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要旨 

 

染色体においてペリセントロメア領域は高度に凝縮したヘテロクロマチン構造をとって

いる。この領域の特徴としてはヒストン H3 の 9 番目のリジン残基のトリメチル化修飾

（H3K9me3）の蓄積が挙げられ、このエピジェネティックマークは主にヒストンメチル化

酵素であるSuv39hにより触媒される。ヘテロクロマチンタンパク質であるHP1はSuv39h

と親和性を持ち、またメチル化された H3K9 を認識することでペリセントロメア領域に蓄

積することがわかっている。筆者はこの Suv39hとHP1との間の相互作用がペリセントロ

メア領域のヘテロクロマチン構造の構築においてどのような機能を果たしているのかを明

らかにするため研究を行った。まず Suv39h1/h2のダブルノックアウトES (Suv39h dn ES) 

細胞へ野生型 Suv39h1とHP1との相互作用領域を欠いた変異型 Suv39h1を導入した安定

発現株を樹立し、これら細胞株のペリセントロメア領域を免疫染色にて観察した。その結

果、野生型 Suv39h1 および変異型 Suv39h1 の両安定発現株においてペリセントロメア領

域の H3K9me3修飾の蓄積の回復がみられた。しかし野生型 Suv39h1発現株においてはペ

リセントロメア領域への HP1、ATRX、H4K20me3修飾の蓄積の回復が見られたのに対し

て、変異型 Suv39h1発現株ではこれらの回復がほとんどなかった。この結果は、ペリセン

トロメア領域においては HP1非依存的に Suv39hが局在化し、H3K9me3修飾の蓄積を行

うことができること、Suv39h と HP1の二分子間の相互作用はHP1を安定的にペリセント

ロメア領域に局在させ、ATRXやH4K20me3修飾の蓄積を誘導するために必要であること

を示唆するものであった。一方これら細胞株におけるペリセントロメア領域の DNA のメチ

ル化状況を調べたところ、Suv39h dn ES 細胞で低下していた DNA メチル化は野生型だけ

ではなく、HP1と結合しない Suv39h1を発現させても回復することがわかった。また、マ

ウスのペリセントロメア領域を構成しているメジャーサテライトリピートの発現は、

Suv39h1に依存して転写抑制を受けているが、Suv39h dn ES細胞で脱抑制されたメジャ
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ーサテライトリピートは、HP1と結合しない変異型 Suv39h1によっては不完全にしか抑え

られないことがわかった。今回の研究により、ペリセントロメア領域においてはHP1会合

非依存的に Suv39h による H3K9me3 修飾の誘導及び確立が行われるが、完全な転写抑制

的ヘテロクロマチンの形成には HP1の動員が必要であることが示唆された。 
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第一章 序論 

 

1-1 はじめに 

 

ヒトを含む多細胞生物の 1 個体を構成する細胞は、一部の例外を除きすべて同一のゲノ

ム情報を有している。しかし、細胞の性質は組織や、細胞の置かれている環境により大き

く異なる。例えば神経細胞は細胞体、樹状突起、軸索、軸索末端といった構造的な特徴を

持ち、情報処理と情報伝達という機能を発揮するように特化している。一方、腸や気道な

どに存在する杯細胞は、杯状の形状で、細胞質に大量の分泌顆粒を持つという構造的特徴

を持ち、粘液の分泌を行い粘膜の形成をするという機能を持つ。このようにそれぞれの細

胞により特徴的な構造、機能を発揮することができるのは、組織特異的な遺伝子発現制御

が行われていることに起因する。この組織特異的な遺伝子発現パターンは、分化、発生の

過程で形成されて行く。多細胞生物の分化、発生に伴う細胞分裂においては、基本的に親

細胞の遺伝子発現プロファイルを引き継ぎながら、段階的に特定の遺伝子の発現のオンと

オフを切り替えることで、それぞれの末端に位置する細胞の性質を獲得していくことが知

られている。細胞分裂を経た後にも娘細胞は母細胞の特徴を引き継ぐ現象は、さながら細

胞がある種の記憶を持っており、それを母細胞から娘細胞へ受け渡しているように見受け

られる。このような特有の細胞に分化した細胞が、その形質を維持し、あるときは細胞複

製を越えてそれが継承されることを「細胞記憶」と呼ぶ。 

上述した DNA の塩基配列の変化を伴わない細胞ごとの遺伝子発現の差異、そして細胞記

憶を生み出す機構を研究する学問領域はエピジェネティクスと呼ばれ、現在までにヒスト

ンタンパク質の翻訳後修飾、DNA のメチル化、そして非翻訳 RNA による RNA 干渉など

がエピジェネティック制御機構として研究されている(1)。 
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1-2 ヒストンタンパク質の翻訳後修飾について 

 

真核生物のゲノム DNAは非常に大きく、ヒトの場合は約 60 億塩基対からなり一細胞当

たりの DNAをすべて直列に並べたとすると約 2mにものぼると言われている。このような

長大な分子を直径約 5nm の細胞核に収納することは非常に困難であるように感じられる。

しかし、実際は核内にゲノム DNAは秩序だって収納されており、遺伝子発現制御や細胞分

裂に伴う娘細胞への染色体の分配など複雑な細胞活動に対応している。このように巨大分

子であるゲノム DNA を秩序をもって核内に収納する役割を担っているのがヒストンであ

る。ヒストンは大きく H1、H2A、H2B、H3、H4の５種類に分類され、ヒストン H1を除

く 4 種類をコアヒストンと呼ぶ。コアヒストンはそれぞれ 2 分子ずつ会合し、ヒストン八

量体を形成する。一つのヒストン八量体は約 146 bpのDNAを約 1.65回外側に巻きつける。

この DNAとヒストン八量体との複合体をヌクレオソームと呼び、ヌクレオソームを最小単

位としてさらに他のタンパク質が会合し高次クロマチン構造が形成される。このようにゲ

ノム DNA は糸巻きの役割を果たすヒストンによってコンパクトに折りたたまれることに

よって核内に秩序だって収納されている（図１）(1)。 

またヒストンは単にゲノム DNAを核内に収納するだけではなく、クロマチン構造の変化

や X 染色体の不活性化、遺伝子発現制御においても非常に重要な役割を担っている。コア

ヒストンはその N、C 末端にヒストンテールと呼ばれる決まった立体構造を取らない領域

を有しており、メチル化、リン酸化、アセチル化、ユビキチン化などの様々な化学修飾を

受けることがわかっている。例えばヒストン H3の 9番目のリジン残基（H3K9）はメチル

化及びアセチル化修飾を受け、またH3S10はリン酸化修飾を受けるなど特定のアミノ酸残

基に特定の化学修飾がなされることがわかっている。そして、それぞれの化学修飾は遺伝

子発現やクロマチン構造の変化に多大な影響を与える。例えば H3K9 へのメチル化及びア

セチル化はそれぞれ遺伝子発現の抑制及び活性化に関与している。このようにヒストンテ
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ールへの化学修飾の組み合わせにより様々な細胞機能が誘導されるという概念のことをヒ

ストンコードと呼ぶ(2)。 

 前述したようなヒストン修飾は一つにはリーダー(reader)と呼ばれるタンパク質群に読

みとられることによってその機能を実効たらしめる。例えば H3K9 のメチル化修飾は

HP1(heterochromatin protein 1)により認識されることが知られている。HP1はその N末

端にメチル化された H3K9 に親和性を示すクロモドメインを有しており、その結果、メチ

ル化されたH3K9を有するクロマチンに局在（結合）する(3, 4)。クロモドメインを介して

クロマチンへ結合した HP1はさらにその他のクロマチンタンパク質を誘導し、メチル化さ

れた H3K9 が蓄積している領域のクロマチン構造を凝縮させ、結果そこに存在している遺

伝子の発現を抑制すると言われている(5)。他方、転写活性化複合体の構成因子の多くはア

セチル化ヒストンを認識するブロモドメインを有していることが知られている。そのため、

アセチル化修飾が蓄積した遺伝子座に乗っている遺伝子の転写は活性化する(6)。このよう

にそれぞれのリーダータンパク質は、それぞれのヒストン修飾へ結合し、その他のタンパ

ク質を誘導することで、ヒストン修飾の機能を発揮させていると考えられている（図２）。 

 これまでの精力的な研究により、多くのヒストン修飾を触媒する酵素（ヒストン修飾酵

素）が同定されてきた。それぞれのヒストン修飾酵素は、ヒストンテールの特定のアミノ

酸残基に特異的に作用することが知られている。例えば、ESETはH3K9、Ezh2はH3K27

を特異的にメチル化する(7, 8)。また、リジン残基のメチル化は、モノメチル化、ジメチル

化そしてトリメチル化の３つの状態を取ることが可能で、それぞれのメチル化酵素は決ま

った数のメチル基をリジン残基へ転位する制御に関わっている。例えば ESET と

Suv39h1/h2は H3K9のトリメチル化、PR-Set7はH4K20のモノメチル化、Suv4-20h1/h2

は H4K20のトリメチル化の制御に重要な役割を果たしている (7, 9)。 

表１にヒストン H3とH4のそれぞれのアルギニン残基、リジン残基へメチル基を転移す

る酵素と、それぞれの修飾の機能の一覧を示す。表１には代表的なメチル化酵素を示した
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が、これら以外にも多くのヒストンメチル化酵素が同定されている。また表には示さなか

ったが H2A、H2B のテールにもメチル化修飾がなされることが報告されている。そして、

メチル化以外のヒストン修飾(アセチル化、リン酸化、ユビキチン化など)を触媒する酵素、

及びこれらの修飾がなされるアミノ酸残基もこれまでに多数報告されている。 

他方、ヒストンの化学修飾を外す酵素も数多く報告されており、ヒストンの化学修飾は

可逆的であることがわかっている。その中でも脱メチル化酵素及び脱アセチル化酵素が最

もよく研究されている。ヒストンのリジン残基の脱メチル化反応を修飾する酵素は KDM1

～6の 6つのファミリーに分類することができ、それぞれ標的とするリジン残基や外すメチ

ル基の数、作用する遺伝子座が異なることがわかっている(10)。また、ヒストン脱アセチル

化酵素である HDAC ファミリーは現在まで HDAC1～11まで同定されている(11)。 

 つまり、ヒストンの化学修飾を介した細胞機能の制御機構は、多様性に富んだ修飾酵素

群とそれを外す酵素群のバランス、そして、様々なヒストン修飾の組み合わせによっても

たらされる、非常に複雑で高度なものであるといえる。 

  

1-3 DNAのメチル化について 

 

 ヒストン修飾の他、DNAのメチル化も遺伝子の発現調節に関わる重要なエピジェネティ

ック修飾として知られている。哺乳類ではシトシンの 5 位の炭素へのメチル基の付加が主

に起こり、ゲノム上では CpG という 2 塩基の配列におけるシトシン残基になされる（図３

A）(33)。マウスにおいては DNAのメチル化は Dnmt1、Dnmt3a、Dnmt3b の三種類の酵素に

よって触媒されることがわかっている。Dnmt1 は DNAが複製された時に生じるヘミメチル

化状態の DNAを基質とすることから、維持メチル化酵素と呼ばれており、Dnmt3a/b は非メ

チル化状態の DNAを基質とすることから新規メチル化酵素と呼ばれている(図３B)(33)。メ

チル化酵素によりメチル化を受けたシトシン残基はMBDやMeCP2といったメチル化DNA
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結合タンパク質を呼び込む。そして、シトシンがメチル化されたことによる物理的な効果

や、メチル化 DNA 結合タンパク質によって、転写複合体の DNA への結合が阻害される。

その結果、メチル化されている遺伝子座に位置する遺伝子の転写が抑制されると考えられ

ている (図３C)(34)。 

  DNA メチル化酵素は、転写抑制に関わるヒストン修飾酵素（ヒストンメチル化酵素、ヒ

ストン脱アセチル化酵素）や、HP1 のようなメチル化ヒストン結合タンパク質と相互作用

することが知られている。また MeCP2 や MBD などのメチル化 DNA 結合タンパク質も、

これらヒストン修飾関連因子と相互作用することがわかっている。また遺伝学的な研究に

より、いくつかの系でヒストン修飾と DNAのメチル化は片方が上位のあるいは相互依存の

関係にあることも示されている。例えば、アカパンカビの DNA メチル化はヒストン H3K9

メチル化酵素 Dim5 により制御されており、植物のある部分の DNA メチル化と H3K9 メチ

ル化制御は相互依存の関係にある（35）。 

 上述したように、DNA のメチル化とヒストン修飾は非常に密接な関係にあることが示さ

れている。図４に哺乳類のヒストンメチル化酵素（Suv39h1, G9a, ESET）、ヒストン脱メチ

ル化酵素(Hdac1、Hdac2)、DNA メチル化酵素(Dnmt1、Dnmt3a、Dnmt3b)、メチル化ヒスト

ン結合タンパク質(HP1、HP1、HP1、ATRX)、そしてメチル化 DNA結合タンパク質(MBD1、

MBD2、MeCP2)の相互作用関係を示す。 

 

