点観察される Cnp1の局在は、クラスタリング異常によるものではなく、
セントロメア以外の領域に存在することが示唆された。 
これらの結果から、cnp3-1 変異株においてセントロメア領域に局在出来
ない Cnp1が細胞内に多く存在する場合、Cnp1の局在は本来の局在領域と
異なる領域に入り込みやすいことが示唆された。また、変異型タンパク質

Cnp3-1は Cnp1と共局在する結果から、変異型タンパク質 Cnp3-1はセント
ロメア以外の領域に局在する Cnp1 を安定化する働きを持つことが示唆さ
れた。以上のことから、野生型の Cnp3は Cnp1の局在をセントロメア領域
に限定させ、ネオセントロメアの形成を防ぐ役割を担っているのではない

かと提唱した。 
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序論	

	

1細胞周期 

生物は自己複製することで、新たな細胞を生み出す。自己複製する際には、

自己の DNAを複製させて細胞分裂を行う（図 1）。一つの細胞から 2つの細
胞に分裂する一連のサイクルを細胞周期と呼ぶ。細胞周期には S、M、G1、
G2と呼ばれる時期が存在する。細胞は分裂する前に自身の DNAを複製する
S (Synthesis) 期を経て娘細胞へと DNAを分配するM (mitosis) 期に入る。M期
と S期の間に G1 (Gap1) 期、G2 (Gap2) 期と呼ばれる時期があるが、生物種に
より Gapの期間が異なる。酵母は G1期が短く G2期が長いが、ヒトは G1期
の方が G2期よりも長い。G1期は、S期に入る前に自己複製を続けるか判断
するために必要な時期である。例えば栄養飢餓状態にあり、自己複製が出来

ないと判断されると G 0phase (休止期) と呼ばれる時期に入り、分裂をしない。
M期は細胞周期の中で染色体の分配と細胞質分裂が起こる時期である。高等
真核生物で起こるM期は更に前期、前中期、中期、後期、終期に分類されて
いる。また、ヒトのM期では核膜の崩壊が起こるが、分裂酵母では核膜の崩
壊が起こらない。細胞周期の進行は厳密に制御されており、細胞周期を進行

するかどうかを制御する 4 つのチェックポイント、G1/S 期チェックポイント、
G2/M期チェックポイント、DNA複製チェックポイント、M期チェックポイ
ントの機能が備わっている。G1/S期チェックポイントは開始点とも言われて
いる。G1/S チェックポイントは G1 期中期から後期への移行を制御しており、
この時期に細胞の成長が不十分な場合や DNAの損傷が起こると、G1期で細
胞周期が停止する。G2/M期チェックポイントも DNAの損傷修復が未完成な
場合に細胞周期が進行しないように制御しているチェックポイントである

（Rhind N and Russell P 1998）。DNA複製チェックポイントは、DNAを複製
する際に誤った複製が生じると G2期で細胞周期を停止させるチェックポイ
ントである。M期チェックポイントは染色体と紡錘糸の結合が不十分なうち
に染色体分配が起こらないよう制御しているチェックポイントである。全て

の染色体の動原体と紡錘糸が結合しないうちに染色体が分配されると、染色

体の不均等分配や異数体を生じる原因となる。スピンドルチェックポイント

はこのような事態を避けるために働いている。このように、細胞周期は 4つ
のチェックポイント機能を備えることにより、正確に DNAを複製し、染色
体の均等な分配が出来るようなシステムを有している。次にヒトと分裂酵母

におけるM期のイベントについて述べる(図 2)。 
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有糸分裂期(高等真核生物) 

前期：クロマチンが凝縮し、個々の染色体が識別出来る。S期に複製された
中心体が両極に別れ、その間に紡錘糸を形成する。中心体は 2つの円
筒状の中心小体と呼ばれる構造が L 字型に配置した構造をとるものと、
中心小体周辺の中心小体周辺物質から構成されており、微小管形成中

心として機能する（図 3）。 

前中期：核膜が崩壊し、中心体と染色体間を結ぶ動原体微小管が動原体を捕

捉し、紡錘糸と染色体が相互作用する。この相互作用により、後に

続く中期で metaphase plateと呼ばれる細胞の中央に染色体を整列さ
せる事や、染色体を両極に引っ張ることが可能となる。また、動原

体微小管と動原体が正しく結合しなければ、染色体の不均等分配を

起こす原因となるため、両極に存在する紡錘体から双方向性結合

（アンフィティリックな結合）が確立されることが重要となる（図

4）。動原体はこの双方向性結合を確立するために、動原体微小管が
１対の姉妹染色分体に結合することを保証する重要な役割を果たす

と考えられている。動原体を構成するタンパク質に異常が起きると、

染色体と動原体微小管の結合が正常に起こらず、メロテリック結合

（姉妹動原体の片方の動原体が微小管と結合した状態）やシンテリ

ック結合（両方の姉妹動原体に片方の紡錘体極から伸びた微小管が

結合した状態）、メロテリック結合（姉妹動原体の片方の動原体が

両方の紡錘体極から伸びた微小管と結合した状態）が起こる。 

中期：全ての染色体上の動原体と紡錘糸が結合し、中期板に並ぶ。 

後期：姉妹染色分体が解離する 

終期：細胞が分裂し、核膜が形成され始める。染色体は再び脱凝縮する 

有糸分裂期（分裂酵母） 

分裂酵母におけるM期は、高等真核生物の中心体に相当する SPBスピンド
ル極体の距離の変化により 3段階に分類されている(図 2)。 

Phase1．紡錘糸形成期と言われており、SPBが複製されて分離し、SPB間に
紡錘糸が形成される。M期の前期に相当する。 

Phase2.	 紡錘糸長一定期と言われ、M期の全中期、中期後期に相当する。	
紡錘糸の長さは 2〜3µmで一定している。染色体が紡錘糸に沿って
運動し、姉妹染色分体が分離する。 
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Phase3.	 紡錘糸伸長期で、後期に相当する。紡錘糸が細胞の両極まで伸長し、
染色体のセントロメアは SPB付近に観察される。 

 

2. 動原体の構造とセントロメアタンパク質 CENP-A、CENP-B、CENP-C  

セントロメアは染色体の均等分配に必須なシス因子である。有糸分裂におい

て、セントロメアには紡錘糸の接続部位である動原体が構築される。動原体

は多くのタンパク質が集合した構造体であり、内層、中間層、外層の三層構

造を取っている。内層には CENP-A、CENP-Cが局在する。中間層は CENP-A
のリクルート因子であるMis6 (ヒトでは CENP-I) 複合体が局在する。中間層
に位置するタンパク質群は細胞周期を通してセントロメアに局在することか

ら、CCAN (constitutive centromere associated network:構成的動原体タンパク質
群)と呼ばれている。この CCANは、動原体の土台を形成する役割を持つ(図
5)。外層は分裂酵母で動原体タンパク質として報告されたMis12 タンパク質
や微小管と結合して、活性を持つと報告されている Ndc80複合体タンパク質
などが局在する。セントロメアに局在するタンパク質、CENP-A、CENP-B、
CENP-C は、CRESTと呼ばれる自己免疫不全患者の血清の中の抗体が認識す
るタンパク質として発見された（Ernshaw,W.C.et al 1985）。CRESTとは自己
免疫疾患の症状から、その病名の頭文字を取った総称である。C:calcium 
deposit（石灰沈着）,R:Raynaud phenomenon（指先が青白くなり痺れる）、
E:Espophageal、dysfunction（食道の機能障害）, S:Sclerodactyly（皮膚硬化）, 
T:Telangiectasia（毛細血管拡張症、皮膚に小さな斑点が出る)。1987年から
1994年の間に CENP-B、CENP-C、CENP-Aがクローニングされた。CENP-A
（分裂酵母は Cnp1と表記す）は酵母からヒトまで保存されているヒストン
タンパク質で、ヒストン H3のバリアントであり(図 7)、動原体形成に必須で
ある。CENP-B	は（分裂酵母は Abp1、Cbh1 、 Cbh2の 3つの CENP-Bホモログ
が報告されている）トランスポゾンの発現抑制に関与していることが報告さ

れている (Daulny A,et al 2016) 。そして CENP-Cは、ヒト、マウスで DNAお
よび CENP-A に結合し、動原体との接続に必須であることが報告されている。
分裂酵母の CENP-C（Cnp3と表記）はカルボキシ末端（C末端）側に CENP-
C モチーフ、そのモチーフより更に C 末端側に Mif12 のホモログ領域を持つ。
これまでの報告によると、Cnp3の N末端側では Sim4複合体、Mde4複合体
と結合し、C末端側ではMoa1と結合することが知られている。N末端側の
複合体との結合は、動原体や微小管との結合に関与し、Moa1との結合は減数
分裂に必要であることが知られている（Tanaka,K. et al 2009）。	
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3. 染色体の構造とセントロメア 

染色体はヒストン（H2A、H2B、H3、H4）と呼ばれる 8量体から成るタンパ
ク質に 147bpの DNAが左巻きに巻きついた構造をしており、これをヌクレ
オソームと呼ぶ（図 6 A）。ヌクレオソームはおよそ 200bp毎に形成され、
これが幾重にも折りたたまれクロマチン構造を形成する（図 6 B）。クロマ
チンはより凝縮した構造を持つヘテロクロマチンと、弛緩した構造を持つユ

ークロマチンがあり、前者は転写が抑制されており、後者は転写が起こって

いる領域である。染色体上で動原体が形成される領域をセントロメア領域と

呼ぶ。セントロメア領域の大きさと塩基配列は生物種間で保存性が見られな

い。線虫やチョウ目（害虫と称されているガなど）は、染色体全体に動原体

が分散するホロセントリック染色体を持つ。一方で出芽酵母のセントロメア

領域は 125bpでヌクレオソーム一つ分の大きさしかない点セントロメアを形
成している。その他の生物では領域型セントロメアを形成することが知られ

ている。分裂酵母のセントロメア領域は 30〜110kbpにわたって cnt (center:対
称構造のない中央領域) 領域を中心に imr（inner most repeat:対称な配列を持つ
中央領域）、otr（outer repeat: dg、dh という配列が反復した配列を持つ領域）
を持っている(図 3)。分裂酵母は 3本の染色体を持ち、imrと otrは各セント
ロメアで特異的な配列から構成されており、otrは各セントロメアに共通に存
在する反復配列からなる。ヒトではαサテライト DNAと呼ばれる 171bpか
ら成る配列がセントロメア領域で 200〜9000kbpに渡って反復している。 

