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研究成果の概要（和文）：

染色体上のヘテロクロマチンと呼ばれる領域は、遺伝情報を安定に維持するための染色体構造
を作り出したり、発生・分化過程に応じた遺伝子の発現を制御するために重要な役割を果たし
ています。本研究では、次世代シーケンサーによる解析を駆使した ChIP-seq 法を用いること
で、ヒト細胞のヘテロクロマチンがどのようなタンパク質の組み合わせによって成り立ってい
るか明らかにしました。

研究成果の概要（英文）：

Heterochromatin plays an essential role for the maintenance of chromosomal integrity and
the regulation of cell specific gene expression pattern. In this study, we map
heterochromatin-associated proteins throughout genome using ChIP-seq (chromatin
immunoprecipitation combined with high-throughput sequencing) method, and elucidate
the architecture of human heterochromatin.
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１．研究開始当初の背景

染色体上のヘテロクロマチン領域は、細胞
周期を通して常に凝縮している領域として
同定され、セントロメアやテロメアなどの染
色体構造の維持や、エピジェネティックな遺

伝子発現の制御に重要な役割を果たしてい
る。ヘテロクロマチンの主要な構成因子であ
る HP1 タンパク質は、ヒストン H3 のメチル
化された 9番目のリジン(H3K9me)を"目印"と
してクロマチンと結合し、染色体機能を制御
するさまざまな”エフェクター”タンパク質
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を染色体上に運び込む"土台"となる。このよ
うに HP1 は、特異的ヒストン修飾を特色ある
染色体環境に変換する分子である。

一般的には”HP1 によるヘテロクロマチン”
＝”遺伝子発現抑制の場”として広く受け取
られているが、その分子機構についてはまだ
よくわかっていない。ヘテロクロマチンの分
子機構の理解には、ヘテロクロマチン機能に
どのようなエフェクタータンパク質が関与
するか、またそれらが染色体上のどこでどの
ような組み合わせで働くかを、染色体全体に
対して明らかにする必要がある。ヒト細胞に
おいて、ヘテロクロマチンタンパク質を全ゲ
ノム上に位置づけることは、そのゲノムサイ
ズの巨大さからこれまで困難であったが、最
近開発されたクロマチン免疫沈降と次世代
シーケンサーを組み合わせた ChIP-seq 法を
用いることで解析可能となる道筋が見えて
きている。

２．研究の目的

ヒト細胞を用いて、HP1 タンパク質と物理的に
相互作用するタンパク質を、質量分析器を用い
て網羅的に同定し、この同定したタンパク質を
ChIP-seq 法によって、ヒト染色体のどの領域に
結合するかを明らかにする。同時に同じ細胞を
用いて、ヘテロクロマチンタンパク質の土台とな
る特異的ヒストン修飾も、染色体上のどこに局在
するかを位置づける。これによって、ヒト細胞の
ヘテロクロマチンについて、“どの領域が、どのよ
うなタンパク質により構築され、どのような染色体
機能と関わっているか”について明らかにする”
ヘテロクロマチンタンパク質地図”を作成すること
を目的とした。

３．研究の方法

(1) Flag タグを付加したヒト HP1αを安定に
発現するヒト細胞株を樹立した。Flag 抗体を
用いた免疫沈降法によって HP1αと物理的に
相互作用するタンパク質を精製し、質量分析
器によって、それらタンパク質を同定する。
また同時に、HP1αの変異タンパク質（二量
体化欠損、エフェクターとの結合欠損などを
示すもの）６種類をそれぞれ安定に発現する
細胞株に対しても同様の実験を行い、それら
すべての実験を合わせ、質量分析器の結果を
定量的に情報処理することで、HP1αと生物
学的に意味のある結合タンパク質を同定す
る。

(2) 同定した HP1α結合タンパク質のいくつ
かについて、特異的に認識する抗体を作製し、
ヒト細胞株から目的の HP1α結合タンパク質
を免疫沈降できる系を作製する。

(3) 既にヒトゲノム上での結合部位が明ら
かになっている CTCF タンパク質を用い、
ChIP-seq 法のパイロット実験を行い、クロマ
チン免疫沈降法(ChIP)、次世代シーケンサー
による測定の条件検討、その後の情報処理法
に必要なソフトウエアの選定、作成を行うこ
とで、ChIP-seq 法の確立を行う。またヘテロ
クロマチンの土台となるヒストン修飾の
ChIP-seq 実験を行い、使用している細胞中で
のヒストン修飾の状態を確認するだけでな
く、数 Mb オーダーに及ぶ結合領域を染色体
全体で評価し、視覚化する情報処理系を作成
する。