1-4 構成的ヘテロクロマチンについて 

 

先に述べた H3K9のメチル化や DNAのメチル化は、これらの修飾を認識する複数のタン

パク質により認識されることによって、そのクロマチン構造を凝縮させる。この凝縮した

クロマチン構造のことをヘテロクロマチンと呼ぶ。ヘテロクロマチンは条件的(facultative)

ヘテロクロマチンと構成的(constitutive)ヘテロクロマチンの 2 種類に分類できる。条件的ヘ
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テロクロマチンは、発生・分化に伴う遺伝子発現制御のために形成されるヘテロクロマチ

ンであり、細胞の置かれている環境によって可逆的に特定の遺伝子領域のクロマチン構造

を選択的に凝縮する。一方、構成的ヘテロクロマチンは発生・分化、細胞周期を通して恒

常的に存在するヘテロクロマチンである。構成的ヘテロクロマチンはセントロメアやテロ

メアなどの染色体の機能ドメインまたはその近傍に主に形成されている。構成的ヘテロク

ロマチンは染色体の安定性に寄与していることが示唆されており、その異常は染色体の不

安定性を引き起こし、分裂の際の姉妹染色分体の分配異常や異常染色体の形成につながる。

マウス染色体においてはセントロメア近傍に位置するペリセントロメア領域、分裂酵母に

おいてはセントロメアと mating-type 領域が構成的ヘテロクロマチンとして凝縮しており、

これら構成的ヘテロクロマチンの形成機構を明らかにするために精力的な研究がこれまで

になされてきた(68)。 

 

1-5 Suv39hおよび HP1について 

 

ショウジョウバエにおける遺伝学的なスクリーニングにより斑入り位置効果（PEV：

Position effect variegation）の抑圧変異として 30～40の Su(var)グループの遺伝子が同定

された(69)。このグループに属する遺伝子である Su(var)3-9 及び酵母、マウス、ヒトにお

けるホモログである clr4、Suv39h1/h2、 SUV39H1/H2にコードされているタンパク質は

N末端にクロモドメイン、C 末端に SETドメインを有する。そしてこれらのタンパク質は

ヒストンメチル化活性を持ち、ヘテロクロマチンの形成に非常に重要な役割を担っている

ことが示されている(70)。一方、同様に Su(var)グループ遺伝子として同定されたHP1は N

末端にクロモドメイン、C末端にクロモシャドウドメインを持つタンパク質をコードしてい

る。HP1は上述したように、クロモドメインによりメチル化された H3K9を認識すること

でヘテロクロマチン領域へ集積することが知られている(3, 4)。 
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哺乳類細胞においてはセントロメアとペリセントロメア、酵母においてはセントロメア、

mating-type 領域において Suv39h/Clr4 による H3K9me3/2 修飾と HP1/Swi6 の蓄積が見

られ、高度に凝縮した構成的ヘテロクロマチンを形成する(71)。マウス染色体におけるペリ

セントロメア領域では H3K9me3 修飾の他、H4K20me3 修飾、DNA メチル化といった転

写抑制に関わるエピジェネティック修飾が蓄積していることがわかっている。そして

Suv39h1/h2を両方とも欠失させたマウスの細胞(Suv39h dn)においてはペリセントロメア

領域でのH3K9me3修飾、H4K20me3修飾の蓄積の喪失、HP1の非局在化、DNA メチル

化レベルの低下が観察される(72, 73, 74)。このように Suv39hはヘテロクロマチン構造の

形成において上流に位置する重要な分子であると言える。 

通常、野生型細胞のペリセントロメア領域では Suv39h 自身の局在化が見られる。そし

て、ペリセントロメア領域からH3K9me3修飾が喪失している Suv39h dn 細胞に、野生型

の Suv39h を発現させると、ペリセントロメア領域への自身の局在と H3K9me3 修飾が回

復する。一方、メチル化活性のない Suv39h の変異体では、野生型細胞に発現させた場合

では変異体のペリセントロメア局在が誘導されるのに対して、Suv39h dn 細胞ではそのペ

リセントロメア局在は回復しない。これらの実験結果より、Suv39h の局在化とH3K9me3

修飾のペリセントロメア領域への誘導・蓄積は必要十分条件を満たす関係にあると考えら

れている (64)。一方、HP1はH3K9me3修飾への強い親和性を持ち、また Suv39hと複合

体を形成することから(75, 76, 77)、Suv39h は HP１と共同してペリセントロメアヘテロク

ロマチンの形成を行っていると考えられている。つまり Suv39h が HP1 の足場である

H3K9me3修飾を触媒し、それを認識したHP1が Suv39hをペリセントロメア領域へ誘導

してくるという反応開始・拡大モデルが有力である（図５）。しかし、Suv39hが HP1に依

存しなければ H3K9me3 修飾をペリセントロメア領域へ確立できないという直接的な証拠

はなかった。そこで筆者は Suv39h と HP1との間の相互作用に着目し、ペリセントロメア

領域におけるSuv39hによるH3K9me3修飾の確立におけるHP1との関係性の意義を明ら
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かにすることを目的に研究を進めた。 
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第２章 実験手法 

 

プラスミド 

N末端にFlagタグを融合した、Suv39h1、酵素活性の無いSuv39h1の変異体（Suv39h1H324L 

(H324L)）、そしてN末端の1～41アミノ酸を欠いたSuv39h1の変異体(Suv39h1(1-41) (N))

の発現ベクターは、pCAG-FLAG-IRESpuro ベクターへサブクローニングした。また、C

末端にmyc タグを癒合した、HP1、HP1、HP1の発現ベクターは、pcDNA3.1-Myc/HIS 

vector へサブクローニングされている。 

 

抗体 

ウエスタンブロット解析、免疫染色そしてクロマチン免疫沈降に使用した抗体は以下の通

りである。抗 H3K9me3抗体 (2F3)、抗H4K20me3抗体 (27F10)、抗 Flag 抗体 (Sigma, 

F3165)、抗 myc 抗体(3F10)抗 HP1抗体（ウエスタンブロット解析用）(Millipore, 

MAB3584 )、抗 HP1抗体(Millippore, MAB3446) 、抗 HP1抗体(MBL, BMP002)、抗

HP1抗体 (MBL, BMP003)、抗チューブリン抗体 (Oncogene, CP-06) 、抗 ATRX 抗体

(Santa Cruz, sc-15408)、抗 Dnmt1抗体 (Santa Cruz, sc-20701)、抗 Dnmt3a抗体 (Santa 

Cruz, sc-52921)、抗 Dnmt3b抗体 (IMGENEX, IMG-184A) 

 

ウエスタンブロット解析 

回収した細胞をサンブルバッファー（5% 2-メルカプトエタノール、20 mM Tris-HCl pH8.8、 

1% SDS）に懸濁した。次にこれを超音波破砕装置で破砕し、95℃で 3分煮沸した。加熱さ

れたサンプルを SDS アクリルアミドゲルで電気泳動後、ニトロセルロース膜に転写した。

その後、5% スキムミルク T-TBS(0.05 M Tris, 0.138 M NaCl, 0.0027 M KCl, 0.1% tween 

20)溶液にニトロセルロース膜を浸し、室温で 1時間ブロッキングした。次に T-TBSで希釈
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した一次抗体溶液にニトロセルロース膜を浸し、室温で 1 時間反応させた。一次抗体反応

後にニトロセルロース膜を T-TBS で洗浄し、希釈した二次抗体溶液に浸した。二次抗体反

応は室温で 45 分行った。二次抗体反応後のニトロセルロース膜を T-TBS で洗浄し、最後

に HRP化学発光液（perkinElmer, Western Blot Chemiluminescence Reagent Plus）と 1

分間反応させ、ニトロセルロース膜をサランラップで包み、X線フィルムでオートラジオグ

ラムを行った。 

 

タンパク質免疫沈降法 

トランスフェクション試薬としてLT-1（タカラバイオ）を使用し、発現ベクターをHEK293T

細胞株へトランスフェクションした 48 時間後に細胞を回収した。回収した細胞を 1×PBS

で洗浄した後、1×PBS（5mM DTBP 含む）に懸濁し、4℃で 1 時間反応を行い、DTBP

によるタンパク質間の架橋反応を行った。架橋反応後の細胞を 1×PBS で洗浄した後、可

溶化バッファー（150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl ph7.5, 0.3% digitonin, 20 mM 

N-ethylmaleimide）に懸濁し、4℃で 30 分間反応を行った。そして 15000rpm、4℃で 10

分間遠心し、その上清を別のチューブへ移した。この上清へ抗体を加え 4℃で 2時間反応し

た後、サンプルにプロテイン G セファロースビーズを 10μl 加え、さらに 4℃で 2 時間反

応した。ただし、Flag 抗体で免疫沈降する際には抗 Flag 抗体アフィニティーゲル(Sigma, 

A2220-10ML )を 10μl上清へ加え、4℃で 2時間反応した。反応後のプロテイン Gセファ

ロースビーズ及び抗 Flag 抗体アフィニティーゲルを 1×PBSで 3回洗浄し、1×SDSサンプ

ルバッファーを加え、煮沸しウエスタンブロッティング用のサンプルとした。抗 Flag抗体

アフィニティーゲルに関しては、1×PBS での洗浄後に、溶出バッファー（3×Flag ペプチ

ド 150 ng / l 1×TBS）にて溶出した免疫沈降物へ 4×SDS サンプルバッファーを加え、煮

沸しウエスタンブロッティングのサンプルとした。 
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ヒストンメチル化アッセイ 

HEK293T 細胞へ Flag タグ付きの Suv39h1 及びその変異体の発現ベクターをトランスフ

ェクションし、二日培養した。回収した細胞を可溶化バッファー（420 mM NaCl, 20 mM 

Hepes pH7.5、 1.5 mM MgCl2、0.1% NP-40）に懸濁し、4℃で 30分間反応させた。そし

て 15000rpm、4℃で 10分間遠心し、その上清を別のチューブへ移した。この上清へ抗 Flag

抗体アフィニティーゲル(Sigma, A2220-10ML )を 10μl加え、4℃で一晩反応させた。その

後、可溶化バッファーで洗浄した後、1L の 10×コリンズバッファー(250 mM Tris-HCl 

pH8.5、 50 mM DTT)、精製ヒストン H3/4 1L（各 1g）、0.5 1L の 14C-S-アデノシル

メチオニン(PerkinElmer)、7.5 L の H2Oを加え攪拌し、30℃で 1時間反応させた。そこ

へ 4×SDSサンプルバッファーを加え、96℃で 5分煮沸し、氷上で急冷した。このサンプル

を 16% SDS ポリアクリルアミドゲルで電気泳動にて分離した。泳動後のゲルを固定液(50% 

メタノール、 10% 酢酸)中 65℃で 20分固定し、CBB染色液(0.25% ブリリアントブルー、 

40% メタノール、 7% 酢酸)中 65℃で 30分染色後、脱色液（5% メタノール、 7% 酢酸）

中 65℃で 20分脱色反応を行った。脱色後のゲルはろ紙にポンプを使用して乾燥貼付したあ

と、サランラップに包み、オートラジオグラムイメージをイメージングプレートに焼き付

け、BAS-5000(FUJIFILM)によって解析した。 

 

Micrococcal Nuclease (MNase)耐性試験 

2×106の細胞を回収し 5 mlの 1×PBS で洗浄し、4℃ 300g で 5分間遠心した。上清を

捨て、細胞ペレットへ NP-40可溶化バッファー(10 m m Tris-HCl(pH 7.4), 10 mM NaCl, 3 

mM MgCl2, 0.5 % NP-40, 0.15 mM spermine, 0.5 mM spermidine)を加え懸濁し、氷上で

5 分間静置した。4℃ 120g で 10 分間遠心し上清を捨てた。細胞核ペレットを MNase 

digestion バッファー(10 mM Tris-HCl(pH 7.4), 15 mM NaCl, 60 mM KCl, 0.15 mM 

spermine, 0.5 mM spermidine)で洗浄し、4℃ 120gで 10分間遠心した後、上清を捨てた。
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そこへMNase digestion バッファーを 1 ml加え核ペレットを懸濁し、100 Lずつ別のチ