 

4. CENP-Aをセントロメア領域に局在させる制御機構は何か 

CENP-Aは一部ホロセントリックな染色体を持つ生物種を除き、多くの真核
生物ではセントロメア領域にのみ局在する。いかなるメカニズムで CENP-A
の局在をセントロメア領域１箇所に限定するかは、未だに不明である。

CENP-Aの局在に関してこれまでに報告されていることは、CENP-Aにはリ
クルート因子が存在することである。分裂酵母においては Cnp1のセントロ
メアへのリクルートに mis6/Sim4 、mis16/mis18、Scm3などが必要であること
が報告されている(Hayashi, et al 2004、Pidox AL. et al 2009)。また、CENP-A
が局在する近傍はヘテロクロマチン化されていることが報告されている

（Folco H.D, et al 2008）。CENP-Aの取り込みに関して、セントロメア領域の
DNA配列は生物種間で類似性がない。また、ヒトにおいては癌や発達遅延患
者の細胞から、セントロメア以外の領域に CENP-Aが取り込まれ、そこに動
原体が形成されるネオセントロメア 現象の報告がある（David J. Amor et al 
2002、Voullaire, L. et al. 1999）。このように、動原体が構築される領域が染色
体上の１箇所に限定されることは、細胞分裂や個体形成において非常に重要
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ネオセントロメア が出来ることから、CENP-Aのリクルート因子だけでは、
CENP-Aの局在をセントロメア領域に限定することは出来ないと推察する。
そこで、非セントロメア領域に取り込まれた CENP-Aを排除する機構を仮定
した(図 8)。本研究は、この仮定を検証することを目的としてスタートした。
分裂酵母を用いて CENP-Aが非セントロメア領域にも局在する変異株（cnp3-
1）を単離した。cnp3-1 変異株の原因遺伝子はヒト CENP-C の相同体（Cnp3）
をコードする。本研究では cnp3-1変異株の表現型を解析することで、Cnp3
タンパク質の機能を理解することを目的とした。 
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結果	
	
1. 仮説検証のための変異株のスクリーニング方法	
	
非セントロメア領域から Cnp1を排除する機構の存在を検証するため、染色
体上の様々な領域に Cnp1を取り込む変異株（Cnp1を非セントロメア領域か
ら排除出来ない変異株）を取得し、解析するアプローチを取ることにした。 
セントロメア以外の領域にも Cnp1を取り込ませるために、細胞内の Cnp1の
発現量を上げ、染色体に Cnp1を取り込ませやすい状況を作ることが必要と
考えた。そこで、nmtプロモーターを使用した。nmtプロモーターは人為的
に遺伝子を強制発現させることの出来るプロモーターで、nmt1>nmt41>nmt81
の順に発現が強い。また、nmtプローモーターは Thiamineを用いて nmtプロ
モーター下流に繋がれた遺伝子の発現を制御出来るプロモーターで、

Thiamine 存在下では nmtプロモーターの働きが抑制され、下流の遺伝子の発
現が抑制される。Thiamine存在下（+Thi）と、Thiamineが無い(-Thi)場合で
GFP-Cnp1の発現を ONと OFFに出来る系を構築した。 
野生型の株に nmt1GFP-cnp1の配列を組み込んだ後、変異誘発剤である NTG
（nitrosoguanidine）で変異処理を施し、変異株ライブラリーを作成した。
Cnp1が染色体に過剰に取り込まれると、動原体が複数構築され、染色体分配
に異常が起き、生育阻害を起こすことが予測された。これらのことを踏まえ、 
次の条件を満たす変異株を取得した。 
1) GFP-Cnp1発現依存的に温度感受性を示す 
2) ヒストン H3の過剰発現では温度感受性を示さない 
3) GFP-Cnp1の局在が野生型と比較して異常を示す	
4) 染色体分配（核分裂）に異常を起こす	
	

およそ 2万変異株から上記の条件を満たす株を検定し、16株に絞り込んだ。
16株は単一遺伝子変異であるか調べるため、野生型と交配する戻し交配を行
なった。また、変異点が同一のものが無いか調べるため、変異株同士の交配

も行った。16株の中から GFP-Cnp1の局在が野生型と異なる株を 5株に絞り
込んだ。この 5株は CSM (cnp1 sensitive mutant) 変異体と命名し、 
csm18-2、csm32-8A、csm32-8B、csm9-59、csm10-60をクローニングの候補と
した。 
高温感受性が弱い株を選択してしまうと、ゲノムライブラリーを形質転換後、

高温感受性の相補が分かりにくいため、5株のうち高温感受性が最も強い
csm10-60を選択し、原因遺伝子を明らかにするためにゲノムライブラリーを
変異株に形質転換した。高温感受性が相補されたコロニーを取得し、取り込

まれたプラスミドに含まれる遺伝子が何か調べた。 
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2. 原因遺伝子の単離 
 
高温感受性が相補された csm10-60変異株のコロニーからプラスミドを回収し
たところ、動原体タンパク質をコードする cnp3+を含むプラスミドが単離さ

れた。分裂酵母のゲノムライブラリーを鋳型に cnp3+を PCRで増幅し、cnp3+

のみをプラスミドに持たせ、csm10-60に形質転換したところ、高温感受性が
相補された(図 9)。 
次に csm10-60変異株のゲノム DNAを鋳型に cnp3をクローニングし、cnp3の
シークエンスを行った。分裂酵母のゲノムデータベース (pombase:	
https://www.pombase.org/) より、cnp3+の配列を比較したところ、508番目のア
ミノ酸がセリン (S) からフェニルアラニン (F) に置換していることが分かった。 
Cnp3には C末端寄りに CENP-CモチーフとMif2ドメインを持つが、508番
目のセリンは進化的に保存されていない領域である(図 10A)。これより、
cnp3 +遺伝子に温度感受性を相補される csm10-60変異株を cnp3-1変異株と表
記し、変異型 Cnp3タンパク質を Cnp3-1と表記する。 
 
3. cnp3-1変異株の表現型 
 
cnp3-1変異株は GFP-Cnp1を過剰発現すると 36 °Cで高温感受性を示す。そ
の一方で Cnp1と類似性の高いヒストンタンパク質 H3を過剰発現しても高温
感受性は示さない（図 10B）。次に、顕微鏡（Δvision）で cnp3-1変異株の
GFP-Cnp1、Cnp3-1の局在を観察した。Cnp3-1は C末端に mCherryのタグを
つけて可視化した。26 °C で EMM+Thiamine培地で前培養したのち、thiamine
を取り除くため、EMM培地で 3回細胞を洗浄した。その後 nmtプロモータ
ーからの GFP-Cnp1を発現誘導させるため 26 °Cで 20時間培養した。20時間
後、36 °Cにシフトアップして 6時間培養した（図 11A）。cnp3-1変異株は細
胞分裂に 4〜5時間かかるため、36 °Cにシフトしてから最低 1回は細胞周期
を１周させるために 6時間培養した。cnp3-1変異株における GFP-Cnp1の局
在は 26 °Cで野生型と同様に核内にシグナルが 1点観察されるが、36 °Cでは
核全体が緑色に光って見える細胞や GFP-Cnp1のドットが複数見られる細胞
が観察され、大小不均等な核を持つ細胞も観察された（図 11B 矢印）。
Cnp3-1mCherryの局在は 26 °Cで野生型と同様に核内に 1点のみ観察される
が、36 °Cでは mCherryのシグナルが観察されなかった（図 11B ）。 
また、GFP-Cnp1と Cnp3、Cnp3-1の細胞内での GFP-Cnp1、Cnp3、Cnp3-1レ
ベルを確認するためにウェスタンブロット を行った。GFP-Cnp1は GFP抗体
を用い、Cnp3、Cnp3-1については HAタグを繋げた株を用い、HA抗体を使
用した。その結果、+Thiamine (+Thi)、-Thiamine (-Thi) 共に cnp3-1変異株は
26 °C、36 °C共に野生型よりも GFP-Cnp1、Cnp3-1HAの減少が見られた(図
12)。 



	 12	

4. Cnp3 Δ破壊株の表現型 
 
Cnp3には Cnp3破壊株(cnp3Δ)が存在する。cnp3Δ破壊株では GFP-Cnp1の
局在はどのように見られるのだろうか？cnp3-1変異株の表現型と比較するた
め、cnp3-1変異株と cnp3Δ破壊株における GFP-Cnp1の局在を観察した。
cnp3Δは 26 ℃で生育しないため、30 ℃で培養した。cnp3Δ破壊株で GFP-
Cnp1を過剰に発現させた場合、GFP-Cnp1のシグナルはWTと同様に 1点の
み観察される細胞と、GFPシグナルが細胞内に散在した様な細胞が多く観察
された（図 13）。また、36 °C で GFP-Cnp1 のシグナルが何点見えるか測定
した(図 14A)。GFPのシグナルにおいて、cnp3-1 変異株は複数点見える細胞
が 30%であるのに対し、cnp3Δ破壊株は複数点見える細胞は観察されなかっ
た。GFP-Cnp1が 2点見える細胞は観察されたが、これは分裂期の可能性もあ
る。更に細胞内で GFP-Cnp1が発現しているか確認するためにウェスタンブ
ロットを行った（図 14B）。WT、cnp3-1変異株、cnp3Δ破壊株で同程度の
GFP-Cnp1の発現が確認された。ここまでで、cnp3Δ破壊株における細胞内の
GFP-Cnp1は cnp3-1変異株と異なることが分かった。このことから、cnp3-1
変異株で GFP-Cnp1の局在が異常を示すのは、cnp3-1変異株特有の表現型で
あることが示唆された。cnp3-1変異株は GFP-Cnp1を染色体上に取り込みや
すくする機能を持つのかもしれない。 
	

