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研究成果の概要（和文）：ヘテロクロマチン構造の形成にはHP1αの液液相分離（LLPS）が関与していることが
示唆されている。HP1αは、ヘテロクロマチンの主要な構成要素であり、N末端テール、クロモドメイン（CD）、
ヒンジ領域、クロモシャドウドメイン（CSD）からなり、CDはヌクレオソーム中のヒストンH3テールを認識し、
HP1αはCSDを介して二量体を形成する。N末端テールのリン酸化がLLPSを起こす。本研究では、HP1αのCSD欠失
変異体を用いて、LLPSに関与する分子内及び分子間相互作用部位の同定を行い、NMRとMDとSAXSによる相関構造
解析により、LLPSを起こす分子機構を明らかにし、論文に投稿中である。

研究成果の概要（英文）：Heterochromatin is a highly condensed state of chromatin, and liquid-liquid 
phase separation (LLPS) is suggested to be involved in the formation of this higher-order chromatin 
structures. HP1α, one of major components of heterochromatin, HP1α consists of N-terminal 
disordered tail (N-tail), chromodomain (CD), central flexible hinge region, and chromo shadow domain
 (CSD); CD recognizes the lysine9-methylated histone H3 tail in the nucleosome and HP1α forms a 
dimer via CSD. The phosphorylation of the N-tail forms LLPS of HP1α. To elucidate the LLPS 
mechanism by the phosphorylation, integrative structural analyses of NMR, SEC-SAXS, and MD 
simulations were performed. We found important interactions in the LLPS formed by the phosphorylated
 HP1α.　The results are being submitted for publication.

研究分野： 構造生物学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、リン酸化HP1αのLLPSの分子機構を明らかにした。NMR法において動的構造を解析するSAXSとMDを組
み合わせることによりこの課題を解決した。また近年、細胞内におけるLLPSの形成と消失を起こすタンパク質同
士の相互作用は注目されているが、原子レベルでの解析例はまだ少ない。本研究は、LLPSを原子レベルで解析す
る一例となるだろう。また、LLPSに関与すると同定した残基の変異体による細胞実験から、液滴の大きさを調節
していることが示唆され、ヘテロクロマチンの形成機構のの理解にもつながると考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
ヘテロクロマチンは、クロマチンの基本単位であるヌクレオソーム同士が固まった凝
集体であり、遺伝子の発現抑制や適切な染色体機能に重要な役割を果たしている。ヘテ
ロクロマチンの形成には、ヘテロクロマチンタンパク質(HP1α)が関与している。HP1α
は、間期ではヌクレオソーム中のヒストン H3 のメチル化された 9 番目のリジン
(H3K9me3)に特異的に結合し、ヘテロクロマチン構造を形成する。ヒストン H3 の 10 番
目のセリン(H3S10)が AuroraB キナーゼにリン酸化されると、HP1αはヌクレオソームか
ら解離し、染色体分配関連タンパク質と相互作用する。ヒトの HP1α は、N 末テイル
(NT)-クロモドメイン(CD)-ヒンジ(HR)-クロモシャドードメイン(CSD)-C 末テイル(CT)
から成り、CSD を介して 2 量化する。ヌクレオソーム H3K9me3 との特異的結合は CD
領域で形成される。また、CD と CSD を連結する HR は塩基性に富む配列を持つため、
ヌクレオソーム DNA に結合することがわかっている。 
さらに、NT に存在する連続した 4 個のセリン残基は、ガゼインキナーゼ 2 によってリ
ン酸化されるという特徴がある。HP1αはこのリン酸化によって、H3K9me3 への結合が
強くなることや、周囲とは異なる液相を形成し液-液相分離が起こることが報告されて
いる(Nature 2017)。一方で、NT がリン酸化されない HP1 変異体は、多くのがん細胞で
観察される高頻度の染色体の分配異常（染色体不安定性）を引き起こすため、HP1α に
おいて NT のリン酸化は必要不可欠な機能である。HP1α によるヘテロクロマチン形成
機序、リン酸化や液-液相分離の役割を理解するためには、HP1αの詳細構造の解析が重
要となる。HP1αの CD や CSD の構造、CD と H3K9me3 ペプチドとの複合体構造は、X
線結晶構造解析や NMR 法によって決定されている。しかしながら、HP1α とダイヌク
レオソームとの複合体の電顕構造の報告では、CD や HR 領域は見えておらず(Moll. Cell 
2018)、ヌクレオソームの X 線結晶構造や電顕構造でも、HP1α の結合するヒストン H3
の N 末テイルやリンカーDNA は観測されていないなど、リン酸化 HP1α 全長の構造や
ヌクレオソーム上での特異的結合を形成する H3K9me3 以外の相互作用（結合様式）は
わかっていない。この理由は、HP1α全体が非常に動的で、NT、CD、HR、CSD、CT が
お互いに弱く相互作用していること、ヒストン H3 の N 末テイルもまた天然変性領域で
非常に動的な構造であるためである。 
 また、細胞内においてリン酸化 HP1αが形成する液滴中には、ヒストン H3K9 に me3
修飾が入ったヌクレオソーム、DNA、AuroraB が内包されることが報告されており、ヘ
テロクロマチン形成にも寄与することが考えられている。しかしながら、リン酸化 HP1α
の液-液相分離がどのような分子機構で形成されるのか、クロマチン構造にどのように
関わっているのかなど未だ不明な点が多い。 
 
