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はじめに

皆さん，バイオインフォお疲れ様です。リタイヤ組としてはちょっとシケプリでも作ってお迎えしてやらにゃならんな，ということで細胞分子生物学IIのシケプリです。分量多いです。ちなみに細胞分子生物学Iや分子遺伝学も作ろうかと思ったのですが，このペースで後2科目なんてやったら100ページを超えるレポート作製になってしまいかねないので断念しました。ご了承ください。

渡邊さんの分

　
・　核内DNAに各種タンパクが結合して凝集したものをクロマチンと呼ぶ　←微妙

（寧ろヌクレオソームがさらに凝集した高次構造と考えるべきでは）

· クロマチンの構成要素としてDNAと結合しているタンパクとして代表的なものはHistoneタンパクである。HistoneはH2A,H2B,H3,H4の4つのサブユニットが二つ結合した8量体構造をとっている。DNAがHistoneにまきついた構造を一般にヌクレオソームと呼ぶ。またHistoneH1はDNAとHistoneを結びつける働きや、ヌクレオソームの位置を動かすにあたってその補助を行うことが知られている。（後半の記述はやや不正確かも。要・確認）

· ヒストン以外でクロマチンに含まれるタンパクの大部分は転写因子（Transcription Factors）である。（Histoneに比べると、DNAとの結合は弱い）

· DNAはHistone1分子につき、1,75回（約147bp分）まきついている。また、Histone-Histone間のDNA（リンカーDNA）の長さは10~90bpが平均である。

· HistoneH1はリンカーDNA領域に存在している。(リンカーヒストン)
· ヒトゲノムをほどいて直線に並べると2mを超えるが、核内では10μｍの大きさに凝集されている。

· HistoneはS期にDNAと結合し、ヌクレオソーム構造を形成する。

· EukaryoteにはHistoneがある一方、Prokaryoteには存在しない。

→Eukaryoteの方が細かい転写調節が可能になっている理由の一つと考えられている。

· Histoneタンパクはコアドメイン（Histone全体の約75~80％を占める）とテールドメイン（N末側）に分類して考えることが出来る。Histoneの（主に）テールドメインが各種化学修飾を受けることで転写調節が行われている例がいくつか知られている。

Ex:

アセチル化：active

（H3K9、H3K14のアセチル化はTFIIDのリクルートに必要。リクルートされたTFIIDはTATAboxに結合するために、ヌクレオソームをずらす。

H4K8のアセチル化はtranscription initiationに必要なタンパク複合体をリクルートするのに必要。）

H3K4(HistoneH3の4残基目のLys)のメチル化：active

H3K9のメチル化：inactive

（TFIIDが外れることでDNAが凝集し、silentな状態になる）
リン酸化を亢進させると体細胞分裂、減数分裂に備えて染色体が形成される。（高度に凝集される）

· Histoneの化学修飾

1 Lysのアセチル化

2 Ser、Thrのリン酸化

3 Lys、Argのメチル化

· Histone化学修飾に関わる酵素

1 HATｓ(Histone acetyltransferases)：ヒストンアセチル基転移酵素

2 HDACｓ(Histone deacetylases)：ヒストン脱アセチル化酵素

3 HMTｓ(Histone methyltransferases)：ヒストンメチル基転移酵素

（最近になってヒストン脱メチル化酵素も発見された）

· Histone Variants

HistoneにはVariant（異型）が多数存在する。

1 Archacal Histones：Archia（古細菌）の持つHistone。4量体で存在。Tailドメインを持たない。

2 H2AZ：H2Aのvariant。ほぼ全てのeukaryoteに存在。diverged self-interaction domainを持つ（←なんやこれ）

3 macroH2A：C末にglobular domainを持つH2Aのvariant。Vertebrate全般に存在し、特に不活化されたX染色体に多く含まれる。

4 H2A-Bbd：Vertebrate全般に存在。不活化されたX染色体上には殆ど含まれないが、それ以外には広く存在している。

5 H2AX：なんだかよく分からんが二本鎖切断の時にC末にあるSQ｜E/D|φモチーフがリン酸化されるようなH2Aのvariantなのかな？

6 H3.3：植物ではH3.2。H3のvariant。H3とはposition31とhelix2中の数残基が異なる。転写領域におけるHistone？複製以外のときは沈殿？←わけわからん

7 Packageing Histones：Core、Linker Histoneのvariant。精子や花粉中でDNAをきつく凝集させたい時に用いられる。

8 CENP－A(Centromere Protein A)：セントロメア付近に存在するH3のvariant。

· Kinetocore：動原体。Centromereで形成され、姉妹染色分体を分ける助けとなるタンパク複合体のこと。←タンパク複合体の集合した後の、場所のことを指すのではなかったの？寧ろ構造体自身の名前。

· ユークロマチンversusヘテロクロマチン

授業プリント4枚目についての解説｢ヘテロクロマチンについての補足｣も参照のこと
ヘテロクロマチン
· セントロメアやテロメアなどの遺伝子がほとんどないもしくはないような染色体領域で見られる。

· トランスポゾンや”junk”DNAに富んでいる。
· S期の遅い時期に複製される。

· ヘテロクロマチン領域は一般的にinactiveである、すなわちほとんど転写や組換えが起こっていない。

· CpG islandsにおいてシトシンのメチル化が増加している。

· ヒストンのアセチル化が減少する一方で、H3K9のアセチル化は増加している。このアセチル化は転写因子のaccessをblockするHP1にbinding siteを提供している。(HP1については11ページあたりのヘテロクロマチン形成過程の概略も参照)
ユークロマチン