5. GFP-Cnp1の発現が生理的条件である時の cnp3-1	変異株の表現型	
	

次に、GFP-Cnp1 の発現レベルが生理的な条件下にある場合（過剰発現させな
い場合）、cnp3-1 変異株はどのような表現型を示すか調べた。cnp3-1変異株
は GFP-Cnp1を過剰発現させると温度感受性を示すが、YPD、YES、EMMの
それぞれの培地でスポットテストをしたところ、GFP-Cnp1を過剰に発現しな
い場合でも、EMM培地では野生型より生育が悪い結果となった（図 28）。
図 10Bでは GFP-Cnp1の発現を抑えた時に温度感受性は示していないが、nmt
プロモーターを持たない cnp3-1変異株では EMMで生育が野生型より悪くな
ることから、遺伝子型の違いが影響しているかもしれない（図 28 EMM培地
のスポットテスト、材料と方法の菌株参照）。完全培地 YE を用いて培養し、
26 °C と 36 °C の表現型を観察した所、GFP-Cnp1の局在はWTとほぼ同じ局
在を示した。しかし、36 °Cで 24時間培養すると、cnp3-1変異株は不均等な
核が観察され、GFPのシグナルもWTのシグナルより弱かった（図 15A）。
cnp3-1変異株が不均等分配を起こす割合は 36 ℃で 20%、GFP-Cnp1のシグナ
ルが複数見える細胞は 10%未満だった（図 15B）。一方で Cnp3-mCherryのシ
グナルは GFP-Cnp1過剰発現時と同様に、WTは 1点シグナルが観察される
のに対し、cnp3-1変異株は 36 °Cで殆ど Cnp3-1-mCherryのシグナルが観察さ
れなかった。そこで、GFPタグを C末端に繋げた Cnp3-GFP、Cnp3-1-GFPを
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用いて、セントロメア領域（cnt、imr、dg領域  図 16A）のクロマチン免疫沈
降を行った。26 ℃と 36 ℃の両方で Cnp3-1-GFP	はセントロメア領域におけ
る局在が減少していることが分かった（図 16B）。この時の Cnp3-GFPの発
現レベルを調べるため、ウェスタンブロットを行った（図 16C）。野生型と
比較して cnp3-1変異株の GFP-Cnp1は 36 °Cで減少していた。 
では、Cnp3-1のセントロメア局在が減少しているならば、Cnp3-1のセントロ
メア結合能力は下がっているのだろうか？Cnp3はアミノ酸配列の 416-613番
目がセントロメア領域との結合に必要であると報告されている（Tanaka et al. 
2009）。Cnp3-1はセントロメアの結合能があるのか調べるため、cnp3-1変異
株の変異点（508番目）を含む領域と、その C末端に GFPタグを付け、
nmt81プロモーターを持つプラスミド pREP81に繋ぎ、WTの細胞内で発現さ
せた(図 17A)。また、クラスターが形成されるセントロメア付近の SPBを可
視化するため、Sad1-mCherryもWTの細胞に組み込んだ。WT内で発現した
Cnp3-GFPは 26 °Cと 36 °Cの両方で GFPのシグナルが 1点観察され、Sad1-
mCherryとも共局在したが、Cnp3-1GFPは 36 °Cで GFPのシグナルが観察さ
れず、Sad1-mCherryのみ観察された(図 17B)。また、ウェスタンブロットに
より、細胞内で Cnp3-GFPが発現しているか確認したところ、Cnp3-1-GFPの
方がWTより発現量は減少していた（図 18）。 
更に、セントロメア機能への影響を調べるために、人工染色体の脱落頻度を

温度別に調べたところ、cnp3-1変異株は 36 ℃で顕著に脱落頻度が上がった
（表 1,図 19）。この結果から、Cnp3-1はセントロメア結合能がWTより落ち
ており、染色体分配に異常を起こしていることが示唆された。	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  
 
 
6．cnp3-1 mis18-818二重変異株の表現型 
 
cnp3-1変異株は 36 °Cで GFP-Cnp1を過剰発現すると複数のシグナルが観察
された。そこで、Cnp1が細胞内に過剰に存在すると Cnp3-1は Cnp1をセント
ロメア以外の領域に局在させるのではないかと考えた。GFP-Cnp1を生理的な
条件下で発現させた状態でこの仮説を検証するためには、セントロメアに取

り込まれる Cnp1を減少させることが必要と考え、Cnp1のリクルート因子で
あるMis18に着目した。mis18変異株は、36 °Cで Cnp1 をセントロメアにリ
クルートすることが出来ず、不均等分配を起こすことが知られている

（Hayashi et al. 2004）。この時、cnp3-1変異株の細胞内では、セントロメア
に局在せず染色体上に取り込まれない GFP-Cnp1が一時的に増えると思われ
る。そこで、mis18-818変異株と cnp3-1変異株の二重変異株を作成した(図
20)。cnp3-1 mis18-818の二重変異株を完全培地 YEで細胞培養し、顕微鏡観
察を行った(図 21A)。すると、二重変異株の顕微鏡観察では、GFP-Cnp1 の局
在が 36 °Cで複数のドットとして観察された(図 21B)。GFP-Cnp1のウェスタ
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ンブロットを行ったところ、cnp3-1 mis18二重変異株における GFP-Cnp1の発
現量はWTより減少していた(図 22A)。また、 GFP-Cnp1のドットが複数点見
える細胞の割合をグラフで示した(図 22B)。2点見える細胞が最も多く、続い
て 3点、4点見える細胞が存在した。分裂酵母は 3本の染色体がクラスター
を形成しているので、GFP-Cnp1が 3点見えるのはクラスターが崩壊している
可能性もあるが、4点見えるということは、セントロメア以外の領域に GFP-
Cnp1が局在していることが考えられる。cnp3-1 mis18-818の二重変異株のセ
ントロメア領域における GFP-Cnp1のクロマチン免疫沈降(ChIP)を行った所、
cnp3-1変異株、mis18変異株、cnp3-1 mis18の二重変異株でセントロメア領域
の GFP-Cnp1の局在が減少しており、なかでも cnp3-1 mis18の二重変異株が
かなり減少していた(図 23、24)。この結果からも、cnp3-1 mis18-818の二重変
異株は、セントロメア以外の領域に	 GFP-Cnp1が局在することが示唆された。 
次に、36 °Cでの Cnp3-mCherry、Cnp3-1-mCherryの局在観察を行なった。
cnp3-1 変異株は、Cnp3-1-mCherry のシグナルがかなり弱くなっていた(図 25)。
恐らくセントロメアの結合能力は下がっているからだろう。cnp3-1 mis18二
重変異株では、Cnp3-1-mCherry と GFP-Cnp1 が共局在する様子が観察された。
この結果から、Cnp3-1はセントロメア局在が減少しても、Cnp1と共局在し
ていることが分かった。	

	

 
7．cnp3-1 mis6-302二重変異株と cnp3-1 mis16-53二重変異株の表現型	
Cnp1のリクルート因子の変異株ならば、 cnp3-1 mis18-818の二重変異株と同
様の表現型が見られるかを調べるために、mis6-302  cnp3-1, cnp3-1 mis16-53
の二重変異株を作製し、表現型を観察した。	

cnp3-1 mis18の二重変異株と同様に、mis6-302  cnp3-1, cnp3-1 mis16-53の二重
変異株は 36 ℃で GFP-Cnp1のシグナルが複数のドットとして観察された(図
26、27)。スポットテストにより生育の様子を観察したところ、二重変異株で
発育阻害が観察された(図 28)。 
 
8．cnp3−1 mis18−818二重変異株の染色体のクラスター	
	

1）Mis12−mCherryの局在観察 
 
cnp3−1 mis18−818二重変異株および、Cnp1のリクルートに関与する因子と

cnp3−1変異株の二重変異株では、36 ℃で GFP-Cnp1の局在がマルチドット状
に観察された。これは、染色体上の様々な領域に GFP-Cnp1 が局在するのか、
それとも染色体のクラスターが崩壊し、3本の染色体がばらばらになり、
GFP-Cnp1が複数見られるのかを調べるために、Cnp1の局在に依存しない動
原体タンパク質Mis12の C末端に mCherryのタグを付け、Mis12-mCherryの
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局在を観察することにした。通常、WTにおける分裂酵母では 3本の染色体
のセントロメア領域が核膜にテザーリングされ、3つの動原体が束になり、1
点に観察される。M期の中期のみ、3本の染色体が赤道面に並ぶと動原体は
3点観察される。 
もし二重変異株で染色体のクラスタリング構造が壊れていれば、Mis12-
mCherryの局在も複数点（〜3点）観察されることが予測される。 
WT、cnp3−1変異株、mis18−818変異株、cnp3−1 mis18−818変異株の染色体
上に mis12-mCherryが組みこまれている（integrant）株を作製し、顕微鏡観察
を行った。培養条件は、EMM培地を用いて 26 °Cで培養した後、36 °Cにシ
フトアップして 6時間培養しメタノール固定を行った。ライブ観察では
mCherryの減衰が激しかったためメタノール固定を行った。 
26 °Cでは GFP-Cnp1、Mis12-mCherryともに細胞内に 1点のみ共局在する様
子が観察された(図 29)。36 °Cでは cnp3−1 mis18−818の二重変異株で GFP-
Cnp1がマルチドットとして観察されるのに対し、Mis12-mCherryは 1点のみ
観察された。また、マルチドット状に見える GFP-Cnp1のうちの 1点と
Mis12-mCherryが共局在する細胞と、全く共局在しない細胞が観察された(図
30)。 
Mis12-mCherryの局在が 1点に見えたことから、染色体のクラスタリング構
造は保たれていると考えられる。また ChIPの結果も併せて考慮すると、
GFP-Cnp1は染色体上のセントロメア以外の領域に取り込まれていると考えら
れる。 
さらに、mis18変異株には別の遺伝子座に変異を持つ mis18−262変異株が存
在する。mis18−262変異株は温度感受性株で、その感受性は mis18−818変異
株より強い。cnp3-1 mis18-818二重変異株の表現型と比較するために、cnp3-1 
mis18−262変異株を作成し、同様の培養条件で顕微鏡観察を行った。 
mis18−262変異株における GFP-Cnp1のシグナルは、36 °Cでかなり弱く観察
された。また、cnp3−1 mis18−262の二重変異株では GFP-Cnp1 のシグナルが
26 °Cでは 1点だが、36 °Cではマルチドットが観察された(図 31、32)。	
	

