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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は染色体機能の発現に重要なヘテロクロマチンの基盤構造を明らかにす
ることである。凝縮したクロマチン領域であるヘテロクロマチンは、遺伝子発現の抑制や染色体の機能発現に機
能する。ヘテロクロマチンの基盤構造は、H3K9me3を含むクロマチンにHP1が結合することで形成されるが、HP1
とクロマチンの結合様式は明らかになっていない。そこで本研究では、試験管内でH3K9me3を含むクロマチンと
HP1との複合体を試験管内で再構成し、クライオ電子顕微鏡解析により、その立体構造を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Heterochromatin functions as an important component for gene silencing and 
genome maintenance by the formation of condensed chromatin structures. The methylation of histone H3
 at lysine 9 (H3K9me3) and its recognition by HP1 represent heterochromatin formation. However, it 
is unclear how HP1 folds chromatin containing H3K9me3 into condensed chromatin. In this study, we 
reconstituted H3K9me3 chromatin complexed with human HP1, and determined the structure of H3K9me3 
chromatin complexed with HP1 by cryogenic electron microscopy. 

研究分野：構造生物学
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１．研究開始当初の背景 
我々の体の設計図であるゲノム DNA は、ク
ロマチンと呼ばれる構造体を形成すること
で細胞核内に折り畳まれて収納されている。
クロマチンの機能単位は 4 種のヒストン
(H2A及びH2B、H3、H4)と DNAとの複合
体であるヌクレオソームであり、ヒストンは
様々な化学修飾を受けることで、クロマチン
の折り畳みの様式を変化させる。クロマチン
の折り畳みは、遺伝情報の読み取りなどの
DNA 機能の発現に影響をおよぼす。特に凝
集度の高いクロマチン領域は、ヘテロクロマ
チンと呼ばれ、遺伝子発現が抑制されている。
ヘテロクロマチンの代表的なヒストンの化
学修飾として、ヒストンH3の 9番目のリジ
ンのトリメチル化(H3K9me3)が知られてい
る。H3K9me3はヘテロクロマチンの主要な
構成要因である HP1 の集積に機能し、ヘテ
ロクロマチンの基盤となる構造体の形成に
働く。しかし、H3K9me3を含むクロマチン
と HP1 の結合様式は不明であり、ヘテロク
ロマチンの基盤構造は明らかになっていな
い。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、遺伝子発現制御に重要なヘ
テロクロマチンの基盤構造を構造生物学的
手法により明らかにすることである。ヘテロ
クロマチンの基盤構造はH3K9me3を含むク
ロマチンに HP1 が結合した構造体である。
しかし、HP1がクロマチンに結合することで
形成される高次のクロマチン構造は不明で
ある。そこで本研究では、HP1が結合したク
ロマチンを試験管内で再構成し、構造生物学
的手法により、その立体構造を明らかにする。
本研究により、ヘテロクロマチンの構造基盤
が明らかになることで、ヘテロクロマチンに
おける高次クロマチン構造を介した遺伝子
発現制御機構の理解に重要な知見を与える。 
 
３．研究の方法 
ヘテロクロマチンの基盤構造である
H3K9me3 を含むクロマチンと HP1 の複合
体の立体構造を明らかにするために、試験管
内で H3K9me3を含むクロマチンと HP1 の
複合体を再構成し、クライオ電子顕微鏡解析
を行った。H3K9me3を含むヒストンH3は、
ヒストンH3の 9番目のリジン残基をシステ
イン残基に置換した変異体をリコンビナン
トタンパク質として精製し、システイン残基
にメチル基を含むアルキル化剤を付加する
ことで化学的に調製した。さらに、
H3K9me3を含むヒストンH3とH4、H2A、
H2B及び DNAを用いて、２つのヌクレオソ
ームが連結されたダイヌクレオソームを再
構成した。一方、ヒトの HP1 には 3 種類の
HP1アイソフォーム(HP1, HP1, HP1)が
存在することが報告されている。本研究では、
HP1 アイソフォームをリコンビナントタン
パク質として精製し、HP1-ダイヌクレオソ