· activeな多くの遺伝子を含む染色体領域である。
· 30-nm fibersのループの中にゆるく束ねられている。

· セントロメアDNA配列

1 分裂酵母

中央領域と外側領域からなる。中央領域は動原体タンパクの局在部位、外側領域はヘテロクロマチン構造形成領域となっている。

2 出芽酵母

CDEI,II,IIIがタンデムに連結。（CDE：centromere DNA element）全体で～125bps。Iが9bp、IIが90%ATリッチ領域で長さ80~90bpの反復配列。IIIは11bp。保存性はそこまで高くないが必須。

3 ヒト

アルフォイド配列（＝アルファサテライト配列）

· アルファサテライト配列：171bpを基本単位とする高度反復配列

I型･･･動原体タンパクが局在

II型･･･ヘテロクロマチン構造を形成

ただし、進化的にはII型→I型

· セントロメア：染色体の維持、分配に関する遺伝学的な機能を持った主にDNAの領域

· キネトコア：細胞学的な観察による紡錘体が結合する染色体上の領域

キネトコアの形成：あるsurfaceの一面だけにCENP-Aが並んでいて、そこに各種動原体タンパクがリクルートされていく。

（CENP-A,B,C,H,I　hMis12）

キネトコアは外層と内層に分けられ、外層にはCENP-Fが、内層にはCENP-A,H,Cがこの順で集合する。

· 染色体番号は目視で大きい順に番号が振られた。（ただし、21,22は大きさと番号の対応が逆転している）

· ゲノムサイズと染色体数に相関関係は特にない。複製過程で一気に増える（複製はしたが分配に失敗した）時や、元の染色体が千切れた結果染色体数が増えることもある。

→ネオセントロメアの形成：染色体を切断すると、通常はSOS応答が起こるが、まれにセントロメアを含まない側に新しく動原体が形成される。これをネオセントロメアと呼ぶ。すなわち、アルファサテライト領域のような高度反復配列は必ずしも必須ではないことが分かる。また、ネオセントロメア領域のヒストンはCENP-Aに置き換わっているが、それが原因なのか、結果としてヒストンが置き換わっているのか、因果関係は定かではない。

· 姉妹染色分体（sister chromatids）：複製して増えたやつ

· 相同染色体(Homologs)：母方と父方由来のやつ

そのため、ラミンB2のように単一の染色体にしか乗っていない遺伝子をFISHによって検出すると、M期の細胞では４つの輝点が観測される。（姉妹染色体＆相同染色体分）

◎FISH(Fluorescence in situ hybridization)

染色したいDNA領域と同じ配列を持つ短いプローブDNAを用意する。

→fluorescent dyeによるラベリング

→染色体を一部のみdenatureしてから、プローブをhybridizeさせる。

（※denatureは一部分のみすることが可能。タンパクは変性するが全体の構造が壊れるわけではない）

（この方法を使ってアルファサテライトDNAを染色すると、全ての染色体の殆ど中間位置に輝点が観察される。→セントロメアにアルファサテライトDNA配列が存在していることを示唆）

（染色体ごとに蛍光色素を使い分けて染め分けることで、ダウン症候群（trisomy21による疾患）やターナー症候群と言ったaneuploidyによる疾患を容易に判別可能になった）

常染色体：autosome

核型：karyotype（細胞中の染色体のセット）

2、3枚目

· MPF（maturation-promoting factor）：本来は卵成熟分裂（第1減数分裂）を開始させる細胞質性の活性物質として単離されてきた。

→全真核細胞においてM期を誘導する物質として再発見。

→MPF（M-phase promoting factor）へ再定義w

MPF = cdc2 + cyclinBの複合体だった。

· cdcはcell division cycleの略なので細胞周期の変異株から取られてきた因子と言う以外の情報は持っていない。そのため、cdc2はcdk1(cyclin dependent kinase1)という別名を、cyclinBはcdc13という別名を持っている。

· MPF活性（＝cdc2のキナーゼ活性）は細胞周期依存的に振動するが、cdc2は細胞周期を通じて量的に一定である。しかし、cdc2はサイクリンと結合時のみキナーゼ活性を持ち、サイクリンBが細胞周期に依存して量的な変化を示すため、MPF活性の周期性が生まれる。

· サイクリン

M期サイクリン（A,B）とG1期サイクリン（A,D~G）が存在する。

CDKの活性化が主な役割。

（サイクリンHはCDK7と結合し、細胞周期非依存にCDKを活性化する。また、TFIIHの構成要素でもある。）

cyclin-box(C-box)（←CDKとの結合に関わる）やdestruction-box(D-box)を持ち、細胞周期依存的に合成、分解される。（特にM期サイクリンの方が細胞周期に依存して量が変動。）
Ex. cyclinBはG2→M期の過程で合成され、M期から抜ける際に急激に分解される。

· 分解のメカニズム「ユビキチンープロテアソーム系」
E1（ユビキチン活性化酵素）によってUbが活性

→UbはE2（ユビキチン共役酵素）の活性SH基に移される。

→UbがE2からE3に移ってからE3(Ub ligase)がタンパクをUb化。

－サイクリン特異的E3(Ub ligase)をAPC/C (anaphase promoting complex/cyclosome)と呼ぶ。約1500kDaの巨大複合体。（正確にはcyclin特異的というよりD-box特異的。）

