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研究成果の概要（和文）：染色体の機能ドメインは反復配列などの非コードDNAによって形成され、ヘテロクロマチン
と呼ばれる高次のクロマチン構造がその機能に重要な役割を果たしている。ヘテロクロマチンには特徴的なヒストンの
メチル化が存在し、その修飾を認識するHP1タンパク質が重要なことが明らかにされているが、非コードDNAとヘテロク
ロマチン化との関連には不明な点が残されている。本研究では、ヘテロクロマチンの中心的因子であるHP1に着目し、
そのクロマチン結合が多様な翻訳後修飾によって制御されていること、また、非コードDNAによるダイナミックな核内
構造変換に、複数の反復配列の相互作用が関与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Chromosomal functional domains such as centromeres and telomeres are consist of 
non-coding DNAs (ncDNAs), and higher-order chromatin structure, called heterochromatin plays a pivotal 
role in faithful propagation of chromosomes. Although specific histone methylation and HP1 proteins have 
been implicated in heterochromatin assembly, the relationship between ncDNAs and heterochromatin 
formation has not been fully understood. In this study, we focused on HP1 and demonstrated that a series 
of posttranslational modifications of HP1 regulates its chromatin binding. We further demonstrated that 
interactions between different types of repetitive DNAs are involved in dynamic chromatin reorganization 
in nucleus.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
染色体の維持に必要なセントロメアやテ

ロメアなどの機能ドメインは、単純な反復配
列や転移因子など、いわゆる「非コードDNA」
によって構成されている。この非コードDNA
上には「ヘテロクロマチン」と呼ばれる高次
のクロマチン構造が形成され、この構造を介
して染色体の機能が制御されている。これま
で様々なモデル生物の遺伝学的知見を背景
に、ヘテロクロマチンの分子構造が明らかに
されてきた。特に重要なのはヒストンのメチ
ル化修飾（H3K9me）であり、この修飾を認
識して、進化的に保存された HP1 タンパク
質が結合することで高次のクロマチン構造
が形成されている。しかし、非コード DNA
領域のどのような特徴がヘテロクロマチン
化を引き起こすのか、その分子メカニズムは
明らかにされていない。また、HP1の結合が
どのようにクロマチン構造を変化させてい
るのか、その構造的な知見も不明であった。 
 
２．研究の目的 
	 本計画研究では、非コード DNA によるヘ
テロクロマチン化の分子機構の解明を目的
として、以下の研究を推進した。 
（１）ヘテロクロマチン構造制御の分子機
構： HP1 は、リン酸化を中心とする様々な
翻訳後修飾を受け、その修飾が HP1 自身の
機能や動態、また他のクロマチン制御因子と
の結合を制御していると考えられる。本研究
では HP1 の翻訳後修飾を制御する因子の探
索とその機能を明らかにする。 

（２）非コード DNA と高次クロマチンの構
造基盤の解析：ヘテロクロマチンの中心的な
因子HP1がどのように非コードDNAを含む
ヌクレオソームを高次クロマチン化してい
るのか、翻訳後修飾による HP1 の機能変化
を構造学的な解析によって、また H3K9me
非依存的な HP1 の機能を異種的な発現系を
用いて明らかにする。 

（３）非コード DNA によるヘテロクロマチ
ン化の解析：高等な真核生物とよく似たヘテ
ロクロマチンを有する分裂酵母をモデル材
料に、非コード DNA の動態と制御の機構を
解析する。また、ヘテロクロマチン化とレン
ズ形成の関連が示唆されているヨザルにつ
いて、反復配列の寄与について明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）哺乳類動物細胞の核抽出液中に、リコ
ンビナント HP1 をリン酸化する酵素活性が
存在するかを調べる。実際に活性が検出され
た場合、カラムクロマトグラフィー等による
精製によって酵素の同定を目指す。また、大
腸菌の共発現系によってリン酸化 HP1 を調
製し、リン酸化の有無がヌクレオソーム結合
に及ぼす影響について検討する。 

（２）リン酸化と未修飾の HP1 を大量に調
製し、核磁気共鳴（NMR）法を用いてリン
酸化によるHP1の立体構造変化を解析する。
また、HP1は H3K9meの存在に依らずにク
ロマチンに結合し、種々の機能を果たしてい
ることが示唆されている。このような HP1
の機能を明らかにするため、H3K9meやHP1
を持たない出芽酵母に HP1 を異種的に導入
して、そのクロマチン結合の様式や細胞内機
能を解析する。 

（３）分裂酵母をモデルとして、反復配列の
動態と制御機構を明らかにする。具体的には、
代表的な非コード反復配列であるセントロ
メアや rDNA リピートの動態を評価する系
の構築を行い、ヘテロクロマチン化との機能
的な関連を解析する。また、夜行性の霊長類
であるヨザルでは、視細胞の核でヘテロクロ
マチンが凝集し、これが光を集めるレンズと
して機能する。ヨザルで単離された新規反復
配列であるOwlRepとヘテロクロマチン凝集
との関連について FISH法によって検討する。 
 
