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研究成果の概要（和文）：

遺伝情報を担う染色体上の重要な構造として DNA が密に折りたたまれて凝縮しているヘテロ
クロマチンが知られています。このヘテロクロマチンの構成タンパク質である HP1 にはよく似
た三種類（a、b、g）があり、それぞれ異なる機能を発揮しています。本研究によりそれぞれの
HP1 に結合するタンパク質を同定したところ、１）多くのタンパク質が同じ様式で HP1 に結合
している事、２）HP1 と結合タンパク質との働きを制御する POGZ というタンパク質が存在する
こと、３）全ての HP1 に結合するタンパク質、それぞれの HP1 にのみ結合するタンパク質が存
在する事、 を明らかにしました。

研究成果の概要（英文）：
Heterochromatin protein 1 (HP1) plays a critical role in heterochromatin formation and mitotic
progression through interaction with various proteins. In this study, we tried to identify binding
proteins of HP1 subtypes,  by proteomic approach. We revealed that 1) all subtypes binds many
kinds of protein through a similar way, 2) a protein newly identified as HP1 binding, POGZ, binds to
HP1 and regulates HP1 binding of other protein, 3) there are several proteins those can bind to a specific
subtype of HP1, those may provide specific characterization of each HP1 subtype.
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１．研究開始当初の背景
真核生物の染色体は細胞周期に依存して凝
縮と脱凝縮を繰り返している。すなわち、分
裂期に先駆けて凝縮し、分配された後に速や
かに脱凝縮される。その中で、ヘテロクロマ
チンは細胞周期をとおして常に凝縮してい
る特殊な染色体領域として 1920 年代に発見
された。凝縮が遺伝子発現に及ぼす影響は、
ショウジョウバエの眼の斑入りの現象とし
て報告され、位置効果として知られている。
HP1 は、位置効果を促進、あるいは抑圧する
100 種類以上の変異遺伝子のひとつとして同
定され、テロメアやセントロメアなどの繰り
返し配列上に形成されるヘテロクロマチン
領域に局在し、ヘテロクロマチン化と遺伝子
発現抑制能を持つことが示されている。

分化プログラムにおける発現制御におい
て、ヘテロクロマチンの形成制御は重要な役
割を果たしている。その制御には、染色体の
間期での核内配置や複製時期が重要な意味
を持つことが示唆されている。従って、細胞
周期の基本的なイベントである染色体複製
が、ヘテロクロマチンを介した分化プログラ
ムに連動していると考えられる。一方で、ヘ
テロクロマチンは、セントロメア、テロメア
領域などの反復配列上に形成されており、遺
伝子発現の制御のみならず、染色体の維持、
伝達に重要な役割をしている。

近年 HP1 は、RNA 干渉による発現制御の最
終的なターゲットとして注目を浴びている。
また、HP1 のあるサブタイプはヘテロクロマ
チンではなく、ユークロマチン領域にも局在
すること、また、配列特異的な転写因子と相
互作用することにより、プロモーター領域に
誘導され、特異的な遺伝子の発現制御に関与
していることが示唆されている。このように、
HP1 が染色体上に如何にローディングされる
かについて、近年、多くの知見が得られてき
たが、HP1 が如何にヘテロクロマチンの特性
に寄与するのか、如何に遺伝子の機能発現の
制御に関わっているかについては、その分子
的な説明はほとんどない。

２．研究の目的
染色体の複製、分配、末端維持、情報発現に
おいて、ヘテロクロマチンが、どのような働
きをしているかについて理解を深めること
を大きな目的とした。また、HP1 には HP1、
、というサブタイプが存在し、細胞内での
局在やリン酸化の違いが指摘されている。し
かしながら、分子的な機能分担に関する明確
な説明はない。