 
2）FISHによるセントロメア領域の検出 
 
染色体のクラスタリングが保持されているか調べるため、FISHも試みた。
分裂酵母のセントロメア領域（otr領域）を認識するプローブ pRS140を用い
て、蛍光色素 Alexa488で標識し、プローブが染色体上の何処で光るか調べた
（Chikashige et al, 1989）。pRS140は一番染色体のセントロメア領域の dg dh
領域の配列を持ったプラスミドである。分裂酵母のセントロメア otr領域で
ある dg、dh領域は１番染色体から 3番染色体までホモロジーを持つため、
pRS 140のプラスミドを使ったプローブを作成すると、3本の染色体のそれぞ
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れの otr領域で、プローブは染色体とハイブリダイズすることができる（図
33A）。仮に染色体のクラスタリングが壊れていればプローブも複数点観察
されることが予測される。実際に観察してみたところ、36 °Cの全ての細胞で
プローブは染色体上の 1箇所でのみシグナルが観察された(図 33B)。 
以上より、Mis12-mCherryの局在観察と FISHによる顕微鏡観察の結果から、
cnp3−1 mis18−818の二重変異株の染色体クラスタリング構造は保持されてい
ると考えられた。 
	

 
9.	 核膜タンパク質と Cnp3の関係 
 
これまで観察された Cnp1のリクルート因子の変異株（mis6、mis16、mis18）
と cnp3-1変異株の二重変異株は、GFP-Cnp1 のシグナルが複数みられた。こ
のシグナルの核内配置を詳細に観察するために、Δvisionを用いて単軸方向に
沿って 180°細胞写真を回転させた。例えば、細胞を回転する前の GFP-Cnp1
のシグナルが核内の中央付近に見える場合でも、短軸方向に 90°回転すると
辺縁部に	 GFP-Cnp1のシグナルが見えたとする。この場合、GFP-Cnp1は核
膜寄りに位置すると考えられ、GFP-Cnp1が中央に局在すれば、核の中心部に
局在していると考えられる。二重変異株の写真をそれぞれ短軸方向に沿って

90°回転したところ、GFPのドットが左側に局在して見えたので、核膜寄りに
局在すると考えられた(図 34~37)。そこで核膜に局在するタンパク質 Rpt3、
Cut8と Cnp3が GFP-Cnp1の局在に影響を及ぼすのか調べることにした。
Rpt3はプロテアソームのサブユニットであり、Cut8はプロテアソームのアン
カーであり、染色体の分配に異常を起こす cut変異体として単離され、プロ
テアソームの核膜局在に必要なことが報告されている（Tatebe et al. 2000、
Takeda  et al. 2005）。Rpt3は 19Sプロテアソームを構成する因子で、進化的
に保存されており、核膜に局在し、その局在は Cut8に依存することが知られ
ている。また、先行研究である北川博士の報告によると、Rpt3はセントロメ
アにも局在し、Cnp1 の取り込みを制御していることが示唆されている
（Kitagawa et al. 2014）。Cnp3と Rpt3が GFP-Cnp1の局在に影響するのか調
べるために、rpt3-1 cnp3-1二重変異株を作成し、26 ℃と 36 ℃で顕微鏡観察を
行い、GFP-Cnp1の局在を観察した(図 38、39)。rpt3-1変異株は 26 ℃、36 ℃
共に GFP-Cnp1のシグナルが核内に 1点のみ観察されたが、36 ℃の rtp3-1変
異株は野生型よりも GFP-Cnp1が強く観察された。これは北川博士の報告と
一致しており、rpt3-1変異株ではセントロメア領域の GFP-Cnp1の取り込みが
野生型より多くなっているためと考えられる。一方で、rpt3-1 cnp3-1の二重
変異株では 36 °Cで GFP-Cnp1のシグナルが弱く観察されたが、rtp3-1と同様
に核内に 1点のみ観察されたため、Rpt3と Cnp3が GFP-Cnp1の局在に影響
を及ぼす可能性は低いと考えられた。 
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Rpt3と同様の目的で、cut8 cnp3-1の二重変異株を作成し、顕微鏡を用いて
GFP-Cnp1の局在を観察した。cut8は 26 ℃と 36 °Cで、GFP-Cnp1のシグナル
は 1点観察された（図 40、41）。しかし、36 ℃では野生型より GFP-Cnp1が
少し強く観察された。これも、cut8-563変異株では野生型に比べ、セントロ
メア領域の GFP-Cnp1の取り込みが上がっている北川博士のデータと一致す
る（Kitagawa  et al. 2014）。北川博士のデータでは、cut8-563変異株に GFP-
Cnp1を過剰発現させた細胞を使用しているが、Thiamine存在下で GFP-Cnp1
の発現を抑制した時でも、cut8-563変異株のセントロメア領域の GFP-Cnp1
の取り込みは野生型より増えていた。cut8cnp3-1の二重変異株においては、
26 ℃と 36 °Cで GFP-Cnp1のシグナルは核内に 1点のみ観察され、GFP-Cnp1
のシグナルが核内に複数点見られることはなかった。ただし、この時の二重

変異株の GFP-Cnp1のシグナルは野生型よりも強く観察された。これは	
cut8-563変異株の表現型が反映されていると考えられる。このことから、
Cut8と Cnp3が Cnp1の局在に影響を及ぼす可能性は低いと考えられた。また、
rpt3-1 cnp3-1、cut8 cnp3-1の二重変異株のスポットテストを行ったところ、
rpt3-1 cnp3-1、cut8 cnp3-1の二重変異株で強い温度感受性を示した(図 42、43)。 
 
 
10．ヘテロクロマチンに関与する遺伝子と Cnp1の局在と Cnp3 の関係 
	

	 Cnp1はセントロメア以外の領域に局在する場合、Cnp1の局在する周辺領
域がヘテロクロマチン化されているという報告がある（Folco HD, et al. 
2008）。Cnp1の取り込みにはヘテロクロマチン化されている領域が必要であ
るのか、それともヘテロクロマチン化されていなくても Cnp3-1が局在する所 
に Cnp1も局在するのだろうか。Cnp1の局在が領域（DNAの配列）に関与す
るのか或いは Cnp3-1に関与するのかを調べるために、ヘテロクロマチンに関
与する遺伝子を破壊した株を使い、これらの株と mis18 cnp3-1の三重変異株
を作り、mis18 cnp3-1の二重変異株で複数見えた GFP-Cnp1の局在がどうなる
か調べた。使用したヘテロクロマチン化に関与する遺伝子は、clr4+、swi6+、

chp1+、dcr1+の 4遺伝子で、それぞれ破壊した株と mis18 cnp3-1の二重変異株
を掛けあわせ、テトラド解析により三重変異株を作製した。もしも Cnp1の
取り込みにヘテロクロマチン領域が必要であるとするならば、三重変異株で

はヘテロクロマチン化が起こらないため、GFP-Cnp1 の局在領域が減少するこ
とが予測された。しかし、実際に顕微鏡観察を行った所、GFP-Cnp1のシグナ
ルは二重変異株と同様に観察された(図 44~51)。また、スポットテストの結果、
EMM培地で swi6Δ破壊株は生育しなかった。swi6Δ破壊株は培地による影響
を受けるのかもしれない。三重変異株のスポットテストでは、野生型と比較

すると生育阻害が観察された（図 52~54）。この結果から、セントロメア以
外の領域に局在する Cnp1は、ヘテロクロマチン化された領域よりも Cnp3-1



	 18	

の局在の影響を受けていると考えられる。また、この観察に用いた顕微鏡Δ

visionでは、三重変異株で見られた複数の GFP-Cnp1のドットがはっきり見ら
れるが、GFP-Cnp1のシグナルの強度は野生型と比較するとかなり弱い。その
ため、三重変異株で見られる GFP-Cnp1のシグナル強度で野生型や cnp3-1変
異株を観察すると GFP-Cnp1がかなり強くなってしまった。本来、36 ℃では
cnp3-1変異株の GFP-Cnp1はシグナルが弱くなる表現型であるが、そのよう
に観察されなかったのは、使用した顕微鏡による影響と考えられる。別の顕

微鏡（KEYENCE）でも観察してみると、cnp3-1変異株の GFP-Cnp1は 36 ℃
でシグナルが弱く観察されたが、三重変異株の GFP-Cnp1のシグナルが殆ど
見えなかった。この実験では、GFP-Cnp1の局在を詳細に観察したかったので、
Δvisionを用いた結果を記載した。 
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考察	

 

本研究では、Cnp1を過剰発現した場合と、生理的な条件下で発現させた場合

における Cnp3-1変異株における特徴を述べた。以下に、本研究で扱った変異

株の表現型をまとめた。これらの表現型から、Cnp3、Cnp3-1の機能について

議論したい。 

 

36 °Cでの GFP-Cnp1の局在 

 GFP-Cnp1を過剰発現した場

合の表現型 

GFP-Cnp1を生理的な条件

で発現した場合の表現型 

野生型 核内に 1点見える 核内に 1点見える 

cnp3-1変異株 核内に複数点見える。 

核全体が GFPに染まって見

える 

核内に 1点見えるがシグ

ナルが弱い 

cnp3Δ破壊株 核内に 1点見える  

mis18-818変異株  核内に 1点見えるがシグ

ナルが弱い 

cnp3-1 mis18-818変異株  核内に複数点見える 

 

 

Cnp3-1変異型タンパク質の特性 

 

cnp3-1変異株の変異点は、Cnp3の DNA結合ドメイン内である 508番目にあ

り、セリン（S）がフェニルアラニン（F）に置換していた。 

GFP-Cnp1を生理的な条件で発現した場合、cnp3-1変異株は 26 °Cから 36 °Cの

温度で生育することができる。顕微鏡観察とクロマチン 免疫沈降（ChIP）の

結果から、36 °Cにおける Cnp3-1のセントロメア結合の活性は失われていると

考えられた。更に、Cnp1 のセントロメア結合も減少していた。ヒトでは in 

vitroにおける実験で CENP-Cが CENP-Aと相互作用することにより、CENP-A

ヌクレオソームを安定化させると報告されている（Falk et al. 2015）。このこと
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から、セントロメアの Cnp1レベルが減少することは、セントロメアの Cnp3-1

を不安定にすると予測される。 

 

