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研究成果の概要（和文）：これまでに新規のポリコームサイレンシング制御因子を複数同定した。
Mbf1はこれまでストレス関連遺伝子を活性化する核内コアクチベーターとして知られていたが、主な局在である
細胞質における機能は分かっていなかった。細胞質Mbf1はポリコームサイレンシング の中心的な役割を担うE
(z) mRNAに結合し、これをRNA分解酵素であるPacmanの攻撃から守ることで、ポリコームサイレンシングの堅牢
性を維持していた。他にもMbf1はストレス関連遺伝子mRNAに結合していることがわかり、ひとつのタンパク質が
局在を変えて異なるメカニズムで類似の生物学的機能を示すことは大変興味深い。

研究成果の概要（英文）：Several candidate genes for Polycomb silencing regulators have been 
identified in previous our study.
Mbf1, known as a nuclear coactivator that regulates stress response genes, is localized mainly in 
cytoplasm although function of cytoplasmic Mbf1 is not known. The cytoplasmic Mbf1 binds to E(z) 
mRNA encoding a catalytic subunit of PRC2, thereby protecting the mRNA from the attack by Pacman, 5'
-to-3' exoribonuclease,  and which contribute to maintain robustness of Polycomb silencing. Mbf1 
also binds to mRNAs derived from  many stress response genes. Our study elucidates a unique feature 
of Mbf1 in that Mbf1 demonstrates different biochemical activity according to its subcellular 
localization although both activities contribute a similar biological function.

研究分野： エピゲノム制御
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Mbf1はこれまでストレス関連遺伝子を活性化する核内コアクチベーターとして知られていたが、主な局在である
細胞質における機能は分かっていなかった。 一方で、Pacmanが絡む5'側のRNA分解制御メカニズムについてはこ
れまでほとんどわかっていなかった。もうすこし詳細な生化学的実験が必要であるが、当該制御メカニズムにつ
いて新たな知見が得られたこととなる。また、本論文の報告をもって遺伝子スクリーニング方法の妥当性を証明
できたことも特筆すべき点で ある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 iPS 細胞を用いた再生医療が実用化に入り、幹細胞機能の制御メカニズムの解明がますます
重要になっている。一方、この制御メカニズムにおいて重要な役割を担う遺伝子群として、ポ
リコーム群遺伝子と呼ばれる多細胞生物に特有な一連の遺伝子群が存在することが知られてい
る。ポリコーム群遺伝子産物による転写抑制機構、すなわちポリコームサイレンシングは、ヒ
トの癌においてもその発生や進行に強く関連していることから、再生医学・癌研究分野のクロ
ストークのキーワードとして注目度が高い。応募者はこれまでにポリコームサイレンシングの
コア部分の基本的メカニズムを解明してきたが（Kuzmichev, Nishioka, et al., Genes Dev., 
2002）、まだ全容が明らかになったわけではない。とりわけポリコームサイレンシングそのもの
の制御については、発生の各段階や各組織・細胞においてそれぞれ特異な制御様式が存在する
ことが示唆されているが、ほとんどわかっていない。 
 そのような考えのもと、今回応募者は次世代型スクリーニング技術を応用してこれまでのス
クリーニング法の問題点を克服し、ポリコームサイレンシングを制御する新規のマウス幹細胞
機能制御因子群を特定した(図１に方法の概要を示した)。これまでの問題点とは、簡単に言う
とポリコーム群タンパク質をノックダウンすると、特に幹細胞では分化誘導と同時に細胞周期
が停止してしまうので、「これまでのようなコロニー形成でスクリーニングする方法では目的の
遺伝子が採れない」、ということである。今回、定量的shRNA スクリーニングを行うことによっ
てコロニー形成を回避し、一方で特定した各因子をランキング化できるようになったため、多

数の新規因子が特定
で き た の で あ る
（2013 年 日本 RNAi
研究会で招待講演、
コスモバイオニュー
ス 100 号特別企画）。 
 
２．研究の目的 
ポリコームサイレン
シングを制御する新
規因子をスクリーニ
ングできる方法を確
立して候補遺伝子を
同定する。また、一
部については詳細な
解析を行い、新たな
ポリコームサイレン
シング制御メカニズ
ムを明らかにする。 
 