＠細胞周期の進行において

1 G1→S期移行に伴う各種CDK inhibitorの分解。(Rum1,Cdc18 といったCDK inhibitorはcdc2によりリン酸化され、プロテアソーム系に入ることで分解を受ける。)

2 M期metaphase→anaphaseに伴うセキュリンの分解。
3 M期脱出に伴うサイクリンの分解。

の3箇所でタンパク質分解が必要になるが、①はSCF、②③はAPC/Cによって制御される。

（SCF：Skp1-Cdc53-F-boxもE3。）

山本さんの範囲になってくるので詳しくは割愛。

渡邊さんの領域はもっぱらM期ですから。
・・・で、大分わき道にそれたが、まずはMPFが活性化されてM期が始まる、と。

また、分子内にD-boxを持つサイクリンBが分解されることでMPFが不活性化され、M期が終わることも分かっていた。
そこで、cyclinの分解が染色体分離のトリガーにもなっているかどうかを検証するため、metaphaseでサイクリンが壊れないように細工を行った。（D-boxの一部を大量に細胞内に導入した。）

→結果的に染色体は分離しなくなった。

→しかし、D-boxはサイクリン以外の分子にも存在する可能性がある。

→サイクリンB のD-boxにmutationを入れた。

→metaphaseにおける染色体分離が起こってしまった。（ただし、M期からの脱出は出来なかった）

→D-boxを持つ新たな分子としてseculin(/Cut2)が取られた。

· seculinの働き

S期で複製された姉妹染色体は互いに対合し、姉妹染色分体を形成している。この対合はコヒーシン(Smc1,Smc3,Scc1/Rad21,Scc3の4つのサブユニットからなる複合体)によって行われているが、metaphase→anaphaseの過程でこの姉妹染色分体が分離するためにはコヒーシンが分解される必要がある。このコヒーシン特異的proteinaseがセパレース(Separase)である。Seculinは、このSeparaseのinhibitorである。

つまり、通常は

metaphaseにおいてseculinがAPC/Cに分解され→Separaseが活性化→Separaseがコヒーシンを分解(Scc1を切断)→姉妹染色分体が分離

という流れになっている。

· ただし、SeculinをノックアウトするとSeparaseが活性化しなくなるという報告もあり、Seculinは普段はinhibitorとして働いているがcdc2によるリン酸化を受けるとseparaseを活性化するよう構造を変えるのではないかともいわれている。（Cell 105, 445-457）

· 少し実験的な補足

①17本目の染色体を追加←よくわかんね。

②特定の染色体のセントロメアをGFPでマークする方法

予め染色体のセントロメア領域近傍にlac operator(lacO)配列を挿入

→lac repressor-GFP(lacI-GFP)を発現させる

→lacI-GFPがlacO配列に特異的に結合するため、セントロメア領域を光らせることが出来る。

コヒーシン

· コヒーシンのスクリーニング（経緯）

cdc16(APC/Cのサブユニット)変異株を利用。（この変異体はmetaphaseでストップする。）

cdc16ではmetaphaseで、姉妹染色体が分離していない状態で細胞周期が停止する。

この変異株の中で更に、metaphaseで細胞周期が停止するにも関わらず姉妹染色体が分離してしまう変異体を取ってきた。(scc1)

（Buddingのグラフデータは各細胞がmetaphaseで足並み揃えて停止していることを保障する物。出芽酵母の出芽はG1期から徐々に始まるので、出芽状態を見ることで細胞が今どのphaseにいるのか類推することが出来る。）

（Buddingの有無は顕微鏡で直接観察、染色体分離の有無はGFPによる蛍光を観測）

以上のスクリーニング方法によってScc1,Scc3,Smc1,Smc3,Scc2,Eco1が得られた。

· コヒーシンの分子機構と機能

2つのSMC(structural maintenance of chromosomes)サブユニット(Smc1,Smc3)と２つの非SMCサブユニット(Scc1,Scc3)より構築されている(SccはSister Chromatid Cohesionの略)。

（SMC：ATPの結合するヘッド領域と、他方にヒンジ領域を持つ。）

Scc3以外の3つのサブユニットでリングを形成するモデルが提唱されている。このコヒーシン複合体はG1-S期にScc2-Scc4複合体の働きで染色体と結合する。

（Scc2,Scc4はコヒーシンをDNAにリクルートする「Loading factor」として働く。）

S期にDNAが複製されると、Eco1（アセチル基転移酵素）はコヒーシンをアセチル化することで活性化させ、姉妹染色体同士を接着させるよう働くのではないかと考えられている。（※Eco1が無くてもコヒーシンはDNA上にリクルートされる。また、Eco1自身はS期の複製フォーク形成時に合成量が増える。）

Metaphase→anaphaseの移行時にSeparaseによってScc1が切断を受け、姉妹染色体同士は分離できるようになる。

－SeparaseによりScc1が切断されることを示した実験の補足

-Cdc20環境下で細胞をM期に同調させた後、Cdc20を加えることで細胞周期を同期させたままステージを進めることが出来る(Cdc20はAPC/Cのサブユニットの１つ)。このことを利用して、細胞がanaphaseにいる時タンパクを回収しScc1で検出をしたところ、一部のコヒーシンが切断を受けていることを示唆する結果が得られた。