ューブへ分注した。その核懸濁液へMNase（0～20 unit）を加えピペッティング後、すぐ

に 16℃の水浴へチューブを浸け 5分間反応させた。そこへ 80 lのMNaseバッファーと、

20LのMNase stopバッファー(100 mM EDTA, 10 mM EGTA)を加え、MNaseの消化反

応を停止させた。そこへ 3 Lの PK(20 mg/ml)と 10 Lの 20% SDSを加え、37℃で一晩

反応させた。このサンプルから、フェノール/クロロホルム処理の後、エタノール沈殿によ

って DNA を精製した。この DNA サンプルを 1.5%アガロースゲルで電気泳動し、後述す

る手順でサザンブロッティングを行った。この時使用した DNAプローブは、後述するメジ

ャーサテライト配列である。 

 

細胞培養 

本研究においては、野生型 ES細胞株として TT2細胞株を使用した。Suv39h1/h2 dn ES

細胞株は Thomas Jenuwein 博士より譲渡されたものである。ES 細胞は 15% fetal calf 

serum, leukaemia-inhibiting factor (LIF), penicillin/streptomycin, L-glutamine, 

non-essential amino acids 、 β-mercaptoethanol を含む Dulbecco’s modified Eagle’

s medium (Sigma)中で培養した。Flag-Suv39h1、Flag-H324L、Flag-Nの安定発現株は、

それぞれの発現ベクターを直鎖状化した DNA断片を、Suv39h dn ES細胞株へエレクトロ

ポレーションし、ピューロマイシン (1 μg ml-1)で選別を行い樹立した。 

 

免疫染色 

チャンバースライド(nunc, 177437JP)上で培養した細胞を 4%パラホルムアルデヒド 1×

PBS にて室温、8分間固定した。1×PBS で洗浄した後、1% Triton X-100 1×PBS で細

胞を透過処理した。1×PBS で洗浄後、3% BSA、0.1% tween 20 1×TBS で 15分ブロ

ッキングした。このブロッキングバッファーに一次抗体を希釈し、4℃で一晩反応させた。
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1×PBS で洗浄後、室温 1時間で二次抗体反応を行った。核は DAPIで染色した。サンプル

は共焦点蛍光顕微鏡 (Olympus, FV1000)で観察した。 

 

クロマチン免疫沈降 (ChIP) 

（クロスリンク-ChIP）細胞(5×106)を回収し 1×PBS で洗浄し、5%ホルムアルデヒドを含

む 1×PBS 5ml にて、室温、5 分で固定した。5%ホルムアルデヒド溶液を除去した後、

1M グリシン 1×PBS 5 ml に細胞を懸濁し、室温、10分で中和した。1×PBSで細胞を洗

浄した後にNP-40 バッファー (10 mM, Tris-HCl pH 8.0, 10 mM NaCl, NP-40 0.5% ) 5ml

に細胞を懸濁し、室温で10分間インキュベーションした。NP-40バッファーを除去した後、

細胞ペレットへ SDS 可溶化バッファー (50 mM Tris-HCl pH 8.0, 1% SDS, 10 mM 

EDTA) 100lを加え、10回ピペッティングを行い、そこへ ChIP 希釈バッファー (50 mM 

Tris-HCl pH8.0, 167 mM NaCl, 1.1% Triton X-100, 0.11% sodium deoxycholate) 400lを

加え転倒混和させた。この溶液の入ったチューブを超音波破砕装置 Bioruptor (Cosmo Bio)

にセットし、（15秒 ON、15秒 OFF）×24サイクルで超音波破砕を行った。15000rpm、

4℃で 10 分間遠心を行い、上清を別のチューブへ移し、そこへ 500l の ChIP 希釈バッフ

ァーを加え 1ml の溶液とした。この溶液からさらに 300l を別のチューブへ移し、そこへ

200lの 1×RIPA バッファー-150 mM (50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1mM EDTA, 

0.1% SDS, 1% Triton X-100, 0.1% sodium deoxycholate)を加えた。この溶液へ抗体を加え、

4℃で 4 時間反応を行った。抗マウスもしくは抗ラビット IgG を結合させた磁気ビーズ

(Invitrogen, 112.01D、11203D)を 20l加え、さらに 1時間反応させ、免疫複合体を回収し

た。この免疫複合体と結合したビーズを、1×RIPA バッファー-150 mM、1×RIPA バッフ

ァー-500 mM（50 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl, 1mM EDTA, 0.1% SDS, 1% Triton X-100, 

0.1% sodium deoxycholate)で一回ずつ、そして 1×TEで 2回洗浄を行った。このビーズへ

200 lのChIP 溶出バッファー(10 mM Tris-HCl, 300 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0.5% SDS)
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と 1l の RNase 溶液(20 mg/ml)を加え 65℃に静置することによって脱クロスリンク及び

RNA の分解を行った。その後、3 lの proteinase K (20 mg/ml)を加え、56℃で 1時間反

応させた。そしてフェノール/クロロホルム抽出、及びエタノール沈殿を行い、DNA ペレッ

トを 1×TEを 60 lに溶解させ、RT-qPCR のサンプルとした。RT-pPCR は SYBR green (タ

カラバイオ)を用い、step one(Applied Biosystems)により PCR反応、シグナル検出を行っ

た。 

（ネイティブ ChIP法）細胞(2×106)を回収し 1×PBS で洗浄し、50 lのバッファー1(60 

mM KCl, 15 mMNaCl, 5 mM MgCl2, 0.1 mM EDTA, 15 mM Tris-HCl, 0.3 M sucrose, 

DTT, PMSF, Aportinin)に懸濁した。そこへ 50 lのバッファー2(60 mM KCl, 15 mMNaCl, 

5 mM MgCl2, 0.1 mM EDTA, 15 mM Tris-HCl, 0.3 M sucrose, 0.8% NP-40,  DTT,  

PMSF, Aportinin)を加え氷上で 10 分間静置した。そして、800l のバッファー3(60 mM 

KCl, 15 mMNaCl, 5 mM MgCl2, 0.1 mM EDTA, 15 mM Tris-HCl, 1.2 M sucrose, DTT, 

PMSF, Aportinin)を加え、転倒混和し、4 ℃で 10分間、8000 rpmで遠心し上清を捨てた。

そしてペレットを 200 lのMNaseバッファー(0.32 M sucrose, 50 mM Tris-HCl, 4 mM 

MgCl2, 1 mM CaCl2, PMSF)に懸濁した後、0.3 unitのMNase(TAKARA)を加え、37℃で

15分間反応させた。0.5 M EDTAを 10 l加えた後、4℃ 15000 rpmで 10分間遠心した。

そこへ 1.8 mlのインキュベーションバッファー(50 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl, 5 mM 

EDTA, 0.1% NP-40, PMSF)を加えたのち 390l(コントロール)、と 780 lに分注し、後者

に抗体 1 g を加え、4 ℃で一晩反応させた。抗マウスもしくは抗ラビット IgGを結合させ

た磁気ビーズ(Invitrogen, 112.01D、11203D)を 20l加え、さらに 1時間反応させ、免疫複

合体を回収した。回収した磁気ビーズを洗浄バッファーA(50 mM Trisi-HCl, 10 mM EDTA, 

0.01% NP-40, 75 mM NaCl)、洗浄バッファーB(50 mM Trisi-HCl, 10 mM EDTA, 0.01% 

NP-40, 100 mM NaCl)、洗浄バッファーC(50 mM Trisi-HCl, 10 mM EDTA, 0.01% NP-40, 

175 mM NaCl)で洗浄し、溶解バッファー(20 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, 400 mM NaCl, 
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0.5% SDS, 100g/ml proteinase K)に懸濁し、56℃で 3時間反応させた後に、フェノール/

クロロホルム抽出、及びエタノール沈殿を行い DNA断片を回収し、DNAペレットを 1×TE

を 60 lに溶解させ、RT-qPCRのサンプルとした。RT-pPCRは SYBR green (タカラバイ

オ)を用い、step one(Applied Biosystems)により PCR 反応、シグナル検出を行った。 

（RT-qPCRに使用したプライマー） 

(プライマー名)   （シーケンス） 

major satellite ChIP F  gacgcttgaaaaatgacgaaatc 

major satellite ChIP R  catattccaggtccttcagtgtgc 

Gapdh ChIP F   atcctgtaggccaggtgatg 

Gapdh ChIP R   aggctcaagggcttttaagg 

 

サザンブロット解析 

ゲノムDNAは細胞のペレットを溶解バッファー(20 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, 400 mM 

NaCl, 0.5% SDS, 100g/ml proteinase K)に懸濁し、56℃に一晩置くことによって可溶化

した。その後フェノール/クロロホルム/イソアミルアルコール(25:24:1)抽出後、エタノール

沈殿を経てゲノム DNAを抽出した。 

 ゲノム DNA をMaeIIで一晩、制限酵素処理し、1%アガロースゲルで電気泳動した。次

にゲルを 0.25 M HCl で 30 分間処理することにより DNA を適当に加水分解し、0.4 N 

NaOH で変性させたた後、ナイロン膜に一晩かけてアルカリ転写を行った。その後ナイロ

ン膜を 80℃で 1時間加熱し、DNAをナイロン膜に固定させた。次にナイロン膜をプレハイ

ブリダイゼーションバッファー（50% ホルムアミド、5×SSCPE、5×デンハルト液、0.5 

mg/mサケ精子 DNA、1% SDS）を用いて 42℃で 1時間ブロッキングした後、a-32P-dCTP

で標識されたプローブ DNA を含むハイブリダイゼーションバッファー（50% ホルムアミ

ド、5×SSCPE、1×デンハルト液、0.2 mg/mサケ精子 DNA、1% SDS、 100 mg/ml デ
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キストラン硫酸ナトリウム）を用いて、42℃で一晩ハイブリダイゼーションを行った。最

後にナイロン膜を洗浄バッファー(2×SSC、0.1% SDS)によって 65℃下で洗浄し、オート

ラジオグラムイメージをイメージングプレートに焼き付け、BAS-5000(FUJIFILM)によっ

て解析した。 

本実験で使用したメジャーサテライトの DNAプローブ (338 bp)は、Suv39h dn ES細胞株

より抽出した DNA を鋳型として、以下のプライマーを使用して増幅した DNA 断片を

BamHI、EcoRIで制限処理して、pBluescript SKII(+)へサブクローニングすることによっ

て得た。MajF.BamHI (5’-tacggatccGACGACTTGAAAAATGACGAAATC-3’) 

MajR.EcoRI(5’-tacgaattcCATATTCCAGGTCCTTCAGTGTGC-3’)。 

メジャーサテライトの DNAプローブの全配列は以下のとおりである。 

major satellite DNA プ ロ ー ブ ：

GACGACTTGAAAAATGACGAAATCACTAAAAAACGTGAAAAATGAGAAATGCACAC

TGAAGGACCTGGAATATGGCGAGAATACTGAAAATCACGGAAAATGAGAAATACAC

ACTTTAGGACGTGAATTATGGCGAGGAAAACTGAAATAGGTGGAAAATTTAGAAAT

GTCCACTATAGGACATGGAATATGCCAAGAAAACTGAAAATCATGGAAAATGAGAA

ACATCCACTTGACCACTTGAAAAATGACGAAATCACTAAGAAACGTGAAAAATGTG

AAATGCACACTGAAGGACCTGGAATATG 

プローブを使用する際には、上記ベクターより、BamHI、EcoRI の制限処理によって切り

出した。 

 

RNA の精製 

1×106個の細胞を回収し 1mlのセパゾール RNAI（ナカライテスク）を加えたあとに、ボル

テックスを行って RNAを可溶化した。次に室温で 10分静置した後、クロロホルムを 200 l

加えて再度ボルテックスを行い、室温で 5分静置した。その後、4℃、15000rpmで遠心を
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行い、水相のみを別のチューブへ移した。この溶液へイソプロパノールを加え、4℃、

15000rpm で 10 分間遠心を行い、RNA を沈殿させた。沈殿した RNA を 70%エタノール

で洗浄し、乾燥させた後に 1×TE に溶解した。 

 