３．研究の方法 
FACS による細胞分離
と次世代シークエン
サーを組み合わせて
定量的 shRNA スクリ
ーニングを行うこと
により、コロニー形
成を回避し、一方で
特定した各遺伝子を
ランキング化できる
ようになった。 
具体的には、ポリコ
ーム標的遺伝子でレ
チノイン酸応答遺伝
子でもある４型コラ
ー ゲ ン 遺 伝 子
（Col4a1/2）をレポ
ーター遺伝子として
用いた（左図 A-C）。
また、ポリコーム遺
伝子ノックダウンの
コントロール実験で
も４型コラーゲンの
脱抑制が認められた
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図１　次世代型遺伝子スクリーニングの概要 

(* ポリコーム群の制御下にある) 

www.nature.com/scientificreports/

3SCIENTIFIC REPORTS |  (2018) 8:12128  | DOI:10.1038/s41598-018-30649-6

Alexa488-high-intensity fractions) so that we could analyse all the shRNA constructs in the library. Although this 
number may seem large, we nevertheless had several shRNA constructs for which the read counts were in single 
digits. Accordingly, we sorted more than 2 × 108 cells (>10 × the number in each fraction) as the total input 
for each replicate. This number of cells for the total input, and 10% of this number for pooled fractions, would 
therefore be the minimum required to obtain consecutive enrichment scores for all the tested shRNA constructs.

Regarding the final preparation of cells for FACS, we observed that cell density affected the expression level 
of type IV collagen: high-cell-density cultures continued to have low expression levels (Supplementary Fig. S2), 
conferring false negatives. Therefore, the cell density was maintained below 2.5 × 104 cells/cm2 at the final split-
ting in 100 mm plates. We chose methanol-PBS (9:1, v/v) as the fixative, because it permeabilises cells, terminates 
the TagRFP marker protein signal derived from the integrated shRNA construct, and preserves cell morphology. 
To avoid cell loss during staining procedures, all procedures were performed in the presence of 10% serum. This 
supplement was very important, because using siliconised tubes was not effective for avoiding such cell loss. 
However, if cells are not permeabilised, serum might not be required. Finally, other dyes could be used for the 
label attached to the secondary antibody, for example any far-red dyes could be used, if required, although they 
might become photobleached over several days of cell sorting.

Figure 1. Characterisation of mouse F9 cells for screening purposes. (A) A scatter plot of candidate reporter genes 
in F9 cells. Upon RA treatment, 28 Polycomb-target genes were strongly upregulated. X-axis, log2-fold change 
(log2-fc) in gene expression after RA treatment; Y-axis, mean log2- count per million (log2-cpm) representing 
relative expression levels. (B) RT-qPCR of Col4a1 mRNA expression in differentiating F9 cells. RA was titrated in the 
presence of db-cAMP. Data presented as mean ± s.d. relative to Gapdh mRNA expression. (C) Immunofluorescence 
analysis of type IV collagen expression before (−) or after (+) RA-induced differentiation. Bars, 50 µm. (D) RT-qPCR 
f Col4a1 and Hoxb4 mRNA expression at the indicated RA concentration. Data presented as mean ± s.d. relative to 
Gapdh mRNA expression. *P < 0.05. (E) ChIP-qPCR analysis of histone H3K27me3, H3K4me3 or H2AK119ub 
levels in chromatin containing the indicated gene promoter regions (around +300 bases from the transcription 
start site) in the presence or absence of RA. Data presented as mean ± s.d. relative to input. ChIP signals from the 
promoter region of Il2ra (control region) were indicated by interrupted lines. *P < 0.05. (F) Conventional RT-PCR of 
indicated mRNA expression in either Suz12 or Ring1b knockdown (KD) cells. (G) Western blot analysis of KD cells 
using the indicated antibodies. (H) RT-qPCR of Col4a1 mRNA expression in the indicated KD cells. Data presented 
as mean ± s.d. relative to Gapdh mRNA expression. *P < 0.05. (I) Immunofluorescence analysis of type IV collagen 
expression in the indicated KD cells. Bars, 50 µm.