Separase(ESP1)とSeparaseのmutant(esp1-1)を用いた実験で、コヒーシンを分解するのはseparaseであることが分かった。

また、切断箇所と予想される配列箇所に関してR→Dという変異を2箇所に入れたmutant(Scc1RR-DD)を作製した。その結果、Scc1RR-DDはSeparaseによって分解されず、anaphaseに入る時間になっても染色体分配が起こらなかった。このことからScc1がSeparaseによって切断される箇所が分かり、コヒーシンの切断が染色体分離の必要条件であることも示された。

Separase認識部位とは異なる場所にTEVprotease認識部位を作ってやり、metaphaseにarrestされている状態で(-Cdc20)，TEVproteaseによってコヒーシンを切断してやった。この結果，細胞はmetaphaseにarrestされている状態だったにも関わらず染色体分配を起こした。これによりSeparaseの活性化そのものが染色体分離の原因ではないこと、コヒーシンの切断は染色体分離の十分条件(染色体分離という現象はmetaphase特有に存在するその他のfactorによらない)であることが示された。

· コヒーシンの局在

染色体上でのコヒーシンの局在を調べたところ、転写領域と転写領域の境目（転写の吹き溜まり）に存在しているように見えた。

→STE2のプロモーターを欠失させ、コヒーシンの挙動を調べた。

→STE2とBST1の転写領域に挟まれていたコヒーシンの局在は消失し、代わりにその両側に存在するコヒーシン量が増えた。（仮説を支持）

· 面倒なので詳しい実験方法は割愛。分からない人は直接聞いてください。基本的にはCHIP＋microarrayです。

コンデンシン

· コンデンシンのスクリーニング（経緯）

Xenopus卵抽出液において染色体を構築するのに必須の因子として発見された。

（活性化したXenopusの卵から細胞質を抜き取り、精子核、ATPと共に試験管に入れると精子核のDNAが複製、分配される。（染色体分配の無細胞系）この系を利用して、M期に発現しているがI期（というかS期？）に発現しない因子を取ってきた？）

→XCAP-C、XCAP-D2、XCAP-E、XCAP-G、XCAP-H。

(CAP：chromosome-associated polypeptide)

· コンデンシンの分子機構

2つのSMCコアサブユニット(CAP-C/SMC4＆CAP-E/SMC2)と、3つのnon-SMCサブユニットからなる。それぞれのSMCコアユニットはcoiled-coil構造によって折りたたまれている。SMC4,SMC2はヒンジ領域で結合し、V字構造を取る。

（酵母はコンデンシンIのみ、mammalはコンデンシンI,IIを持つ）

· コンデンシンの機能

1 染色体の凝集にはcdc2、ATPが必要。

2 また、I期の卵抽出物にcdc2を加えたところ、コンデンシン(CAP-D2,CAP-H)がリン酸化された。（M期の卵抽出物のコンデンシンもリン酸化を受けていた。←CAP-Hのバンドの位置が”M”と”cdc2”で異なるのは、M期extractとI期（+cdc2）のcdc2発現量の差、M期におけるcdc2以外のkinaseの存在が考えられる。）

3 supercoiling assayにより、コンデンシンとcdc2がDNAのねじれを作るのに必要であることがわかった。

→「cdc2によってリン酸化された活性型コンデンシンがATP消費を伴いながら、DNAの凝集を行う」というストーリーが見えてきた。

· supercoiling assay

環状DNAとtopoIを入れた溶液に、（topoIの働きで溶液中の環状DNAは全てrelaxした状態になる）コンデンシン＋cdc2を加える。ここで、コンデンシン（+cdc2）がもしDNAと結合してDNAをねじるタンパクであれば、コンデンシンの結合に伴って溜まったねじれとは逆のねじれが、環状DNAの別の場所で生じる。しかし、溶液中にはtopoIが存在するため、このねじれは速やかに解消され、結果的にコンデンシンと結合しているDNA領域にのみねじれが蓄積していくことになる。その後、proteinaseを加え、コンデンシンやtopoIを分解してやると、コンデンシンとの結合によりたまったねじれの影響でDNAはsupercoil状になる。（topoIは分解されているのでこのねじれは解消されない）従って、もとのrelaxed DNAとsupercoiled DNAの泳動度の差を観測してやることで、コンデンシンによってDNAがねじれるか検証することが出来る。（コンデンシンがもしDNAの凝集に直接寄与しないタンパクだったならば、元のDNAと操作を施した後のDNAで泳動度の差は見られないはずである）

· コンデンシンの局在

染色体が十分に凝集されると、コンデンシンは染色体の軸上に局在することが知られている。→末端部のDNA凝集にはコンデンシンが必須でないかもしれない。

· コンデンシンとコヒーシン

G1-S期にコヒーシンが染色体に接着する。Prophaseからmetaphaseへの移行時にPolo,Aurora kinaseの働きによって約90％のコヒーシンが分解され、姉妹染色分体同士は殆どがセントロメア近傍でのみ繋がることになる。（一部それ以外にも存在）(Polo⊿,Aurora⊿では染色分体同士がからまって上手く分配出来ないと考えられる。凝集まで起こることは確認されているが、分配時にエラーが起こるかは未実証。)

コヒーシンとコンデンシンのリクルート関係は僕にはよく分かっていません。

コンデンシンIはコヒーシンの切断と同時に染色体に取り込まれるようです。しかし、コヒーシンの解離の有無はコンデンシンの結合に影響を与えないことが分かっている為、コヒーシンのあった場所にコンデンシンが入り込むわけではないようです。ですので、コヒーシンの解離とコンデンシンの結合に直接の因果関係があるのかはよく分かりませんでした。（それと、コンデンシンIIはI期～prophaseの辺りにリクルートされるらしい。）
文献を漁ればどこかに書いてあるのかもしれません。分かった人居たら教えてください。

