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研究成果の概要（和文）：ヘテロクロマチンは凝縮した遺伝子発現に対して抑制的に働くクロマチン構造であ
る。本課題では、ヘテロクロマチンの構造と機能を理解をHP1とその相互作用因子を基軸として明らかにした。
具体的には、１）HP1と相互作用する抑制的に働くヒストン修飾を促す酵素のバリエーションとその構築原理、
２）HP1が関与する不活性X染色体のヘテロクロマチン化メカニズムとヒストン修飾との関係、３）HP1結合タン
パク質が関与するDNA二重鎖切断時の損傷応答における修復経路選択のメカニズム、を明らかにすることがき
た。

研究成果の概要（英文）：Heterochromatin is repressive and compacted form of chromatin in the 
interphase nucleus. This study showed several sides of structure and function of heterochromatin 
through analysis of HP1 and its binding proteins, as follows. 1) Various complex formation of 
Histone methyltransferases for repressive chromatin and the molecular basis of their formation, 2) 
Relationship between heterochromatin formation and repressive histone modification on inactive X 
chromosome, 3) Involvement of an HP1 binding protein in pathway choice for repairing double-strand 
breaks.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： ヘテロクロマチン　エピジェネティクス　HP1　ポリコーム複合体
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
細胞内でのクロマチンは、ヌクレオソームを
基本単位として、これを構成する DNA やヒス
トンの化学修飾などを目印として、特異的な
タンパク質複合体が結合し、クロマチン間相
互作用や核内構造体との相互作用による高
次構造の形成など、様々な階層から成り立っ
ている。クロマチンの階層の一つの要として
ヘテロクロマチンが挙げられる。ヘテロクロ
マチンは細胞周期を通して凝縮したクロマ
チン構造であり、頑強性と可塑性とを兼ね備
えた性質により遺伝子発現制御機構に必須
な役割を果たしている。ヘテロクロマチンの
構成因子として、ヌクレオソーム中の９番目
のリジンがトリメチル化されたヒストン H3 
(H3K9me3)と、それを認識して結合する HP1 
(heterochromatin protein 1)が知られてい
る。しかしながら、この H3K9me3 と HP1 を基
盤としてどのように凝縮したヘテロクロマ
チン構造が形成され、どのように頑強性と可
塑性を兼ね備えた遺伝子発現制御に関与す
るかは不明である。 
 わたしたちは、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
的な探索を手がかりとして、ヘテロクロマチ
ンを構成するタンパク質複合体を明らかに
してきた。また、次世代シーケンサーを用い
たゲノミクスによりタンパク質複合体-DNA
間の分子ネットワークの解明を進めてきた。
これら、HP1 に結合するヒストン修飾酵素群
をはじめとする因子間の相互作用を解析す
ることにより、ヘテロクロマチン構造の分子
基盤となるヒストン修飾の維持と転換、機能
のメカニズムにアプローチできると考えた。 
 
２．研究の目的 
ヘテロクロマチンの構造と機能を理解する
ために、わたしたちが見いだした分子ネット
ワークを基軸に、HP1 と結合するヒストン修
飾酵素複合体の実体を明らかにする。また、
ヘテロクロマチンの高次構造形成における
凝縮機構とヒストン修飾との連携を明らか
にする。さらに、HP1 とその結合タンパク質
を基軸にしたヘテロクロマチンにおける分
子ネットワークの意義を明らかとする。これ
らの解析により、ヘテロクロマチン構造構築
の原理と機能を明らかにすることを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
これまでの解析から、HP1 結合因子として同
じ結合様式を示すグループとして、ヒストン
修飾酵素複合体である G9a 複合体、PRC2 構成
因子、5 種類の新規タンパク質が同定されて
いる。G9a、PRC2 の両者とも、発生・分化特
異的な遺伝子発現制御に関与しているが、複
合体の均一性や複合体間相互作用について
の詳細は分かっていない。そこで、このグル
ープに含まれる因子群についてそれぞれタ
グを付加し、免疫沈降と質量分析を行うこと

で、相互の関係を明らかにし、HP1 を基点と
したタンパク質間相互作用のネットワーク
を明らかにする。 
 ヒストン修飾-HP1-HBiX1-SMCHD1-XIST RNA
の間の分子間相互作用を、免疫沈降法、免疫
染色法とChIP-seq法を用いて明らかにし、ヒ
ストン修飾が如何にヘテロクロマチン凝縮
機構に関与しているか、特に常染色体に着目
して理解する。また、RNA干渉法やノックア
ウトマウスを作成することにより、それぞれ
の因子を除去した時に、他の因子の局在やヒ
ストン修飾の分布に与える影響を解析する。 
 G9a複合体は、ヒストン修飾や複製、転写、
修復などのクロマチン機能に関与すると考
えられるため、これらの表現型の解析を進め、
可塑性のメカニズムとその生物学的な意義
を明らかにする。 
 ヘテロクロマチン因子群は、様々な転写複
製、分配以外にも様々なクロマチン上での重
要な機能に関与している可能性が高い。これ
らのHP1結合因子の機能解析を丹念に行うこ
とにより、ヘテロクロマチンの転写への働き
かけ以外の機能についても探索する。 
 
