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研究成果の概要（和文）：ヒストンH2AのE3ユビキチンリガーゼであるポリコーム群Ring1A/Bが、標的遺伝子をどの様
に認識して結合するかについて、PRC1複合体とMBLR複合体に注目した研究を行った。PRC1複合体については、PRC2複合
体によるヒストンH3-K27トリメチル化修飾を認識するクロモドメイン蛋白質Cbx2/7とRing1A/Bが相互結合することによ
って発生制御遺伝子へリクルートされることが分かった。一方、MBLR複合体については転写因子Max/Mgaに依存して減
数分裂関連遺伝子の転写開始点周辺へリクルートされ、Ring1A/BのH2Aモノユビキチン化活性を介して転写抑制に寄与
することが分かった。

研究成果の概要（英文）：It is still unclear how Polycomb group proteins Ring1A/B, E3 ubiquitin ligases 
for histone H2A, recognize and bind to their target genes. In this study, we focused on Polycomb 
Repressive Complex 1 (PRC1) and MBLR complex, both of with include Ring1A/B. We found that the physical 
interaction of Ring1B with chromo-domain proteins Cbx2/7, which have an affinity for PRC2-mediated 
trimethylated histone H3-K27, is essential for PRC1 recruitment to the developmental regulator genes. On 
the other hand, MBLR complexes recognize and bind to genes related to meiosis dependently on 
transcription factors Max/Mga, and repress those target genes through Ring1A/B-mediated H2A 
monoubiquitination.

研究分野： 分子生物学

キーワード： エピジェネティクス　ヒストン修飾　クロマチン　転写制御　遺伝子発現　胚性幹細胞
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１．研究開始当初の背景 
DNA が巻き付くヒストンは、アセチル化・メ
チル化・ユビキチン化など様々な化学修飾を
受けており、遺伝子の発現制御においてこれ
らの化学修飾が重要な役割を果たしている
ことが明らかになりつつある。これら化学修
飾の作用メカニズムを解明することにより、
細胞の増殖・分化・ガン化など様々な生命現
象を制御する技術創出へ資することが期待
されている。しかしながら、ヒストンが受け
る化学修飾は非常に多岐にわたっており、そ
の分子メカニズムや各生命現象における役
割の全容解明にはまだ至っていないのが現
状である。 
ポリコーム群は元来ショウジョウバエにお
いて体の前後軸や体節を決定するホメオテ
ィック遺伝子の発現抑制状態を維持する働
きをもつ遺伝子として同定された。ポリコー
ム群遺伝子にコードされる蛋白質は主要な 2
つの複合体、すなわち 1~2MDa の  PRC1 
(Polycomb Repressive Complex 1) と約 600 
kDa の PRC2 を形成する。これらは固有のヒ
ストン修飾活性を持ち、PRC2 は E(z) / Ezh2
を介してヒストンH3の 27番目のリジン残基
のトリメチル化  (H3K27me3)を、PRC1 は
dRing / Ring1A/B を介して H2A の 119 番目の
リジン残基のモノユビキチン化(H2AK119u1)
を行う。 
これまでに応募者は、PRC1 に含まれるヒス
トンユビキチン化酵素 Ring1A/B のコンディ
ショナル欠損マウスや ES 細胞を作成し、発
生初期にリコーム群の機能解析を行ってき
た。その結果、Ring1A/B が数多くの発生制御
遺伝子の転写抑制に関与し、ES 細胞の未分化
性維持に寄与することを明らかにした 
(Endoh et al., Development, 2008)。さらに
Ring1A/B による H2A ユビキチン化がこれら
標的遺伝子の転写抑制に必須のステップで
あることも明らかにした（Endoh et al., PLoS 
Genetics, 2012）。これまで PRC1 の標的結合は
PRC2 による H3K27me3 修飾に依存するとさ
れてきたが、PRC2 欠損 ES 細胞においても
Ring1A/B による標的部位の H2A ユビキチン
化が起こることが最近明らかになり（未発表
データ、Tavares L et al., Cell, 2012）、Ring1A/B
がゲノム上の標的部位をどうやって認識し
てユビキチン化するのかについては依然不
明である。また、ユビキチン化 H2A が遺伝子
の転写抑制をどのようにして行うのかにつ
いてもよく分かっていない。 
応募者は Ring1B のタンパク質複合体の解析
結果から、Ring1A/B が PRC1 複合体だけでな
くE2F6複合体やBcor-Fbxl10複合体にも含ま
れることを見出しており、Ring1B に結合する
いくつかの分子についてはすでにコンディ
ショナル欠損マウスや ES 細胞の作成を進め
ている。さらに Ring1B のアミノ酸配列のう
ち標的結合に必要な部位をすでに明らかに
し（図１）、その部位へ結合する分子の同定
も進めている（図２）。本研究ではこれらの

解析をさらに進めることにより、ポリコーム
群 Ring1A/B のヒストンユビキチン化活性の
制御メカニズムや、ユビキチン化 H2A の局
在・役割の解明を目指す。 
 
