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研究成果の概要（和文）：ヘテロクロマチンの恒常性と可塑性はエピジェネティクスの大事な性質のひとつであり、H3
K9me3-HP1 (heterochromatin protein 1)による構成的ヘテロクロマチンとH3K27me3-PRC2 (polycomb repressive comp
lex 2)による条件的ヘテロクロマチンとの連携が寄与していると考えられる。本課題により、HP1は、H3K9メチル化酵
素(H3K9MT)複合体を介してPRC2複合体と結合することを見いだした。これらの分子リンクはヘテロクロマチンの恒常性
と可塑性を考えるうえでの分子基盤を与えるものである。

研究成果の概要（英文）：Combining robust and flexible feature of heterochromatin is one of most important 
characteristics of "Epigenetics". To give the both features to heterochromatin, the relationships between 
constitutive heterochromatin based on H3K9me3-HP1 (heterochromatin protein 1) and facultative 
heterochromatin based on H3K27me3-PRC2 (polycomb repressive complex 2) will be responsible for the 
mechanism. This study revealed that HP1 associates with PRC2 through a histone H3K9 methyltransferase. 
These molecular links will contribute to understand the mechanism for robustness and flexibility of 
heterochromatin.

研究分野：分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
エピジェネティクな環境を整える重要な染
色体上の構造の１つとして、遺伝子発現に対
して抑制的に働くとされているヘテロクロ
マチンが知られている。ヘテロクロマチンは、
その性質や構成する因子の違いによって、構
成的ヘテロクロマチンと条件的ヘテロクロ
マチンに大別される。構成的ヘテロクロマチ
ンは、セントロメアやテロメアのように発生
段階や組織によらず転写に対して抑制的に
働く凝縮した染色体状態が保たれており、メ
チル化したヒストン H3 の 9 番目のリジン
(H3K9)を認識してクロマチンと結合する HP1
（heterochromatin protein 1）が主に関与
している。一方で、条件的（facultative）
ヘテロクロマチンは、不活性化X染色体やHox
遺伝子クラスターのように発生過程や分化
状態によって遺伝子発現の制御に関与し、不
活性 X 染色体の Barr 小体のように構成的ヘ
テロクロマチンと同様の凝縮した構造をと
っていることが知られている。この条件的ヘ
テロクロマチンは、27 番目のリジンがメチル
化されたヒストンH3 (H3K27)を認識してクロ
マチンに結合する PcG（ポリコーム）複合体
が主に関与している。このように、構成的ヘ
テロクロマチンと条件的ヘテロクロマチン
は、それぞれ異なる分子複合体を形成し、さ
らにさまざまな結合因子と協調して染色体
に働きかけ、それぞれの独立した機能を果た
していると考えられている。ヘテロクロマチ
ンは恒常性と可塑性を併せ持つエピジェネ
ティクスの主要な担い手の一つであると考
えられるが、その恒常性と可塑性が如何に操
られているかについては不明な点が多い。そ
こには、構成的なヘテロクロマチンと、条件
的なヘテロクロマチンとの綿密な連携の介
在が予想される。しかしながら、これまでに
HP1 が担う構成的ヘテロクロマチンと PcG が
担う条件的ヘテロクロマチンとの機能的な
連携や分子リンクを示す研究はなされてい
ない。 
 申請者はこれまでに、構成的ヘテロクロマ
チンの要素である HP1αの結合因子をプロテ
オミクスにより網羅的に 82 種類同定し、多
種多様な染色体制御因子が HP１と結合して
ヘテロクロマチンの機能に寄与しているこ
とを示した（Nozawa et.al., Nature Cell 
Biology, 2010）。同定された新規因子の一つ
HBiX1 の結合因子の探索を行ったところ、
HBiX1 は、X 染色体の不活性化に重要な働き
をする SMCHD1 と結合すること、SMCHD1 と共
に不活性化 X染色体に局在すること、が明ら
かとなった。このことは、X 染色体の不活性
化機構は主にPcG複合体で説明されてきたが、
加えて、HP1 が関与していることを示唆する
ものであり、構成的ヘテロクロマチンと条件
的ヘテロクロマチンとの機能的な相互作用
が予想された。さらに、HP1 結合因子として、
PcG 複合体の構成因子である SUZ12 が同定さ

れ、それぞれのヘテロクロマチンの構成因子
の物理的な相互作用が示唆された（Nozawa 
et.al., Nature Cell Biology, 2010）。これ
らのことから、HP1 は単に染色体の維持伝達
を支えるヘテロクロマチンの構成的機能に
とどまらず、条件的ヘテロクロマチンが持つ
複雑な機能発現制御機構と連携するという、
われわれ独自の知見と予想をもとに、その分
子メカニズムにアプローチできるのではな
いかという考えに至った。 
 