4枚目

ユークロマチン：euchromatin

ヘテロクロマチン：heterochromatin

→①構成的へテロクロマチン(constitutive heterochromatin)

　②条件的へテロクロマチン(facultative heterochromatin)

①の例：セントロメア、テロメア、Mat locus

· ヘテロクロマチンについての補足

ヘテロクロマチン：I期の核内染色体の一部の領域を染めたときに、濃く染色される部分がヘテロクロマチン、薄く染色された部分がユークロマチンと命名された。（ドイツの細胞生物学者Heizによるもの）

その後の解析によって、ヘテロクロマチンと定義された領域は「領域中の遺伝子が不活性である」「細胞周期全体を通じて相対的に凝縮したままの傾向を持つ」といった特徴を持つことが分かってきた。しかし、この特徴は当初考えていたほど単純でないことが今では知られてきている。例えば、「遺伝子の不活化状態」とは「ヘテロクロマチンには遺伝子が非常に少ない（が、そこに存在する遺伝子の転写は活性化されていても良い）」、または「普通に見られる頻度で遺伝子が存在するが転写と言う意味では不活性になっている」(Ex:β－ヘテロクロマチン)といういずれかの意味を指している。（普通は後者の方だけを考えるであろう。）

また、「凝縮した構造」という表現に関しても解釈が必要となる。元々へテロクロマチンが凝縮していると言う考えは、「通常用いられるDNA染色法で、他の領域に比べて強く染まる」という観察結果から来ている。（ヘテロクロマチンは、間違いなく凝集している分裂中期の染色体と同じ程度に染まっていた為、この「濃い染色の状態」がクロマチンの凝縮も反映していると推測されたのである。）しかし、ヌクレアーゼ切断による感受性の測定や3次元画像解析の結果からは凝集が増したということに関して整合性の取れた結果を得ることが出来なかった。（一貫して示されていた結果は、「ヘテロクロマチンは、分子レベルの違いは不明だが、他の大部分のクロマチン構造とは異なった構造を持っている」ということだけであった。）現在では、ヘテロクロマチン構造は生物種や細胞型、細胞周期の異なる時期などによって異なっているのではないか、とも言われている。

· RITS(RNA-induced-transcriptionnal-silencing)complex：dsRNAを取り込みssRNAに戻してから、対応するDNA配列上のヒストン修飾を行い、ヘテロクロマチンの形成過程を促進するタンパク複合体。

· Ago1：RITS complexのサブユニットの１つ。（RISC complexにも含まれる）

· RDRC(RNA-dependent-RNA-polymerase-complex)：ssRNAに結合して相補鎖を合成する。（dsRNAの形成）

· rdp1：RDRCのサブユニットの１つ。

· Dicer：長鎖dsRNAを21bp程度の長さで切断し、siRNAを作る。

· dcr1：Dicerのサブユニットの１つ。

· ヘテロクロマチン形成にRITS、Dicer、RDRCが必要であることを示す実験(プリント)

ago1⊿,dcr1⊿,rdp1⊿

ade6が出芽酵母の赤斑点の形成阻害酵素だからade6＋で白、ade6-で赤。実験方法はChIP。詳細は省略。
· ヘテロクロマチン形成過程の概略

constitutive heterochromatinに特徴的な繰り返しDNA配列(Ex：cenH)からRNApolIIによってssRNAが作られる。

→RNApolIIによって合成されつつあるssRNAにRDRCが結合し、相補鎖を合成。長鎖dsRNAが形成される。

→長鎖dsRNAはDicerへと運ばれ、siRNA(約21bp)へと切断される。

→RITS複合体はsiRNAを取り込むと、ssRNAにほどいた後、対応する塩基配列上にClr4のようなHMTsをリクルートする。Clr4がH3K9をメチル化すると、今度はSwi6やChp1がMe-H3K9を認識する。この後のヘテロクロマチン形成過程は不明だが、Swi6がクロモシャドウドメインを介してホモ２量体を形成し、ヌクレオフィラメント間を架橋するというモデルが提唱されている。

(コヒーシンとコンデンシンって(進化的に見ても)似てるんだからコヒーシンにもDNA凝集能があれば話は簡単なのにねぇ･･･。)
· Clr4

分裂酵母におけるH3K9メチル化酵素。（mammalのhomologはSUV39H）

· Chp1

下で述べるSwi6と同様、メチル化を受けたH3K9（Me-H3K9）に結合してヘテロクロマチン形成を促進する。（Chp1やSwi6のようなMe-Histone結合タンパクはクロモドメインと呼ばれる共通ドメインを介してMe-Histoneを認識・結合している）

· HP1(heterochromatin protein 1)

Swi6(Switch 6)はHP1の酵母のhomolog。Me-H3K9に結合してヘテロクロマチンを形成、転写を抑制する。（H3K9メチル基はheterochromatin化の指標になる）

Swi6変異株（Swi6）ではanaphaseにおいて、正しくスピンドル微小管によって捕らえられない染色分体(lagging chromosome)が頻繁に観察される。

