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研究成果の概要（和文）：遺伝子発現の抑制に関与するヘテロクロマチンの構成因子 HP1は、抑制的なエピゲノムマー
クと認識結合する。本課題では、ヒトHP1結合蛋白質（HPBPs）82種類を同定し[Nature Cell Biol, 2010]、新規HPBPs
であるPOGZがAurora B複合体の局在や活性を制御すること、他の新規HPBPsであるHBiX1が抑制的なエピゲノムマークと
非コードRNAであるXISTと協働して凝縮したクロマチン構造の形成に寄与することを見いだした[Nature Struct. Mol. 
Biol., 2013]。本研究より、如何にヘテロクロマチンが形成され、機能するのか、一端が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Heterochromatin Protein 1 (HP1) is thought to play a role in compacted heterochrom
atin formation, through binding to K9 trimethylated histone H3 and its interacting proteins. By proteomic 
analysis, we identified 82 HP1 binding proteins (HPBPs) in human cells. In addition to known HPBPs, severa
l uncharacterized and/or unexpected proteins were identified [Nature Cell Biol. 12: 719, 2010]. Interestin
gly, an identified HP1 binding protein was enriched in inactive X chromosomes (Xi), in association with SM
CHD1, and thus we named it HBiX1 (HP1 binding protein enriched in Xi). Cytological and epigenomic analyses
 revealed that HBiX1 and SMCHD1 mediate the compaction of Xi to form heterochromatin structure, by linking
 the H3K9me3 domains and the XIST/H3K27me3 domains [Nature Struct. & Mol. Biol. 20: 566, 2013]. These stud
ies uncovered that new molecular insights of heterochromatin, especially, how epigenetic marks are transla
ted into higher order chromatin structure to repress transcription. 
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１．研究開始当初の背景 
遺伝情報の発現制御は、特異的 DNA 配列と
その結合因子による転写の活性化とヘテロ
クロマチン化などによる不活性化により行
なわれると考えられてきた。遺伝子発現を正
に制御するエンハンサーには、基本転写因子
のみならず様々なクロマチンリモデリング
因子やヒストン修飾酵素をプロモーター領
域に呼び込むことで、転写を活性化する働き
がある。また、ヘテロクロマチンは細胞周期
を通して常に凝縮している染色体領域であ
り、転写を抑制することが知られている。し
かし、エンハンサーやヘテロクロマチンの働
きのみでは、個々の細胞や細胞集団が、複雑
なゲノム構造に書き込まれた遺伝情報が、発
生や分化に伴って多様な組み合わせで発現
することを理解することはできない。 
 真核生物では、DNA がヒストン８量体に
巻きついてヌクレオソームを形成し、さらに
高次に折り畳まれることによりクロマチン
は高次構造を形成する。しかしながら、ヘテ
ロクロマチンが形成するクロマチン高次構
造の階層性、発現制御を担う機能構造体との
相互作用、クロマチンと核構造との相互作用、
という遺伝情報発現の制御に必要な３つの
場を結ぶ分子機構は明らかではなかった。 
 