（左図 D-I）。得られた有意な結果は F9細胞と ES細胞で発現している遺伝子として選別し、さ
らに GO term によって細胞質や核局在で分類した。 
 
４．研究成果 
開発した方法によりポリコームサイレンシングを制御する新規候補遺伝子を多数同定すること
ができた。具体的には、細胞質のみに局在するものとして 68 遺伝子、核のみに局在するもの
として 230 遺伝子、両方に局在するものとして 136 遺伝子を同定した。また、既知のポリコー
ム群遺伝子とその関連遺伝子のおよそ半数を有意差を持って同定することができていた。過去
の類似スクリーニングではほとんど同定できていなかったことと比較すると目覚ましい結果で
あった。 
このうち Mbf1 についてショウジョウバエを用いて詳細に解析した。Mbf1 はこれまでストレス
関連遺伝子を活性化する核内コアクチベーターとして知られていたが、主な局在である細胞質
における機能は分かっていなかった。細胞質 Mbf1 はポリコームサイレンシングの中心的な役割
を担う E(z) mRNA に結合し、これを RNA 分解酵素である Pacman の攻撃から守ることで、ポリコ
ームサイレンシングの堅牢性を維持していた（下図）。他にも Mbf1 はストレス関連遺伝子 mRNA
に結合していることがわかり、ひとつのタンパク質が局在を変えて異なるメカニズムで類似の
生物学的機能を示すことは大変興味深い。 

一方で、Pacman
が絡む 5'側の
RNA 分解制御メ
カニズムについ
てはこれまでほ
とんどわかって
いなかった。も
うすこし詳細な
生化学的実験が
必要であるが、
当該制御メカニ
ズムについて新

たな知見が得られたこととなる。また、本論文の報告をもって遺伝子スクリーニング方法の妥
当性を証明できたことも特筆すべき点で ある。 
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genes as reporters (Figs 1A and S1B). This previous screening was a sole example with the intention to identify 
Polycomb silencing modifiers in mammal. Genes encoding PRC2 subunits were found only in our candidates, 
and no common Polycomb-related gene was found between our candidates and theirs (Supplementary Fig. S3). 
These results suggest that screening results will differ in a context-dependent manner, which we attribute to the 
type of cells used.

We failed to see enrichment of the Ring1b shRNA construct in the high-intensity fraction (Fig. 3B). However, 
when we designed another shRNA construct targeting a different region of Ring1b mRNA, we clearly observed 
upregulation of Col4a1 upon knockdown (Fig. 1H and I). These results indicate that the library we used is still 
under development and should be updated. This limitation should be considered carefully.

Identification of novel Polycomb silencing modifiers. Having shown that our screening was successful, 
we further researched several candidate genes. Rsf1 was recently reported to be a histone H2AK119ub1-binding 
protein, and 82% of H2AK119ub1-enriched genes are co-localised with Rsf126. Rbm15 has been identified as 
a factor necessary for X-chromosome inactivation27, which is a representative context regulated by Polycomb 
silencing. Human CDYL has an intimate functional relationship with Polycomb silencing28. Moreover, human 
NIPP1 (also called PPP1R8) was shown to be a PRC2-dependent transcriptional repressor that maintains EZH2 
phosphorylation29. These reports collectively support the reliability of this screening method.

Furthermore, the present screening identified Edf1 as a novel candidate Polycomb silencing modifier (Figs 2B and 4A).  
Previously, we fully characterised a functional relationship between Polycomb silencing and Mbf1, the Drosophila 
counterpart of mammalian Edf120. Mbf1 is a dual subcellular localisation protein and is mainly localised in the 
cytosol under non-stress conditions. We have shown that cytosolic Mbf1 protects E(z) mRNA from Pacman 
attack, thereby ensuring robust Polycomb silencing.

Figure 4. Examples of newly identified genes. (A) A graphical summary of a novel function of Mbf1, the 
Drosophila counterpart of mammalian Edf1. Mbf1 is a known nuclear coactivator promoting an interaction 
between an activator and a transcriptional preinitiation complex under stress conditions. We recently reported 
that cytosolic Mbf1 protects E(z) mRNA from Pacman attack under non-stress conditions, thereby ensuring 
robust Polycomb silencing20. (B and C) HTS analyses of (B) Prdm5 and (C) Setd5. Left panel, Venn diagrams 
analysing the impact of the differentially expressed genes (DEG) in each knockout (KO) in the ESC modules. 
DEG, |log2-fc| > 1 and P < 0.01. Statistical analysis of the relationship between the PRC module against either 
the Myc module or the Core module was done by the Chi-square test. Prdm5, P < 10−134; Setd5, P < 10−98. Right 
panel, metagene analyses of the histone H3K27me3 level in the indicated genomic region by plotting log2-fold 
enrichment (log2-fe) against input data. PRC-Module, Kim et al.25; Bivalent Genes, Mikkelsen et al.42.
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