ーム複合体、HP1-ダイヌクレオソーム複合
体およびHP1-ダイヌクレオソーム複合体の
再構成を行った。具体的には、ショ糖密度勾
配遠心法とグルタルアルデヒドによるタン
パク質間架橋を組み合わせた GraFix 法によ
り、H3K9me3を含むダイヌクレオソームと
HP1との複合体を精製した。さらに、再構成
した HP1-ダイヌクレオソーム複合体、
HP1-ダイヌクレオソーム複合体および
HP1-ダイヌクレオソーム複合体をクライオ
電子顕微鏡を用いた単粒子解析法によって
解析した。 
 
４．研究成果 
H3K9me3 を含むダイヌクレオソームと
HP1 との複合体の立体構造をクライオ電子
顕微鏡法によって解析するために、
H3K9me3 を含むダイヌクレオソームと
HP1との複合体の調製を行った。ショ糖密
度勾配遠心法とグルタルアルデヒドによる
タンパク質間架橋を組み合わせた GraFix 法
により、複合体を安定かつ高純度に調製する
ことに成功した。GraFix法では、H3K9me3
依存的に HP1-ダイヌクレオソーム複合体
が形成された。調製したH3K9me3を含むダ
イヌクレオソームと HP1との複合体をクラ
イオ電子顕微鏡を用いた単粒子解析法によ
って解析し、その立体構造を決定した。決定
した立体構造から、HP1二量体が２つのヌ
クレオソームをブリッジする形でクロマチ
ンに結合していることが明らかになった。さ
らに、HP1は DNA に結合する活性を有し
ていることが知られていたが、HP1は２つ
のヌクレオソームを連結するリンカーDNA
とは相互作用していないことが明らかにな
った。また、HP1は多くのヘテロクロマチン
関連因子の集積に機能することが知られて
いるが、HP1 -ダイヌクレオソーム複合体は
それら因子と HP1 との結合を可能とする構
造体であることが明らかになった。さらに、
クライオ電子顕微鏡を用いたトモグラフィ
ー法による解析も行い、一分子レベルでも
HP1が２つのヌクレオソームを連結する形
でクロマチンに結合していることが明らか
になった。 
次に、HP1-ダイヌクレオソーム複合体およ
び HP1-ダイヌクレオソーム複合体を
GraFix 法により調製した。さらに、それら
複合体をクライオ電子顕微鏡を用いた単粒
子解析法によって解析し、その立体構造を決
定した。その結果、HP1およびHP1は２つ
のヌクレオソームをブリッジする形でクロ
マチンに結合することが明らかになった。こ
れらの立体構造から、HP1 -ダイヌクレオソ
ーム複合体の構造的特徴は、HP1アイソフォ
ーム間で共通の特徴であることがわかった。 
決定した HP1-ダイヌクレオソーム複合体の
立体構造から、複合体中のリンカーDNA が
溶媒に露出していることが明らかになった。
このことから、リンカーDNA を足場として



ヌクレオソームの再編成に機能するクロマ
チンリモデリング因子が HP1-ダイヌクレオ
ソーム複合体中で機能することが可能であ
ることが予想された。特に、ACF複合体はヘ
テロクロマチンにおける DNA 複製に機能す
るクロマチンリモデリング因子として報告
されている。そこで、HP1-ダイヌクレオソー
ム複合体中における ACF 複合体依存的なヌ
クレオソームの再編成を解析した。その結果、
ACF複合体はHP1-ダイヌクレオソーム複合
体中のヌクレオソームをリモデリングする
ことが明らかになった。この結果から、HP1-
ダイヌクレオソーム複合体はヌクレオソー
ムの再編成が可能である構造であることが
明らかになった。 
ヘテロクロマチンは最も特徴的なクロマチ
ンの領域であり、古くから顕微鏡により観察
されていたが、その実体は不明であった。本
研究により、ヘテロクロマチンの構造基盤で
ある HP1-クロマチン複合体の立体構造が明
らかになった。今後、決定した立体構造をも
とに、ヘテロクロマチンにおける高次クロマ
チン構造を介した遺伝子発現制御機構の理
解が進むと予想される。さらに、ヘテロクロ
マチンの破綻が染色体異常や腫瘍化リスク
と関連することが報告されている。よって、
ヘテロクロマチンの構造基盤の解明は新た
ながんの治療法の開発に重要な知見となる
と期待される。 
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