Cnp1を過剰発現させた場合、cnp3-1変異株は 36 °Cで高温感受性を示す。顕

微鏡観察において、cnp3-1変異株では 36 °Cで GFP-Cnp1が複数点観察され

た。少なくとも 32%の細胞で 3点以上の GFP-Cnp1が観察されたことから、

GFP-Cnp1は異所的なところへ局在していると推測される。GFP-Cnp1を過剰発

現させた cnp3Δ破壊株においては、大多数の細胞で GFP-Cnp1の焦点は観察さ

れなかった。この結果は、cnp3+の機能欠失が、Cnp1を無秩序に蓄積させる結

果になったわけではないことを示している。それゆえに、508番目のアミノ酸

配列に変異を持つ Cnp3-1は獲得機能変異であると考えられる。また、Cnp3-1

は本来のセントロメアに結合出来ない一方で、Cnp1と共局在することから

Cnp1ヌクレオソーム を安定化させる機能は維持していると考えられる。 

 

cnp3-1変異株における Cnp1の集積 

 

	 Mis18タンパク質は、Mis16と複合体を形成し、Scm3のセントロメア局在に

必要である（Hayashi, et al. 2004、Williams, et al. 2009）。Mis18の変異株 mis18-

818変異株では、制限温度でセントロメアに取り込まれる GFP-Cnp1が減少す

る。興味深いことに、mis18-818変異株は cnp3-1 mis18-818変異株の二重変異株

にすると、生理的な条件で Cnp1を発現させているにも関わらず、GFP-Cnp1の

複数のドットが観察された。Cnp1の局在に依存せず動原体に局在するMis12

タンパク質は 1点のシグナルのみ観察されたことから、この二重変異株におけ

るセントロメアクラスターは保たれていると考えらえた。分裂酵母の染色体は

3本であるため、3点以上観察された Cnp1のシグナルは異所的なところにある

と予測される。更に、Cnp3-1はこれらの	 Cnp1と共局在することから、Cnp3-

1は Cnp1を異所的なところに局在させてしまう機能を持つことが示唆され

た。 

ヒトでは、CENP-Aが過剰発現しているがん細胞において、CENP-Aがヒスト

ン H3とヘテロヌクレオソーム を形成し、セントロメア以外の領域に、不適切

に取り込まれていると報告されている（Lacoste, et al. 2014）。in vitroの実験に



 21 

おいて、ヘテロヌクレオソーム はホモヌクレオソーム と同様に安定であり、

CENP-Cと結合することができるという報告もある（Arimura, et al. 2014）。更

には、Cnp1の蓄積は Cnp3に依存するとの報告もある（Tanaka, et al. 2009）。

これらの報告と、本研究結果から以下の 3点が示唆された。 

 

・Cnp3-1は CENP-Aホモヌクレオソーム が多く存在するクロマチン領域（セ

ントロメア）で特異的に結合する能力が失われている 

・ Cnp3-1は Cnp3よりも効率よくヘテロヌクレオソームと結合している可能

性がある 

・セントロメアに取り込まれない Cnp1が細胞内に過剰に存在する場合、Cnp3-

1はセントロメア以外の領域でヘテロヌクレオソームと結合して安定に局在す

るか、或いは Cnp3-1がセントロメア以外の領域で不適切に分布した Cnp1の局

在を安定化しているのかもしれない	  

 

Cnp3-1変異型タンパク質の特性から、野生型 Cnp3タンパク質は、セントロ

メアに特異的に結合し、Cnp1の蓄積を安定化・促進するものと類推できる。

この機能により、Cnp3は Cnp1の局在を制限し、新規のセントロメア形成を防

ぐエピジェネティックなメカニズムの一旦を担っているものと考えられる（図

55）。 

 

 

cnp3-1変異株における GFP-Cnp1は何処に局在するのか 

 

cnp3-1変異株、cnp3-1 mis18-818変異株で見られる GFP-Cnp1は何処に局在す

るかについて議論したい。36 °C での cnp3-1 mis18-818変異株の細胞を、Δ

visionを用いて短軸方向に 180°回転させたところ、核膜よりに GFP-Cnp1のシ

グナルが観察された（図 34~37）。この結果を受け、核膜局在タンパクである

Rpt3、Cut8、Cnp3が Cnp1の取り込みに関与するか調べるために、cnp3-1 rpt3-

1変異株と cnp3-1 cut8-563変異株における GFP-Cnp1の局在を観察したが、両

者とも GFP-Cnp1は 1点しか観察されなかった。この結果から、核膜タンパク

Rpt3と Cut8は Cnp1の局在には影響しないことが示唆された。分裂酵母では、
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テロメア近傍にネオセントロメア が形成されることが報告されている

（Ogiyama, et al. 2013）。分裂酵母のテロメアは核内でセントロメアと反対側の

核膜上に散在している。cnp3-1 mis18-818変異株で核膜寄りに観察された GFP-

Cnp1はテロメア近傍に局在するのかもしれない。 

 

Cnp3-1はどのように Cnp1を認識しているか 

 

Cnp3-1はセントロメアを認識できない一方で、異所的なところに局在する

Cnp1と共局在する様子が観察された。この結果から、Cnp3-1はセントロメア

を正確に認識できず、似た配列を持つ DNA領域に結合し、そこに Cnp1が存在

すると、Cnp1の局在が安定化してしまうことが考えられる。 

cnp3-1変異株で Cnp1がセントロメア領域に局在出来なくなるのは、Cnp3-1が

セントロメアに局在できないため、Cnp1の局在が不安定だからだと考えられ

る。 

 

ヒト CENP-Cの機能 

本研究では分裂酵母の Cnp3の機能について述べてきたが、ヒトにおける研究

結果からも、CENP-Cが CENP-Aの局在を安定化させる報告が挙げられてい

る。 

BenE.Blackと Cheesemanのグループでは、ヒト培養細胞で CENP-Cの Central 

Domain(分裂酵母にはこのドメインがなく、哺乳類に保存されたドメイン)の

522番目のアルギニンが CENP-Aのセントロメア局在の安定に必要であると報

告している（Lucie Y.Guo, et al. 2018）。ヒトの CENP-Cにはアルギニンアンカ

ーと呼ばれる、CENP-Aと CENP-Cが相互作用するために必要なアミノ酸が特

定されている（Kato.H, et al. 2013）。 

更に Don Clevelandのグループでは、Hela細胞を用いて、次のようなことが報

告されている（Gordon Research Conference 2018）。 

 

・セントロメア以外の領域に取り込まれた CENP-Aは、DNAの複製フォーク

によって取り除かれる 
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・セントロメア領域の CENP-Aが DNA複製フォークによって取り除かれない 

のは、CENP-Cが存在するためである 

 

Hela細胞で CENP-Aを過剰発現させ、染色体腕部に CENP-Aを局在させた細

胞を同調培養し、一斉に細胞周期をスタートさせたところ、S期が終わった後

にはセントロメアの CENP-Aが残り、染色体腕部の CENP-Aの局在は減少し

た。逆に、CENP-Cを過剰発現させ、染色体腕部に CENP-Cを取り込ませた状

態で、細胞を同調培養し、細胞周期を一斉にスタートさせると S期を経ても

CENP-Aは染色体腕部に局在したままだった。このことからも、CENP-Cは

CENP-Aの局在をセントロメアに留めておくために必要だと考えられる。	

本研究の結果とヒトで報告されている CENP-Cの働きを考えると、CENP-Aが

染色体上に適切に分布、局在できるのは CENP-Cに起因するのかもしれない。 
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材料と方法	
	
分裂酵母株、大腸菌株、培地	
	
本研究で用いた分裂酵母株の野生型は h−SP972、h+975に由来する。培養には
完全培地として YES、YPD、最少培地として EMM 2を、また胞子形成培地
にはMEA、SPAを使用した。TBZ、HU、カフェインは培地作製直前に培地
に添加した。大腸菌は DH5α、MM294を使用し、培養には LB培地、SOC、
SOB培地を使用した。	
	
本研究に用いた分裂酵母株	
菌株                          遺伝子型                                                                                     

   MS01            h- leu1-32  pREP41-H3.3        
   MS02             h- leu1-32  pREP41-cnp1       
   MS03           h- leu1-32  cnp3-1 pREP41-H3.3        
   MS04             h- leu1-32  cnp3-1 pREP41-cnp3-1        
   MS168           h+ leu1-32::nmtGFP-cnp1-leu1+ cnp3::kanR ade6-M216  
   MS213           h- leu1-32  lys::nmtGFP-cnp1-lys1+ cnp3-mCherry-leu1+ 
     MS216           h+ leu1-32::nmtGFP-cnp1-leu1+ ade6-M216 
   MS217           h- leu1-32  lys::nmtGFP-cnp1-lys1+ cnp3-1+mCherry-leu1+  
   MS262           h+ leu1-32::nmtGFP-cnp1-leu1+ cnp3-1 ade6-M216 
   MS343           h- leu1-32 GFP-cnp1-hph 
   MS344           h- leu1-32 GFP-cnp1-hph cnp3-1 

      MS413           h- leu1-32 cnp3-1 ade6-M210 ch16 
   MS468           h- leu1-32 cnp3-GFP-leu1+ 

      MS497           h- leu1-32 GFP-cnp1-hph mis16-53 
   MS503           h- leu1-32 GFP-cnp1-hph mis18-818 

      MS508           h- leu1-32 GFP-cnp1-hph mis6-302 
   MS525           h- leu1-32  lys::nmtGFP-cnp1-lys1+ cnp3-3HA6his-leu1+ 
   MS527           h- leu1-32  lys::nmtGFP-cnp1-lys1+ cnp3-1-3HA6his-leu1 

      MS532           h- leu1-32 GFP-cnp1-hph mis6-302 cnp3-1  
      MS533           h- leu1-32 GFP-cnp1-hph mis16-53 cnp3-1 

   MS534           h- leu1-32 GFP-cnp1-hph cnp3-1 mis18-818 
   MS544           h- leu1-32 cnp3-1-GFP-leu1+ 

        MS545           h+ leu1-32 GFP-cnp1-hph cnp3-1-mCherry-leu1+ mis18-818 
        MS546           h+ leu1-32 GFP-cnp1-hph cnp3-mCherry-leu1+ mis18-818 

   MS548           h- leu1-32 GFP-cnp1-hph cnp3-mCherry-leu1+ 
   MS549           h- leu1-32 GFP-cnp1-hph cnp3-1-mCherry-leu1+ 
   MS568           h- leu1-32 Sad1-mCherry<<kanR  pREP81-cnp3-GFP 
   MS569           h- leu1-32 Sad1-mCherry<<kanR  pREP81-cnp3-1-GFP 