２．研究の目的 
本課題では、HP1 が形成する構成的ヘテロク
ロマチンとポリコーム(PcG)複合体が形成す
る条件的ヘテロクロマチンとのクロストー
クの分子基盤を明らかにすることを目的と
した。具体的には、プロテオミクスによる因
子間の相互作用の解析、それぞれの因子のイ
メージング、次世代シーケンサーを用いた染
色体上でのマッピング、局在の相互依存性の
解析、を培養細胞や分化誘導細胞で詳細に解
析する。本課題により、これまで全く知られ
ていなかったHP1が関与する構成的ヘテロク
ロマチンとPcG複合体が関与する条件的ヘテ
ロクロマチンとの機能的な分担と連携の存
在を示し、その分子レベルでの成り立ちや制
御機構を明らかとした上で、生物学的な意義
を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
HP1、HBiX1 などの HP1 結合因子群、SMCHD1、
PcG 複合体構成因子群について、プロテオミ
クス解析による相互作用の解析・相互作用因
子の探索、イメージングによる局在・相互の
局在依存性の解析、相互の局在依存性、RNA
干渉法によるそれぞれの因子の機能阻害、お
よび、因子間の相互作用を阻害する点変異導
入タンンパク質を内在性タンパク質と入れ
替えた時の、エピジェネティクス要因への影
響などについて解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）ポリコーム複合体が結合し修飾する
H3K27me3が濃縮されている不活性X染色体上
に、同様に濃縮されている HBiX1-SMCHD1 複
合体について詳細に解析を行った。SMCHD1 と
HBiX1 複合体の他の機能を類推するために、
SMCHD1 の結合因子の探索を行った。SMCHD1
の免疫沈降産物にはHBiX1を含めて有為な結
合因子を見いだすことが出来なかった。HP1
および HBiX1の結合因子の探索の結果と考え
合わすと、少なくともタイトな複合体を形成
す る タ ン パ ク 質 性 の 因 子 は
HP1-HBiX1-SMCHD1 であることが推定された。
HP1-HBiX1 については２ハイブリッド法によ
り直接結合が確認できたが、HBiX1-SMCHD1 と
の直接結合はこの方法では確認できなかっ
た。しかしながら、HBiX1 の C 末端に存在す
る coiled-coil に点変異を導入することで
HBiX1-SMCHD1 の結合は失われることから、



HBiX1-SMCHD1 は直接結合であることが強く
示唆された。また、HBiX1-SMCHD1 の相互の局
在依存性について検討したところ、それぞれ
の局在は相互に依存すること、H3K9me3 領域
への結合は HBiX1、H3K27me3 領域への結合は
SMCHD1 に依存することが明らかになった。 
（２）これまでの解析により、HP1 結合因子
として PcG 複合体（PRC2 複合体）に含まれる
SUZ12とある種のH3K9メチル化酵素（H3K9MT）
複合体が同じ結合様式グループに同定され
た。HP1 と H3K9MT 複合体とは、直接結合して
いる事が知られている事から、HP1 は H3K9MT
複合体を介して PRC2 と結合していると考え
られる。また、タグ付き SUZ12 発現細胞株か
ら免疫沈降法によりSUZ12の相互作用因子を
探索したところ、H3K9MT 複合体の構成因子が
同定され、さらに２種類の新規因子、SUZBP1、
SUZBP2、が同定された。これらの事から、
SUZ12 は、SUZBP1、あるいは、SUZBP2 を介し
て H3K9MT 複合体と結合していることが考え
られた。このことを検証するために、H3K9MT
複合体の構成因子および、SUZBP1、SUZBP2 の
クローニング、タグ付きタンパク質発現細胞
株の樹立、抗体作製を行った。また、H3K9MT
複合体が HP1 と PRC2 複合体の物理的な相互
作用を仲介している可能性を検証するため
に、H3K9MT 複合体構成因子の相互作用因子の
探索を、タグ付きタンパク質発現株、免疫沈
降、質量分析計を用いて行った。その結果、
いくつかの特殊なジンクフィンガータンパ
ク質を H3K9MT 複合体結合因子として見いだ
した。興味深いことに、そのうちのひとつは
H3K9MT 複合体とともに、ポリコーム複合体と
相互作用することが明らかとなった。同様に、
SUZBP1、SUZBP2 を介した相互作用を明らかに
するために、タグ付きタンパク質発現株、免
疫沈降、質量分析計により、相互作用因子を
同定したところ、SUZBP1 が PRC2 複合体と
H3K9MT 複合体との仲立ちをしていることが
明らかとなった。 
（３）PRC2 複合体、H3K9MT 複合体がそれぞ
れどのように構成されているのか、各サブユ
ニット間の相互作用を明らかにする方法と
して、免疫沈降法、酵母２ハイブリッド法な
ど検討した結果、バキュロウイルス発現系が
有効であることが実証され、細胞中の複合体
の再構成と、複数構成因子の相互作用の検定
が可能となった。 
 
 本課題により、PRC2 複合体、H3K9MT 複合
体には それぞれバリエーションがあること
がわかった。また、PRC2 複合体と H3K9MT 複
合体は、PRC2 については SUZBP1 がアダプタ
ーとなり、H3K9MT については GAZ3 がアダプ
ターとなって、直接相互作用することが明ら
かとなった。この相互作用は、HP1 が関与す
る構成的ヘテロクロマチンと PRC2 が関与す
る条件的ヘテロクロマチンとの連携の分子
基盤と考えられる。また、本課題で培った、
相互作用解析法、その為に構築した発現コン

ストラクトや細胞株などの材料は、今後、エ
ピゲノムの恒常性と可塑性、構成的ヘテロク
ロマチンと条件的ヘテロクロマチンの連携
に関する研究を進める上で有用である。 
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