４．研究成果 
G9a 複合体のバリエーションとその機能 
HP1 結合因子として H3K9（ヒストン H3 の９
番目のリジン）のメチル化酵素である G9a 複
合体を同定した。G9a 複合体について、プロ
テオミクス解析を行ったところ、酵素活性を
持つコアコンプレックスの構成因子に加え
て、共通のジンクフィンガー様配列を持つ４
種類のアクセサリータンパク質（GAZ: G9a 
associated zinc-finger proteins）が相互
作用していることを見出した。 
 異なるアクセサリータンパク質を有する
G9a 複合体サブタイプそれぞれのヒストン修
飾への関与を検証した。ヒストン修飾への影
響を厳密に比較するために、顕微鏡によりコ
ントロールと同時に観察、定量できる系を確
立した。ヒストン修飾の定量解析の結果、G9a
をノックダウンすることにより、H3K9me2 の
レベルが低下した。また、複製開始複合体と
特異的に複合体を形成するG9a複合体に含ま
れる GAZ1 の除去でも同様に H3K9me2 の低下
が見られた。興味深いことに、H3K9me3 は G9a
ノックダウンにより増加することから、HP1
と結合するG9a複合体の活性制御によりヒス
トン修飾の平衡を調節しうることが示唆さ
れた。また、G9a は特異的なアクセサリータ
ンパク質を複合体中に有し、複製開始複合体
（ORC）のようなクロマチン上で働く機能複
合体と相互作用することにより、特定のゲノ
ム領域のヒストン修飾の維持と変換に寄与
している可能性が示唆された。 
 GAZ1の免疫沈降からORCが検出されること
から、GAZ１が ORC と G9a とのアダプターと
しての役割をしていると考えられた。4 種類
の GAZ についてドメイン解析を行い、4 種類
すべての GAZ にある特徴的な共通領域が G9a



複合体との結合に必要であることを明らか
にした。しかしながら、GAZ1 を細胞から除去
しても、G9a と ORC との相互作用に影響しな
いことから、GAZ1 は必要なかった。このこと
から、GAZ1 は G9a と ORC とが複合体を形成し
てはじめて結合するものと考えられた。 
 これらのG9a複合体のバリエーションの意
義の理解のために、ORC の構成因子とアクセ
サリーである GAZ1 を含む G9a 複合体との結
合に着目した。ORC の構成因子を細胞から除
去すると G1 期の進行が遅延する。複製開始
に必須なヘリカーゼであるMCMについて解析
したところ、クロマチンにローディングされ
ているものの、一部の開始点にはローディン
グされていないことが明らかとなり、これが
S 期への進行を妨げていると考えられた。こ
の機構は、細胞世代を超えてエピゲノム情報
の継承を保障するものであるが、逆に細胞世
代を経ることによってエピゲノム情報を書
き換える機構となりうることが示唆された。 
 
PRC2 複合体のバリエーションとその機能  
PRC2はH3K27のメチルトランスフェラーゼで
あり、HP1 結合タンパク質として同定した。
G9a 同様、酵素活性を持つコア複合体に加え
て、３種類のアクセサリータンパク質
（SUZBP：SUZ12 binding protein）が、排他
的に結合し PRC2 複合体にバリエーションを
もたせていることが示唆された。SUZBP は、
３種類とも PRC2 のコア複合体のサブユニッ
トである SUZ12 を介して、PRC2 複合体に含ま
れていることを示した。さらに、PRC２がこ
のバリエーションを作り出す分子基盤を明
らかにするために、それぞれの因子に対する
欠失変異を作製し、SUZ12 との相互作用に必
要なドメインや配列をバキュロウイルス発
現系を用いて同定した。その結果、SUZBP は
それぞれの数十アミノ酸の比較的短い配列
を介してSUZ12と結合することが明らかとな
った。一方、SUZ12 については、SUZBP が結
合する領域は共通していた。さらに、様々な
変異 SUZ12 を作成し、バキュロウイルスの発
現系、動物細胞の発現系を用いて、これらの
相互作用に必要なアミノ酸配列を明らかに
した。それぞれの SUZBP と SUZ12 との相互作
用は、SUZ12 上の共通の配列を必須とするが、 
それぞれがSUZ12上の異なる配列も併せて必
要とし、排他的に結合するメカニズムの詳細
が明らかとなった。これらの解析により、
PRC2 複合体のバリエーションを生み出す分
子基盤が明らかになった。 
 
SMCHD1-HBiX1 の不活性 X染色体、常染色体で
の機能  
HBiX1-SMCHD1 は、不活性 X染色体のコンパク
トなヘテロクロマチン構造の構築に機能す
ることを見出した。この複合体が常染色体の
ヘテロクロマチン領域においても同様の機
能を果たしていると考えられる。そこで、常
染色体上のヒストン修飾と HBiX1-SMCHD1 の

