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〈要 約〉

　複数のヘテロクロマチン領域は集合して高次に凝集したヘテロクロマチンボディを形成するが，その形成機構および生理的な役割についてはよく知られていない．テトラヒメナの大核の分化の過程においては，ゲノムに散在するトランスポゾンに由来するDNA配列がヘテロクロマチン化され，そののち，それらが集合することによりヘテロクロマチンボディが形成され，最終的に，そこに含まれるDNAは大核のゲノムから除去される．この研究において，このヘテロクロマチンボディの形成には新奇のヘテロクロマチン構成タンパク質Jub1pと，それによりひき起こされるHP1様タンパク質Pdd1pの脱リン酸化が必要であることが示された．また，Pdd1pの脱リン酸化はRNAとの静電結合能を高めたことから，ヘテロクロマチンボディは脱リン酸化Pdd1pとRNAとの相互作用により形成されることが示唆された．Pdd1pの脱リン酸化の阻害は，ヘテロクロマチンの局所的な形成には影響せず，ヘテロクロマチンボディの形成およびDNAの削減を阻害した．よって，ヘテロクロマチンボディにはヘテロクロマチンの局所的な形成とは遺伝学的に区別しうる生理的な役割のあることが示された．
はじめに

　ヘテロクロマチンは高度に凝縮した染色体の領域であり，一般に転写活性が低い．個々のヘテロクロマチン領域の凝集にはヒストンの翻訳後修飾が関与する．たとえば，ヒストンの脱アセチル化はDNAとの静電結合を強めることによりクロマチンを凝集させ，ヒストンH3のLys9のメチル化はHP1に認識されてその領域のクロマチンを局所的に凝縮させる．
　ヘテロクロマチンは局所的に凝集するだけでなく，染色体において離れた位置にある複数のヘテロクロマチン領域が集合することにより光学顕微鏡により容易に観察の可能なヘテロクロマチンボディを形成することがある．植物や哺乳類細胞の染色体中心，メスの哺乳類細胞にみられる不活性化X染色体の凝集体であるバー小体，老化した哺乳類細胞にみられるSAHF（senescence associated heterochromatin foci）などがその顕著な例である．染色体中心は未分化な哺乳類細胞にはみられず，細胞の分化とともに形成され，がん化にともない消失する例が報告されている．したがって，ヘテロクロマチンボディは真核生物においてなんらかの重要な役割をもつものと類推される．しかし，ヘテロクロマチンボディがそれを構成する個々のヘテロクロマチン領域の作用をこえる役割をもつかどうかは明らかでない．また，その形成機構には未解明な点が多い．
　繊毛虫類に属する原生生物であるテトラヒメナは，ひとつの細胞に大核および小核の2つの異なる核をもつ（図1a）．全ゲノムを維持する小核は転写活性を欠くのに対し，全ゲノムの約1/3を欠く大核はすべての遺伝子発現を担う．これらの核の差異は，有性生殖の過程において小核から大核が分化することにより生じる1)．この過程においては，ゲノムの約1万箇所に散在するトランスポゾンに由来する配列であるIES（internal eliminated sequence）が大核のゲノムから除去される．実験室の条件においては，有性生殖の開始からこのDNAの削減の完了までに約16～18時間を要する（図1b）．大核が分化した直後に，約29塩基の小分子RNAによりヒストンメチル化酵素Ezl1pがIESに特異的にリクルートされ，IESに存在するヒストンH3のLys9およびLys27がメチル化される．つづいて，HP1様タンパク質であるPdd1pがこれらメチル化されたヒストンに結合し，IESがヘテロクロマチン化される．そののち，ヘテロクロマチン化された約1万のIESは互いに凝集して十数個のヘテロクロマチンボディを形成し，最終的に，ヘテロクロマチンボディはIESとともに分解される．
　この研究においては，ヘテロクロマチンボディの形成を同調することのできるテトラヒメナにおけるDNAの削減の過程を用いて，ヘテロクロマチンボディの形成機構およびその生理的な役割の一端を明らかにした．
1．ヘテロクロマチン構成タンパク質Jub1pはヘテロクロマチンボディの形成に必須である

