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博士の専攻分野の名称  博 士（工 学） 

学 位 記 番 号  第  ２１１２６  号 

学 位 授 与 年 月 日  平成 19 年３月 23 日 

学 位 授 与 の 要 件  学位規則第４条第１項該当 

            工学研究科応用生物工学専攻 

学 位 論 文 名  Comparative proteome analysis of human metaphase chromosomes and 

            functional analyses of chromosomal proteins using RNAi methods 
            （ヒト分裂期染色体の比較プロテオーム解析および RNAi 法を用いた染色 
            体タンパク質の機能解析） 

論 文 審 査 委 員  （主査） 
            教 授 福井 希一 

            （副査） 
            教 授 関  達治  教 授 卜部  格  教 授 塩谷 捨明 
            教 授 小林 昭雄  教 授 原島  俊  教 授 大竹 久夫 
            教 授 金谷 茂則  教 授 仁平 卓也  教 授 清水  治 
            教 授 四方 哲也 

論 文 内 容 の 要 旨 

 本研究では、ヒト分裂期染色体のプロテオーム解析を行うことにより染色体蛋白質を網羅的に同定し、さらに種々

の方法を用いて調製した染色体間で蛋白質組成の比較を行うことにより染色体の構造・機能に必須な蛋白質を明らか

にすることを目的とした。また、同定された蛋白質に対して RNAi（RNA interference）法を用いた解析を行うこと

により蛋白質の染色体における機能を解明することも試みた。 

【ヒト分裂期染色体の単離方法、染色体蛋白質の調製方法の確立】 

 ヒト培養細胞である BALL-1 株（ヒト B 細胞白血病株）と HeLa S3 株（ヒト子宮頸癌細胞）から大量に染色体を

調製するため、微小管重合阻害剤であるコルセミドを添加することで細胞の分裂期への同調を行った。細胞からの染

色体単離はポリアミンバッファーを用いた調製法、およびグリセロール密度勾配遠心とパーコール密度勾配遠心を組

み合わせた調製法の２種類の手法を用いて行い、得られた染色体をそれぞれポリアミン染色体（PA 染色体）、パー

コール染色体（PG 染色体）とした。単離した染色体はいずれも染色体に特徴的な形状を維持しており、形態上に大

きな差はない事が光学顕微鏡および電子顕微鏡で確認でき、染色体の形態を維持した染色体を大量に調製することに

成功した。さらに、酢酸法を用いることにより、染色体蛋白質を可溶化し、電気泳動によって分離可能な系を構築し

た。 

【ヒト分裂期染色体の比較プロテオーム解析】 

 ヒト培養細胞から単離した染色体から抽出した蛋白質を電気泳動によって分離後、MALDI-TOF MS を用いて蛋白

質の同定を行ったところ BALL-1 株から単離した PA 染色体からは 158 個、HeLa S3 から単離した PA 染色体からは

189個、PG染色体からは 107個の蛋白質が同定され、そのうち各染色体に共通して存在する蛋白質は 59個存在した。

また、各染色体間での蛋白質の量の比較を行ったところ、染色体間で量比が保存されている蛋白質、HeLa S3 から単
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離した PA 染色体で特に量が多く存在する蛋白質、各染色体間で量が大きく異なる蛋白質という３つの傾向を認めた。

特に染色体間で量が保存されている蛋白質の中には、既知の染色体構造に関与する蛋白質が多く含まれていることか

ら、こうした傾向を示す蛋白質は染色体構造との関連が大きいことが示唆された。 

【リンカーヒストン H1.X の機能解析】 

 リンカーヒストン H1.X は染色体プロテオーム解析において同定された蛋白質の一つであり、染色体上でヒストン

H4 の５％ほどの量を有しており存在量が多いことから染色体において重要な機能を有していると予想される。H1.X

の細胞内局在を間接蛍光抗体法によって調べたところ、H1.X は主に核小体に局在し、さらに分裂期においては主に

染色体の表面に局在したことから、主に核小体を除く核質と染色体全体に局在する他の H1 サブタイプとは異なる性

質を有することが示された。次に、H1.X の分裂期における機能を調べるために RNAi を行ったところ、H1.X のノッ

クダウンにより染色体が中期板へと整列しない表現型が頻繁に観察された。さらに、紡錘体チェックポイント機構が

活性化され分裂期の進行に著しい遅れが生じることが明らかとなった。紡錘体の形態への異常も多く観察され、キネ

トコア－微小管間の結合にも異常がみられたことから、中期における染色体の不整列はキネトコアと微小管の相互作

用の異常によって引き起こされたと考えられる。これらの結果から、H1.X は染色体表層領域において微小管とキネ

トコアの相互作用を制御しており、染色体を正しく分配するために必要な機能を有していることが示された。 

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 

 本論文はヒト分裂期染色体を構成する蛋白質を同定し、さらに同定された蛋白質の染色体構造に関する機能につい

て解析したものである。 

 第一章では本研究の背景である染色体構造に関するこれまでの知見について述べている。 

 第二章では従来は困難であったヒト分裂期染色体を大量に単離するための条件検討について述べている。ヒトの培

養細胞に対して、微小管重合阻害剤であるコルセミドを用いて細胞周期を中期に同調し、ポリアミンバッファーを用

いて単離を行うことで、染色体の形態を維持したまま大量に染色体を調製できることが電子顕微鏡観察により確認さ

れている。また、酢酸法を用いることで染色体から蛋白質を効果的に可溶化できる点についても述べられている。 

 第三章では単離染色体を構成する蛋白質を、プロテオーム解析の手法を用いることで、網羅的に同定している。染

色体から抽出した蛋白質は一次元、および二次元電気泳動によって分離後、質量分析機を用いた同定を行い、200 個

を超える蛋白質が同定されている。さらに、性質の異なる二種類の細胞株間から単離した染色体、および単離方法の

異なる二種類の染色体間で、同定された蛋白質の種類や量を比較することにより染色体構造に重要な蛋白質を 59 個

に絞り込んでいる。 

 第四章では第三章において同定した蛋白質の一つであるヒストン H1.X に着目し、RNA 干渉法を用いることにより

H1.X の染色体に関する機能を解析している。その結果、H1.X は分裂期において染色体の表面に局在し、微小管－動

原体間の相互作用に関与することで、分裂期における染色体の動態を制御することを明らかにしている。 

 第五章では本論文の結果をまとめ、それに基づいた考察を述べている。 

 以上のように、本論文はヒト分裂期染色体を構成する蛋白質を網羅的に明らかにし、さらに染色体の構造・機能と

密接に関わる新規染色体蛋白質の同定に成功しており、染色体構造に関する新規かつ重要な知見を示している。よっ

て本論文は博士論文として価値あるものと認める。 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