本研究課題では、HP1 と結合するタンパク
質を質量分析を用いたプロテオミクスによ
る網羅的な同定、定量により、それぞれのサ
ブタイプについて、どのような因子とどのよ
うに結合しているのかを明らかにすること
を目的とした。これを３種類のサブタイプの
間で比べることにより、その役割分担を解明
することができると期待した。また、これら
の解析をとおして、染色体の維持・伝達にお
ける HP1 の役割、HP1 、、の役割分担が
分子の観点から明らかになるものと考えた。
さらに、RNA 干渉法などを用いた遺伝学的な
手法を用いて、機能との関わり、HP1 との上
流、下流の関係、他の染色体機能領域構築因
子との関係を明らかにすることを目指した。

３．研究の方法
（１）Flag-tag を付加した HP1、、を発
現するヒト培養細胞（HeLa 細胞および 293 細
胞）を樹立した。また、HP1については、ク
ロモドメインのみ持つもの、クロモシャドウ
ドメインのみ持つもの、ダイマーをつくらな
い点変異、PxXxL モチーフと結合しない点変
異などを持つ変異 HP1にそれぞれ Flag-tag
を付加したものを発現する 293細胞を樹立し
た。
（２）それぞれの HP1 発現細胞株の核抽出液
から Flag-tag に対する抗体を用いて免疫沈
降を行った。それぞれの免疫沈降産物を質量
分析により解析し、それぞれの HP1 に由来す
るタンパク質に結合する因子を同定した。免
疫沈降は三回行い、質量分析による測定は２
回行った。
（３）HP1の免疫沈降産物から 1000 種類の
タンパク質を同定した。１）HP1 タンパク質
と有為に結合しているもの、２）再現性よく
結合しているもの、という２つの指標により、
８２種類を HP1結合タンパク質とした。また、
それぞれの HP1由来タンパク質に対する親
和性のパターンにより、インフォマティクス
によりクラスタリングした。
（４）HP1 結合タンパク質として同定された
機能未知因子について、１）２ハイブリッド
法による HP1 との相互作用様式の解析、２）
RNA 干渉法による機能阻害時の表現型の解析、
３）変異タンパク質などの強発現によるドミ
ナントネガティブ表現型の解析、４）HP1 結
合因子についての更なる相互作用因子の探
索、などを行い、HP1 結合因子としての機能
の解析を行った。
（５）HP1、の結合因子の探索を HP1と同
様に行い、それぞれのサブタイプに結合する
因子を同定した。



４．研究成果
（１） HP1a 由来タンパク質の免疫沈降産物
をプロテオミクスを用いて解析したところ、
Mis12、CAF1、KAP1 に加えて、Aurora B、
Borealin など CPC 複合体の構成因子や POGZ
など新規 HP1 結合因子を含む 82 種類のタン
パク質を同定した。同定した全ての HP1 結合
因子は HP1 のクロモシャドウドメイン（CSD）
に結合し、HP1 のダイマー形成が必要である
ことが示唆された。CAF1 や KAP1 などの多く
の因子は HP1 結合コンセンサスを介して HP1
と結合しており、HP1 のダイマー形成により
生じる疎水ポケットの形成に必要なアミノ
酸の変異により結合できなくなる。しかしな
がら、この変異に影響を受けない POGZ など
数種類の因子が存在することが明らかとな
り、疎水ポケットを介さない新たな結合様式
の存在が明らかとなった。また、ある種のヒ
ストン修飾酵素などは、ヒストン H3 のテー
ルの認識と結合に関与しているクロモドメ
イン（CD）のアミノ酸の変異に影響を受けた。
このことから、CSD だけでなく CD も HP1 と相
互作用因子との結合様式に何らかの関わり
があることが示唆された 。
（２）同定した82種類のHP1結合タンパク質の
うち２１種類はKRABドメインを持つジンクフ
ィンガータンパク質であった事から、HP1を基
点としたKRABジンクフィンガータンパク質ネ
ットワークが想定された。KRABジンクフィン
ガータンパク質のひとつZNF483について相互
作用因子の網羅的な同定を試みたところ、HP1
に結合するコリプレッサーであるTIF1が効
率よく検出された。一方で、ZNF483以外のKRAB
ジンクフィンガータンパク質およびHP1は同
定されなかった。逆に、Flag-tagしたTIF1
を安定発現するヒト293細胞を樹立し、免疫沈
降を行ったところ、HP1と結合しているものも
含む40種類のKRABジンクフィンガータンパク
質が同定された。また、HP1も効率よく共精製
される事がわかった。これらの結果より、HP1
には多種類のKRABジンクフィンガータンパク
質が結合するが、KRABジンクフィンガータン
パク質間では相互作用しない事、TIF1に複数
のKRABジンクフィンガータンパク質が同時に
結合するのではなく、それぞれのKRABジンク
フィンガータンパク質とTIF1が１対１で相
互作用している事が示唆された。また、TIF1
は多くの種類のKRABジンクフィンガータンパ
ク質と結合する事がわかった。HP1はTIF1の
ような多種類のタンパク質と結合できるタン
パク質と直接結合することにより、HP1自身の
局在や機能に多様性を付加しているものと考
えられた。
（３）HP1結合因子として同定したPOGZの機能
阻害によって、HP1およびAurora Bキナーゼ、