ノーザンブロット解析 

前期方法により抽出した RNA を RNA サンプルバッファー(0.8×MOPS、40%ホルムアミ

ド、5%ホルムアルデヒド)に加え、56℃で 15分間反応した。その後、氷上に 1分間置いて

急冷し、1×MOPS ゲルで電気泳動した。泳動後の RNA は 10×SSC でナイロン膜に転写

した。以下の過程はサザンブロット解析と同様に行った。 

またサザンブロット解析で使用したメジャーサテライト DNAプローブを使用した。 
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第 3章 研究結果 

 

3-1 Suv39h1は N末端領域でHP1と相互作用し、SETドメインによりヒストンのメチル

化を行う 

 

Suv39h1とHP1との間の相互作用についてはこれまでGSTタグ付きタンパク質による

共沈降解析によって検討がされており、Suv39h1のクロモドメインよりN末端側に位置す

る 41アミノ酸の領域が HP1との相互作用領域として報告されている(76, 77)。そこで、ま

ず筆者は、Flagタグ付きのSuv39h1(Flag-Suv39h1)とmycタグ付きのHP1、、(HP1,, 

-myc)（図６A）を HEK293T 細胞株において発現させ、免疫沈降法によりこれらの HP1

分子との相互作用を再検討した。その結果、抗 Flag 抗体により Flag-Suv39h1を免疫沈降

すると HP1、、-myc いずれも共沈降することが確認できた(図６B lane7～9)。次に、

HP1との相互作用領域として報告されている Suv39h1 の N 末端領域(1-41)を欠失させた

変異体(Flag-N)でも同様に HP1 との相互作用を調べた。その結果、Flag-N を免疫沈降

しても HP1、、-myc はどれも共沈降しなかった(図６B lane10～12)。この結果は、抗

myc抗体による共免疫沈降実験によっても再現された（図 6 B）。以上より、Suv39h1の N

末端は HP1との相互作用において必須の領域であることが明確となった。 

さらに、Suv39h1のメチル化活性についても検証を行った。Suv39h1は、その C末端側

にある SETドメインがメチル化活性を担っていることが報告されている（3）。そこで筆者

は Suv39h1 の SET ドメイン中のヒストンメチル化活性に重要であることが示唆されてい

るアミノ酸残基を置換した２種類の変異体を作成した。1 つは酵素活性が失われる H324L

アミノ酸置換体(Suv39h1H324L)、もう１つは酵素活性が増強する H320R アミノ酸置換体

(Suv39h1H320R)である。野生型とこれらの変異体 Suv39h1のメチル化活性を in vitroのヒ

ストンメチル化アッセイにより検討した。その結果、野生型 Suv39h1において見られたヒ
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ストンH3のメチル化活性が、H324Lでは失われていること、H320Rでは野生型のSuv39h1

よりも大幅にヒストンメチル化活性が向上していることが確認できた（図７）。 

 

3-2 Suv39h1はHP1との相互作用非依存的にペリセントロメア領域へのH3K9me3修飾

を触媒する 

 

前述したようにヘテロクロマチンの形成にはヒストンメチル化酵素である Suv39h/Clr4、

そしてヘテロクロマチンタンパク質である HP1/Swi6 が重要な役割を担っていることがわ

かっている。マウスにおいては Suv39hとHP1が複合体を形成し、これらの 2つのタンパ

ク質が協奏的に働きヘテロクロマチン領域へ H3K9me3 修飾を広げていくと考えられてい

る（図５）。この反応モデルにおいては Suv39h と HP1 との間の相互作用が必要である。

しかし、これら 2 つのタンパク質の間の相互作用がヘテロクロマチン形成に必須であると

いう直接的な証拠は示されていなかった。そこで筆者は Suv39hと HP1との間の相互作用

が本当にヘテロクロマチンの形成に必要であるのか検証することとした。 

そのために、まず Flag タグをつけた Suv39h1(Flag-Suv39h1)、メチル化活性を欠失し

た Suv39h1の変異体(Flag-H324L)、そしてHP1との相互作用を欠失した Suv39h1の変異

体(Flag-N)の発現ベクターを Suv39h1/h2をノックアウトした ES 細胞(Suv39h dn ES)

へトランスフェクションし、その安定発現株を樹立した(図 8A)。残念ながら、内在性の

Suv39h1 のタンパク発現量をウエスタンブロッティングにより検出するできるよい抗体が

入手できなかったため、内在性－外来性タンパク質の発現量の比較をすることは叶わなか

った。なお、上述したメチル化活性が向上している変異体である H320R の安定発現株も樹

立しようと試みたが、細胞増殖が著しく遅滞するため全く樹立することができなかった。

この実験結果は、Suv39h1 の過剰発現は細胞周期の遅滞をもたらすという過去の報告と合

致した結果となった (78)。Suv39h1が細胞周期の遅滞を引き起こすメカニズムについては
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現在のところ明らかではない。 

次に筆者は樹立した細胞株におけるペリセントロメア領域の H3K9me3 修飾と HP1、

Suv39h1 の局在を免疫染色にて観察し、Suv39h1 と HP1 との間の相互作用のヘテロクロ

マチン形成への寄与を調べ た。ペリセントロメア領域は 蛍光色素 DAPI 

(4',6-diamidino-2-phenylindole)と親和性の高い AT リッチなメジャーサテライトリピート

により構成されており、さらに凝縮した構造をとっているため、DAPIによる染色を行うと

濃い点 (DAPI-dense 部位)として観察できる。野生型のマウス ES 細胞においては

H3K9me3修飾と HP1、、の蓄積が DAPI-denseな部位で見られ、Suv39h dn ES細

胞においてはこれらの蓄積が DAPI-dense な部位から失われていることが確認できる。(図

8B, C)。そして、Flag-Suv39h1を発現する suv39h dn ES細胞株においては、H3K9me3

修飾の蓄積及び HP1 の局在化が DAPI-dense 部位において回復した(図 8B, C)。またメチ

ル化酵素活性のない Flag-H324L の安定発現株では DAPI-dense 部位における H3K9me3

修飾の蓄積、HP1の局在化が回復しないことから、ヘテロクロマチンの形成には Suv39h1

によるヒストンメチル化活性が必須であるという過去の報告を確認した(図 8B, C)(3)。一方、

HP1 との相互作用ができない Flag-N を発現する Suv39h dn ES 細胞株においても

DAPI-dense 部位での H3K9me3 修飾の蓄積が回復することが明らかとなった(図 8B)。し

かし、興味深ことにHP1、、の DAPI-dense部位への局在化の回復は、それぞれ多く見

積もっても 20％程度しか回復していなかった(図 8B, C, E)。Flag-Suv39h1、Flag-H324L、

そして Flag-Nを発現する Suv39h dn ES細胞株は２クローンずつ観察し、同様の観察

結果が得られることを確認した(図 8F, G)。上記細胞株におけるヒストンメチル化修飾の状

況は、ウエスタンブロット解析によっても検討した。その結果、Suv39h dn ES 細胞におけ

る H3K9me3修飾は、野生型 ES細胞と比較して、約 50%程度低減することが示された（図

9下段）。野生型と Suv39h dn ES 細胞を抗H3K9me3抗体で免疫染色した際には、染色性

において顕著な差が見られたにもかかわらず、ウエスタンブロット解析ではそのような大
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きな差は見られなかった。ペリセントロメア領域は非常に凝縮した構造をとっていること

に伴い H3K9me3 修飾クロマチンも凝縮しているため、免疫染色においては強いシグナル

として検出されるが、それ以外の領域の H3K9me3 修飾は強く検出されないため、野生型

ES 細胞と Suv39h dn ES細胞株の間で顕著な差が見られるのだろうと推察した。ウエスタ

ンブロット解析により、Flag-Suv39h1及び、Flag-Nを発現する Suv39h dn ES 細胞株で

は、H3K9me3 修飾の総量が回復（あるいは野生型以上に回復）していることも確認でき、

免疫染色での観察結果と合致した。一方、Suv39hの発現あるなしは H3K9me2修飾の総量

には影響を与えないことがわかった（図９下から２段目）。しかし、Flag-Suv39h1 を発現

する Suv39h dn ES細胞株においてはH3K9me1修飾の総量が低減することがわかった(図

9上から３段目)。この結果は、Suv39h1はH3K9me1修飾を基質としてH3K9me3修飾を

加えるという過去の報告に合致する結果であった(79)。Flag-Suv39h1 の安定発現株では

H3K9me1 の減少、H3K9me3 の増加が Flag-N の安定発現株と比して顕著に見られた。

少なくとも、ペリセントロメア領域の H3K9me3 修飾に関しては、免疫染色の結果、野生

型 Suv39h1と変異型(N)ではほとんど差がなかった。そのため、ペリセントロメア領域以

外のクロマチン領域への H3K9me3 修飾付加の機構において野生型 Suv39h1 とN には何

らかの差異点があることが考えられた。さらに、上述した細胞株のペリセントロメア領域

におけるHP1の蓄積、H3K9me3修飾状況を ChIP-qPCR により検証し、免疫染色と同様

の結果が得られた(図 10A, C)。つぎに、Flag-Suv39h1、Flag-H324L、Flag-N の局在化

を免疫染色により観察したところ、Flag-Suv39h1、Flag-Nはペリセントロメア領域へ局

在していることがわかった(図 8C)。Suv39h1 のペリセントロメア局在については、

ChIP-qPCR によっても確認された(図 10B)。なお今回樹立した細胞株における内在性の

HP1、、の発現量には変化はなかった図 11。これらのデータは、Suv39h1が HP1会

合非依存的にペリセントロメア領域へ誘導され H3K9me3 修飾を広げることができること

を示している。また、これらのデータはHP1がペリセントロメアヘテロクロマチンへ安定

25



 

的に局在化するためには、クロモドメインによる H3K9me3 修飾への結合だけでは十分で

はなく、Suv39h1との相互作用が必要であることを示している。 

 

3-3 マウス ES 細胞において Suv39h1はヘテロクロマチンの形態に影響を与えない 

 

筆者は Suv39h1 による H3K9me3 修飾、そして HP1 の蓄積がペリセントロメアヘテロ

クロマチンの形態にどの程度影響を与えるかについても調べることとした。まず筆者は上

記の細胞株における、細胞 1 個当たりの DAPI-dense 部位の個数と断面積を計算した。そ

の結果、上記の細胞株間では細胞 1 個当たりの DAPI-dense 部位の数と断面積には差がみ

られないことがわかった（図 12A, B）。また、DAPI-dence部位の形態を三次元イメージに

より観察したが、それぞれの細胞株の間で形態に変化は観察されなかった(図 12C) 

 DAPI染色のデータより、上記細胞株の間の違いは見られなかった。そこで、筆者はペリ

セントトロメア領域の凝縮具合を調べるために、上記細胞株についてマイクロコッカルヌ

クレアーゼ (MNase)感受性試験を行った。その結果、それぞれの MNase の濃度における

DNA 断片化の合いは、それぞれの細胞株間で有意な差が認められなかった。つまり、上記

細胞株の間でのペリセントロメア領域のMNase感受性に違いはないことがわかった(図13)。 

 これらの結果は、マウス ES 細胞においては Suv39h1 はペリセントロメア領域の凝縮に

は大きな寄与はしていないことを示している。 

 

3-4 H3K9me3の下流に位置する H4K20me3修飾と ATRXのペリセントロメア領域への

蓄積は HP1依存的である 

 

Suv39h dn 細胞ではペリセントロメア領域における H3K9me3修飾、HP1の局在化の喪

失だけでなく、その下流に位置すると言われている H4K20me3 修飾の喪失や HP1 以外の
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ヘテロクロマチンタンパク質の局在が失われていることがわかっている(72, 73, 74, 80,81)。

