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学　位　論　文　内　容　の　要　旨

　　博士の専攻分野の名称　博士（理学）　氏名　月井 一輝

学　位　論　文　題　名

Study on Functions of Histone Variant H2A.Z for the Maintenance of Heterochromatin
Integrity

（ヘテロクロマチンにおけるヒストンバリアント H2A.Zの機能に関する研究）

　我々ヒトは、１つの受精卵から、200種類もの細胞を生み出す。すべて同じ DNAをもちながらも、
これほどの多様性を生み出せるのは、遺伝子の発現パターンが DNAやヒストンの化学修飾によって
エピジェネティックに制御されているからである。真核生物の DNAはヒストン八量体（H2A, H2B,
H3, H4各 2分子ずつ）に巻き付いた、ヌクレオソームを構成単位として核内に折りたたまれている
が、そのヒストンにメチル化やアセチル化などの化学修飾を加えることで、遺伝子の発現パターンを
変容させている。特に、遺伝子の発現を抑制するヘテロクロマチンは、細胞種を規定する上で重要で
あり、生物にとってもっとも重要な分子基盤のひとつである。
　分裂酵母は進化的に保存されたヘテロクロマチン制御機構をもち、高等真核生物に比べ、重複して
働くタンパク質が少ないため、遺伝学的解析によりヘテロクロマチン制御機構の基本原理を理解する
上で優れている。分裂酵母のヘテロクロマチンは、ヒストン H3 の 9 番目のリジンのメチル化修飾
（H3K9me）のみによって規定される。H3K9meは HP1タンパク質 (Heterochromatin Protein 1)
によって認識され、HP1のホモ二量体化を介して高度に凝集し、核内で分離されたヘテロクロマチン
ドメインを形成し、転写が抑制される。
　細胞分裂を経ても一定の H3K9meを維持するため機構として、RNAi機構と Clr4自己増強機構の
2つが知られている。RNAi機構では、ヘテロクロマチン内の転写されたノンコーディング RNAが
Dcr1によって siRNAに切断され、RITS複合体がそれを取り込み、相補的な RNAに結合し、そこ
に H3K9メチル化酵素 Clr4を呼び込み、H3K9meを拡張する。Clr4はメチル化に必要な SETドメ
インに加えて、自身がメチル化した H3K9meに結合するクロモドメインをもつ。そのため、Clr4自
身で H3K9meを拡張していくこともでき、これを Clr4自己増強機構という。これら二つの機構はリ
ダンダントに機能している。
　ヒストンにはバリアントが存在し、ヒストンの化学修飾に加え、このヒストンバリアントもクロマ
チンの機能に多様性をもたらしている。中でも、ヒストン H2Aのバリアントである H2A.Zは、酵
母からヒトまでもっともよく保存されたヒストンバリアントのひとつである。H2A.Z は H2A と比
べ 4割ほどのアミノ酸が異なり、特に N末端は大きく異なる。そのため、ヒストンテールの化学修
飾のパターンも異なり、H2A.Zの N末端のアセチル化修飾は転写制御に重要である。また、H2A.Z
はアミノ酸配列の違いにより、ヌクレオソームの表面の電荷的な偏りを強め、クロマチンの凝集を強
める。H2A.Zはユークロマチンの遺伝子のプロモーターに局在しており、RNAポリメラーゼ IIの
promoter proximal pausingに必要であり、転写レベルの低い遺伝子のプロモーターに多く局在して
いることから、転写に抑制的に働いていると考えられる。一方で、H2A.Zのヘテロクロマチンでの機
能はよくわかっていない。分裂酵母において、サブテロメアのサイレンシングに H2A.Zが必要であ
るが、そのメカニズムはまったくわかっていなかった。また、哺乳類や植物において、ヘテロクロマ
チンのマークである H3K9meやメチル化 DNAが減少すると、H2A.Zはヘテロクロマチンへの局在
量が増える。こういった機構は、エピジェネティックなマークがダイナミックに変化する分化の過程