→ヘテロクロマチン形成は染色体分配に重要な役割を果たすことが示唆された。

(ヘテロクロマチン構造が壊れるとセントロメア周辺の構造がゆるみ、紡錘体によって様々な方向から捕らえられ易くなる＆張力を感じにくくなるため、lagging chromosomeが生じると考えられている)←セントロメアのヘテロクロマチンは構造的に「凝集している」と考えてよいのだろうか。

また、一方でheterochromatinと同様、cohesinもcentromere、teromere、mat locusに局在していることが知られるようになり、heterochromatinとcohesinの関係が注目されるようになった。

· heterochromatinとcohesinの直接的相互作用を検証した実験

(Nature Cell Biol (2002) 4, 89-93)

基本的にはChIP assayのみ。(プリントには必要なコントロールなど様々な部分で大分編集、省略された図だけが載っています。)

Swi6とDNAをクロスリンク

→①Psc3(Scc3のhomolog。つまりはコヒーシンのサブユニット)でIPを行い、centromere領域のDNAprimer、mat locusのDNAprimerで検出。

②Swi6でIPを行い、centromere領域のDNAprimer、mat locusのDNAprimerで検出。
③swi6⊿に対して、Psc3でIPを行い、centromere領域のDNAprimer、mat locus のDNAprimerで検出。

メインは①、③の結果。これにより、Psc3はSwi6と直接的に相互作用することが分かった。

→コヒーシンとヘテロクロマチン（セントロメア領域が必要なわけではない）は直接的に相互作用することが分かった。

· cnt,otr,lys1,mes1,KRは全てSwi6とクロスリンクして落ちてきたDNAを検出するためのDNAprimerです。

· ヘテロクロマチン領域のコヒーシンはPoloによるリン酸化を受けなかった→ヘテロクロマチンと結合することでコヒーシンはリン酸化部位を隠した？（いや、完全に妄想ですが）

4枚目の最後＋5枚目
· 動原体とスピンドルの結合様式

1 amphitelic

両極から伸びたスピンドル微小管が、両側からそれぞれの姉妹染色分体上の動原体と結合している理想的な形。

2 monotelic

片方の極から伸びたスピンドル微小管が、片方の姉妹染色分体上の動原体とだけ結合してしまっている形。

3 syntelic

片方の極から伸びたスピンドル微小管が、同じ方向からそれぞれの姉妹染色分体の動原体と結合してしまった形。

4 merotelic

両極から伸びたスピンドル微小管が、両側から片方の姉妹染色分体上の動原体とだけ結合してしまった形。
· スピンドル形成

中心体(Centrosome)の複製(DNA合成と同じタイミングで複製される)

· 中心体

動物細胞におけるMTOC(microtubule-organizing center)。3つ1組になった微小管(microtubule)が9セット円状に並んだ構造をした中心小体(Centriole)２つから成る。中心体より伸びる微小管には極性が存在し、MTOCに向かう方向を－方向、微小管の先端に向かう方向を＋方向と表現する。

→両極から伸びてきた極紡錘糸(Pole-to-pole microtubules)の両方に結合したEg5(Kin5)が、極を左右に押し広げる。

· Eg5(kin5)

キネシンファミリーに属する分子モーター。＋端方向に動くため、両極から伸びてきた極紡錘糸2本に同時に結合することで極を引き離すよう働きかけることが出来る。コンデンシンと同様MPFの制御(cdc2によるリン酸化で活性化)を受けているため、素早い活性の制御が可能となっている。（当たり前ではあるが、一般にタンパク活性の制御はtranscript/translateの段階で行うより、modification/degradationの段階で行った方が素早い活性制御が可能である。）

また、この時Astral microtubuleはcell membraneとinteractionし、spindleの位置決めに寄与する。

· スピンドル微小管が動原体を正しく捉える仕組み

染色体の動原体部分にはダイニン系の分子モーターが接着し、染色体を極方向に引っ張ろうとする。一方で、腕部にはキネシン系モーター（クロモキネシン：Kid）が結合し、その結合本数は染色体が極に近づくほど増加するため、染色体は極には行き着かず、両極の間をふらふらすることになる。この状態のattachmentは不安定であるため微小管は染色体との結合、解離を繰り返しているが、動原体が両極から捉えられるとattachmentが安定化することが知られている。この現象の分子的基盤をある程度説明している文献に(Cell 108, 317-329 (2002))（←プリントにも載ってます）がある。

· というわけで、以下プリントの実験の説明

IPL1：オーロラキナーゼBのhomolog

Sli15：INCENPと呼ばれる動原体間に存在するタンパクのhomolog

両者は複合体を形成することが知られている。

Fig.A,B：ipl1に変異を入れたところ、姉妹染色体の分配に66％程度の確率でエラーが生じたが、姉妹染色分体同士の分離は確認された。

→つまり、ipl1は単に染色体の分離を阻害されているわけではないということ。（コヒーシンに関する制御でもなさそう）

Fig.C：Tet-GFP（テロメア付近のDNA配列を認識、GFPによって蛍光）を用いてipl1の染色体分配を観察したところ、エラーの生じた株では、姉妹染色分体が2本とも娘細胞側に行くというものであった。（共に母細胞にいくことは少ない。）

→母細胞から出ている染色体紡錘糸に異常があるのではないかと推察された。

Fig.D,F：V染色体とXV染色体をそれぞれTet-GFPを用いて検出できるようにした。（ただし、リピート配列の繰り返し構造を変えることでシグナルの強さを調節し、V染色体では強いシグナル、XV染色体では弱いシグナルが観察されるようにした。）
その上で、ipl1株の同一細胞内で、V染色体とXV染色体がどのように分配されるか観察した。