今回の実験により、Suv39h1によるペリセントロメア領域へのH3K9me3修飾の確立には

HP1 との会合ならびに蓄積は必須ではないことがわかった。そこで、本来なら存在するは

ずのHP1の蓄積がこれらペリセントロメアヘテロクロマチンの形成においてどのような意

義を持っているのかをさらに探るため、Flag-Nを発現する Suv39h dn ES細胞株におけ

るペリセトロメア領域での、H3K9me3修飾の下流の因子等についても検討することとした。 

まずは、ペリセントロメア領域における H4K20me3修飾の蓄積について免疫染色によっ

て観察した。野生型の ES細胞においては DAPI-dense部位へH4K20me3修飾が蓄積して

いるが、Suv39h dn 細胞株においてはその蓄積が喪失していることが観察できた (図 14A, 

C, D)。一方、Flag-Suv39h1を発現する Suv39h dn ES 細胞株においてはその蓄積が回復

しているが、Flag-H324Lの安定発現株では回復が見られなかった(図 14A, C, D)。これは

H4K20me3 修飾が Suv39h1 による H3K9me3 修飾の下流に位置していることを示してい

ると矛盾しない。しかし、Flag-N を発現する Suv39h dn ES 細胞株では DAPI-dense

部位における H4K20me3 修飾の回復が全く見られないことがわかった(図 14A, C, D)。

H4K20me3 修飾の責任酵素である Suv4-20h のヘテロクロマチン領域への誘導には HP1

との会合が必要であると過去に報告されている(82)。このデータは Flag-N を発現する

Suv39h dn ES 細胞株においては HP1 の局在化が失われているために Suv4-20h のペリ

セントロメア領域への誘導が起こらなかったと推察した。 

今回、クロモドメインによるH3K9me3修飾への親和性だけでは、HP1のヘテロクロマ

チンへの安定な局在化には不十分であることを示した。そこでHP1以外でH3K9me3修飾

への親和性のあるドメインをもつタンパク質 ATRX の局在化にどのような影響があるのか

を調べた。ATRXは ATPaseドメインを持つタンパク質で、SWI/SNFファミリーに属する

クロマチンリモデリング因子として知られている(83)。また ATRXの持つ ADDドメインに

は H3K9me3修飾への親和性があり、ヘテロクロマチン領域へ局在化する(84)。Suv39h dn 
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細胞株においてはその局在化が失われることから、ATRX の局在化は Suv39h による

H3K9me3修飾依存的であることがわかっている(84) (図14B, C, E)。ここで筆者はFlag-N

を発現する Suv39h dn ES細胞株においてATRXの局在化が回復するか否かを観察した。

その結果、Flag-N を発現する Suv39h dn ES細胞株では ATRXの局在化は回復しない

ことがわかった(図 14B, C, E)。このデータは ADDドメインによる H3K9me3修飾への親

和性だけでは ATRX のペリセントロメアヘテロクロマチンへの安定的な局在化には十分で

はないことを示している。そこで、筆者は Flag-Nを発現する Suv39h dn ES 細胞株で

は ATRXの局在化が回復しない理由についてもう少し検討することにした。ATRXはHP1

と相互作用することが知られているが(85)、この相互作用は ATRX のペリセントロメア領

域への局在化には部分的にしか寄与しないことが報告されている(86)。つまり、Flag-Nを

発現する Suv39h dn ES細胞株ではペリセントロメア領域への HP1の蓄積が減退してい

ることが ATRX のペリセントロメア非局在化の主原因ではないと考えられた。ATRX が

H3K9me3修飾に高親和性を示すには同じH3N末テールのH3K4がメチル化修飾を受けて

いないことが重要で、H3K4 がジ/トリメチル化修飾を受けると H3K9me3 修飾があっても

ATRX のヒストンへの結合が阻害されることが報告されている（87）。そこで、野生型 ES

細胞、Suv39h dn ES細胞株、そして Flag-Suv39h1、Flag-Nを発現する Suv39h dn ES

細胞株における H3K4me2/3修飾の状況を ChIP-qPCR により調べた。その結果、いずれの

細胞においてもペリセントロメア領域では H3K4me2/3 修飾の変化は見られないことがわ

かった(図 15)。このデータは、H3K4 へメチル化修飾が入っていることが、Flag-N を発

現する Suv39h dn ES細胞株での、ATRXのペリセントロメア領域への局在化が回復しな

い原因ではないことを示唆している。なお、上記の細胞株間において内在性 ATRX の発現

量に差がないことは、ウエスタンブロット解析により確認した(図 16A)。 

ATRX はペリセントロメア領域以外にも、DAXX（別名 death-domain associated 

protein-6）陽性の PML体 (PML body)にも局在していることがわかっている(88)。そこで
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筆者は、ATRXと DAXXの局在を免疫染色により観察し、Suv39h1が ATRXの DAXX陽

性 PML体への局在に影響を与えるか否か調べた。その結果、野生型 ES細胞、Suv39h dn 

ES 細胞株、そして Flag-Suv39h1、Flag-H324L、Flag-Nを安定発現する Suv39h dn ES

細胞株のいずれにおいても、DAXX陽性PML体におけるATRXの局在は失われなかった(図

16B)。この結果は、ATRXの DAXX 陽性 PML体への局在化には Suv39h は関与していな

いことを示している。 

 

3-5 Suv39H1は HP１会合・蓄積非依存的に DNAのメチル化を誘導する 

 

 ヒストン修飾と DNA のメチル化の 2 つのエピジェネティック修飾は互いに密接な関係に

あることがわかっている(図 4)(89)。Suv39h dn 細胞株においては新規メチル化酵素である

Dnmt3a、Dnmt3bのペリセントロメア領域への局在化が失われる結果、この領域を構成す

るメジャーサテライトリピートの DNA メチル化レベルが低下することが報告されている

(73)。そこで筆者は今回樹立した細胞株についてペリセントロメア領域の DNAメチル化レ

ベルを調べることにした。ゲノム DNAをメチル化 DNA 感受性制限酵素であるMaeIIで処

理したものを電気泳動で分離し、ペリセントロメア領域を構成するメジャーサテライトの

DNA 配列をプローブとして用いてサザンブロット解析を行うことにより DNA メチル化の

程度を調べた。コントロールとして Dnmt1、Dnmt3a、Dnmt3b のトリプルノックアウト

(Dnmt TKO)ES 細胞株をおいた。Dnmt TKO ES細胞株のゲノム DNAにはメチル化シト

シンが存在しないため、そのメジャーサテライトリピートは MaeII により完全に消化され

ていることが確認できる(図 17)。そして、野生型 ES細胞株では主に高分子量の DNA断片

が検出されるのに対し、Suv39h dn ES 細胞株では低分子量の DNA断片が多く検出され

た(図 17)。また Flag-Suv39h1、Flag-N の安定発現株においては高分子量の DNA が検出

できるが、メチル化活性のない Flag-H324Lの安定発現株では Suv39h dn ES細胞株と変
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わらず低分子量の DNAバンドが検出された(図 17)。この結果はメジャーサテライトリピー

トの高度なメチル化にはSuv39h1によるH3K9me3修飾が必要であることを示唆している。

また Flag-N の安定発現株ではペリセントロメア領域への HP1 の蓄積が見られないこと

から、DNAのメチル化はHP1会合・蓄積非依存的に Suv39h1によって誘起されることを

示す結果であった。次に筆者はこれらの細胞株について Dnmt3a、Dnmt3b の細胞内局在

を観察した。Dnmt3a、Dnmt3bは野生型の ES細胞株においてはペリセントロメア領域へ

局在しているが、Suv39h dn ES細胞株ではこれらの分子の局在化が失われていた(図 18A, 

B, D, E)。一方、維持メチル化酵素である Dnmt1のペリセントロメア局在は Suv39h dn ES 

細胞株でも失われなかった(図 18C)。これらのデータから、新規メチル化酵素の非局在化が

Suv39h dn 細胞株における DNA メチル化レベルの低下を引き起こしていると考えられた

(73)。そして Dnmt3a、Dnmt3b のペリセントロメア領域への局在化は Flag-Suv39h1、

Flag-N の安定発現株においては回復していた(図 18A, B, D, E)。この結果は DNAのメチ

ル化レベルの実験結果と合致していた。なお今回樹立した細胞株における内在性のDnmt3a、

Dnmt3bの発現量には変化はなかった図 19。 

 

3-6 メジャーサテライトの転写抑制にはHP1が必要である 

  

 ペリセントロメア領域は H3K9me3修飾、H4K20me3修飾そして DNAメチル化といっ

た転写抑制的なエピジェネティック修飾が蓄積していることが特徴である。しかし、この

ようなう抑制的なエピジェネティック修飾が蓄積しているにもかかわらず、ペリセントロ

メア領域を構成するメジャーサテライトリピートは弱いながらも転写されていることが確

認されている(90)。そしてこのメジャーサテライトリピートの転写はマウスの正常な胚発生

に必要であることが報告されている(91, 92)。しかし、がん細胞においてはこのメジャーサ

テライトリピートの異常な転写が見られることから、メジャーサテライトの転写量を正常
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なレベルに制御することは正常な細胞活動を維持するために必要であることが推測される

(93)。そこで筆者は今回樹立した細胞株についてメジャーサテライトリピートの転写制御が

正常に行われているかについて検討した。細胞株から total RNA を抽出し、メジャーサテ

ライトのプローブを使用してノザーンブロット解析を行った。その結果、野生型 ES細胞で

はメジャーサテライトの転写は抑制されているが Dnmt TKO ES細胞株、Suv39h dn ES 

細胞株では転写量の上昇が観察された(図 20A, B)。Dnmt TKO ES 細胞株ではペリセント

ロメア領域のH3K9me3修飾の蓄積には影響がないため(94)、Suv39h dn ES 細胞株に比

べ転写量が低いと考えられる。そして Flag-Suv39h1の安定発現株ではメジャーサテライト

の転写量が抑制されている一方、Flag-H324L の安定発現株では転写の抑制は見られない

(図 20A, B)。これは Suv39h1による H3K9me3修飾が転写抑制には必要であることを示し

ている。しかし、Flag-N の安定発現株においては不完全な転写抑制しか相補されていな

いことがわかった(図 20A, B)。 
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第 4章 考察 

4-1 Suv39h1は HP1会合・蓄積非依存的にペリセントロメア領域へ H3K9me3修飾を誘

導し維持することができる 

 

ペリセントロメア領域のヘテロクロマチンの形成は Suv39h1 と HP1 との共依存的な反

応により行われていると考えられてきた。Suv39h と HP1 には物理的な相互作用が認めら

れること(76, 77)、HP1のクロモドメインにはH3K9me3修飾への親和性がある(7, 8)とい

う実験事実から、Suv39hがHP1の足場であるH3K9me3修飾を提供し、HP1が Suv39h1

をヘテロクロマチン領域へ誘導していくという協奏的な反応モデルが考えられてきた。し

かし、Suv39h は HP1に依存しなければ H3K9me3修飾をペリセントロメア領域へ加える

ことができないという直接的な証拠は現在まで示されていなかった。そこで、筆者は

Suv39h1とHP1との間の相互作用に着目しペリセントロメアヘテロクロマチンの形成につ

いて解析を行った。 

筆者は Flag タグ付きの Suv39h1、H324L、そして HP1 との相互作用領域を欠いたN

を Suv39h dn ES細胞へトランスフェクションし樹立した安定発現株を用いて、免疫染色

によりペリセントロメアヘテロクロマチンを観察した。その結果、HP1 との物理的な相互

作用を欠いていてもSuv39h1はペリセントロメア領域へ局在しH3K9me3修飾の蓄積を行

うことがわかった。これまでにヘテロクロマチンが確立された後その維持にはHP1は必須

ではないことが報告されている (95, 96)。筆者のデータはこれらの報告を支持し、また新規

にヘテロクロマチンを確立する際にも Suv39hとHP1との相互作用は必要ではないことを

示す新しいものであり、これまで提唱されてきたモデルを訂正するものである。 

酵母においては Clr4のクロモドメインは H3K9me2への親和性と RNAへの結合能を有

しており、Clr4 と H3K9me2 及び RNA との結合がヘテロクロマチンの確立と維持に必要

であることが報告されている(97, 98)。またヒト SUV39H1 のクロモドメインにおいても
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H3K9me との親和性があることが最近報告された(99)。これらの報告から、次の仮説が導

き出せる。すなわち、Suv39h は自身で加えた H3K9me3修飾を足場にしてペリセントロメ

ア領域への局在を増強させ、この領域全域にH3K9me3修飾を蓄積していると推察する。 

興味深いことに Flag-Nの安定発現株ではペリセントロメア領域へH3K9me3修飾が蓄

積しているにもかかわらず、HP1の蓄積の回復がほとんど見られないことがわかった。HP1

のペリセントロメア領域への局在化にはクロモドメインによる H3K9me3 修飾への親和性

だけでは十分ではなく、クロモシャドウドメインによる他のタンパク質との相互作用が必

要であることが報告されている(100, 101)。また、ショウジョウバエでは、HP1のクロマチ

ンとの親和性は Su(var)3-9 との相互作用により促進されることが示されている(76)。今回

の実験結果と過去の報告を合わせて考えると、HP1 がペリセントロメアヘテロクロマチン

へ安定的に局在するためには、そのクロモシャドウドメインにおいて Suv39h と相互作用

することが必要であると考えられる。 

 

