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研究成果の概要（和文）：セントロメアが正常な機能を維持するためには、セントロメア周縁領域<ペリセント
ロメア>がヘテロクロマチン状態を維持することが必要である。私たちは、機能未知タンパク質ZNF518が、
CENP-B依存的にペリセントロメアに導入されることを見出した。さらに、ZNF518がCENP-Bやヘテロクロマチンタ
ンパク質HP1、及びヒストンメチル化酵素G9aと、独立に相互作用することを発見した。以上の結果から、ペリセ
ントロメアに結合したCENP-Bにより導入されたZNF518タンパク質が関与するプロセスを経て、HP1やG9を介し
て、この領域がヘテロクロマチン化されるという新しい分子機構のモデルが提唱できた。

研究成果の概要（英文）：Centromere/kinetochore is essential for proper segregation of the genome 
during mitosis. It has been indicated that precise heterochromatization at pricentromeric 
alpha-satellites is required for maintenance of centromere function. Currently our proteomics has 
indicated chromosomal association of uncharacterized protein, ZNF518. Therefore we verified this 
hypothesis observing localization of GFP fusion and found its pericentromere localization with 
satellite DNA binding protein CENP-B dependent manner. Also GFP localization trucking with various 
truncated ZNF518 shows two essential domains for the pericentromere localization. A fluorescence 
microscopy-based interaction-trap assay on human chromosomes suggests these two domains are 
independent CENP-B or HP1 interacting domains. Since G9a histone metyltransferase interaction of 
ZNF518 has been reported, we suppose that ZNF518 protein is involved in CENP-B dependent 
pericentromeric heterochromatization.

研究分野：分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、ペリセントロメア領域のヘテロクロマチン化に関して、新しい分子機構のモデルがを提唱するもので
ある。セントロメアがその機能を維持する機構については不明な点が多く、本成果は、どのように世代間で染色
体が維持され伝播するのか、その機構の全容を解明の一端を担うことができた点において意義があり、その機構
は細胞の癌化などの疾患への機序と密接に関わっている。今後は、セントロメアや染色体全体の安定性とその破
綻によって引き起こされる疾患の本質的な理解へ貢献を目指す。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 細胞分裂では、２つの娘細胞へ均等に染色体を分配するために、染色体上の特殊な構造 <キネ

トコア> に紡錘体が結合する。そのキネトコアを形成する染色体の領域がセントロメア（コアセ

ントロメア）である。ゆえに、セントロメアの異常は染色体分配の異常に直結し、それによって

引き起こされる不正確な細胞分裂は、ガンや血液疾患等に至る要因となる。セントロメアは数千

〜数万の 171bp ほどからなる反復配列 <αサテライト> で構成されている。セントロメアがそ

の機能を維持するためには、セントロメア周縁領域<ペリセントロメア>が正確にヘテロクロマ

チン状態を維持することが必要であると近年指摘されている。このペリセントロメア領域のヘ

テロクロマチンによりセントロメアは他から隔離され、分裂期のキネトコア形成等を司る特別

な領域となる。ヘテロクロマチンとは、非常に凝縮したクロマチン構造となっており、これまで

に、ヘテロクロマチンを形成するヌクレオソームのヒストンには特異的な翻訳後修飾が見出さ

れている。とくに、The trimethylation of histone H3 lysine 9 (H3K9me3)は、ヘテロクロマチン特異

的タンパク質 HP1 が認識し、結合する分子であることが報告されている。ヘテロクロマチンに

結合した HP1 は、ヒストンメチル化活性のある SUV39H と結合することができる。つまり、ヘ

テロクロマチン化したペリセントロメアにはこの HP1 を介して SUV39H をリクルートし、ペリ

セントロメアのヘテロクロマチンを維持するメカニズムが示されている。しかし、このモデルで

は、de novo にペリセントロメアをヘテロクロマチン化させるメカニズムを説明できない。一方

で、SUV39h1 が major satellite RNA に結合することも示されていることから、それを介したセン

トロメアへの集合モデルも示されてい。しかし、satellite 配列からなるセントロメアの中で、ど

のようにしてペリセントロメアの satellite 配列を認識しているのかは強く示されていない。すな

わち、このペリセントロメ領域のヘテロクロマチン化機構に関しては、セントロメア機能に必須

であるにも関わらず、合理的な説明が果たされていない。また、セントロメアを構成するαサテ

ライトのサブクラスの中には、17mer のペリセントロメア領域特異的 DNA 結合タンパク質であ

る CENP-B が結合する配列、B-box 配列をコードするものがある。CENP-B は、CENP-A や CENP-
C などとともに非常に早い段階で見出されたタンパク質であるにもかかわらず、その機能につい

ては不明な点が多く残されている。 

２．研究の目的 
私たちの分裂期染色体プロテオームの解析により見出した機能未知タンパク質 ZNF518 が、細

胞周期を通してペリセントロメアに局在していることを明らかにしており、本研究では ZNF518
のペリセントロメアの局在がどのような機構によるものか、また、ZNF518 の局在がペリセント

ロメア機能にどのように関与しているのか、その生物学的意義を見出すことを目的として研究

を進めた。 

３．研究の方法 
(1) 複数の ZNF518の変異体を作成し、それらの GFP 融合タンパク質のペリセントロメアへの局

在を検証した。これにより、ZNF518 のペリセントロメア局在に必要なドメインを決定した。 

(2) HP1a, HP1b, HP1gのノックアウトあるいはそれらの二重ノックアウトを作成し、HP1 の非
存在下でどのようにZNF518のペリセントロメへの局在が変化するか観察した。これにより、
ZNF518 のペリセントロメア局在に HP1 がどのように関与しているのかを考察した。 