→両方とも娘細胞に行くのが25％と一番多かった。また、「V染色体は片側の極のみに分配され、XV染色体はそれとは反対側の極にのみ分配される」といった現象が16％近くも実現していることから、ipl1における染色体分配の不具合は片方のSPB異常によるものではないことが示唆された。

Fig.E：G1期でarrestして細胞を同調させておいた。arrestを解いてから、90％の細胞から小～中サイズの出芽が確認されるまでの間、nocodazole処理を施した。

その後nocodazole-freeの培地で細胞を飼い、Fig.Eの時と同様に染色体分配がどうなるか観察を行った。（補足：wtでは一度nocodazole処理をしても、その後nocodazole-freeの培地で飼えば殆どが正常通りの染色体分配を行うことがきちんと対照実験として行われています。）
（※nocodazole処理：微小管を脱重合させる試薬。これによってG1期に繋がっていたSPBと動原体間のスピンドルが一度切断される。）
→娘細胞に行く確率と母細胞に行く確率に顕著な差が無くなった。また、nocodazole処理により染色体が特定のSPB側（娘細胞側）に優先的に分配されるという特徴を失ったときでも、IPL1は均等な染色体分配に必要であることが分かった。

以上のような実験事実と、「細胞分裂時、母細胞には新しいSPBが、娘細胞には古いSPBが分配される」「G1期において染色体と動原体は微小管で結合している(cell cycleを通じて染色体と動原体はいつも近くにいる)」という既知の事実より次のようなストーリーが提唱されている。

(G1期において、既に動原体とSPBは微小管を介して結合している)
→S期においてSPBが複製される。

（この時点では新しい動原体、古い動原体共に古いSPBと結合している？）
→微小管が動原体にsyntelicに結合している場合、動原体中のリンカータンパクはオーロラキナーゼ(IPL1)によってリン酸化され、attachmentは不安定化され、微小管は動原体より解離する。

→微小管が動原体にamphitelicに結合した場合、姉妹染色分体同士は物理的に引っ張られることにより動原体間距離が伸び、動原体間に存在するIpl1-Sli15 complexとkinetochore中のリンカータンパクは接触を失う。これに伴い、リンカータンパクは速やかに脱リン酸化を受けてattachmentは安定化する。（もしくは、姉妹染色分体同士が物理的に引っ張られることにより（動原体中のタンパクがtensionを感じることにより）Ipl1-Sli15 complexが不活性化を受けると言う考えもある。）

· 一部自分でも納得のいっていないところがあります。「G1期において染色体と動原体が結合している」とか俄かには信じがたいわけですが、誰か授業のプリント以外でこのことのソースを知っている人がいたらご一報いただけると幸いです。

· スピンドル形成チェックポイント(Spindle assembly checkpoint)

染色体全てが安定な構造をとるまでcell cycleは次のstageに進まないことが知られている。これに対して、以下のようなスクリーニング方法を用いてスピンドル形成チェックポイント欠損株のスクリーニングを行った。

· 酵母細胞を用いたスピンドル形成チェックポイント欠損株のスクリーニング方法

レプリカ法を用いたスクリーニングを行った。レプリカ法とは1枚の平板培地で培養した菌株を複数の平板培地に写し取る方法のことである。これによって、マスタープレートとレプリカプレートを用意し、レプリカプレートの方に低濃度のnocodazoleをまいてやる。

（低濃度のnocodazole中ではwt株は時間をかけてスピンドルを形成することが出来るのに対して、SAC mutantでは完全にスピンドルを形成する前に分裂が起こってしまい、致死となる。）

→マスタープレートとレプリカプレートのコロニーを比較し、マスタープレートには存在するがレプリカプレートには存在しないコロニーを単離、解析する。

（ただし、この方法ではSAC mutant以外にチューブリンのmutantなども取れてくる）

このスクリーニング方法によって、SACに関わる遺伝子としてMad2(Mitotic arrest deficient 2)、Bub1(Budding uninhibited by benomyl 1)が取られた。

（※benomyl：チューブリンの合成阻害剤。要は「bub＝チューブリンの合成を阻害したにも関わらず出芽が阻害されない変異」）
Mad2：cdc20のinhibitor。Mad2を抗体染色して染色体分配の様子を観察したところ、microtubuleが結合していない側の動原体でのみMad2の蛍光が見られたことから、”結合のない状態”を感知していると言える。（またMad2は核内にも拡散する。）

Bub1：Mad2と同様APC/Cの機能抑制に働く。あまり詳しい解析は進んでいないようだが、セントロメアにおけるAuroraBの局在や、シュゴシンの局在に関与しているらしい。

· ここから減数分裂

減数分裂は、1回目の還元分裂と２回目の均等分裂からなる。

· 還元分裂の特徴

1 組み換え

染色体の交差部分で張力を感じている為、必ず一箇所以上の組み換え部位を持つ。

2 動原体の一方向性

組み替え部分で張力を感じている為、動原体が両側から引かれる必要は無い。実際、第１分裂では姉妹染色分体の動原体は片側から引かれ、姉妹染色分体同士がこの時点で分離することはない。（例えコヒーシンが欠損していても）

3 セントロメアの接着の維持
· 精子形成と卵形成・・・省略
以下、主にプリントの説明です。

減数分裂ではコヒーシンのサブユニットScc1/Rad21(radiation-sensitive mutant 21)がRec8(meiotic recombination protein 8)に置き換わっている。