4-2 HP1は Suv39h1の下流に位置する反応を誘起するために必要である 

 

筆者は Suv39h1 が HP1 非依存的にペリセントロメア領域へ H3K9me3 修飾を確立する

ことができることを示した。そこで、H3K9me3 修飾の下流に位置するヒストン修飾や、

HP1以外のクロマチンタンパク質もHP1非依存的にペリセントロメア領域に蓄積すること

ができるのかという点が疑問となる。そこで、筆者は上述した Flag-Nを安定する Suv39h 

dn ES 細胞株のペリセントロメア領域における H4K20me3 修飾、そして ATRX の局在に

ついて観察した。 

過去の報告で、H4K20me3修飾の責任酵素である Suv4-20hは、HP1と相互作用するこ

とによりヘテロクロマチン領域へ誘導され、その標的領域へH4K20me3修飾を加えること

が示されている(82)。筆者は、ペリセントロメア領域への H3K9me3修飾の蓄積は見られる
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が、HP1 の局在化が見られない Flag-N を安定する Suv39h dn ES 細胞株においては、

H4K20me3 修飾のペリセントロメア領域への蓄積が見られないことを示した。この結果と

過去の報告を合わせて考えると、Suv4-20h による H4K20me3 修飾には、H3K9me3 修飾

だけでは十分ではなく、従来通り HP1が必須であるということが言えそうである。 

ATRX は N 末端側に ADD ドメインを有しており、H3K9me3 修飾を認識することでヘ

テロクロマチン領域に局在する。Flag-Nを安定する Suv39h dn ES細胞株におけるATRX

の局在を観察したところ、ペリセントロメア領域に H3K9me3 修飾が蓄積しているにもか

かわらず、ATRXの局在は見られないことがわかった。この細胞株では HP1の局在がペリ

セントロメアから失われていることからATRXの局在化はHP1依存的であることが予想さ

れるが、過去の報告で、ATRXの局在化は HP1に部分的にしか依存しないことが示されて

いる(87)。また、ADD ドメインが H3K9me3 修飾をもつ H3 に親和性を示すためには同じ

H3の H3K4がメチル化されていないことが重要で、H3K4へメチル化修飾が加わることに

より、ATRXのH3への親和性が低下することが報告されている(87)。そこで、筆者はSuv39h 

dn ES細胞株と Flag-Nを安定する Suv39h dn ES細胞株においてH3K4がメチル化され

ているため、ATRXの局在化が失われているのではないかと考え、ChIPによりペリセント

ロメア領域における H3K4 のメチル化レベルを調べた。その結果、調べたすべての細胞株

のペリセントロメア領域においてH3K4のメチル化レベルは有意差がないことがわかった。

つまり、Flag-Nを安定する Suv39h dn ES細胞株のペリセントロメア領域においてATRX

の局在化が失われているのは、HP１の非局在またはメチル化H3K4が原因ではないと考え

られる。おそらく ATRXはH3K9me3認識とHP1との相互作用だけでなく、その他のタン

パク質にも依存しながら総合的にペリセントロメア局在を行っており（例えば ES 以外の細

胞では MeCP2 との会合が ATRX のペリセントロメア局在に重要であることが分かってい

る(84)）、Flag-Nを発現する Suv39h dn ES細胞株では、HP1の蓄積の減退に伴い、こ

の仲介タンパク質のペリセントロメア領域への局在も失われているため、H3K9me3修飾は
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回復してもそれだけでは ATRXの局在も回復しないのではないかと、推察している。 

 

4-3 Suv39h1は HP1非依存的に DNAのメチル化を誘導することができる 

 

DNA メチル化とヒストン修飾は密接な関連性を有している。DNA メチル化酵素、メチ

ル化 DNA結合タンパク質、ヒストン修飾酵素そしてヒストン修飾結合タンパク質はお互い

に物理的な相互作用があることがわかっている(図 4)。その中で HP1 は Suv39h1 や G9a、

ESET といったヒストンメチル化酵素や Dnmt1、Dnmt3a、Dnmt3b といった DNA メチ

ル化酵素との相互作用が認められ(47, 50, 61)、ヒストン修飾と DNA メチル化との間の橋渡

しの役割を担っていると考えられている。しかし筆者は Flag-N の安定発現株を使用した

実験により Suv39h1 が HP1 非依存的に Dnmt3a、Dnmt3b をペリセントロメア領域へ誘

導し DNAのメチル化を引き起こすことを示した。一方、G9aと DNAメチル化酵素との間

の物理的な相互作用が標的遺伝子座への DNA メチル化酵素の誘導に重要であることが報

告されている (42)。これらの事実からヒストン修飾と DNAメチル化との間にはHP1の橋

渡しは必須ではないことが示唆される。これまで、Dnmt1 と HP1 が会合しており、HP1

を介した DNA メチル化制御機構があることが示唆されている（102）。今回の結果は、

Suv39h1が HP1会合・蓄積非依存的に、新規メチル化酵素である Dnmt3a、Dnmt3bをペ

リセントロメア領域へ誘導しメジャーサテライトリピートへの DNA メチル化を誘起して

いることを示唆している。 

 

4-4 メジャーサテライトリピートの転写抑制にはHP1が必要である 

 

酵母においては RNA 干渉機構がヘテロクロマチンの確立に重要であることがわかって

いる(103)。一方、哺乳類細胞においてはヘテロクロマチン形成過程における RNA の役割
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は明らかになっていない。しかし、ペリセントロメア領域を構成するメジャーサテライト

リピートはH3K9me3修飾やDNAメチル化などの転写抑制に関わるエピジェネティック修

飾が蓄積しているにも関わらず転写されていることが確認されている(90)。しかしメジャー

サテライトリピートの過剰な転写は発生の阻害を引き起こすことや、がん化と関連がある

ことが報告されており(91, 92, 93)、その転写は適度に抑制する必要があると考えられてい

る。筆者はこのメジャーサテライトの転写について検討した結果、HP1 の局在化が見られ

ない Flag-N の安定発現株においては十分な転写抑制が行われていないことがわかった。

この結果は、H3K9me3修飾と DNAメチル化だけでは転写抑制には十分ではなく、安定的

な HP1の局在化と H3K9me3修飾の下流に位置するヒストン修飾、タンパク質のペリセン

トロメア領域への蓄積が、メジャーサテライトリピートの転写抑制には必要であることを

示唆している。しかし、マウス ES 細胞における ESET による内在性レトロエレメントの

転写抑制については、HP1 は必須ではない事が報告されている(37)。これらの実験事実よ

り、HP1 による転写抑制機構は、作用する遺伝子座により異なるものであるとも考えられ

る。 

 

4-5 まとめと今後の展開 

 

今回の研究により、マウス染色体のペリセントロメアヘテロクロマチン形成における

Suv39h1及びHP1の作用機序についての新たな知見を得ることができた。従来提唱されて

きた Suv39h1 と HP1 の共依存的なヘテロクロマチン形成モデルを訂正するものである。

また、筆者の研究結果は、少なくともペリセントロメア領域においては、HP1 の役割は

Suv39h をこの領域へ誘導することではなく、H3K9me3修飾の下流に位置するヒストン修

飾や、ヘテロクロマチンタンパク質をこの領域へ呼び込み、安定的に局在化させ、より転

写抑制的で安定なヘテロクロマチンを形成することに重要性があることを示唆するもので
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ある(図 21)。しかし、ペリセントロメア以外のヘテロクロマチン領域、特に条件的ヘテロ

クロマチンにおける抑制性クロマチン状態の確立・拡大には、HP1 の H3K9me3 認識と

Suv39hとの会合が重要な役割を持っていることは、十分可能性があり、今後の残された課

題である。 

今回の研究により、ペリセントロメアヘテロクロマチンの形成過程の一部がより明確に

なったが、未だ疑問の残る点がある。それは Suv39h はどのようなメカニズムにより、

H3K9me3修飾が入っていないペリセントロメア領域へ誘導されそれが確立するか、という

点である。Suv39hによる H3K9me3修飾の前段階では、ESET、Prdm3、Prdm16による

ペリセントロメア領域の H3K9me1修飾が重要であることが最近報告されている(109)。ま

た、転写因子である Pax3、Pax9 はメジャーサテライトリピート配列へ結合し、その転写

を抑制しているが、これらの因子は H3K9me3 修飾の上流に位置することが報告されてい

る(79)。そして、分裂酵母においてはヘテロクロマチン形成に RNA 干渉の機構が関与して

いることがわかっているが、Clr4 自身も RNA への結合能を有しており、この結合能がヘ

テロクロマチンの形成に重要であることが示されている(97, 98)。これらの報告を合わせて

考えると、Suv39hのペリセントロメア領域への誘導には、その上流のヒストン修飾とそれ

を認識するタンパク質、Pax3・Pax9のような転写因子、そして RNAの関与が推測される。

RNA の関与については、分裂酵母の Clr4における RNA への結合領域である塩基性の－

ヘリックスが哺乳類のクロモドメインにも保存されていることから、その可能性も十分あ

りうるだろう。今後、今回の解析結果を元に、Suv39h の上流因子から Suv39h による

H3K9me3修飾に至るまでのさらなる分子メカニズムの解明が進むことを期待したい。 
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図表の説明 

 

図１ 真核生物のゲノム DNA はヒストンに巻き付き核内に収納されている 

真核生物のゲノム DNA は糸巻きの役割を担っているヒストンに巻き付くことによって、

秩序だって核内に収納されている。DNA とヒストンの複合体はヌクレオソームと呼ばれ、

クロマチン構造の最小単位である。ヌクレオソームは様々なタンパク質や RNAと会合する

ことで、高次なクロマチン構造を形成する。ヒストンは H1、H2A、H2B、H3、H4、の５

種類があり、そのうち H2A、H2B、H3、H4はコアヒストンと呼ばれ、それぞれが２分子

ずつ会合することによって、DNAが巻き付くヒストン八量体を形成する。 

 

図２ ヒストン H3の修飾酵素とリーダータンパク質とそれぞれの修飾の機能 

コアヒストンのテールは様々な化学修飾を受けることが知られている。例えばヒストン

H3は図に示すようにN末端から４番目、９番目、そして２７番目(それぞれH3K4, H3K9, 

H3K27)にメチル化、またはアセチル化修飾を受けることがわかっている。それぞれの修飾

は特異的な酵素（図中赤枠に示すもの）によって触媒され、読み取り分子（図中の HP1、

Chd1、TAF）に認識されることでその機能を発揮する。H3K9 及び H3K27 へのメチル化

は転写の抑制を誘導し、H3K4のメチル化、H3K9のアセチル化は転写の活性化を誘導する。 

 

図３ DNAメチル化は転写抑制に関わるエピジェネティックマークである 

哺乳類細胞においてはシトシン残基の５位の炭素にメチル基が付加されることが知られ

ている（A）。ゲノム中では CpG 配列のシトシンにメチル基の付加が起こる。DNA のメチ

ル化の責任酵素は、複製に伴い生じるヘミメチル化 DNA を基質にする維持メチル化酵素

Dnmt1と、新規にメチル基を加える新規(de novo)メチル化酵素(Dnmt3a、Dnmt3b)が存在

する(B)。DNA のメチル化はMeCP2やMBDなどといった読み取りタンパク質に認識され
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る。これらのタンパク質は、その他の転写抑制的なヒストン修飾関連因子を誘導し、クロ

マチン構造の変化をもたらすことで、結果、転写抑制機能を発揮しているのであろうと考

えられている。 

 

図４ ヒストン修飾関連因子と DNAメチル化関連因子は互いに相互作用している 

H3K9のメチル化などのヒストン修飾と、DNAのメチル化はともに遺伝子発現制御に寄

与していることがわかっている。そしてこれまでに、転写抑制的に働くヒストン修飾の関

連因子と、DNA メチル化の関連因子は互いに相互作用し合っていることが多く報告されて

いる。H3K9のメチル化酵素（Suv39h1、G9a、Setdb1）、DNAメチル化酵素（Dnmt1/3a/3b）、

メチル化ヒストン結合タンパク質（HP1、ATRX）、そしてメチル化 DNA 結合タンパク質

の間(MBD1、MBD2、MeCP2)で、相互作用することが報告されているものを図に示す。

それぞれの因子を結ぶ線は相互作用をすることを表す（29～60）。 

 