２．研究の目的 
本課題は、遺伝情報発現制御の場を支える分
子基盤、構造基盤を理解するために、主にプ
ロテオミクス解析を用いて、染色体 DNA 上
に形成される機能構造体の構成タンパク質
を同定し、その機能を明らかにする事を目的
とした。特に、遺伝情報の発現場において重
要な構成要素であるヘテロクロマチンに着
目して研究を進めた。具体的には、HP1 と
HP1結合因子との相互作用を中心に据え、ヘ
テロクロマチンが持つ常に凝縮した染色体
構造、発現制御を担う機能構造体との相互作
用、染色体の空間的配置、の３者間にあるク
ロストークを明らかにし、ヘテロクロマチン
が関与する染色体の折りたたみや空間配置
による遺伝子発現制御の理解を目指した。細
胞増殖や遺伝情報の発現パターンをダイナ
ミックに変えていく分化の過程で、我々が見
いだした機能構造の生きた細胞内での動態、
遺伝子発現制御の場に影響を及ぼす重要な
相互作用を支える分子基盤を明らかにする。
さらに、RNA 干渉法を用いた機能阻害による
表現型の解析により、明らかにした分子基盤、
構造基盤の生物学的な意義を検証する。得ら
れた知見をもとに、生きている細胞内の遺伝
情報発現の時空間場を形成する分子・構造基
盤を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 HP1 結合因子として同定した、これまで機
能が報告されていない POGZ、および、
HBiX1について、質量分析を用いたプロテオ
ミクス、出芽酵母２ハイブリッド法による相
互作用ネットワークの解明、関連因子の抗体
作製、間接蛍光抗体法による局在解析、RNA
干渉法を用いた標的分子の機能阻害時の表
現型の解析など、従来の分子生物学、生化学、
遺伝学的な手法を組み合わせて機能メカニ
ズムの解明を行った。また、クロマチン免疫

沈降法と次世代シーケンサーによるマッピ
ングを組み合わせることにより、エピゲノム
マークや我々が解析している因子群が染色
体上のどこに局在しているのかについて情
報を得て、機能解析に結びつけた。特に、抑
制型のエピゲノムマーク（H3K9me3、
H3K27me3）の局在解析法を世界に先駆けて
開発し成果に結びつけた。 
 
４．研究成果 
（１）HP1 結合タンパク質の網羅的な探索
(Nozawa et.al., Nature Cell Biol., 2010) 
H3K9me3 と HP1 を基盤として形成されるヘテ
ロクロマチンがどのような構造で、どのよう
な働きをしているのか、その分子基盤を明ら
かにするために、主に質量分析計を用いたプ
ロテオミクス解析によるHP1結合因子の網羅
的な探索を行い、HP1 の結合因子を 82 種類同
定した(図１)。同定したすべての因子は HP1
に結合するために HP1の 2量体の形成を必要
とし、79 種類の因子が 2量体化によりできる
疎水面を利用して結合していることがわか
った。このことは、ほとんどすべての HP1 結
合蛋白質は、PxVxL モチーフを介してダイマ
ーを形成した HP1 の CSD に直接結合するか、
PxVxL モチーフを持つ蛋白質と複合体を形成

することによりHP1と結合していると考えら
れた。 
 
（２）HP1結合タンパク質POGZの解析（Nozawa 
et.al., Nature Cell Biol., 2010） 
興味深いことに、新規 HP1 結合タンパク質
POGZ をはじめとするいくつかの Zn フィンガ
ータンパク質は、CSD の疎水面の変異である
W174A に影響を受けなかった（図１）。すなわ
ちこれらのタンパク質は、既知の結合様式と
は異なる全く新規の結合様式でHP1と結合し
ていることが示唆された。POGZ は Zn フィン
ガークラスターと transposase 由来の
CENP-B-like DNA-binding ドメイン、DDE ド
メインからなるタンパク質であり、細胞周期
を通じてヘテロクロマチン領域に局在し、分
裂期では染色体腕部に局在した。さらに酵母
2ハイブリット法を用いた解析から、POGZ の
C2H2 Zn フィンガー様モチーフ (HP1 binding 
zinc-finger; HPZ)を介して HP1 の CSD に直
接結合していることが明らかとなった（図
１）。機能阻害、あるいは、変異タンパク質
との置換実験による表現型の解析をさらに
詳細に検討した。POGZ の機能阻害によって、
HP1 および Aurora B キナーゼ、INCENP が M
期染色体腕部から解離しないこと、Aurora B