　ヘテロクロマチンボディの形成に関与する新奇のタンパク質を見い出すため，ヘテロクロマチンボディに局在するタンパク質を探索した．有性生殖の過程において特異的に発現する86の遺伝子について，それぞれ，GFPとの融合タンパク質を発現するトランスジェニック株を樹立し，これら融合タンパク質の局在を解析した．その結果，ヘテロクロマチンボディに局在する8つの新奇のタンパク質が同定された．
　そのうちのひとつJub1pをコードするJUB1遺伝子の破壊株を作製し，ヘテロクロマチンボディの形成を時系列にそって解析した．JUB1破壊株は，野生株においてヘテロクロマチンボディの形成が起こる有性生殖の開始から14時間後あるいはそれ以降においても，ヘテロクロマチンを構成するヒストンのメチル化やPdd1pが新しい大核に一様に分布したままであった．また，JUB1破壊株においてはほぼすべてのIESの分解が阻害されていた．したがって，Jub1pはヘテロクロマチンボディの形成およびそののちに起こるDNAの削減に必須であるとことが示された．
2．IESの局所的なヘテロクロマチン化にJub1pは必要ない

　ヘテロクロマチンボディの形成には，それにさきだつIESの局所的なヘテロクロマチン化が必要である．JUB1破壊株において，染色体におけるPdd1pの局在をクロマチン免疫沈降-シークエンシング法により解析したところ，野生株と同様にIESに特異的に局在することがわかった．したがって，Jub1pはIESの局所的なヘテロクロマチン化には必要ではないが，それらが凝集してヘテロクロマチンボディを形成する過程に必要であると結論づけられた．また，この結果は，DNAの削減においてヘテロクロマチンボディは局所的なヘテロクロマチン化とは独立した役割をもつことを明示した．
3．Jub1pはPdd1pの脱リン酸化をひき起こす
　有性生殖の過程において，Pdd1pはまずリン酸化され，そののち，脱リン酸化される．また，その脱リン酸化の時期はヘテロクロマチンボディの形成の時期と一致することが知られていた2)．そこで，JUB1破壊株におけるPdd1pのリン酸化の状態を解析したところ，野生株と同様にPdd1pは正常にリン酸化されていたが，そののちの脱リン酸化が阻害されていることがわかった．したがって，Jub1pはPdd1pの脱リン酸化に必要であることが示された．Jub1pは既知の脱リン酸化酵素との相同性を示さなかったため，Jub1pは未知の脱リン酸化酵素をリクルートすることによりPdd1pの脱リン酸化をひき起こすと考えられた．さらに，野生株をセリン/スレオニン脱リン酸化酵素に対する阻害剤であるオカダ酸により処理したところ，JUB1破壊株と同様に，Pdd1pの脱リン酸化，ヘテロクロマチンボディの形成，DNAの削減が阻害された．以上のことから，Jub1pはPdd1pの脱リン酸化をひき起こすことによりヘテロクロマチンボディの形成を促進するものと予想された．
4．Pdd1pの脱リン酸化による負電荷の減少はヘテロクロマチンボディの形成を促進する