        MS587           h+ leu1-32 GFP-cnp1-hph cnp3-1-mCherry-leu1+mis18-818 swi6::kanR 
        MS588           h+ leu1-32 GFP-cnp1-hph cnp3-1-mCherry-leu1+mis18-818 chp1::kanR 
        MS589           h+ leu1-32 GFP-cnp1-hph cnp3-1-mCherry-leu1+mis18-818 dcr1::hyg 
        MS596           h+ leu1-32 GFP-cnp1-hph cnp3-1-mCherry-leu1+mis18-818 clr4::kanR 
        MS603           h+ leu1-32 GFP-cnp1-hph cut8-563 
        MS604           h+ leu1-32 GFP-cnp1-hph cnp3-1 cut8-563 
	 	 MS605           h? leu1-32 GFP-cnp1-hph cnp3-mCherry-leu1+ rpt3-1 
        MS606           h? leu1-32 GFP-cnp1-hph cnp3-1-mCherry-leu1+ rpt3-1 

MS615           h? leu1-32 GFP-cnp1-hph mis12-mCherry-leu1+	 	 	 	 	 	 	 	 	   
MS616           h? leu1-32 GFP-cnp1-hph mis12-mCherry-leu1+	 cnp3−1	 	 	 	 	   
MS617           h＋ leu1-32 GFP-cnp1-hph mis12-mCherry-leu1+	 cnp3−1mis18-818 	   
MS618           h? leu1-32 GFP-cnp1-hph mis12-mCherry-leu1+	 mis18-818 	 	 	 	 	 	 	   
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菌株                             遺伝子型                                                                                     
MS620             h- leu1-32 GFP-cnp1-hph mis12-mCherry-leu1+	 mis18-262 
MS621             h? leu1-32 GFP-cnp1-hph mis12-mCherry-leu1+	 cnp3-1mis18-262 	  	  
TK28               h- leu1-32  lys::nmtGFP-cnp1-lys1+  
TK5                 h- leu1-32::nmtGFP-cnp1-leu1+ 	  
TK85               h- leu1-32 ade6-M210 ch16 

 
 
プラスミド	 	
	
プラスミドの調整にはアルカリ法を用いた。精製には QiAprep(QIAGEN), 
High pure purification kit(Roche)を用いた。組み込み用ベクターには LEUマー
カーを持つ pBSを用いた。大量発現に用いたベクターには nmtプロモーター
を含む pREP41、81を用いた。  
 
形質転換	
	
分裂酵母の形質転換にはリチウム法を用いた（Ito et al.,1983）。	
大腸菌の形質転換にはカルシウム法を用いた（Maniatis et al.,1982）。	
	
GFP-Cnp1を過剰発現すると温度感受性を示す変異体の単離方法 
 
基本的には北川氏（2014）のスクリーニング方法と同様である。野生型の株
（SP6	h-leu1-32）に pBR322-nmt1GFP-cnp1を形質転換し、野生型の染色体に
組み込んだ。この株にニトロソグアニジン（NTG）処理を施し、DNAへの変
異を誘発させ、変異体ライブラリーを作製した。対数増殖期にあるこの細胞

を TMbuffetr（50ｍM	 Tris malate(pH6.0)）で懸濁し、NTG（500µg/ml）を作
用させた（26°C、20分）。その後、TMbuffetrで細胞を 3回洗浄して YESの
液体培地で培養した（26°C 4時間）。細胞を EMM2+Thiamin培地で洗浄し、
同じ培地に再度懸濁して培養した（26°C  4時間）。その後、培養液を
EMM2+Thiamineプレートにまいた（26°C）。コロニー形成を確認し、レプリ
カプレートを作製した（EMM2+Tiamine）。レプリカプレートを 36°Cで培養
し、GFP-Cnp1が発現した時のみ高温感受性を示すクローンを単離した。次
に、得られた個々のクローンのうち GFP-Cnp1の局在異常を示すものを選択
的に単離した。また、これらのクローンが H3の過剰発現に高温感受性を示
さないこと、核分裂に異常を示すものを選択的に単離した。さらに、四分子

解析により変異体が 1遺伝子変異であることを確認し、cnp3-1変異体を含む
5株を単離した。 
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cnp3+遺伝子の単離	

	

GFP-Cnp1 を過剰に発現させると高温感受性を示す変異体に、ゲノムライブ
ラリー（下田ライブラリー）を形質転換させ、GFP-Cnp1 過剰発現下で高温
感受性を相補する遺伝子を単離した。シークエンスによって cnp3+遺伝子に

変異があることを確認したところ、cnp3-1変異体は 508番目のアミノ酸がセ
リンからフェニルアラニンに置換していた。 
 
ウェスタンブロッティング	

	

分裂酵母を 1.0×107cells/mlまで培養した。Lysis buffetr（50ｍMHEPES
（pH7.5）,150ｍM NaCl、1ｍM MgCl2、1ｍM EDTA、0.1％NP-40、2ｍM	
PMSF、protease inhibitor caktail(SIGMA)）を用いてグラスビーズで破砕した
（4°C）。破砕には BeadsSmash（和研薬）を用いた。遠心後、上清を SDS-
PAGEに用い、その後ウェスタンブロッティングを行った。用いた抗体は
α—GFP（Roche）,α-HA（12CA5, Roche）, α-TAT（TAT1、KGull博士より供
与） 
抗体処理後は、ECL（GE healthcare）を用いてタンパクの検出を行った。 
	

	

ChIP法 
 
対数増殖期の細胞培養液（1.0×108cells）にホルムアルデヒド（終濃度 1%）を
添加して固定した（30分）。固定反応は終濃度 330ｍM になるようにグリシ
ンを加えてクエンチングした（5分）。細胞を回収し、PBSで細胞を 3回洗
浄した。細胞抽出液は、集菌した細胞を FA lysis buffer（50ｍM  HEPES-
KOH(pH7.5)，1510ｍM）NaCl, 1mM EDTA, 0.1% sodium deoxycholate, Protease 
inhibitor cocktail(SIGMA), 1mM PMSH)+0.05%SDS で懸濁し（4°C）、ガラスビ
ーズで破砕した。遠心後に沈殿したクロマチン画分を FA	 lysis	
buffetr+0.1％SDSで 1回洗浄した（4°C）。その後、同じバッファーに懸濁し
4°Cでソニケーションを行った（Bioruptor,Cosmo Bio）。クロマチン断片は平
均 500bpになるように切断した。その後遠心して上清を回収した。クロマチ
ン抽出液に tritonX-100を終濃度 1％になるように加えクロマチン免疫沈降を
行った。以下に、使用した抗体を記載する。 
 
抗 GFPモノクローナル抗体（Roche） 1:1000 
抗 HAモノクローナル抗体（Roche,12CA5）1：3000 
抗体チューブリン抗体（TAT1、K.Gull博士より供与）	 1：5000 
 
	

	

	

	

	

	



	 27	

顕微鏡観察	

	

細胞内における GFP、mCherryタグをつけた融合タンパク質の蛍光を観察し
た。顕微鏡は DeltaVisionElite（airix社）、KEYENCE	 BZ-x700、BZ−9000を
用いた。 
 
スポットテスト	

	

細胞は対数増殖期 5.0×106cells/mlになるまで YEで培養した。その後、細胞
培養液を 10倍ずつ希釈した（5.0×103〜5.0×106cells/ml）。YE、EMM, YPDプ
レートに培養液を 5µlスポットした。 
 
ミニクロモソームロスアッセイ 
 
細胞に人口ミニ染色体である ch16を保持させ、それが安定に保持されるか調
べた。YE-ade培地に細胞を植菌し、ch16の保持率を測定した(I)。Ch16を保
持している細胞はコロニーが白く、ch16をロスした細胞はアデニンの要求性
が出るために、細胞が赤くなる。ch16を保持している白いコロニーを非選択
培地に懸濁し(F)、その後再度選択培地に植菌し、ch16の保持頻度を調べた 
（表 1）。分裂あたりの ch16脱落頻度は以下の式によって求めた。 
loss rate =1-(F/I)1/N (I; the initial percentage of cells carrying mini-chromosome, F; 
the final percentage of cells carrying mini-chromosome, N; the number of generations 
between F and I) 
 
 
遺伝子組み換え株の作成 
 
タグを付加した融合遺伝子株の作製には、プラスミドを分裂酵母に形質転換

し、染色体に組み込んだ。GFP-Cnp1の過剰発現系には nmtプロモーターを
持つ nmtGFP-cnp1+を持つプラスミドを分裂酵母細胞に形質転換し、染色体に
組み込んだ。遺伝子組み換え株が出来たか確認するために、PCR、四分子解
析を行った。  
 
FISH法 
	

基本的に Funabiki et al 1993に従った。プローブは Chikasige et al 1989を参照
に調整した。 
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(図2) 高等真核生物と分裂酵母の細胞分裂の様子
高等真核生物の有糸分裂（上）では核膜が崩壊し、
分裂酵母ではM期に核膜の崩壊が起こらない。
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(図1) 細胞周期
細胞周期にはそれぞれの時期にチェックポイントがあり、
適切に染色体分配と細胞分裂が起こるように制御されている。



(図4) 動原体と微小管の結合の仕方
モノテリック、メロテリック、シンテリックな結合は後に染色体の不
均等分配の原因となる。染色体が均等に分配されるためには、アン
フィテリックな結合(右下)をすることが重要である。