キナーゼの活性化が起こらないことが明ら
かとなった（図２A）。POGZ は特殊な Zn フィ
ンガーを介してPxVxLタンパク質と競合的に
HP1 と結合することから、G2 期の細胞におい
て、POGZ はこの競合的な結合により、HP1 と
結合している INCENP および HP1 を染色体か
ら解離させる役割があり、この過程が Aurora 
B の活性化に必要であることを見いだした
（図２B）。Aurora B の M期における活性化は、
キネトコア形成、チェックポイントの確立な
ど正常な染色体分配に必要不可欠であり、そ
の制御に POGZ が HP1 を介して関与がするモ
デルを提案できた。また、HP1 は様々なクロ
マチンタンパク質に働く場を提供している
と考えられてきたが、POGZ のようなタンパク
質とともに働く事で、HP1 自身やその結合タ
ンパク質の局在や活性を制御しうるという、
ダイナミックな側面を持つ事を明らかにす
ることができた。 
 
（３）HP1 結合タンパク質 HBiX1 の解析
（Nozawa et.al., Nature Struct. Mol. Biol., 
2013） 
HP1 結合タンパク質として見いだした未知タ
ンパク質の一つが、不活性化 X染色体領域に
局在したことから、HBiX1 (HP1–binding 
protein enriched in inactive X chromosome)
と名付け、解析を進めた。質量分析器を用い
HBiX1 と結合するタンパク質を探索したとこ
ろ、HP1 に加え、変異マウスの表現型から X
染色体の不活性化に関わると報告されてい
た SmcHD1 のヒトホモログを同定した。そこ
で、HBiX1 の不活性化 X 染色体における機能
を明らかにするために、女性由来細胞で
HBiX1 を RNAi により阻害した。HBiX1 を阻害
した細胞では、バー小体が消失し、不活性化
X 染色体の凝縮がなくなることを見いだした 
(図３A)。 
 次に、バー小体形成の分子経路を明らかに
するため、SMCHD1、PRC2 (構成因子 SUZ12)、
XIST もそれぞれ阻害し同様の観察を行った
ところ、HBiX1-SMCHD1 複合体は XIST の下流
で、不活性化X染色体の凝縮 (バー小体形成)
に必須な役割をしている事が明らかとなっ
た。XIST の下流には、PRC2 が機能して X 染
色体の不活性化に関わっている事が知られ
ているが、HBiX1-SMCHD1 によるバー小体の形
成は PRC2 に依存しなかった。これらの事か
ら、HBiX1-SMCHD1 によるバー小体形成経路と
PRC2 による H3K27me3 修飾経路の２つが独立

に存在することがわかった。さらに、
ChIP-seq および間接蛍光法を用いて局在依
存性を解析した結果、HBiX1-SMCHD1 複合体は
不活性化 X 染色体上で、HP1 の結合する
H3K9me3 領域と、XIST に富む H3K27me3 領域
とを繋ぐことで、凝縮したヘテロクロマチン
構造を作り出しているのではないだろうか
というモデルを提唱する事ができた(図３B)。 
 このようにしてできるヘテロクロマチン
構造は、特定の部位間の相互作用によってで
はなく、ランダムな相互作用によって構築さ

れると想像された。このような構造をとるこ
とにより、クロマチンの動態は制限され、転
写活性に必要な核内配置や転写ファクトリ
ーなどへの取り込みが制限されることが予
想される。これがヘテロクロマチンの転写不
活性化の一つのメカニズムであることを提
唱できた。 
 
本課題の開始時には、ヘテロクロマチンが関
与する染色体の折りたたみや、空間配置によ
る遺伝子発現制御に関する分子による理解
は皆無に近かった。本課題で行った、HP1 を
基軸とした相互作用因子群の発見と、それぞ
れの相互作用の機能解析により、ヘテロクロ
マチンの主要な性質であるダイナミクス、頑
強性とともに、その構造が如何に転写発現制
御に寄与しているのかについて分子的な実
体が明らかとなってきた。本課題の成果を基
盤として、複雑な遺伝情報パターンの制御メ
カニズムの理解が飛躍的に進み、生命活動を
司る基本原理とその制御機構について理解
が深まることが期待できる。 
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