
2018年 12月 
第7回留学報告書 
久門 智祐 

2015年の夏より、University of PennsylvaniaのPhD課程(生物学)に在籍する久門智祐です。４年目夏か
ら、４年目冬の現在に至るまでの経過を報告します。 

ペンシルベニア大学での(?)生活 

前回の報告書で神頼みの実験をしていると書きました。なのでこの夏、伊勢神宮へ神頼みに行って来ました。
名古屋から電車で一本、都会から田舎へのんびりと移動し、大半の観光客が無視していく外宮を見てから、
観光客でごった返す内宮を見に行くことにしました。当初の予定では、外宮と内宮で神頼みをした後、本堂っ
ぽい雰囲気のある内宮でお守りを買うつもりでした。が、なんと外宮と内宮でお守りのデザインが違うので
す！しかもどちらかというと外宮のデザインの方が好みでした。そこでわざわざ外宮まで戻り、内宮お守り
と外宮お守りの両方をゲットしました。ひとつ千円、なんとありがたいと思いつつ、外宮から駅に向かうと

ボロい商売なんだ

ころ、小さなコーヒー屋さんがあったのでそこで休憩することにしました。 

そこの店長さんがとても面白い方で「うち内宮の近く
にも店出してて昨日までそこにいたんですけど、やっ
ぱり外宮はいいですね、人が来なくて！」だそうで
す。皆様、伊勢神宮にお越しの際は外宮のコーヒー屋
さんへ行き、店長さんを忙しくさせて困らせてみ 
ましょう。ちなみにとても美味しいコーヒーで、なに
やら賞もいろいろ取っているようでした。 

４年目夏から４年目冬まで 

さて、千円×２のお守りの効果はどうだったかというと、一勝二敗でした。一勝二敗、良いのか悪いのかと
いうと、とても良い結果でした。二敗の方は、CRISPRという技術を使って、遺伝子を壊して、なおかつ別
の種由来の遺伝子を導入する、という実験と、100年ほど前に1例だけ報告されたハイブリットの再現をと
る、という実験でした。正直この二つの実験は別のバックアップがあり、上手くいったらいいな…という程
度だったので、こちらの二敗はまぁ良しとします。一勝の方は何かと言うと、泥沼案件で死んだと思ってい
たプロジェクトが数ヶ月の時を経て復活しました！ 

遺伝子破壊マウスは作成に多大な時間と労力と資金を要するので、そ
れで何も結果が出ないと非常に悲しいことになります。重大な異常が
見つかると予想されていたCENP-B遺伝子破壊マウスに、何も異常が
見つからないという悲しい結果を、20年ほど前に３グループが独立に
出していました。結果が出ないということに関しては再現性バッチリ
でした。そのCENP-B遺伝子破壊マウスを再び使う実験だったので、
予想通り最初は全く結果が出なく、諦め９割で放置気味のプロジェク
トでした。ところが当初の仮説と全く正反対の結果が出てからは、「な
んだかちゃんとサイエンスしてる…！」という気分になる最優先プロ
ジェクトにまで復活しました。とはいえ、世界中の様々なグループの
先行研究から「このタンパク質は何してるかよくわからない」という
のが共通認識なので、まだ半信半疑で色々と丁寧に調べている最中で
すが、このまま上手くいけば論文になりそうです。無事に大学の研究
発表会で優秀ポスター賞も取れました。賞金もありました！ 無事にポスターまでたどり着きました

 Big Questions

Selfish centromere DNA recruit more CENP-B to 
achieve preferential inheritance?

Drive suppression is the selective pressure for 
centromere protein evolution?