(図3) 中心体の構造
中心体を構成する中心小体。中心小体は円筒状のものが2つL字型に配置さ
れている。中心小体の周辺に中心周辺物質が存在する（球状で表した）。
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(図5) 分裂酵母におけるCnp1の局在に関与する因子とセントロメア領域
分裂酵母のセントロメア領域は30～110kbpほどである。セントロメアのcnt
領域を中心にimr,otr領域が左右対称に存在している。otr領域の配列の詳細
は図28に記載した。
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(図6) 染色体の基本構造
(A)染色体構造（左）とヌクレオソーム構造（右）。セントロメア領域のヒ
ストンタンパク質はH3の代わりにCENP-Aが取り込まれている。(B)ヘテロ
クロマチンとユークロマチン。クロマチンはDNAが固く折りたたまれてい
る。一方でユークロマチンはDNAの折りたたみが緩い。DNAヒストンタン
パク質が様々な修飾を受けることでクロマチンの構造が変化する。
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cnp1 amino acid   1:--------------------MAKKSLMAE-PGDPIPR-PRKKRYRPGTTALREIRKYQRS 38
h3.3 amino acid   1:MARTKQTARKSTGGKAPRKQLASKAARKAAPATGGVKKPH--RYRPGTVALREIRRYQKS 58

cnp1 amino acid  39:TDLLIQRLPFSRIVREISSEFVANFSTDVGLRWQSTALQCLQEAAEAFLVHLFEDTNLCA 98
h3.3 amino acid  59:TELLIRKLPFQRLVREIAQDFKT----D--LRFQSSAIGALQEAVEAYLVSLFEDTNLCA 112

cnp1 amino acid  99:IHAKRVTIMQRDMQLARRIRGA-- 120
h3.3 amino acid 113:IHGKRVTIQPKDMQLARRLRGERS 136

cnp1 amino acid   1:--------------------MAKKSLMAE-PGDPIPR-PRKKRYRPGTTALREIRKYQRS 38
h3.3 amino acid   1:MARTKQTARKSTGGKAPRKQLASKAARKAAPATGGVKKPH--RYRPGTVALREIRRYQKS 58

cnp1 amino acid  39:TDLLIQRLPFSRIVREISSEFVANFSTDVGLRWQSTALQCLQEAAEAFLVHLFEDTNLCA 98
h3.3 amino acid  59:TELLIRKLPFQRLVREIAQDFKT----D--LRFQSSAIGALQEAVEAYLVSLFEDTNLCA 112

cnp1 amino acid  99:IHAKRVTIMQRDMQLARRIRGA-- 120
h3.3 amino acid 113:IHGKRVTIQPKDMQLARRLRGERS 136

(図7)分裂酵母のCnp1とH3のアミノ酸配列
赤色で示した部分が類似性の高い領域。

排除機構有り 排除機構なし

(図8)Cnp1の局在を染色体上の一か所に限定するメカニズムの仮説
野生型ではセントロメア以外の領域にくるCnp1は排除され、Cnp1の局
在が１箇所に限定される（左）。Cnp1の排除機構が働かない変異株で
は、Cnp1を染色体の様々な領域に取り込んでしまう。
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（図9）csm10-60変異株はcnp3+によって高温感受性を相補する
EMM、EMM+Thiamine培地に野生型、csm10-60変異株をスト
リークして36 °Cで2日培養した。
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(図10) 単離したcnp3-1変異株の表現型
(A)Cnp3のドメイン領域と変異点。(B)H3とCnp1を過剰発現した時(-Thi)と、
していない時(＋Thi )のストリークの結果。cnp3-1はGFP-Cnp1過剰発現の
時に温度感受性を示す。H3を過剰発現しても温度感受性は示さない
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(図11) cnp3-1変異株の顕微鏡観察
(A)顕微鏡観察のための培養条件。
(B)WTとcnp3-1のGFP-Cnp1、Cnp3-mCherry,Cnp3-1mCherryの局在観察。
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(図12) GFP-Cnp1、Cnp3-HAのウェスタンブロット
GFP-Cnp1発現抑制(+Thi)、過剰発現(-Thi)。α-tubulinは
ローディングコントロールとして使用した。培養条件は
図11Aと同様。
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(図13) WT、cnp3−1、cnp3Δにおける30 ℃（上）と36 ℃（下）GFP-Cnp1の局在観察
(A)(図8)と同様の手順で培養した。前培養、発現誘導の温度は30 ℃で行った。その後、
36 ℃にシフトアップし、6時間培養した。尚、cnp3Δは26 ℃で生育しないため、30 ℃で
培養した。(B) cnp3Δの細胞では、GFP-Cnp1が散在したような表現型も観察された。
Δvision使用。scale bar 5µm
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(図14) WT、cnp3−1、cnp3Δにおける表現型の割合とGFP-Cnp1の発現量
(A) GFP-Cnp1のシグナルの見え方をそれぞれ計測した。
(B) GFP-Cnp1 を過剰発現させた時のウェスタンブロット。α-tubulinは
ローディングコントロールとして使用した。
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(図15)生理的な条件でGFP-Cnp1を発現させた時のWT,cnp3−1の顕微鏡観察
（A）WT,cnp3−1のGFP-Cnp1,Cnp3-mCherryの局在観察。KEYENCE使用。scale bar5μm
（B）GFP-Cnp1とDAPI染色による表現型の割合
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(図16) Cnp3-GFPのChIP解析
（A）ChIPに使用したプライマーの設計領域(黒線)
（B）セントロメア領域cnt1,imr1,におけるCnp3-GFP の

ChIPの結果。
（C）ChIPに使用したCnp3-GFPのウェスタンブロット。α-tubulinは

ローディングコントロールとして使用した。



(図17) Cnp3−1GFPの局在観察
（A）Cnp3のC末端側のアミノ酸配列414～643番目にGFPを付け、pREP81 
プラスミドに繋いだ。pREP81-cnp3-GFP とpREP81-cnp3-1 GFPはWTに形質
転換した。（B）26 ℃と36 ℃における表現型を観察した。Δvision使用。
scale bar 5µm。
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(図18) Cnp3-GFP、変異型Cnp3-1GFPの発現量
WTにcnp3-1-GFPを持つプラスミドを形質転換し、26 ℃と
36 ℃におけるウェスタンブロットを行った。nmtプロモーター
の発現を抑制したのが+Thiamine（右）,発現誘導したのが-
Thiamine（左）。培養条件は図８と同様である。



Loss rate
Background Per division Percent division(%) Fold increase in

loss rate

26 ℃
WT 1.4�10-4 0.014 1
cnp3-1 3.4�10-2 3.4 243

30 ℃
WT 3.4�10-4 0.034 1
cnp3-1 6.7�10-3 0.67 20

32 ℃
WT 2.8�10-4 0.028 1
cnp3-1 1.03�10-2 1.03 37

36 ℃
WT 2.3�10-4 0.023 1

cnp3-1 1.2�10-1 12 522

（表1）minichroosome ch16ロスの割合
26 ℃、30 ℃、32 ℃、36 ℃におけるWT,cnp3-1のch16ロスの頻度
を計測した。cnp3-1は30 ℃、32 ℃では比較的安定してch16を保
持しているが、26 ℃や36 ℃だとch16を保持しづらくなる。

�図19�分裂酵母の3本の染色体と人工染色体
Allshire, R. C., Ekwall, K.2015 Cold Spring Harb Perspect Biol Fig2, 
Tomohiro Mtsumoto et al 1987 Mol. Cel.Bio Fig2を参照に作図。
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(図20) cnp3-1 mis18 の二重変異株作成に至った経緯



(図21) cnp3−1 mis18-818 におけるGFP-Cnp1の顕微鏡観察
(A)培養条件。（B）26 ℃では、野生型とcnp3-1,mis18-818,cnp3-1mis18-818で表現型はほ
ぼ変わらなかった。36 ℃では、cnp3-1,mis18-818でGFP-Cnp1のシグナルが弱くなり、
二重変異株ではGFP-Cnp1がマルチドット状に観察された。(矢印)KEYENCE使用。
scale bar 5μm
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(図22) cnp3−1 mis18-818 の表現型
(A)  GFP-Cnp1のウェスタンブロット。GFP-Cnp1は生理的な条件で発
現した（過剰発現していない）。26 ℃と36 ℃の両方で、二重変異株cnp3-
1mis18-818はGFP-Cnp1の発現量が低下していた。α-tublinはローディング
コントロールとして使用した。（C）GFP-Cnp1の表現型の割合。
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(図23) 26 ℃におけるcnp3−1 mis18-818 のChIP
(A) ChIPに用いたプライマー領域を青色のバーで示した。
(B)RT-PCRによるセントロメア領域cnt1,imr1dg,のGFP-Cnp1の定量結果。
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(図24) 36 ℃におけるcnp3−1 mis18-818 のChIP
(A) ChIPに用いたプライマー領域を青色のバーで示した。
(B)RT-PCRによるセントロメア領域cnt1,imr1,dg領域の
GFP-Cnp1の定量結果。26 ℃と比較すると、セントロメ
ア領域に局在するGFP-Cnp1が減少していた。
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(図25) 36 ℃におけるCnp3−mCherryの局在観察
cnp3−1mis18−818の2重変異株におけるCnp3タンパク質の局在を観察した。培
養は、完全培地YEを用いて26 ℃培養したのち、36 ℃にシフトアップして6時間
培養した。cnp3-1mis18-818ではGFP-Cnp1と同様に、変異型タンパク質Cnp3-
1mCherryも36 ℃でマルチドットとして観察された（矢印）。
KEYENCE使用。scale bar 5µm
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(図26) cnp3−1 mis6-302 におけるGFP-Cnp1の局在観察
cnp3−1 mis6-302の二重変異株でも、制限温度である36 ℃で
GFP-Cnp1のマルチドットが観察された（矢頭）。KEYENCE使
用。scale bar 5µm
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(図27) cnp3−1 mis16-53 におけるGFP-Cnp1の局在観察
cnp3−1 mis16-53の二重変異株でも、制限温度である36 ℃で
GFP-Cnp1のマルチドットが観察された。 KEYENCE使用。
scale bar 5µm 
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(図28) Cnp1のリクルート因子とcnp3−1の二重変異株の表現型
mis6、mis16、mis18とcnp3−1の二重変異株のスポットテスト。
26 ℃は3日、30 ℃、33 ℃、36 ℃は2日培養した。
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(図29) 26 ℃におけるmis12-mCherryの局在
cnp3−1 mis18−818の二重変異株におけるmis12-ｍCherryの局在観察。
許容温度である26 ℃では、GFP-Cnp1,Mis12-mCherryともに一点のみ
核内に共局在する様子が観察された。KEYENCE使用。scale bar 5µm
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(図30) 36 ℃におけるmis12-mCherryの局在
（上）cnp3−1 mis18−818の二重変異株におけるmis12-ｍCherryの局在観察。制限温度であ