(3) CENP-Bのコンディショナルノックアウトを作成し、CENP-Bの ONとOFFでどのようにZNF518
のペリセントロメへの局在が変化するか観察した。これにより、ZNF518 のペリセントロメ
ア局在に CENP-B がどのように関与しているのかを考察した。 

(4) (1)の ZNF518 の変異体と HP1 あるいは CENP-B との in vivo での相互作用を Fluorescence 
Microscopy-based Interaction-Trap (FMIT)法(Ohzeki et al., 2016)を用いて検証した。
これにより、ZNF518 が CENP-Bあるいは HP1と相互作用するドメインを決定した。 

(5) ZNF518 と HP1 を精製し、それらの相互作用を試験管内で再構築し確認した。これにより(4)
で決定した相互作用ドメインがin vitro でも機能することを示した。 

(6) (1)の ZNF518 の変異体とヒストンメチル化酵素 G9a との in vivo での相互作用を FFMIT 法
を用いて検証した。これにより、ZNF518 が G9a と相互作用するドメインを決定した。 

４．研究成果 

(1) 複数の ZNF518B 欠失変異体を GFP 融合タンパク質の形でヒト培養細胞内で発現させたとこ
ろ C末端の領域を含む変異体に、ペリセントロメアの局在活性が見られた(図 1A、B)。この
領域には PxVxL というアミノ酸配列が保存されている。この配列は以前に HP1 結合ドメイ
ンとして、他のタンパク質で同定されている配列であった。そこで、この配列に変異を導入



 

 

したところ、ペリセントロメアへの局在が著しく低下した(図 1A、B)。一方で、この保存さ
れた PxVxL を欠失させた変異体でも、弱いながらもセントロメアへの局在活性が見られた
ことから、私たちは、ZNF518 は HP1 との相互作用を介したペリセントロメアへの局在機構
と、全く異なる独立した第２の機構でペリセントロメアへ局在していると結論した。 

(2) HP1a, HP1b, HP1gのノックアウト細胞を作成し、それぞれの HP1 の非存在下で GFP-ZNF518B
のペリセントロメへの局在を観察したところ、すべてのノックアウトで同程度ペリセント
ロメアへの局在が観察された。一方で、3 種類の HP1 全てのノックアウトは致死であるた
め、３種類の HP1 のうちの任意の 2 種類にノックアウトを導入すると、ペリセントロメア
への局在が低下した。この事実から、私たちは ZNF518 のペリセントロメアへの局在は HP1
の量に依存していると結論した。また、作成した HP1ノックアウトを用いて、分裂期におけ
る AuroraB キナーゼの活性化にHP1aが重要であることを示した(Ruppert et al., 2018)。 

(3) オーキシン・デグロン法を用いて、CENP-B の条件付きノックアウト細胞を作成した。これ
により、CENP-B の存在下と非存在下での ZNF518 の局在を観察すると同時に、ZNF518 がペ
リセントロメアに局在したのちに CENP-B が消失した場合の ZNF518 の挙動も観察できた。
この実験から、CENP-B 非存在下では、ZNF518 はペリセントロメアには局在しないことが分
かった。また、ペリセントロメアに局在する ZNF518 も CENP-B の消失と同時にペリセント
ロメアがから離脱することが分かった。つまり、ZNF518 の第２のペリセントロメア局在機
構とは、CENP-B との直接的な相互作用である可能性が示唆された。 

(4) これまでの、示唆が正しいか否かを検証するために、ZNF518 と CENP-B あるいは HP1 との相
互作用を FMIT 法によって確認できた。さらに、ZNF518 と HP1 の相互作用は、ZNF518 に保
存された PxVxL ドメインに変異を導入すると顕著に低下した(図 1B)。さらに、PxVxL ドメ
インを含まない変異体は HP1 との相互作用が見られなかった(図 1B)。一方で、ZNF518 と
CENP-B との相互作用は、C 末端の保存された領域をもつ全ての変異体に見られた(図 1B)。
注目すべきは、HP1 と相互作用しない PxVxL ドメインを含まない変異体についても CENP-B
との相互作用が観察された点である(図 1B)。この事実から、ZNF518 は接近した 2つのドメ
インでそれぞれ独立に CENP-B と HP1 に相互作用をしていることが示唆された。私たちはこ
の２つのドメインの存在こそが、ZNF518 の２つのペリセントロメア局在を担っていると結
論づけた。 

(5) 大腸菌で発現させ、精製した His6-MBP-ZNF518(770-987)融合タンパク質と His6-GST-HP1a, 
HP1bあるいは HP1g融合タンパク質とを用いた in vitro pull down 法により相互作用を試
験管内で確認した。この実験から ZNF518B と HP1a、HP1bあるいは HP1gとがそれぞれ同程度
の強さで相互作用をすることが示された。 

(6) ZNF518 の変異体とヒストンメチル化酵素 G9a との in vivo での相互作用を FMIT 法を用い
て検証したところ、ZNF518 と G9a が in vivo で相互作用を示すこと、ZNF518 に保存された
C末端の Zinc Finger モチーフが ZNF518 と G9a の相互作用には必須であることが分かった
(図 1B)。以上の結果を統合し、ペリセントロメアに CENP-B が結合し、次いで CENP-B によ
り導入された両 AIRI タンパク質が関与するプロセスを経て、HP1 や G9a がペリセントロメ
アに配置され、この領域がヘテロクロマチン化されるという新しい分子機構のモデルを提
唱する。 
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図１ ZNF518B の
局在(A)と変異体
の詳細及び局在と
相互作用実験の結
果のまとめ(B) 
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