関係を ChIP-seq 法を用いて解析した。その
結果、SMCHD1 と HBiX1 は X染色体上では染色
体全体に濃縮されているが、常染色体上では
H3K9me3 がマークしている染色体領域に濃縮
されていることが明らかになった。また、興
味深いことに、不活性 X 染色体上での XIST
の分布が SMCHD1 の分布と似ていることが明
らかになった。このことは、SMCHD1 が XIST
をはじめとする非コードRNAと相互作用する
ことにより、ヘテロクロマチン形成の足場と
して機能していることを示唆する。 
 常染色体で SMCHD1-HBiX1 の濃縮が見られ
たあるインプリンティング領域において、
FISH 法により凝縮度を評価する系を構築し
た。この領域は父方アレルの遺伝子のみが発
現することが知られている。SMCHD1 あるいは、
HBiX1 を細胞から除去するとこの領域におい
てクロマチンの高次構造が変化するという
予備的な知見を得られており、SMCHD1-HBiX1
が常染色体上においてもある種のヘテロク
ロマチンの形成に寄与していることを示唆
するものである。 
 公募班の佐渡敬教授との共同で、HBiX1 あ
るいはSMCHD1のノックアウトマウスからMEF
採取し、HBiX1、SMCHD1 自身やヒストン修飾
に対する影響を ChIP-seq により、転写に対
する影響を RNA-seq により解析した。不活性
X 染色体上の多くの遺伝子の発現が上昇した
が、その程度はまちまちであった。興味深い
ことに、HBiX1 あるいは SMCHD1 のノックアウ
トマウスから得た初期胚由来の MEF では、
H3K9me3 や H3K27me3 の分布に変化があった。
また、常染色体上の着目しているインプリン
ト領域において、遺伝子発現の脱抑制とヒス
トン修飾の変化が起こることが明らかにな
った。ヒトのFISHの解析と考え合わせると、
SMCHD1-HBiX1 は常染色体において、ヒストン
修飾と共役した高次構造形成を介して遺伝
子発現の制御に寄与することが示唆された。 
 
HP1 結合タンパク質の新たな機能の探索 
HP1 の機能を新たな探索するために、機能が
明らかとなっていないHP1結合タンパク質の
解析を行った。HP1 結合タンパク質として見
出した新規 HP1 タンパク質（HPB170: HP1 
binding 170kDa）は、細胞からの除去や、増
量することにより、マウスのペリセントロメ
アヘテロクロマチンが形成するクロモセン
ターのような核内ボディー（ヘテロクロマチ
ンボディー）の形成が乱れることを見出した。
一方、SCAI は HP1 結合タンパク質として独立
して見出したが、様々な解析から、HPB170 を
介してHP1と結合することが明らかとなった。
そこで、SCAI が HPB170 のもつヘテロクロマ
チンへの効果に寄与するのではないかと考
え、解析を進めたところ、意外なことに SCAI
は DNA２本鎖切断時の損傷応答に関わる
53BP1 が結合することが明らかとなった。
53BP1 には RIF1 が結合して、BRCA1 を阻害す
ることが知られている。BRCA1 は相同組み換



え修復など一本鎖DNAの削り込みを介した修
復機構を促進することが知られている。した
がって、RIF1 は BRCA1 の損傷部位への集積を
阻害することにより、非相同組換え末端結合
修復（NHEJ）を促進すると考えられている。
SCAI は 53BP1 依存的に損傷部位に蓄積して
RIF1 の集積を阻害し、その結果 BRCA1 の集積
を促すことが明らかとなった。興味深いこと
に、RIF1 は 53BP1 の ATM によりリン酸化され
た SQ 配列を認識して結合することが知られ
ているが、SCAI は CDK や MAP リン酸化酵素の
良い基質であるSP/TP配列を認識して結合す
ることがわかった。これまでは、NHEJ か一本
鎖DNAの削り込みを介した修復機構の選択が
細胞周期依存的になされていると信じられ
ていた。しかしながら、私たちの解析から、
まず RIF1 が ATM 依存的に 53BP1 と結合して
BRCA1の働きを阻害することによりNHEJで修
復が行われ、その後、他のリン酸化酵素によ
り 53BP1 の SP/TP がリン酸化され、SCAI が
RIF1 と拮抗して 53BP1 に結合し、BRCA1 が損
傷部位に集積する。その結果、NHEJ で修復で
きなかった損傷を、相同組み換え修復を含む
一本鎖DNAの削り込みを介した修復機構で修
復する、という一連のプロセスが明らかとな
った。このことは、これまで言われていた細
胞周期依存的にパスウェイを選ぶというメ
カニズムは存在せず、NHEJ モードと BRCA1 依
存モードが継時的に順次起こるという概念
を提示するものである。SCAI と RIF1 は、そ
れぞれのパスウェイが働く時間枠を調節し
ていると考えられた。 
 これまでに私たちが明らかにした SCAI と
ヘテロクロマチンとの関係は HPB170 と相互
作用することのみだが、デンマークの Niels 
MailandのグループはSCAIがヘテロクロマチ
ン領域の２本鎖切断修復を促進することを
公表している。本課題の研究成果と併せて考
えると、HP1 とその結合タンパク質は、クロ
マチン構造や転写の抑制のみならず、DNA 修
復をはじめとするクロマチン上の幅広い重
要なイベントに関与していると考えられる。 
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