INCENPがM期染色体腕部から解離しないこと、
Aurora Bキナーゼの活性化が起こらないこと
が明らかとなった。さらに、HP1とPOGZとの相
互作用の詳細な解析により、他のHP１結合因
子がPxVxLモチーフを介してHP1と結合するの
に対して、POGZは特殊なZnフィンガーを介し
てPxVxLタンパク質と競合的にHP1と結合する
ことが明らかになった。M期前期の細胞におい
て、POGZはこの競合的な結合により、HP1と結
合しているINCENPおよびHP1を染色体から解
離させる役割があることが明らかとなった。
また、この過程はAurora Bの活性化に必要で
あることを見いだした。Aurora BのM期におけ
る活性化は、キネトコア形成、チェックポイ
ントの確立など正常な染色体分配に必要不可
欠であり、その制御にPOGZがHP1を介して関与
がするモデルを提案することができた。また
、POGZ以外の新規HP1結合因子３種類について
、機能解析を行った。1種類はSUMO化を介した
HP1の局在化の促進に関与すること、１種類は
polIIと直接結合して転写制御に関わること、
もう1種類はX染色体の不活性化に関与する因
子の局在に関与することが示唆された。
（４）HP1結合因子の探索と同様に、HP1と
HP1についても結合因子を同定したところ、
HP1と同様にそれぞれ100種類以上の結合タ
ンパク質を見いだした。そのうち、50 種類は
全てのサブタイプに共通の因子であったが、
残りの５０種類については、それぞれの HP1
特異的あるいは、３種類のうち２種類に特異
的に結合する因子であることがわかった。こ
のサブタイプによる結合因子の違いがそれ
ぞれのサブタイプの局在あるいは機能の違
いに貢献していることが強く示唆された。興
味深いことに、HP1には、DNA 複製に関与す
るポリメラーゼ複合体、ヒストンシャペロン、
クロマチンリモデリング複合体が見いださ
れ、HP1あるいは HP1との機能の違いが示唆
された。また、KRAB-ZNF タンパク質は、その
種類によって結合する HP1のサブタイプが異
なることが明らかとなった。KRAB-ZNF タンパ
ク質はTIF1βを介してHP1と結合することが
知られている。われわれの解析により HP1 と
TIF1との結合には HP1 のサブタイプによる
特異性がないこと、TIF1と KRAB-ZNF タンパ
ク質との結合にも KRAB-ZNF タンパク質の種
類による特異性がないことが明らかとなっ
た。これらのことから、それぞれの種類の
KRAB-ZNFタンパク質はTIF1と複合体形成す
ることにより、結合する HP1 のサブタイプへ
の特異性を獲得することが示唆された。これ
らの知見は、３種類の HP1 が如何にそれぞれ
異なる機能を獲得しているのかを解明する
手がかりになると思われる。
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