①Rec8は、meiosisを通じて徐々に分解され、centromereに局在するようになる。また、centromereに局在したRec8はmeiosisIIの時点で分解される。(Nature (1999) 400,  461-464)

②Rec8欠損株rec8⊿ではmeiosisIの時点で90％以上の確率で均等分裂が起こってしまう。また、この時にRad21を異所的に発現させて姉妹染色分体の接着を完全に回復させても分配異常の表現型は戻らなかった。このことからRec8は1方向性キネトコア形成に積極的な役割を持っていることが示唆された。

③セントロメアにおけるRad21とRec8の局在様式を比較したところ、Rad21はセントロメアの外側領域(ヘテロクロマチン領域)に局在しているのに対して、Rec8はヘテロクロマチン領域のみならず中央領域にも存在していることが分かった。中央領域はキネトコアを形成する領域であるが、この領域の染色体はステムループ状に折り畳まれて外に突き出す構造を取る事が示唆されている。このことから、Rec8は姉妹染色分体の中央領域を接着することで姉妹キネトコアを隣接させ、同じ方向に向けるというモデルが提唱された。(Nature 409, 359-363(2001)) ただし、Rec8を体細胞で発現させただけではmono-polarな染色体分配が起こらず、他の因子の必要性が示唆された。

④S.pombeでhaploid状態にも関わらずmeiosisを行う変異体を用いて、還元分裂に必要な他の因子同定する為のスクリーニングが行われた。この変異体は1倍体の状態で還元分裂を起こし、1/4の確率で2倍体となり生き残ることが知られている。

（※ S.pombeは染色体を3本持っているため、1つの娘細胞がゲノムを揃えられる確率は1/2×1/2×1/2=1/8。どちらの娘細胞に全ゲノムが分配されてもかまわないので、2倍体が得られる確率は1/8×2=1/4）

この変異体を用いて均等分裂が起こるような変異体、すなわち全ての娘細胞が生育可能となる変異体をスクリーニングしてやった。この結果Moa1(mono-polar attachment 1)と呼ばれる因子が同定された。

⑤Moa1はmeiosisIの間centromereの中央領域に局在し、meiosisI後に速やかに分解される。また、Moa1とRec8には直接的な相互作用があることが分かっており、Moa1欠損株moa1⊿では染色体上にLoadされるRec8の量が2倍になることが知られている。これは、cohesinの結合に先立ってMoa1がcentromereの中央領域に局在し、ステムループ部分のDNA鎖の解離を防いでいるためではないか、と言われている。この考えに従うと、moa1⊿ではステムループ部分のDNA鎖が解離してしまい、cohesinがそれぞれのstrandに結合するため、結果的にこの領域に接着するcohesinの量が2倍になったのではないか、と推察される。また、rec8(TEV)(※rec8にTEV siteを組み込んだもの) (TEV：tobacco etch virus）を使って、Rec8を分解してやると（ただし、分解しても新しいRec8(TEV)が結合してくるので完全に０には出来ないが）、Moa1⊿と似たような表現型を示した。ただし、mitosisにおいてMoa1＋Rec8を発現させても姉妹染色分体は一緒に動かなかったため、まだ必要な因子が足りていないと思われた。
⑥3つ目の因子としてSgo1が同定された。MitosisにおいてRec8＋Sgo1を発現させたところ、姉妹染色分体は一緒に移動することが観察された。またこの時、Sgo1存在下ではanaphaseにおいてもRec8が分解されずにcentromereに局在していることが分かり、Sgo1の機能はRec8をseparaseによる分解から保護するものであることが推察された。（減数分裂におけるSgo1の局在を調べたところ、Sgo1はmeiosisIの段階でkinetochoreに局在しており、meiosisIIに入ると分解されることが分かった。）(Nature 427, 510-517 (2004))

えーっと、なんかシュゴシン関連の話は試験に出さないそうなのでここから先は各自興味ある人が自分で調べてください。SgoIIの話、体細胞分裂におけるシュゴシンの働きについての話が主です。
· あ、一応上の二つの実験については注釈をつけておきます。

一見すると、裏面の「Sgo1破壊株においてmeiosisIの時に染色体分配の一方向性が守られる」という実験結果と、表面の「Moa1(TEV)をTEVproteaseで切断する実験で、染色体分配の一方向性が崩れる」という実験結果が矛盾しているように思えますが（僕には思えましたが）、表面の実験では動原体に微小管が結合するより前にRec8が分解されているため、bi-polarになったセントロメアに微小管が接続しますが、Sgo1欠損株においては動原体に微小管が結合して張力を感じている段階になってはじめてRec8が分解されるという点で大きな違いがあります。後者の方はRec8が分解される前に微小管の結合形式が決まってしまっているため、染色体分配の一方向性は維持される、と言うことです。（by 小林くん）

· ちょっとだけ補足をしておくと、SgoIは減数第1分裂特異的に、SgoIIは体細胞分裂、減数第1分裂、第2分裂のいずれの時期でも発現するタンパクであり、Sgo1がRec8の保護に働くのに対して、Sgo2はAuroraB（スピンドル形成時に出てきたKinase）複合体のセントロメア局在の促進に関わるということです。

あとがき

最後の方ぐだぐだになってますが一応それなりにがんばりました。もう疲れました。隣で色々助けてくれたこばやんに大感謝です。
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