1. How selfish centromere DNA achieves preferential inheritance?

2. Do centromere proteins suppress preferential inheritance? If so, how?

1. How PAML works (if you’re interested)
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Under neutral selection: ω = 1 (equal to synonymous mutation)

Under purifying selection: ω < 1 (less likely to fix in population)

Under positive selection: ω > 1 (more likely to fix in population)

PAML (Phylogenetic Analysis of Maximum Likelihood)

‣ Null Hypothesis: No positive selection (ω ≤ 1)

Calculate probability of obtaining this result based on different ω values

‣ Alternative Hypothesis: Positive selection (ω can exceed 1)

Calculate probability of obtaining this result based on different ω values

2. CENP-C and SGO2 have signatures of

positive selection in mice

(Preliminary Results from Currently Available Genomes)

Gene
Statistical Tests 

for Positive 
Selection

Centromere Proteins
CENP-A not significant
CENP-B not significant
CENP-C (p<0.005)
CENP-L not significant
CENP-N not significant
CENP-T not significant
CENP-W not significant
CENP-S not significant
CENP-X N/A
CENP-H (p<0.005)
CENP-I not significant
CENP-K not significant
CENP-M not significant

Gene
Statistical Tests 

for Positive 
Selection§

Kinetochore Proteins
PMF1 not significant
MIS12 not significant
DSN1 not significant
NSL1 not significant

NDC80 not significant
NUF2 not significant
SPC24 not significant
SPC25 not significant
KNL1 (p<0.05)
ZWINT not significant

Checkpoint Proteins
BUB1 not significant
BUB3 not significant

Gene
Statistical Tests 

for Positive 
Selection

Inner Centromere Proteins
SGO1 not significant

SGO2A (p<0.005)
SGO2B (p<0.005)
MCAK not significant

INCENP (p<0.01)
BOREALIN not significant
SURVIVIN not significant

AURB not significant
CENP-A Chaperone

MIS18BP1 (p<0.005)
HJURP not significant

3. pahari CENP-C is equally requited to

asymmetric musculus centromere DNA

Approach of Evolutionary Cell Biology
Identify Rapidly Evolving Centromere Proteins


Detect Signatures of 
Positive Selection PAML

Test if They Really Suppress Drive
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1. Assay and Prediction

2. CENP-B doesn’t make centromeres different.

3. CENP-B makes centromeres similar?

(i.e. CENP-B suppresses drive?)
CENP-B Knock-out in Hybrid Mice
Protein Levels

Asymmetric Protein Ratio
Larger Ratio

Functional Assay

Asymmetric MT Interaction
More “off-center”

CENP-B Overexpression in Hybrid Mice
Protein Levels

Asymmetric Protein Ratio
Smaller Ratio

Functional Assay

Asymmetric MT Interaction
Less “off-center”

4. CENP-B over-expression equalizes effectors.

 Working Hypotheses
1. Centromere DNA can directly recruit CENP-C or SGO2 to achieve preferential inheritance.

2. CENP-B suppress centromere drive by equalizing SGO2 levels.

Abstract
Centromere evolution is paradoxical in that both centromere DNA and proteins are rapidly 
evolving despite the conserved requirement of centromeres for faithful chromosome 
segregation. The centromere drive hypothesis proposes that maternal and paternal 
centromeres compete for the egg during female meiosis, and selfish centromere non-coding 
DNA is evolving to achieve preferential inheritance over the homologous counterpart. Under 
this hypothesis, centromere proteins recurrently evolve to suppress the fitness cost imposed 
by centromere DNA cheating. To study centromere drive, we have established a hybrid mouse 
model where centromeres from one strain achieve preferential inheritance over centromeres 
from the other strain. We hypothesized that selfish centromere DNA recruits more CENP-B, the 
only known centromere-specific DNA binding protein, to achieve preferential inheritance. In 
contrast to this initial expectation, CENP-B knock-out and over-expression in our hybrid mice 
suggested that CENP-B suppresses centromere drive. In order to identify (other) candidate 
centromere proteins that recurrently evolve to suppress drive, I conducted statistical tests that 
detect signatures of rapid evolution in codons of each proteins (PAML). Limited availability of 
mouse genomes resulted in low-quality data, motivating us to sequence other species of 
Murinae species. Over-expression of CENP-C from different species in our hybrid mice 
suggests that centromere DNA directly recruits CENP-C and CENP-C evolved to “escape” 
from centromere DNA. Evolutionary analysis followed by cell biological experiments can be a 
general approach to study evolution of cellular processes, and my centromere drive project will 
be a model case demonstrating this strong but unappreciated approach in the mouse 
community. 

