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研究成果の概要（和文）：神経細胞の分化・増殖の制御にはダイナミックな遺伝子発現調節が関わっている。こ
のうちクロマチン制御を担うポリコーム因子群（PcG）が重要な役割を持っていることが示唆されているが、PcG
自身の機能調節機構はあまり解っていない。本研究ではショウジョウバエF-box/WD40リピート蛋白質であるEbi
の機能解析を中心にしてPcGとの関係解明を通してクロマチンの制御がダイナミックな転写調節にどのようにか
かわるのかを明らかにすることを目的としている。
詳しい解析からEbiはPcGと物理的な相互作用を通して転写抑制活性の維持およびPcG自身の安定性の制御をして
いることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：It has been shown that dynamic changes of expressions of many types of genes
 have an important role for the regulation of cellular differentiation and proliferation. 
Especially, Polycomb group complex protein (PcG), which is evolutionally conserved molecular 
complex, regulates many types of genes expression through chromatin organization. However, the 
precise molecular mechanism about the regulation of PcG is remained to be clarified. In this study, 
we have been analyzing the function of Drosophila F-box/WD-repeat protein, Ebi in the regulatory 
networks of PcG. 
We found that Ebi physically interacts with PcG, and regulates repressor activity and the protein 
stability of PcG.

研究分野： 分子遺伝学
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1.	研究開始当初の背景	

	 これまでの研究から細胞分化と増殖の

相関において、細胞周期関連遺伝子発現

は抑制される傾向がある一方で、分化制

御因子は亢進する傾向があることが観察

されている。このように、細胞分化と増

殖の相関におけるダイナミックな遺伝子

発現の調節にはクロマチンの制御を介し

た核内蛋白質の関与が考えられている。	

我々は先行研究からショウジョウバエ転

写 コ リ プ レ ッ サ ー 複 合 体 で あ る

F-box/WD40 リピート蛋白質 Ebi が神経前

駆細胞の分化と増殖の相関に働いている

ことを明らかにしてきた（文献１、２）。

Ebi は進化的に保存された分子で、Ebi の

ヒトホモログである TBL1 は自閉症や

Pierpont症候群といった精神疾患の原因

因子として知られている。従って、Ebi

の機能を知る事は、ヒト遺伝子疾患を理

解することにもつながることが期待され

ている。	

	 細胞分化の調節におけるダイナミック

な遺伝子発現の制御には、ポリコーム因

子群（PcG）が重要な役割を果たしている

ことが示されている。PcG はショウジョ

ウバエからヒトに至るまで進化的に保存

された因子で、H3 ヒストンの修飾を通し

てクロマチン制御に働いていることが明

らかになっている。PcG には PRC1 と PRC2

と呼ばれる機能の異なる複合体が２種類

存在し、それぞれが遺伝子発現調節に関

わっていることが予想されているが、そ

れぞれの複合体がどのように機能調節さ

れているのかは、不明な点が多く残され

ている。	

	

2.	研究の目的	

	 本研究の目的は Ebi の機能調節のメカ

ニズムを明らかにすることにより、細胞

分化と増殖の相関におけるダイナミック

なクロマチン制御機構の解明を目指した。

先行研究から、ebi の機能低下した細胞

では、細胞周期関連遺伝子の発現が減少

していることが明らかになっていた（文

献３）。このメカニズムに関しては PcG の

機能調節が関わっていることが遺伝学的

な解析から示唆されていた（文献３）。従

って、Ebi と PcG との関係を明らかにす

ることにより ebi による細胞分化・増殖

の相関制御が理解できるばかりではなく、

PcG の機能調節に関わるメカニズムにも

迫る事ができると期待される。	

	

3.	研究の方法	

(1)ショウジョウバエ ebi は機能欠損に

より細胞周期関連遺伝子の一部の発現が

低下することが解っていたことから、こ

の表現型を指標として ebi の機能を検討

した（文献３）。具体的には ebi の機能低

下により発現低下する遺伝子を網羅的な

解析から明らかにした。	

	

(2)さらに、これら細胞周期関連遺伝子の

プロモーターにおける PcG 蛋白質のリク

ルートメントに関してクロマチン免疫沈

降法(ChIP)による解析を行い、PcG のプ

ロモーター上へのリクルートに ebi が関

与しているのかを検討した。具体的には

ショウジョウバエ培養細胞である S2 細

胞を用いて dsRNA を導入することにより

ebi の発現量を低下させ、PcG の構成因子

である Pc あるいは Psc に対する抗体で



PRC1がプロモーター領域にリクルートさ

れるかどうかを検討した。プライマーと

して G1 期で働く細胞周期関連遺伝子

（Rbf1,	E2f1,	Dp）を使い、コントロー

ルとして AbdA を調べた。	

	

(3)PcGの機能解析を行っている研究グル

ープからPRC1複合体とEbiが相互作用す

ることを示唆するデータが報告されてい

た（文献４）。そこで本研究では PRC1 の

細胞内局在変化に関して細胞分画して検

討した。Ebi の発現低下による PRC1 の細

胞内局在変化を観察した。	

	

(4)Ebi は F-box/WD40 リピート蛋白質で

あることから E3 ユビキチンリガーゼと

しての機能が予想されている。そこでEbi

の発現量を変化させた時の PcG の蛋白質

安定性に関する解析を行った。	

	

4.	研究成果	

(1)ebi による G1 制御因子の発現制御：

ebi の機能欠損細胞における遺伝子発現

プロファイリングを行った結果、ebi の

機能低下により発現低下する遺伝子とし

て細胞周期で機能する cycA,	cycB,	cdc2,	

RBF	(Rb ホモログ),rux,	p53 等の遺伝子

が明らかになった。これらは、全て G1-S

期の遷移で働いている遺伝子であること

から、ebi により G1 期制御に関わる遺伝

子発現が調節されていることが示唆され

た。	

	

(2)Ebi 依存的な PcG のクロマチン上への

リクルートメント：S2 細胞で ebi の発現

量を低下させたところ、PRC1 複合体が細

胞周期関連遺伝子のプロモーター領域に

リクルートされてくることを確認した

（図１）。さらに、メチル化ヒストン

（H3K27met）に対する抗体で、検討した

結果、ebi の機能低下により H3K27met が

細胞周期関連遺伝子のプロモーター領域

で高くなることが確認された。このとき、

PcG の蛋白質の局在に関して、細胞分画

してみたところ、ebi の発現低下により

クロマチン上の PRC1 が増加する一方で

全体的な PRC1 の量は低下する傾向にあ

ることが解った。	
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(3)	PcG のクロマチン上へのリクルート

と Ebi の機能との関係解明：	PRC1 の構

成因子である Pc と Psc について S2 細胞

内の局在を見るため、細胞の抽出液を分

画して検討した。その結果、RNAi による

ebi の機能低下に伴い、Psc,	Pc のクロマ

チン上へのリクルートメントが上昇する

ことが明らかになった（図２）。	

	

(4)Ebi による PcG 蛋白質の安定性制御：

Ebi と PRC 構成因子である Pc を同時に存

在した時の Pc の安定性に関して検討し

たところ、Ebi の発現量に従って、Pc お

よび Pc の安定化が生じている可能性が

示唆された（図３）。	
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