４．研究成果 
（１）HP1のリン酸化制御とその機能： 

HP1 のクロマチン結合とリン酸化制御の
関連を探るため、まず HP1αの N末端側のセ
リンクラスターをリン酸化する酵素の探索
を行った。HP1αの N末端断片をリコンビナ
ントタンパク質として調製し、HeLa の核抽
出液に存在するリン酸化酵素を生化学的に
分画したところ、カゼインキナーゼ II（CK2）
がHP1αのリン酸化酵素であることを突き止
めた。 

HP1 のクロマチン結合とリン酸化制御の
関連を探るため、再構成ヌクレオソームに対
するリン酸化 HP1αの結合を解析した。その
結果、N末端のセリンクラスターのリン酸化
は、メチル化 H3への結合を促進するだけで
なく、DNA との結合を負に制御することで
ヌクレオソーム結合の特異性を高めている
ことが明らかになった。 

HP1αは N 末端の恒常的なリン酸化に加
えて、細胞周期のM期特異的にリン酸化され
ることが報告されている。M期特異的なリン
酸化の役割を明らかにするため、候補となる
セリン残基に変異を導入した HP1αを発現
させ、そのリン酸化状態を調べた。その結果、
HP1αのヒンジ領域の 92 番目のセリンが主
要なM期特異的リン酸化部位であること、ま
た、阻害剤やM期特異的な相互作用因子の解
析から、HP1αの M 期特異的なリン酸化が
Aurora キナーゼと PP2A/C フォスファター
ゼによって拮抗的に制御されていることが
明らかになった。 

HP1αの細胞内機能と M 期特異的リン酸
化の関連をさらに解析するため、細胞周期を
同調させたヒト培養細胞を用いてリン酸化
HP1αの挙動を解析した。その結果、HP1α
の S92のリン酸化が、M期の指標であるヒス



 

 

トン H3S10 のリン酸化に先行して起きるこ
と、またリン酸化 HP1αがクロマチンから遊
離していることを見出した。M期特異的なリ
ン酸化の役割をさらに解析するため、大腸菌
の共発現系によってリン酸化 HP1αを調製
し、その生化学的特性を解析した。その結果、
M期特異的なリン酸化がHP1αのDNA結合
を負に制御していることが分かった。以上の
結果から、HP1αの M 期特異的なリン酸化
は、HP1αとヌクレオソーム DNA との相互
作用を調節し、HP1αの細胞周期特異的なロ
マチン結合を制御していることが強く示唆
された。 
 
（２）翻訳後修飾による HP1の構造変換： 
	 これまでに、HP1αの N末端側のリン酸化
がメチル化ヒストン H3との結合を促進する
ことを明らかにしている。HP1αのリン酸化
がどのようにメチル化ヒストンとの結合に
影響を与えているか、その構造基盤を探るた
め、まず、H3の末端領域ペプチドと HP1α
の変異体等を用いた NMR結合実験を行った。
その結果、リン酸化 N 末端領域とヒストン
H3 ペプチドの間に直接の相互作用は観測さ
れず、HP1αの末端領域のリン酸化が長距離
的な結合構造模索に関与する可能性が示唆
された。 
	 次に、HP1α のヒストン結合制御における
N末端領域の役割およびリン酸化の影響につ
いて、溶液 NMR法および生化学的手法を用
いて構造学的な検証を行った。その結果、N
末端領域がクロモドメインのヒストン結合
部位周辺と静電的に相互作用することによ
って、メチル化 H3K9me3との結合を阻害し
ていること、また、リン酸化によってその阻
害機構が解除されるというモデルを示唆す
る結果が得られた。さらに、全長 HP1αを用
いて、リン酸化の有無による変化を NMRと
ヒストン結合実験によって解析した結果、全
長 HP1αを用いた場合においても、阻害モデ
ルを示唆するデータを得ることに成功した。 
	 HP1α のヒンジ領域の翻訳後修飾による構
造機能制御を明らかにするため、FRET、CD
スペクトル測定を用いて、SUMO 化修飾
HP1α 全長、およびヒンジ領域ペプチドの構
造解析を行った。その結果、SUMO化修飾ド
メイン間の配向や動的柔軟性に影響を及ぼ
す可能性が示唆された。 
 
（３）H3K9me非依存的な HP1の機能： 

HP1 とヌクレオソームとの結合を検討す
るため、まずリンカーDNA を含むヌクレオ
ソームの in vitro再構成を行い、その調製を
進めた。調製した再構成ヌクレオソームを二
価カチオン存在下で重合させ、結合タンパク
質とともに共沈降させるアッセイ系を開発
し、HP1の H3K9me非依存的なヌクレオソ
ームへの結合を検出した。また、この系を用
いた再構成ヌクレオソームに対する結合特
性が、HP1のサブタイプ間で異なることを明