(4)HP1 結合タンパク質のいくつかについて、
ChIP-seq 法でゲノム上での局在領域の位置
づけを行い、ヒストン修飾との関係性を明ら
かにする。さらに RNAi 法を組み合わせるこ
とで、HP1 結合タンパク質の間の局在依存性
を検証する。

４．研究成果

(1)HP1 結合タンパク質の同定
① 免疫沈降産物に対する質量分析器の解析
結果を評価する２つの指標（濃縮効率、再現
性）を新たに定義し、質量分析器によって同
定された約 1000 個タンパク質を分類した。
その結果、高い信頼性を持って HP1αと物理
的に結合するタンパク質を全部で８２種類
同定することができた。
② 同定した HP1 結合タンパク質それぞれに
ついて野生型 HP1α、６種類の変異 HP1α、
計７種類の HP1αに対する結合プロファイル
を作製し、クラスタリングで分類した結果、
４つのグループに分類された。この結果は、
HP1 と HP1 結合タンパク質との間の結合様式
には、少なくとも４種類存在するを意味する。
いずれのグループのタンパク質も HP1との結
合には、HP1 の二量体化が必要であった。
③ ７０種類のタンパク質が含まれる最も大
きなグループには、既に HP1 結合タンパク質
として知られていた Mis12、CAF1、KAP1 など
が含まれていた。結合プロファイルから、こ
れらはすべて HP１のクロモシャドウドメイ
ンと HP1 結合モチーフ PxVxL との相互作用、
もしくは HP1 結合モチーフを持つタンパク質
と結合するタンパク質であることが示唆さ
れた。
④ 新規 HP1 結合タンパク質である POGZ が含
まれていたグループは、その結合プロファイ
ルから HP1結合モチーフを使わないこれまで
知られていなかった結合様式で HP1と結合し
ていることが明らかになった。さらに解析を
進めた結果、POGZ は HP1 に対して HP1 結合モ
チーフを持つタンパク質と競合的に結合し、
分裂期の Aurora B キナーゼの活性化、均等



な姉妹染色体の分配に必要であることを明
らかにした。これによって新たな HP1 制御機
構のモデルを提唱することができた。
これらの結果は、Nozawa et al., (2010)
Nature Cell Biology 誌に報告した。

(2) ヒ ト ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン に 対 す る
ChIP-seq 法の確立
① CTCF タンパク質などをパイロット実験と
して用い、ChIP-seq 法に最適な細胞固定条件、
超音波によるクロマチンの断片条件、必要な
抗体量、解析に適した細胞株、ChIP-seq 測定
に用いるライブラリー作成法などの実験条
件を決定することができた。
② ChIP-seq 法の情報処理については、最適
な mappingソフトウエアの選定と条件検討を
行い決定し、その後の解析系についてもヘテ
ロクロマチンタンパク質の局在解析に適し
たものを作成した。ヘテロクロマチンタンパ
ク質、およびそれに付随するヒストン修飾の
ように数 Mb に及ぶような広範な領域に結合
するようなタンパク質の ChIP-seq 解析は、
ゲノムを数 10-100kb の一定間隔に区切り、
それぞれの領域にmapされるChIP由来のDNA
断片数を Input由来の断片数で標準化するこ
とで解析を行うこととした。その結果、
H3K9me3修飾は数Mbに及ぶ染色体ドメインを
形成すること、またこれまで知られているよ
うに H3K9me3 と H3K27me3 のヒストン修飾は
排他的に存在することを明らかにした。

(3) HP1 結合タンパク質の ChIP-seq 解析
HP1 と結合するタンパク質についてゲノム上
での局在領域を ChIP-seq 法によって解析を
行った。その中でも、新規タンパク質 HBiX1
とその結合タンパク質によって形成される
複合体について詳細に ChIP-seq 解析を行っ
た。その結果、HBiX1 複合体は X 染色体全体
に特に局在することが明らかとなった。また
ヒト X 染色体は、H3K9me3 修飾と、H3K27me3
修飾を受ける巨大なドメインからなること
を ChIP-seq 法においても見いだした。RNAi
法による HBiX1複合体構成因子のノックダウ
ンによる解析結果から、HBiX1 複合体の
H3K9me3 ドメインへの局在は HBiX1 に、
H3K27me3ドメインへはもう一つのHBiX1複合
体構成因子に依存して局在することが示唆
された。他の解析結果も合わせて、不活性化
X 染色体のヘテロクロマチン凝縮の分子機構
のモデルを提唱することができた。これら結
果をまとめて論文を投稿中である。
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