２．研究の目的 
ポリコーム群は、胚の前後軸形成、細胞の増
殖・分化・ガン化など様々な生命現象に関わ
るクロマチン制御因子である。我々はマウス
ポリコーム群 Ring1A/B がヒストン H2A のユ
ビキチン化を介して、発生関連遺伝子の転写
抑制に関わることを報告した。しかし、
Ring1A/B がヒストンユビキチン化の標的遺
伝子をどうやって見つけるのか、またユビキ
チン化 H2A がどのように遺伝子の転写抑制
に寄与するのかについては、よく分かってな
い。本研究では、Ring1A/B に結合するタンパ
ク質に注目し、Ring1A/B の局在やユビキチン
活性を制御する仕組みを明らかにする。さら
に、ユビキチン化 H2A を認識して結合する分
子の同定を行い、ポリコーム群による遺伝子
発現制御におけるユビキチン化 H2A の作用
機構の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）Ring1A/B の C 末部位が標的遺伝子へ
の結合に必須であることが分かっている。本
研究では Ring1B の C 末部位に結合する分子
を同定し、C 末部位を欠損した Ring1B との
融合タンパク質を作成することによって、ど
の分子が Ring1B 機能のリクルートに関与し
得るかについて解析を行う。 
（２）Ring1A/B が含まれる PRC1 複合体もし
くは MBLR 複合体のそれぞれを欠損した ES
細胞を準備して、各複合体が標的としている
遺伝子の同定や Ring1A/B を標的遺伝子へリ
クルートする分子機構の解析を行う。 
 
４．研究成果 
（１）PRC1 複合体の構成因子のうち、Cbx2
とCbx7がRing1BのC末部位へ結合すること
を確認した。そこで、Cbx2/7 と C 末部位を欠
損した Ring1B[Ring1B(dC)]の融合蛋白質
Cbx2/7-Ring1B(dC)の発現ベクターを作成し、
これを Ring1A/B コンディショナル欠損
(Ring1A-/-; Ring1Bfl/fl; Rosa26::CreERT2)ES
細胞へ導入して安定発現株を樹立した。コン
トロールとして Cbx2/7, Ring1B(dC)をそれぞ
れ単独で発現する細胞株も樹立した。タモキ
シフェン投与により内在性の Ring1B を除去
すると、Cbx2/7, Ring1B(dC)はいずれも単独で
は標的とする発生制御遺伝子へ結合できな
か っ た が 、 Cbx2-Ring1B(dC) と
Cbx7-Ring1B(dC)は標的遺伝子へ結合して転
写抑制に寄与することが出来ることが分か
っ た 。 ま た Cbx2-Ring1B(dC) に 比 べ て
Cbx7-Ring1B(dC)の方が標的遺伝子への結合
能力が高いことも分かった。さらに、Ring ド
メイン内の点変異により酵素活性を失った
Ring1B(dC/I53S) と Cbx7 の 融 合 蛋 白 質



Cbx7-Ring1B(dC/I53S)を発現する細胞株を樹
立 し て 同 様 の 実 験 を 行 っ た 結 果 、
Cbx7-Ring1B(dC/I53S)は標的遺伝子へ結合す
ることは出来るものの、転写抑制に寄与する
ことが出来ないことも分かった。以上より
PRC1 複合体については、ヒストン H3 の 27
番目のリジン残基のトリメチル化修飾
(H3K27me3)を認識するクロモドメインを有
する Cbx2/7 と Ring1A/B が相互結合すること
によって発生制御遺伝子へリクルートされ
ることが分かった。 
（２）ヒストン H2A に対するモノユビキチン
化酵素活性を有するポリコーム群遺伝子産
物 Ring1A/B が、標的遺伝子をどのように認
識して結合するかを明らかにするため、
Ring1A/Bと結合してPRC1複合体を形成する
Mel18/Bmi1(Pcgf2/4)、Ring1A/B と結合して固
有の複合体を形成する MBLR(Pcgf6)のそれ
ぞれを欠損した ES 細胞を準備し、Ring1B の
標的遺伝子への結合状態について ChIP-seq
解析を行った。野生型 ES 細胞において Mel18
は数多くの発生関連遺伝子へ Ring1B と共に
結合しており、Mel18/Bmi1 重欠損 ES 細胞で
は、これら Mel18 結合遺伝子への Ring1B 結
合レベルが大きく低下していることが分か
った。一方、MBLR は減数分裂に関連する遺
伝子の転写開始点周辺へ Ring1B と共に結合
し、MBLR をコンディショナルに欠損させる
と、これらMBLR結合遺伝子におけるRing1B
結合と H2A モノユビキチン化修飾が殆ど消
失することが分かった。さらに、H3K27me3
修飾を行う活性を有する PRC2 複合体を欠損
させたES細胞 (Eed欠損ES細胞)において同
様の解析を行った結果、PRC2 欠損により
Mel18 結合遺伝子への Ring1B 結合レベルが
低下する一方で、MBLR 結合遺伝子への
Ring1B 結合は影響を受けないことが分かっ
た。以上の結果から、Ring1B をリクルートす
る仕組みとして PRC2-PRC1 経路と MBLR 経
路の少なくとも２通りが存在し、それぞれ固
有の標的遺伝子を制御していることが明ら
かになった。MBLR 経路の分子機構をさらに
追究するため、MBLR が結合する DNA 配列
の特徴を調べたところ、E ボックスが高頻度
に含まれることが分かった。また、MBLR 複
合体には転写因子 Max と Mga が含まれてお
り、これらのいずれかをノックダウンさせる
と MBLR の標的遺伝子への結合レベルが大
きく低下することが分かった。すなわち、
MBLR 複合体はその構成因子である転写因
子 Max/Mga に依存して標的遺伝子の配列を
認識して結合し、Ring1B によるヒストン H2A
モノユビキチン化を介して転写抑制に寄与
することが示唆された。以上により Ring1B
のヒストン H2A モノユビキチン化修飾活性
を標的遺伝子へリクルートする新規の分子
機構の存在とその詳細が明らかになった。 
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