図５ 提唱されているペリセントロメアヘテロクロマチンの形成機構のモデル 

マウス染色体の模式図を示す。マウス染色体のセントロメア領域（図中黄色の領域）の

近傍に位置するペリセントロメア領域（図中青色の領域）は、恒常的にヘテロクロマチン

構造をとっている領域である（構成的ヘテロクロマチン）。Suv39h の蓄積とこれが触媒す

る H3K9me3修飾の蓄積、そしてH3K9me3修飾に結合するHP1の蓄積が、ペリセントロ

メア領域の特徴として観察される。ペリセントロメアヘテロクロマチンの形成については、

H3K9me3 修飾を認識した HP1 が Suv39h1 をペリセントロメア領域へ誘導し、続いて

Suv39h が近傍のヒストンへ H3K9me3 修飾を加えることによって、Suv39h の局在、

H3K9me3 修飾、HP1 の局在がペリセントロメア領域全域に拡大する、という反応モデル

が提唱されてきた。 
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図６ Suv39h1はその N末端領域においてHP1と結合する 

(A)タグ付きタンパク質の模式図である。N末端にFlagタグを融合させた野生型Suv39h1

（Flag-Suv39h1）、N末端の１～４１アミノ酸残基を欠失させた変異型Suv39h1（Flag-N）、

C 末端に myc タグを付加させた HP1、、（HP1//-myc）の模式図を示す。(B)図に

示した組み合わせで、発現ベクターをトランスフェクションした HEK293T 細胞株の細胞

抽出液を使用して、免疫沈降法－ウエスタンブロッティング法により Suv39h1 および HP

１の間の相互作用を観察した。その結果、抗 Flag 抗体を使用して免疫沈降すると、

Flag-Suv39h1 とともに HP1//-myc も共沈降する。逆に、抗 myc 抗体を使用すると、

HP1//-myc とともに Flag-Suv39h1 も共沈降する。しかし、Flag-N と HP1//-myc

の間では、これらの共沈降反応が見られなかった。 

 

図７ Suv39h1はその SETドメインにおいてヒストン H3をメチル化する 

 Flag タグを N末端に融合させた野生型 Suv39h1と、SETドメインへアミノ酸置換変異

を導入した２種類の変異型 Suv39h1(Suv39h1H324L(H324L)、Suv39h1H320R(H320R))をト

ランスフェクションした HEK293T 細胞株の細胞抽出液から精製した Flag-Suv39h1、

Flag-H324L、Flag-H320R のメチル化活性を、ヒストンメチル化アッセイにより調べた。

ネガティブコントロールとして、何もトランスフェクションしていない細胞株の抽出液を

使用して精製実験を行ったサンプルを置いた。その結果、Flag-Suv39h1と反応させたヒス

トン H3にメチル基(14C)が転位されることがわかった。しかし、Flag-H324Lと反応させた

H3 にはメチル基(14C)の転位がほとんど見られない。一方、Flag-H320R と反応させた H3

は、Flag-Suv39h1と反応させた時と比較して、顕著にメチル基(14C)の取り込みが向上して

いることがわかった。 

 

図８ Suv39h1 は HP1 非依存的にペリセントロメア領域へ H3K9me3 修飾を拡大するこ
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とができる 

(A) Suv39h1/2 double null (Suv39h dn) ES 細胞株へ、Flag-Suv39h1、Flag-H324L、そし

て Flag-N の発現ベクター（pCAG-IRESpuro）をトランスフェクションした後にピュー

ロマイシンを用いて薬剤選択を行い、安定的に Flag タグ付きのタンパク質が発現している

細胞株を樹立した。これらの細胞株における Flag-Suv39h1、Flag-H324L、そして Flag-N

の発現量を、抗 Flag 抗体を使用したウエスタンブロッティングにより調べた。図中で#1

と#2が付されている細胞株を使用して、以下の実験に使用した。なお、#2の細胞株につい

ての実験結果は図 8F, G、図 14D, E、図 18D, Eにおいて免疫染色の結果だけを示す。 

(B-D)野生型 ES細胞株(TT2)、Suv39h dn ES細胞株、そして Flag-Suv39h1、FlagH324L、

Flag-Nを安定発現する Suv39h dn ES 細胞株を、図に示す抗原に対する抗体で免疫染色

した。観察した抗原は H3K9me3（赤）、HP1（赤）、HP1（緑）、HP1（緑）、そして

Flag（赤）である。また DNA は DAPI（青）により染色した。（D）３０細胞のペリセント

ロメア領域(DAPI-dense部位)における抗原のシグナル強度をDAPIのシグナル強度で割っ

た値をグラフ化したものである。シグナル強度は ImageJにより解析した。(E, F)A、Bで

示した抗原に対する抗体で染色した複数の細胞の染色図である。また、Flag-Suv39h1、

FlagH324L、Flag-Nを安定発現する Suv39h dn ES 細胞株については、それぞれ 2つの

クローンの染色図を示す。 

 

図９ Suv39h1は HP1非依存的にH3K9me3修飾の蓄積を引き起こす 

 野生型 ES細胞株(TT2)、 Suv39h dn ES細胞株、そして Flag-Suv39h1、FlagH324L、

Flag-Nを安定発現する Suv39h dn ES 細胞株におけるヒストン H3のモノ、ジ、トリメ

チル修飾状態をウエスタンブロット解析により調べた。 

 

図１０ Suv39h1 のペリセントロメア領域への局在化と H3K9me3 修飾の蓄積は HP1 非
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依存的に起こる 

野生型 ES細胞株(TT2)、 Suv39h dn ES細胞株、そして Flag-Suv39h1、FlagH324L、

Flag-Nを安定発現する Suv39h dn ES 細胞株のペリセントロメア領域（メジャーサテラ

イトリピート）と、比較対象である GAPDH のプロモーター領域におけるH3K9me3修飾

(A)、Flag-Suv39h1、FlagH324L、Flag-N の局在(B)、及び HP1の蓄積（C）を、クロ

マチン免疫沈降法（ChIP）により調べた。 

 

図１１ Suv39h は HP1の発現量に影響を与えない 

 野生型 ES細胞株(TT2)、 Suv39h dn ES細胞株、そして Flag-Suv39h1、FlagH324L、

Flag-N を安定発現する Suv39h dn ES 細胞株における HP1a、b、g の発現量及び

Flag-Suv39h1、FlagH324L、Flag-Nの発現量をウエスタンブロッティングにより調べた。

ローディングコントロールとして-Tublinの発現量を示した。 

 

図１２ マウス ES細胞株において Suv39h は染色体中心の形態に影響を及ぼさない 

 野生型 ES細胞株(TT2)、 Suv39h dn ES細胞株、そして Flag-Suv39h1、Flag-Nを安

定発現する Suv39h dn ES細胞株を DAPIにより染色し、1細胞あたりの DAPI-dense部

位の数を計数した(A)(n=30)。また一つの DAPI-dense 部位の面積(pixel)を ImageJ を使用

して計算した(n=30)(B)。そして、徐々に焦点をずらしながら撮影をし、一つの細胞の核を

約 25枚の写真に収めた。そしてこれらの写真を重ね合わせることによって、三次元イメー

ジを取得した。このイメージの X-Z及び X-Y方向から見た画像を示す(C)。 

 

図１３ Suv39h はマウス ES 細胞においてヘテロクロマチンの凝縮には寄与しない 

 野生型 ES細胞株(TT2)、 Suv39h dn ES細胞株、そして Flag-Suv39h1、Flag-Nを安

定発現する Suv39h dn ES 細胞株をMNase(0～20 unit)で処理し、ペリセントロメア領域
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(メジャーサテライトリピート)の断片化の進行度(MNase 耐性)を、メジャーサテライトの

DNA プローブを使用してサザンブロッティングにより調べた。 

 

図１４ H3K9me3 の下流に位置する H4K20me3 修飾と ATRX のペリセントロメア領域

への蓄積は HP1依存的である 

 (A、B)野生型ES細胞株(TT2)、Suv39h dn ES細胞株、そしてFlag-Suv39h1、FlagH324L、

Flag-Nを安定発現する Suv39h dn ES 細胞株を、図に示す抗原に対する抗体で免疫染色

した。観察した抗原はH4K20me3（赤）、HP1（緑）、ATRX（緑）、そしてH3K9me3（赤）

である。また DNA は DAPI（青）により染色した。（C）３０細胞のペリセントロメア領域

(DAPI-dense部位)における抗原のシグナル強度をDAPIのシグナル強度で割った値をグラ

フ化したものである。シグナル強度は ImageJ により解析した。(D,E)A、B で示した抗原

に対する抗体で染色した複数の細胞の染色図である。また、Flag-Suv39h1、FlagH324L、

Flag-Nを安定発現する Suv39h dn ES細胞株については、それぞれ 2つのクローンの染

色図を示す。（D）野生型 ES 細胞株(TT2)と Suv39h dn ES細胞株をH3K9me3修飾(赤)、

Dnmt1（緑）に対する抗体を用いて染色した。 

 

図１５ Suv39h はペリセントロメア領域のH3K4のメチル化状態には影響を与えない 

 野生型 ES細胞株(TT2)、 Suv39h dn ES細胞株、そして Flag-Suv39h1、FlagH324L、

Flag-Nを安定発現する Suv39h dn ES 細胞株のペリセントロメア領域（メジャーサテラ

イトリピート）(A)と、比較対象である GAPDH のプロモーター領域(B)におけるH3K4me2、

H3K4me3修飾の蓄積度合いを、クロマチン免疫沈降法（ChIP）により調べた。 

 

図１６ Suv39h は ATRXの発現量と DAXX陽性 PML体への局在には影響を与えない 

 (A)野生型 ES細胞株(TT2)、Suv39h dn ES細胞株、そして Flag-Suv39h1、FlagH324L、
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Flag-Nを安定発現する Suv39h dn ES細胞株における ATRXの発現量をウエスタンブロ

ッティングにより調べた。ローディングコントロールとして-Tublin の発現量を示した。

(B) 野生型 ES 細胞株(TT2)、Suv39h dn ES細胞株、そして Flag-Suv39h1、FlagH324L、

Flag-Nを安定発現する Suv39h dn ES 細胞株における ATRX(緑)、DAXX（赤）の局在を

免疫染色により調べた。この時 DNAは DAPI（青）で染色した。 

 

図１７ Suv39h1はHP1非依存的にペリセントロメア領域におけるDNAのメチル化を誘

起できる 

 野生型 ES細胞株(TT2)、Suv39h dn ES細胞株、そして Flag-Suv39h1、FlagH324L、

Flag-Nを安定発現するSuv39h dn ES細胞株のゲノムDNAをメチル化DNA感受性制限

酵素 MaeII により消化し、メジャーサテライトリピートの断片化を、メジャーサテライト

の DNAプローブを使用してサザンブロッティングにより調べた。 

 

図１８ Suv39h1 は HP1 非依存的に Dnmt3a/b をペリセントロメア領域に誘導すること

ができる 

 (A、B)野生型ES細胞株(TT2)、Suv39h dn ES細胞株、そしてFlag-Suv39h1、FlagH324L、

Flag-Nを安定発現する Suv39h dn ES 細胞株を、図に示す抗原に対する抗体で免疫染色

した。観察した抗原は Dnmt3a（赤）、Dnmt3b（赤）、そして HP1（緑）である。また

DNA は DAPI（青）により染色した。（C）３０細胞のペリセントロメア領域(DAPI-dense

部位)における抗原のシグナル強度を DAPI のシグナル強度で割った値をグラフ化したもの

である。シグナル強度は ImageJ により解析した。(D,E)A、B で示した抗原に対する抗体

で染色した複数の細胞の染色図である。また、Flag-Suv39h1、FlagH324L、Flag-Nを安

定発現する Suv39h dn ES細胞株については、それぞれ 2つのクローンの染色図を示す。 
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図１９ Suv39h は Dnmt3a/bの発現量には影響を与えない 

 野生型 ES細胞株(TT2)、Suv39h dn ES細胞株、そして Flag-Suv39h1、FlagH324L、

Flag-Nを安定発現する Suv39h dn ES 細胞株における Dnmt3a、Dnmt3bの発現量をウ

エスタンブロッティングにより調べた。ローディングコントロールとして-Tublin の発現

量を示した。 

 

図２０ メジャーサテライトリピートの転写抑制には HP1が必要である 

 （A）野生型ES細胞株(TT2)、Dnmt1/3a/3bのトリプルノックアウト細胞株(Dnmt TKO)、

Suv39h dn ES 細胞株、そして Flag-Suv39h1、FlagH324L、Flag-N を安定発現する

Suv39h dn ES細胞株の全 RNA を抽出し、メジャーサテライトの DNAプローブを用いて

ノザンブロッティングによりメジャーサテライトの転写量を調べた。(B)ノザンブロッティ

ングのシグナルを ImageJ により解析し定量化した。ノザンブロッティングは 3 回行いそ

の平均値を示す。(* P<0.05) 

