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　細胞の遺伝晴報を子孫に正確に伝承して継承するためにはＳ期にＤＮＡを正確に複製し，Ｍ期に姉妹染色分体を２つの

娘細胞に均等に分配することが必須である。染色体の一領域であるセントロメアはヒストンH3バリアントであるCENP-

Ａを含む特殊なクロマチン構造を有しＭ期にスピンドルと直接相互作用して均等な染色体分配を保証している。しかしな

がらＣＥＮＰ-Ａのセントロメア局在化機構は未だ明らかでない。

　申請者らは分裂酵母を用いて染色体均等分配に必要な新規セントロメアタンパク質Miｓ］士Mis18を同定した(Hayashi

et a1.,2004）。本研究ではＧＦＰ標識したMis18の細胞内局在を観察した結果, Mis18は同期細胞のセントロメアに局在し，

Ｍ期前期，中期には一過性にセントロメア／動原体から消失しＭ期後期もしくは終期にセントロメアに再局在する特徴的

な挙動を示した。またMis18のセントロメア局在はMis18の機能に必要であり, Mis18はMis16と複合体を形成して

ＣＥＮＰ-Ａのセントロメア局在化経路の最上流で機能していることも明らかにした。

　ＢＬＡＳＴ検索により分裂酵母Mis18と相同なタンパク質がヒトで２種類(hMis18a, hMis18β）存在することが分かった。

次にマススペクトロメトリーによりhMis18と物理的に相互作用するタンパク質M18BP1 (Mis18 binding芦otein j）を同

定し, hMis18a, hMis18β,M18BP1の３者が複合体を形成することを見出した。hMis18複合体の細胞内局在をＨｅＬａ細胞

で観察すると, hMis18複合体はＭ期中期のセントロメアには局在しないがＭ期後期もしくは終期からG1期早期にかけ

てセントロメア局在するという特徴的な挙動を示した。 hMis18複合体の機能を調べるために, HeLa細胞を用いてsiRNA

によるhMis18a Jックダウンを行ったところ, siRNA後には新規合成されたＣＥＮＰ-Ａがセントロメアヘ局在化せず，Ｍ

期染色体がＭ期プレートに整列しない欠損やＤＮＡブリッジング，微小核形成といったＭ期欠損を示した。驚いたことに，

このhMis18a Jックダウンによる新規合成ＣＥＮＰ-Ａの局在異常はTricostatin Ａ（ヒストン脱アセチル化酵素ｍ害剤）に

よって抑制された。また, hMis18aには保存されたＣｘｘＣアミノ酸配列が存在するが，このＣｘｘＣアミノ酸配列は

hMis18aのセントロメア局在，および機能（新規合成ＣＥＮＰ-Ａのセントロメア局在化）に必須であることを明らかにした。

以上の結果は, Mis18複合体が細胞周期依存的にセントロメア領域のヒストンをアセチル化することによりＣＥＮＰ-Ａのセ

ントロメア局在化を前もって準備している可能性を示唆する。

論文審査の結果の要旨

　細胞の遺伝晴報はＳ期でのＤＮＡの正確な複製，そしてＭ期における姉妹染色分体の均等分配を経て，娘細胞に正確に

継承される。この均等な染色体分配は，セントロメアがヒストンH3バリアント（ＣＥＮＰ-Ａ）を含む特殊なクロマチン構

造を形成し，Ｍ期にスピンドルと直接相互作用することで保証されている。しかしながそのＣＥＮＰ-Ａのセントロメア局在

化機構は未だ明らかでない。

　申請者らは分裂酵母を用いて，染色体均等分配に必要な新規セントロメアタンパク質Miｓ］士Mis18を同定した。本研究

ではMis18の細胞内局在を観察した結果, Mis18が同期細胞のセントロメアに局在し，Ｍ期前期，中期には一過性にセン
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トロメア／動原体から消失しＭ期後期もしくは終期にセントロメアに再局在する特徴的な挙動を示した。またMis18のセ

ントロメア局在がMis18の機能に必要であり, Mis18はMis16と複合体を形成してＣＥＮＰ-Ａのセントロメア局在化経路の

最上流で機能していることを明らかにした。

　さらに申請者は分裂酵母Mis18と相同なタンパク質がヒトで２種類(hMis18a, hMis18β）存在することを発見した。そ

してhMis18と物理的に相互作用するタンパク質M18BP1 (Mis18 Ending芦otein j）を同定し, hMis18a, hMis18β，

M18BP1の３者が複合体を形成することを見出した。 hMis18複合体の細胞内局在をＨｅＬａ細胞で観察すると, hMis18複

合体はＭ期中期のセントロメアには局在しないがＭ期後期もしくは終期からG1期早期にかけてセントロメア局在すると

いう特徴的な挙動を示した。 hMis18aの発現レペルを低下させると，新規合成されたＣＥＮＰ-Ａがセントロメアヘ局在化せ

ず，Ｍ期染色体がＭ期プレートに整列しない欠損やＤＮＡブリッジング，微小核形成といったＭ期欠損を示した。興味

深いことに，この新規合成ＣＥＮＰ-Ａの局在異常は, TricostatinＡ（ヒストン脱アセチル化酵素ｍ害剤）によって抑制され

た。以上の結果は, Mis18複合体が細胞周期依存的にセントロメアヒストンをアセチル化することによりＣＥＮＰ-Ａのセン

トロメア局在化を前もって準備している可能性を示唆する。以上の発見は，遺伝晴報を子孫に正確に伝承する機構の解明に

極めて重要な貢献をした。

　本論文は博士（生命科学）の学位論文として価値あるものと認めた。

　平成19年２月15日に論文内容とそれに関連した試問の結果，合格と認めた。
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