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	概要　ＥＡ　(600字～800字程度にまとめてください。)

セントロメア特異的に存在するヒストンH3バリアントCENP-Aは、ゲノム上でセントロメアが構築される位置を決定する因子と考えられている。私たちはこれまでに、CENP-Aをセントロメアに局在させるのに必要なCENP-H/I複合体を見いだしており、本研究ではCENP-Aをセントロメアに局在させる機構を解明するために、CENP-H/I複合体と相互作用する因子の同定を行った。タグ融合CENP-A蛋白質を発現する細胞株を構築して免疫沈降を行った結果、ヒストンシャペロンとして知られるFACT複合体が高密度にセントロメア領域に局在することを確認した。CENP-H/I複合体サブユニットのノックアウト細胞株を用いた解析から、FACTはCENP-H/I複合体に依存してセントロメアに局在することを明らかにした。次に、FACTがCENP-Aのセントロメアへの局在化に必要かどうかを解析するために、FACTサブユニットであるSSRP1遺伝子の条件的ノックアウト細胞株の構築を行った。FACTノックアウト細胞株においてCENP-A-GFP蛋白質を一過的に発現させ、16時間後にその局在を調べると、CENP-A-GFP蛋白質のセントロメアへの局在化が強く阻害されたことから、FACTは新規合成されたCENP-Aのセントロメアへの局在化に必要であることを明らかにした。続いて、CENP-Aをセントロメアクロマチンに組み込む活性を持つ蛋白質が存在すると予想し、その同定を試みた。その結果、クロマチンリモデリング因子であるCHD1がFACTおよびCENP-H/I複合体に依存してセントロメアに局在することを見いだした。さらに、免疫沈降法およびin vitro結合実験を行うことにより、CHD1とSSRP1が直接結合することを明らかにした。次に、RNAi法を用いてCHD1のノックダウンを行うと、セントロメア領域に局在するCENP-Aの蛋白量が劇的に減少することを見いだした。これらの結果から、CENP-H/I複合体はヒストンシャペロンであるFACTとクロマチンリモデリング因子であるCHD1をセントロメア領域に呼び込むことによって、セントロメア領域特異的にCENP-Aのクロマチンへの組み込みを行っていると結論した。
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	欧文概要　ＥＺ

Centromere identity is thought to be determined by epigenetic mechanisms. The centromere specific histone H3 variant, CENP-A, plays a central role to specify the locus where the centromere is constructed. However, the precise mechanisms that target CENP-A to centromere chromatin are poorly revealed. Here, we show that a histone chaperone, facilitates chromatin transcription (FACT), is recruited to centromeres in a CENP-H-I complex dependent manner. In conditional mutant cell lines for SSRP1, a subunit of FACT, centromere targeting of newly synthesized CENP-A is severely abrogated. Chromatin remodeling factor, CHD1, associates to centromeres. CHD1 binds to SSRP1 both in vivo and in vitro, and the centromere localization of CHD1 is lost in the SSRP1 depleted cells. RNAi knock-down of CHD1 leads to decrease in the amount of centromere localized CENP-A. These findings indicate that CENP-H-I complex facilitates incorporation of newly synthesized CENP-A into centromere chromatin by recruiting FACT and CHD1 to centromeres.
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