 
２．研究の目的 

本研究では、HP1αのリン酸化およびリン酸化にともなう液-液相分離がヘテロクロマ
チン形成に果たす役割を明らかにするため、リン酸化 HP1α の液-液相分離の機構およ
びリン酸化 HP1αのヌクレオソームへの結合様式を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
動的構造解析を得意とする溶液核磁気共鳴(NMR)法、X 線溶液散乱(Bio-SAXS)法、MD
シミュレーションとの構造相関解析によって、リン酸化体 HP1αの液-液相分離が起こ
るための核となる相互作用を解明する。具体的には、非リン酸化体 HP1αと液-液相分
離を生じるリン酸化体 HP1αを in vitro で大量調製し、この両者の分子内や分子間の相
互作用の相違を、溶液 NMR 法では化学シフト変化やシグナル強度変化から明らかにす
る。また、Bio-SAXS 法と MD 法を用いて両者の形状の違いや相互作用の違いを明らか
にする。 
 
４．研究成果 
HP1α の配列上には、酸性残基や塩基性残基に富む領域が散在していることから、NT
のリン酸化の有無による低塩強度と高塩強度における各残基の化学シフトの違いを解
析した。その結果、塩強度による化学シフト変化が観測され、その化学シフトの変化は
リン酸化体と非リン酸化体で異なることも明らかとなった。このことから、HP1α は分
子内の N 末テイル(NT)、クロモドメイン(CD)、ヒンジ(HR)、クロモシャドードメイン
(CSD)、C 末テイル(CT)テイルが互いに弱く静電的相互作用しており、さらに NT のリ
ン酸化は多様に存在する分子内の弱い静電相互作用を変化させていることが示唆され
た。また、Bio-SAXS 法から、リン酸化 HP1αの方が非リン酸化 HP1αよりも少しコンパ
クトな構造を取ること、MD からはリン酸化 HP1αの方が多数存在する分子内相互作用
が強まる傾向にあることも明らかとなった。また、MD から得られた相互作用に関与す



る領域は、NMR の実験結果とよく一致した。続いて、濃度上昇に伴いリン酸化 HP1αの
液-液相分離が確認された。非リン酸化体とリン酸化体共に、CSD と CD 及び HR 領域
が多様に相互作用しているが、NT がリン酸化されると NT とヒンジ領域の相互作用が
強くなり、液-液相分離が起こることが予想された。そこで、全長の HP1α の解析は、
HP1α が二量体を形成するという理由から NMR の詳細な解析が困難であるため、CSD
を欠損させた HP1α_ΔCSD 変異体を作製した。 
興味深いことに、リン酸化 HP1α_ΔCSD も全長同様液-液相分離を起こし、液-液相分離
が生じる濃度は全長よりも低くなった。このことから、CSD の欠損により CSD と HR
領域との相互作用がなくなったことにより、NT と HR 領域との相互作用が強くなり液
-液相分離が起こりやすくなったことが示唆された。この CSD 欠失変異体を用いて、非
リン酸化 HP1α_ΔCSD とリン酸化 HP1α_ΔCSD での塩強度や濃度の違いによる化学シフ
ト変化および強度変化を解析した。低濃度における非リン酸化 HP1α_ΔCSD とリン酸化
HP1α_ΔCSD で、大きく化学シフトが異なる残基が同定され、これらは分子内での両者
の違いに起因する差であると言える。さらに、リン酸化体での濃度変化に伴う化学シフ
ト変化も観測され、これは分子間相互作用に関与する残基の違いに起因すると考えられ
る。また、希薄溶液条件下で解析した Bio-SAXS の結果から、全長と同様にリン酸化
HP1α_ΔCSD の方が非リン酸化 HP1α_ΔCSD よりも、コンパクトな構造を取ることが分
かった。MD の結果からも、多数存在する分子内相互作用が、NMR の実験結果とよく
一致することも明らかとなった。以上から、HP１α 欠失変異体を用いて液-液相分離に
移行する過程に重要な相互作用残基を同定することができた。 
次に、この同定した箇所に変異を入れた HP1α を細胞内で発現させる実験を行った。
用いた変異体は、リン酸化部位のみ変異体と相分離関連部位のみ変異体とその両方の変
異体である。野生型の HP1αの foci は明瞭に観察されたが、リン酸化部位変異体は過去
の報告にあるように foci が明瞭に観察されなかった。一方、相分離関連部位変異体は、
foci は明瞭に観察された。さらに、二重変異体は明らかに観察される foci の数が減少し、
また観察される foci も明瞭ではなかった。HP1αの foci の大きさは、野生型に比べてリ
ン酸化部位変異体では減少し、相分離関連部位変異体では foci の面積がわずかに減少し
たが、ばらつきも大きかった。二重変異体では foci の大きさがはっきりと減少した。リ
ン酸化部位変異体では foci 数の変化がなく、foci の面積が減少することから、NT のリン
酸化は HP１α の foci 形成の開始ではなく、維持または foci の融合に関わることが考え
られる。また相分離関連部位変異体は foci の形成は野生型と顕著な差は見られないが、
foci の大きさのばらつきが大きいことから、HP１αの foci の融合の制御に欠損がある可
能性が示唆された。 
構造相関解析によって、液-液相分離に移行する過程に重要な相互作用残基を同定する
ことに成功し、その領域は細胞内においても foci の大きさの制御に関与していることが
明らかとなった。 
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