Introduction

Absolutely Essential but Diverged 
‣ CENP-A nucleosome: epigenetic mark

‣ CENP-C scaffold: recruit all others

‣ Under positive selection

(Malik and Henikoff. 2001; Schueler et al. 2010; Finseth et al. 2015;

Talbert et al. 2004; Zedek and Bureš. 2016)

Seemingly Dispensable but Maintained 
‣ The only DNA binding protein

‣ Minor CENP-C recruitment pathway

(Fachinetti et al. 2013; Fachinetti et al. 2015)

‣ 3 groups made KO mice: No phenotype

(Hudson et al. 1998; Perez-Castro et al. 1998; Kapoor et al. 1998)

‣ Universally found in mammals

(Casola et al. 2007)

ABCD of Centromere Mysteries

Little is known about centromere DNA functions, if any 
‣ Centromere is epigenetically defined

(Amor et al. 2004)

‣ Underlying centromeric DNA sequences (hereafter centromere


DNA) evolve rapidly

(Cazaux et al. 2013; Melters et al. 2013)

‣ Natural variation of centromere DNA abundance


in mouse and human

(Miga et al. 2014; Sullivan et al. 2011; Iwata-Otusbo et al. 2017)
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Chmátal et al. 2014; 


Iwata-Otsubo et al. 2017; Akera et al. 2017
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The Evolutionary Arms Race at Centromeres: 
A Model Case to Study Evolution of Cellular Processes 
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確かこの辺りのコーヒ屋さん 
地図はじゃらんのサイトより 

(https://www.jalan.net/news/article/293233/)



さて、このプロジェクトとは別の、様々なネズミのゲノムを
解読するプロジェクトも進んでいます。いま所属する研究室
はいわゆるWet Lab(実験ラボの俗称)で、ゲノム解析はDry 
Lab(解析ラボの俗称)の共同研究先に頼りきりでした。しか
し、いつまでも解析を任せきりにするわけにもいかず、船井
情報科学振興財団の奨学生としては、こちらの分野こそ本分
な気もするので、11月にCold Spring Harbor Labへ行き、
ゲノム解析の手法を学んできました。二週間みっちり朝から
晩まで土日も休みなく詰め込まれるかなりハードなコースで
した。次世代シークエンサー(短いDNAの配列を大量に解読
できる機械)の基礎から第三世代シークエンサーと呼ばれる
長いDNAの配列を大量に解読できる機械の扱いなどの技術
に加え、アマゾンクラウドなどを使った様々なデータ解析
など、データ・サイエンティストを自称してもバチは当たら
ないと思える程度の技術と知識を取得できました。(自称)デー
タ・サイエンティストとなったいま、ネズミのゲノムの解読
に勤しんでいます。実際勤しんでるのはパソコンなので本人
は特に何もしてないのですが。しかし1.5TB RAMのすごい
パソコンを使ってもなかなか進まないので、はたしてすべて
のゲノムを解読できるか少し不安です。ゲノムを解読しただ
けでも論文になる理由をひしひしと実感しています。 

おわりに 

一度実験が動くようになると、次はあれを、その次はこれ
を、というように、するべき課題が増えてきました。これま
での実験結果はかなりプレリミナリーなので、それの再現
をとる実験と、より丁寧な実験もする必要があります。先は
見えてきたので、あとは時間との戦いとなりそうです。願望
としては、来学期のうちに論文のメインのデータを得られ
たらいいなと考えていますが、実際どうなるかはやってみな
いとわからないので、とりあえずやってみます。少なくとも
ポスターの体裁はとれるようになったので、発表もできるレ
ベルにまで引き上げていけるよう頑張ります。

↑ゲノム編集された蚊のイラスト 
いらすとや(https://www.irasutoya.com/)にはマニアックなフリー素
材が沢山あって楽しいです。 
Cold Spring Harbor Labの写真→ 
(上) 看板には分子生物学、遺伝学、ガン、神経科学の研究と教育と書
いてあります。 (中) でもゲノム解析にかなり力を入れているようです。
ゲノム解析時代の生物学、だそうです。(下) キャンパスのDNAのオブ
ジェ。素敵な角度で写真が撮れました。