　ヘテロクロマチンボディの形成におけるPdd1pの脱リン酸化の役割を明らかにするため，テトラヒメナから精製したPdd1pのリン酸化部位を質量分析法により解析した．その結果，先行研究の結果とあわせ，リン酸化部位として33箇所のSer残基あるいはThr残基が同定された．同定されたPdd1pのリン酸化部位のうち，10箇所，14箇所，18箇所，22箇所を負電荷をもつGluと置換することにより，異なるレベルで恒常的にSer残基あるいはThr残基がリン酸化された状態を模倣する変異型Pdd1pを作製し，それらを発現するテトラヒメナ株を樹立した．その結果，置換されたリン酸化部位の数が増加すればするほど，ヘテロクロマチンボディの形成およびDNAの削減が阻害されるという傾向が観察された．なかでも，リン酸化部位22箇所を置換した変異型Pdd1pを発現させた株の表現型は，JUB1破壊株の表現型と類似していた．クロマチン免疫沈降-シークエンシング法による解析の結果，JUB1破壊体においてみられたように，この22箇所を置換した変異型Pdd1pを発現させた株においてもIESは正常にヘテロクロマチン化されていた．また，リン酸化部位22箇所の置換に正電荷をもつLysを6残基くわえた変異型Pdd1pを発現させることにより，ヘテロクロマチンボディの形成能およびDNAの削減能は回復した．これらのことから，Pdd1pの脱リン酸化はPdd1pのもつ負電荷を減少させることによりヘテロクロマチンボディの形成を促進すると考えられた．
5．Pdd1pはRNAと静電的に結合する
　Pdd1pは，ほかの生物のHP1と同様に，メチル化したヒストンを認識するクロモドメインおよびホモ二量体化に必要なクロモシャドードメインをもっていた．哺乳類や酵母のHP1はこれら進化的に保存された領域以外の保存されていない領域を介しRNAと結合することが知られていた3-5)．同定されたPdd1pのリン酸化部位のほぼすべては進化的に保存されていない領域に存在した．また，ヘテロクロマチンボディの形成が起こる時期にIESから非コードRNAが転写されていることも知られていた6)．そこで，組換えPdd1pを用いてそのRNA結合能をゲルシフトアッセイにより検討した．その結果，リン酸化されていない状態の野生型Pdd1pの非保存領域は配列に非依存的にRNAと強く結合したのに対し，リン酸化部位22箇所をGluと置換したリン酸化された状態を模倣する変異型Pdd1pではRNAとの結合が検出されなかった．また，リン酸化部位22箇所の置換にLysを6残基くわえた変異型Pdd1pはRNAとの結合能をもっていた．したがって，Pdd1pはその進化的に保存されていない領域を介してRNAと静電的に相互作用し，Pdd1pのリン酸化はその相互作用を阻害することが示された．試験管内におけるPdd1p変異体のRNA結合能は，同じPdd1p変異体を発現する細胞におけるヘテロクロマチンボディの形成能と相関したことから，Pdd1pの脱リン酸化はRNAとの結合を促進することによりヘテロクロマチンボディの形成をひき起こしている可能性が示唆された．
おわりに

　この研究により，ヘテロクロマチンボディの形成の分子機構のモデルが提唱された（図2）．ヘテロクロマチン化されたIESに存在するリン酸化Pdd1pは，Jub1pによりリクルートされた未知の脱リン酸化酵素により脱リン酸化される．脱リン酸化されたPdd1pは非コードRNAと静電的に結合し，この非コードRNAが橋わたしするようにヘテロクロマチン化された複数のIESが凝集しヘテロクロマチンボディが形成される．最終的に，ヘテロクロマチンボディには未知の機構によりDNAの削減に必要なタンパク質がリクルートされ，IESは切り出され分解される．
　近年のプロテオミクス研究により，多くの生物のHP1の非保存領域において多数のリン酸化部位が同定されている．したがって，ほかの生物においても，HP1のリン酸化がRNAとの相互作用を制御することによりヘテロクロマチンの動態に関与している可能性がある．これらHP1のリン酸化の生理的な役割にせまるうえで，この研究から得られた知見が手がかりになるものと期待している．
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〈図説明〉

図1　テトラヒメナのDNAの削減におけるヘテロクロマチンボディの形成

（a）有性生殖において，親の小核から新たに子の小核および大核がつくられ，親の大核は分解される．
（b）新しい大核においてIESは小分子RNAにより認識され，ヒストンメチル化酵素Ezl1pによりIESのヒストンがメチル化される．HP1様タンパク質Pdd1pはこれらメチル化されたヒストンを特異的に認識し，IESをヘテロクロマチン化する．ヘテロクロマチン化された複数のIESは凝集しヘテロクロマチンボディを形成する．最終的に，ヘテロクロマチンボディとともにIESが分解される．
図2　ヘテロクロマチンボディの形成機構のモデル

ヘテロクロマチン化されたIESに存在するPdd1pはリン酸化されている．Jub1pは未知の脱リン酸化酵素をリクルートし，Pdd1pを脱リン酸化する．脱リン酸化されたPdd1pは非コードRNAと静電的に相互作用し，複数のIESを凝集させることによりヘテロクロマチンボディを形成する．IESはヘテロクロマチンボディに依存して切り出され分解される．
P：リン酸化．