らかにした。 
H3K9me非依存的な HP1のクロマチン結

合とその機能を明らかにするため、HP1を人
為的に出芽酵母内で発現させる系を構築し、
HP1が結合するゲノム領域を解析した。その
結果、HP1がヌクレオソームの占有率が低い
遺伝子間領域に H3K9me 非依存的に結合す
ることを見出した。また、異種的に発現させ
た HP1によって、出芽酵母に生育阻害が（コ
ロニー形成阻害とマーカープラスミドの欠
落）引き起こされることを見出した。 
この生育阻害に HP1 のどの領域が関与し

ているのか、HP1の部分断片を発現させて検
討したところ、ヒンジ領域の短い領域が生育
阻害に関与していること、また同じ断片が
HP1 自身の核局在にも関与していることが
明らかになった。また、H3K9メチル化酵素
である分裂酵母の Clr4 を出芽酵母に導入し
たところ、HP1の結合領域が変化することが
分かった。以降の結果より、H3K9meに依存
しない HP1 のクロマチン結合は、H3K9me
に対する結合より弱く、H3K9meの存在によ
って変化することが示唆された。 
また、再構成ヌクレオソームを用いた解析

から、クロマチン構造の基盤となるヌクレオ
ソーム間の相互作用において、ヒストン H4
のN末端テール領域が2つの異なる機能領域
に分けられることを発見した。 
 
（４）Mis18複合体の構造解析： 
非コード DNA からなる反復配列は、セン

トロメア近傍のヘテロクロマチン形成だけ
ではなく、キネトコアの形成にも重要な役割
を果たしている。非コード DNA によるキネ
トコア形成の分子機構を明らかにすること
を目的として、Mis18複合体の構造解析を試
みた。Mis18複合体は、Mis18α、Mis18β、
Mis18BPから構成されている。まず、Mis18
α—Mis18β複合体に着目し、電子顕微鏡によ
る単粒子解析を行い、低分解能の結晶を得る
ことに成功した。さらに、もう一つの複合体
構成因子である Mis18BP についても構造解
析を進め、新規機能ドメインの結晶構造を決
定するとともに、そのドメインに結合するタ
ンパク質因子の同定を行った。すでに得られ
ていた部分的な Mis18α-Mis18β複合体の
分解能を改善するため、さらにMis18BP1含
む三者複合体のコア領域を同定するととも
に、再構成系を確立し、微小結晶を得ること
に成功した。 
 
（５）分裂酵母における反復配列の動態： 
	 染色体に存在する反復配列の維持にヘテ
ロクロマチンがどのように寄与しているの
かを解明するため、分裂酵母のセントロメア
と rDNA領域に着目し、その動態解析のため
の実験系の構築を行った。まずセントロメア
や rDNA と通常の遺伝子領域との境界領域
に NotI 制限酵素部位を導入し、それぞれの
リピート数を正確にモニターできる系を確



 

 

立した。 
この検出系を応用して、実際に分裂酵母株

のリピートの長さを PFGEで解析し、rDNA
リピートの安定性と動態について解析した。
さらに、非コード DNA 領域の動態とヘテロ
クロマチン因子の関連を調べるため、分裂酵
母のヘテロクロマチン因子が rDNA の動態
をどのように制御しているのか検討を行っ
た。その結果、DNA 複製や組換えに関わる
因子だけでなく、Clr4/Suv39h1や Swi6/HP1
の欠損、あるいは RNAi因子の欠損によって
rDNAのリピート数が変動する事を見出した。
この結果より、ヘテロクロマチン因子が
rDNAリピートの維持に重要な役割を果たし
ていることが明らかにされた。 
	 さらに、非コード DNA の動態と染色体機
能の関連を明らかにするため、rDNAリピー
トを人為的に改変させてその影響を調べた。
その結果、rDNAのリピート数が大きく減少
しても染色体機能や細胞増殖にはほとんど
影響を与えないが、染色体両腕に rDNA領域
が存在することが、正常な減数分裂に必要で
あることを明らかにした。 
 
（６）非コード反復配列による核構造変換：
ヨザルは夜行性の霊長類で、視細胞の核でヘ
テロクロマチンが凝集し、これが光を集める
レンズとして機能する。ヨザルは OwlRepと
名付けたヘテロクロマチンを大量に持って
おり、これが凝集の主要因であるとの仮説を
立て、その検証を目指した。まず FISH法に
よってOwlRepの核内局在を観察したところ、
OwlRep がヘテロクロマチンの中央部に局在
していることを見出した。しかし、同時に他
の反復配列も同じ凝集領域に局在している
ことが分かった。そこで、それぞれの反復配
列を区別できるプローブを用いて３次元
FISHによって解析した。その結果、OwlRep
がレンズとして寄与している凝集ヘテロク
ロマチンの本体を形成していること、かつて
セントロメアとして機能していた別の反復
配列がレンズ形成の補助的な役割を果たし
ていること、さらに、現在セントロメアとし
て機能する反復配列はレンズ形成に寄与し
ていないことが明らかになった。以上から、
３種類の反復配列の相互作用が、進化的に短
い期間でのレンズ獲得をもたらした要因だ
と推測される。 
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