る36 ℃ではMis12-mCherryが核内に1点のみ観察されるが、GFP-Cnp1と共局在する
細胞（白枠）と全く共局在していない細胞（矢頭）が察された。

（下） cnp3−1 mis18−818の白枠の部分を拡大した写真。KEYENCE使用。scale bar 5µm
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(図31) 26 ℃におけるmis12-mCherryの局在
cnp3−1 mis18−262の二重変異株におけるmis12-ｍCherryの局在観察。
許容温度である26 ℃では、 cnp3−1 mis18−818と同様にGFP-Cnp1は
核内に1点のみ観察された。KEYENCE使用。scale bar 5µm.
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(図32) 36 ℃におけるmis12-mCherryの局在
（上）制限温度である36 ℃では、mis12-ｍCherryが核内に1点のみ観察され、cnp3-1 
mis18-818と同様にGFP-Cnp1は複数点核内に観察された。（下） cnp3−1 mis18−262の
二重変異株の白枠部分を拡大した写真。KEYENCE使用。scale bar 5µm.
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(図33) 36 ℃でのFISHによるセントロメア領域の検出
（A）分裂酵母のセントロメア領域（otr領域）の模式図とpRS140が持つ配列領域
(青線)。図3のotrの詳細を示しており、一番染色体（ch1）二番染色体（ch2）、三
番染色体（ch3）でotr領域の配列は異なる。しかし染色体間でホモロジーの高い配
列を持つため、pRS140のプローブはすべての染色体のセントロメアotr領域でハイ
ブリダイズすることができる(Chikashige et al 1989参照)。（B）FISHによる制限温
度36 ℃での顕微鏡観察。cnp3-1mis18-818の二重変異株でセントロメア領域のシグ
ナルは1点のみ観察された。
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WT36 ℃

(図34) GFP-Cnp1の局在観察
36 ℃のWTにおけるGFP-Cnp1の局在観察。Δvisionで撮影後、Y軸に沿って
180°回転させた写真（上）。細胞を回転させている様子と、顕微鏡写真
（上）で赤枠で囲った細胞の核をイラストで示した（下）。球状になってい
る核の中で、GFP-Cnp1のシグナルは核の左側（核膜）寄りに観察された。

分裂酵母の核

GFP-Cnp1
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(図35) GFP-Cnp1の局在観察
制限温度である36 ℃のcnp3-1 mis6-302 二重変異株におけるGFP-Cnp1の局在観
察。Δvisionで撮影後、Y軸方向に180°回転させた写真（上）。細胞を回転させて
いる様子と、顕微鏡写真（上）で赤枠で囲った細胞の核をイラストで示した
（下）。球状になっている核の中で、GFP-Cnp1のシグナルは核の左側（核膜）
寄りに観察された。 GFP-Cnp1のシグナルは核の左側（核膜）寄りに、二点重
なって観察された。
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mis16 cnp3-136 ℃

(図36) GFP-Cnp1の局在観察
制限温度である36 ℃の cnp3-1mis16-53 におけるGFP-Cnp1の局在観察。Δvisionで撮
影後、Y軸方向に180°回転させた写真（上）。細胞を回転させている様子と、顕微鏡写
真（上）で赤枠で囲った細胞の核をイラストで示した（下）。球状になっている核の中
で、GFP-Cnp1のシグナルは核内の左側（核膜）寄りに複数点観察された。

分裂酵母の核

GFP-Cnp1
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(図37) GFP-Cnp1の局在観察
制限温度である36 ℃のcnp3-1 mis18-818 におけるGFP-Cnp1の局在観察。
Δvisionで撮影後、Y軸方向に180°回転させた写真（上）。細胞を回転させている
様子と、顕微鏡写真（上）で赤枠で囲った細胞の核をイラストで示した（下）。
球状の核内で、GFP-Cnp1のシグナルが複数点観察された。
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(図38) cnp3-1rpt3-1の二重変異株の表現型
許容温度である26℃でのcnp3-1 rpt3-1の二重変異株の顕微鏡観察。
許容温度である26℃では、 cnp3-1 rpt3-1の二重変異株も野生型と
同様に、核内にGFP-Cnp1が1点のみ観察された。KEYENCE使用。
scale bar 5µm。



36 ℃

GFP-
Cnp1

Cnp3-
mCherry

DAPI

merge

(図39) cnp3-1 rpt3-1の二重変異株の表現型
制限温度である36℃でのcnp3-1 rpt3-1の二重変異株の顕微鏡観察。
制限温度である36℃でも、 cnp3-1 rpt3-1の二重変異株は野生型と
同様に、核内にGFP-Cnp1が1点のみ観察された。KEYENCE使用。
scale bar 5µm。
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(図40) cnp3-1 cut8-563の二重変異株の表現型
許容温度である26℃でのcnp3-1 cut8-563の二重変異株の顕微鏡観察。許容温度
である26℃でも、 cnp3-1 cut8-563 の二重変異株は野生型と同様に、核内に
GFP-Cnp1が1点のみ観察された。KEYENCE使用。scale bar 5µm。
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(図41) cnp3-1 cut8-563の二重変異株の表現型
制限温度である36℃でのcnp3-1 cut8-563の二重変異株の顕微鏡観察。
制限温度である36℃でも、 cnp3-1 cut8-563 の二重変異株は野生型
と同様に、核内にGFP-Cnp1が1点のみ観察された。KEYENCE使用。
scale bar 5µm。
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(図42) cnp3-1 rpt3-1の二重変異株の表現型
EMM、YE、YPD培地を用いて野生型、cnp3-1、rpt3-1 、cnp3-1rpt3-1 の
スポットテストを行い、26 ℃、30 ℃、32 ℃、36 ℃で培養した。
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(図43) cnp3-1 cut8-563 の二重変異株の表現型
EMM、YE、YPD培地を用いて野生型、cnp3-1、cut8-563 、cnp3-1cut8-563 の
スポットテストを行い、26 ℃、30 ℃、32 ℃、36 ℃で培養した。cut8、cnp3-
1cut8では33 ℃と36 ℃で野生型に比べて発育が阻害された。
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(図44) cnp3-1 mi18 clr4Δ三重変異株の表現型
ヘテロクロマチン化に関与するclr4破壊株を用いてcnp3-1 mis18-818 clr4Δの三重
変異株を許容温度である26 ℃で培養し、顕微鏡観察を行った。三重変異株は許容
温度の26 ℃では野生型と同様に、GFP-Cnp1が核内に1点のみ観察された。
Δvision使用。scale bar 5µm。
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(図45) cnp3-1 mi18 clr4Δ三重変異株の表現型
ヘテロクロマチン化に関与する遺伝子clr4の破壊株を用いてcnp3-1 mis18-818 clr4Δの
三重変異株を制限温度である36 ℃で培養し、顕微鏡観察を行った。三重変異株は制限
温度の36 ℃でGFP-Cnp1が核内に複数点観察された。Δvision使用。scale bar 5µm。
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(図46) cnp3-1 mi18 swi6Δ三重変異株の表現型
ヘテロクロマチン化に関与する遺伝子のswi6破壊株を用いてcnp3-1 mis18-818
swi6Δの三重変異株を許容温度である26 ℃で培養し、顕微鏡観察を行った。三重
変異株は許容温度の26 ℃でGFP-Cnp1が核内に1点のみ観察された。Δvision使用。
scale bar 5µm。
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(図47) cnp3-1 mi18 swi6Δ三重変異株の表現型
ヘテロクロマチン化に関与する遺伝子swi6の破壊株を用いてcnp3-1 mis18-818 swi6Δ
の三重変異株を制限温度である36 ℃で培養し、顕微鏡観察を行った。三重変異株は制
限温度の36 ℃でGFP-Cnp1が核内に複数点観察された。Δvision使用。scale bar 5µm。
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(図48) cnp3-1 mi18 chp1Δ三重変異株の表現型
ヘテロクロマチン化に関与する遺伝子chp1 の破壊株を用いてcnp3-1 mis18-818
chp1Δの三重変異株を許容温度である26 ℃で培養し、顕微鏡観察を行った。三重変異
株は許容温度の26 ℃でGFP-Cnp1が核内に複数点観察された。Δvision使用。scale 
bar 5µm。
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(図49) cnp3-1 mi18 chp1Δ三重変異株の表現型
ヘテロクロマチン化に関与する遺伝子chp1 の破壊株を用いてcnp3-1 mis18-818
chp1Δの三重変異株を制限温度である36 ℃で培養し、顕微鏡観察を行った。三重変異
株は制限温度の36 ℃でGFP-Cnp1が核内に複数点観察された。Δvision使用。scale 
bar 5µm。
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(図50) cnp3-1 mi18 chp1Δ三重変異株の表現型
ヘテロクロマチン化に関与する遺伝子chp1 の破壊株を用いてcnp3-1mis18-818 dcr1Δの
三重変異株を許容温度である26℃で培養し、顕微鏡観察を行った。三重変異株は許容
温度の26 ℃でGFP-Cnp1が核内に1点のみ観察された。Δvision使用。scale bar 5µm。
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(図51) cnp3-1 mi18 chp1Δ三重変異株の表現型
ヘテロクロマチン化に関与する遺伝子chp1 の破壊株を用いてcnp3-1 mis18-818 
dcr1Δの三重変異株を制限温度である36 ℃で培養し、顕微鏡観察を行った。三重変異
株は制限温度の36 ℃でGFP-Cnp1が核内に複数点観察された。Δvision使用。scale 
bar 5µm。
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(図52) cnp3-1とヘテロクロマチンに関与する因子の破壊株のスポットテスト
EMM培地を用いて26 ℃、30 ℃、33 ℃、36 ℃で感受性を調べた。
全ての三重変異株において、どの温度でも発育阻害が起きた。
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（図53） cnp3-1とヘテロクロマチンに関与する因子の破壊株のスポットテスト
YESを用いて、26 ℃、30 ℃、33 ℃、36 ℃で感受性を調べた。33 ℃と36 ℃で、
全ての三重変異株で発育阻害が起きた。
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（図54） cnp3-1とヘテロクロマチンに関与する因子の破壊株のスポットテスト
YPDを用いて26 ℃、30 ℃、33 ℃、36 ℃で感受性を調べた。33 ℃と36 ℃で、全
ての三重変異株で発育阻害が起きた。
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(図55) Cnp3の役割を示すモデル図
WTはCnp3がセントロメア領域でDNAと結合し、Cnp1が染色体からロスさせないよ
う機能する。Cnp1はMis18などのリクルート因子により、セントロメアに局在しや
すいが、稀にセントロメア以外の領域に局在しても、Cnp3がいなければ染色体から
ロスしてしまう。
cnp3-1 mis18-818 二重変異株では、Cnp3-1がセントロメア領域のDNAと結合出来ず、
他の領域に局在してしまう。またCnp1はセントロメアにリクルートされないため、
Cnp1はCnp3-1が局在する領域で安定に局在してしまう。