 

図２１ ペリセントロメアヘテロクロマチン形成の分子モデル 

 （A）野生型のマウス ES 細胞において、Suv39h はペリセントロメア領域に、自ら触媒

したH3K9me3修飾に結合することによって局在する。HP1はSuv39hが加えたHeK9me3

修飾と、Suv39h と結合することにより、ペリセントロメア領域に安定的に局在する。そし

て、Suv4-20h や ATRX といったペリセントロメアタンパク質は、HP1 もしくは

H3K9me3/K4me0と相互作用することにより、ペリセントロメア領域に局在する。そして、

Suv4-20h によってペリセントロメア領域へ H4K20me3 修飾が蓄積される。Suv39h は

Dnmt3a/b をペリセントロメア領域へ誘導することで、メジャーサテライトリピートへの

DNA のメチル化を引き起こす。このように、様々なタンパク質、エピジェネティックマー

クが集積したペリセントロメア領域は転写抑制的なヘテロクロマチン構造を取ることによ
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って、メジャーサテライトリピートの転写が抑えられている。（B）Suv39h dn ES細胞株にお

いては、Suv39hによる H3K9me3修飾の蓄積が起こらないため、HP1、Suv4-20h、ATRX そして

Dnmt3a/b のペリセントロメア領域への局在が失われる。Suv4-20hそして Dnmt3a/b の局在化

が起こらないため、ペリセントロメア領域の H4K20me3 修飾、DNAのメチル化といったエ

ピジェネテッィックマークの蓄積は顕著に低下する。そんため、メジャーサテライトリピ

ートの転写は抑制されず、活性化する。(C)Suv39h1N を発現する Suv39h dn ES細胞株のペ

リセントロメア領域においては、N の局在化と H3K9me3 修飾の蓄積は起こる。しかし、

HP1 の局在化には Suv39h との相互作用が必要なため、H3K9me3 修飾の蓄積の回復が見ら

れるにも関わらず、HP1 のペリセントロメア領域への局在化は大幅に低減する。そして、

Suv4-20h、H4K20me3 修飾、ATRX のペリセントロメア領域への蓄積は、HP1 の蓄積が失わ

れているために、回復しない。しかし、Dnmt3a/b は HP1 非依存的に Suv39h によりペリセ

ントロメア領域へ誘導されるため、メジャーサテライトリピートの DNAメチル化レベルは

回復する。このように、Suv39h1N を発現する Suv39h dn ES細胞株のペリセントロメア領

域においては、ヘテロクロマチンの形成が不完全なため、メジャーサテライトリピートの

転写は完全に抑制されていない。 

 

表１ ヒストンH3及びH4のメチル化修飾の一覧表 

 ヒストンH3及びH4のメチル化修飾を受けるリジン又はアルギニン残基と、その残基へ

メチル化修飾を行うヒストンメチル化酵素の一覧を示す。また、それぞれのメチル化修飾

がもたらす細胞機能を示す。 
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表１

参考文献
Set1 (S. cerevisiae) 受動的ユークロマチン (di-Me) 12
Set7/9 (vertebrates) 転写活性化 (tri-Me) 13
MLL, ALL-1 転写活性化 14, 15
Ash1 (D. melanogaster) 転写活性化 16

R8 PRMT5 転写抑制 17

Suv39h,Clr4(S. cerevisiae) 転写抑制 (Me３) 9, 18

G9a 転写抑制、

インプリンティング 19

SETDB1 転写抑制 (Me３) 7
Dim-5 (N.crassa)　 Kryptonite
(A. thaliana) DNAメチル化 (Me３) 20, 21

Ash1 (D. melanogaster) 転写活性化 22
R17 CARM1 転写活性化 23

G9a 転写抑制 19
K36 Set2 転写活性化 (elongation) 24

Dot1 ユークロマチン 25
転写活性化 (elongation) 26
チェックポイント反応 27

PRMT1 転写活性化 28
PRMT5 転写抑制 17
PR-Set7 転写抑制 (mono-Me) 29
Suv4-20h ヘテロクロマチン (tri-Me) 30
Ash1 (D. melanogaster) 転写活性化 16
Set9 (S. pombe) チェックポイント反応 31

Lys59 unknown 転写抑制 32

8

K79

H4

Arg3

Lys20

H3

K4

K9

K27
Ezh2 転写抑制

X染色体不活性化

49



N

NH2

NO

5

6

N

NH2

NO

5

6

CH3DNA メチル化酵素

CG
GC

Me

Me

CG
GC
Me

維持メチル化
Dnmt1

CG
GC

CG
GC

Me

Me

新規メチル化
Dnmt3a
Dnmt3b

gene
Me Me Me

gene

図３

転写 転写抑制
メチル化DNA
結合タンパク質

50



Suv39h1
G9a

Setdb1

Hdac1

Hdac2

Dnmt1

Dnmt3a

Dnmt3bHP1α
HP1β

HP1γ

ATRX

MBD1

MBD2

MeCP2

ヒストンメチル化酵素

DNAメチル化酵素メチル化ヒストン結合タンパク質

ヒ
ス
ト
ン
脱
ア
セ
チ
ル
化
酵
素

メ
チ
ル
化
Ｄ
Ｎ
Ａ
結
合
タ
ン
パ
ク
質

図４

51



Suv
39h

me3HP1HP1 me3
Suv
39h

Suv
39h

HP1 HP1

Suv
39h

HP1

テロメア
セントロメア

ペリセントロメア

ヘテロクロマチン

テロメア

染色体

図５

52



50

37

25

50

37

25

50

37

25

α-Flag

α-myc

α-Flag

α-myc

α-Flag

α-myc

2% input

IP : Flag

IP : myc

kDa

Flag-Suv39h1

Flag-∆N

HP1α-myc

HP1β-myc

HP1γ-myc

＋
ー
ー
ー
ー

ー
＋
ー
ー
ー

ー
ー
＋
ー
ー

ー
ー
ー
＋
ー

ー
ー
ー
ー
＋

＋
ー
＋
ー
ー

＋
ー
ー
＋
ー

＋
ー
ー
ー
＋

ー
＋
＋
ー
ー

ー
＋
ー
＋
ー

ー
＋
ー
ー
＋

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

CD SETFlagFlag-Suv39h1

FlagFlag-∆N

FlagFlag-H324L

HP1α-myc

mycHP1β-myc

mycHP1γ-myc

mycCD CSD

H324L

1

42

412

図６

53



co
nt

ro
l

S
uv

39
h1

H
32

4L

H
32

0R

52

36

28

18

102

87

kDa

H4

Suv39h1

H3

H3

図７

54



#1 #2

#1 #2

#1 #2

WB : Flag

図８

A

55



図８

E

Suv39h dn ES 

WT ES 

Suv39h dn ES + Flag-Suv39h1 

Suv39h dn ES + Flag-H324L 

Suv39h dn ES + Flag-∆N 0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

HP1α HP1β HP1γ H3K9me3 Flag

in
te

ns
ity

 o
f a

nt
ig

en
 / 

D
A

P
I i

nt
en

si
ty

Suv39h dn ES 

WT ES 

Suv39h dn ES

+ Flag-Suv39h1 

Suv39h dn ES

+ Flag-H324L 

Suv39h dn ES

+ Flag-∆N 

DAPI H3K9me3 HP1β mergeB C

D
Suv39h dn ES

+ Flag-Suv39h1 

Suv39h dn ES

+ Flag-H324L 

Suv39h dn ES

+ Flag-∆N 

DAPI Flag merge

Suv39h dn ES 

WT ES 

Suv39h dn ES

+ Flag-Suv39h1 

Suv39h dn ES

+ Flag-H324L 

Suv39h dn ES

+ Flag-∆N 

DAPI HP1α HP1γ merge

56



図 8

F

WT ES cell

Suv39h dn ES

Suv39h dn 

+ Flag-Suv39h1

Suv39h dn

+ Flag-H324L

Suv39h dn

+Flag-∆N

#1

#2

#1

#2

#1

#2

DAPI H3K9me3 HP1β merge

57



図 8

G

WT ES cell

Suv39h dn ES

Suv39h dn 

+ Flag-Suv39h1

Suv39h dn

+ Flag-H324L

Suv39h dn

+Flag-∆N

#1

#2

#1

#2

#1

#2

DAPI HP1γ mergeHP1α

58



α-Flag

α-H3

α-H3K9me1

α-H3K9me2

α-H3K9me3

50
kDa

W
T 

E
S

Fl
ag

-S
uv

39
h1

Suv39h dn ES

Fl
ag

-H
32

4L

Fl
ag

- ∆
N

図 9

59



図１０

A
0.4

0.35

0.3

0.25

0.2

0.15

0.1

%
 in

pu
t Suv39h dn ES 

WT ES 

Suv39h dn ES + Flag-Suv39h1 

Suv39h dn ES + Flag-H324L 

Suv39h dn ES + Flag-∆N 

H3K9me3 ChIP-qPCR

major satellite GAPDH

Suv39h dn ES 

WT ES 

Suv39h dn ES + Flag-Suv39h1 

Suv39h dn ES + Flag-H324L 

Suv39h dn ES + Flag-∆N 

major satellite GAPDH

C 0.3

0.25

0.2

0.15

0.1

0.05

%
 in

pu
t

HP1β ChIP-qPCR

B 0.3

0.25

0.2

0.15

0.1

0.05

%
 in

pu
t Suv39h dn ES 

Suv39h dn ES + Flag-Suv39h1 

Suv39h dn ES + Flag-H324L 

Suv39h dn ES + Flag-∆N 

Flag ChIP-qPCR

major satellite GAPDH

60



α-Flag

α-HP1α

α-HP1β

α-HP1γ

α-tublin

50

25

25

25

kDa

W
T 

E
S

Fl
ag

-S
uv

39
h1

Suv39h dn ES

Fl
ag

-H
32

4L

Fl
ag

- ∆
N

図１１

61



5

10

15

20

25

30

S
uv39h dn ES 

W
T ES 

S
uv39h dn ES

+ Flag-Suv39h1 

S
uv39h dn ES

+ Flag-∆ N
 

C
hr

om
oc

en
te

r /
ce

ll

Suv39h dn ES WT ES 
Suv39h dn ES 

+ Flag-Suv39h1 

Suv39h dn ES 

+ Flag-∆N 

Z

X

Y

X

A

S
uv39h dn ES 

W
T ES 

S
uv39h dn ES

+ Flag-Suv39h1 

S
uv39h dn ES

+ Flag-∆ N
 

4000

3000

2000

1000ar
ea

 o
f c

ro
ss

 s
ec

tio
n

of
 C

hr
om

oc
en

te
r (

pi
xe

l)

B

0

5E-09

1E-08

1.5E-08

2E-08

2.5E-08

3E-08

3.5E-08

4E-08

4.5E-08

TT2 dn dn+WT dn+deltaN

C

図１２

62



unit 0 1 2 5 10

WT ES cell

4 6 8

Suv39h d ES cell

0 1 2 5 104 6 8

Suv39h d ES cell
+ Flag-Suv39h1

0 1 2 5 104 6 8

Suv39h d ES cell
+ Flag-∆N

0 1 2 5 104 6 8

図１３

63



図１４

A B

Suv39h dn ES 

WT ES 

Suv39h dn ES

+ Flag-Suv39h1 

Suv39h dn ES

+ Flag-H324L 

Suv39h dn ES

+ Flag-∆N 

DAPI H4K20me3 HP1β merge

Suv39h dn ES 

WT ES 

Suv39h dn ES

+ Flag-Suv39h1 

Suv39h dn ES

+ Flag-H324L 

Suv39h dn ES

+ Flag-∆N 

DAPI ATRX H3K9me3 merge

Suv39h dn ES 

WT ES 

Suv39h dn ES + Flag-Suv39h1 

Suv39h dn ES + Flag-H324L 

Suv39h dn ES + Flag-∆N 

H4K20me3 ATRX

in
te

ns
ity

 o
f a

nt
ig

en
 / 

D
A

P
I i

nt
en

si
ty

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

C

D
DAPI H3K9me3 Dnmt1 merge

Suv39h dn ES 

WT ES 

64



図１４
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図１８
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図１８
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