で必要と考えられるが、この H2A.Zの局在変動のメカニズムや H2A.Zの機能は依然として明らかに
なっていない。そこで、本研究では、分裂酵母を用いて、ヘテロクロマチンでのH2A.Zの機能を明ら
かにすることを目的とした。
　まず、H2A.Zのヘテロクロマチンへの局在を ChIP-qPCRによって調べた。H2A.Zはユークロマ
チンの遺伝子の遺伝子コード領域に比べプロモーターに多く局在することが確認できた。また、セン
トロメアヘテロクロマチンには、遺伝子コード領域と同程度、つまり、低いレベルで局在することが
明らかになった。一方で、clr4 や dcr1 を欠損させると、H2A.Zのヘテロクロマチンへの局在が有意
に増えたことから、H3K9meの減少が H2A.Zのヘテロクロマチンへの局在の増加を引き起こすこと
が明らかになった。また、H2A.Zをヌクレオソームに組み込む因子 SWR複合体の swr1 と bdf1 を
欠損させると、この H2A.Zの蓄積が起こらなかったことから、H3K9meが減少した際に SWR複合
体が H2A.Zを蓄積させることが明らかになった。さらに、clr4 欠損変異体に H2A.Zを欠損させる
と、ヘテロクロマチンの転写の増加が観察された。また、このH2A.Zによる転写抑制には、ユークロ
マチンでの遺伝子発現制御に必要な H2A.ZのＮ末端が必要であった。これらのことから、H2A.Zは
H3K9meが減少した際に、SWR複合体によってヘテロクロマチン領域に蓄積し、サイレンシングを
補うことが明らかになった。
　 RNAi機構と Clr4自己増強機構はリダンダントに働くため、dcr1 欠損変異体でも Clr4自己増強
機構によってセントロメアヘテロクロマチンに H3K9meは半分程度維持される。dcr1 欠損変異体に
H2A.Z を欠損させると、セントロメアヘテロクロマチン内の転写が増えたことから、H3K9meが減
少している可能性が考えられた。そこで、H3K9meを ChIP-qPCRによって定量したところ、dcr1
と H2A.Z の二重欠損変異体では、H3K9meが clr4 欠損変異体と同じレベルまで減少するが明らか
になった。さらに、RNAiが不要である性決定領域とサブテロメアのヘテロクロマチンにおいても、
dcr1 と H2A.Z の二重欠損変異体では H3K9meが有意に減少することが明らかになった。以上のこ
とから、H2A.Z が Clr4 自己増強機構によるヘテロクロマチンの維持に必要であることが明らかに
なった。
　次に、H2A.Zがどのように Clr4自己増強機構を促進するのかを調べた。Clr4のテザリングにより
形成される異所的なヘテロクロマチンは、脱メチル化酵素 Epe1非存在下で Clr4自己増強機構によっ
て維持される。しかし、H2A.Zはこの異所的ヘテロクロマチンの維持に必要ではなかった。つまり、
H2A.Zはダイレクトに Clr4の自己増強機構に関与しているわけではないことが示唆された。Clr4自
己増強機構による H3K9meの維持には、脱メチル化酵素 Epe1とのバランスが重要である。そこで、
次に、H2A.Zが Epe1の脱メチル化を抑制している可能性を検証した。dcr1 と H2A.Z の二重欠損
変異体に epe1 をさらに欠損させると、H3K9meが完全に回復した。これらのことから、H2A.Zは
Epe1による脱メチル化を抑制することで、Clr4自己増強機構によるメチル化を促進することが明ら
かになった。
　また、Epe1はヘテロクロマチン内の転写を活性化することが知られており、epe1 を過剰発現する
と転写が増える。epe1 過剰発現株に H2A.Z を欠損させたところ、転写活性化がさらに増強された。
つまり、H2A.Zは Epe1の転写活性化を抑制することがわかった。H2A.Z 欠損変異体ではサブテロ
メアが脱サイレンシングされたが、さらに epe1 を欠損させるとサイレンシングが回復した。これら
のことから、H2A.Zは Epe1の転写活性化を抑制し、これはサブテロメアのサイレンシングに必要で
あることが明らかになった。
　以上のことから、ヘテロクロマチンを維持するための H2A.Zの多様な機能が明らかになった。特
に、H2A.Zは、抗サイレンシング因子の機能を阻害することでサイレンシングを促進するという、新
規な機構によりヘテロクロマチン形成を促進することを明らかになった。


