
東京理科大学・研究推進機構生命医科学研究所・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６６０

基盤研究(B)（一般）

2019～2017

ポリコームタンパクによるリンパ球分化運命制御機構

Role of Polycomb proteins in lymphocyte cell fate decision

６０４５０３９２研究者番号：

伊川　友活（Ikawa, Tomokatsu）

研究期間：

１７Ｈ０４２１４

年 月 日現在  ２   ６   ４

円    12,900,000

研究成果の概要（和文）：T細胞やB細胞は造血幹細胞から作られる。その過程で多能性の造血幹細胞は各種転写
因子やエピジェネティック因子の働きにより徐々に分化能が限定されていき、最終的にT, Bリンパ球系列へ運命
決定される。造血幹細胞からリンパ球系列への運命制御は骨髄において行われるが、その詳細は明らかでない。
特に運命決定過程におけるエピジェネティック制御機構は不明である。我々は最近、ポリコーム群タンパク
PCGF1がB細胞初期分化に重要であることを見いだした。PCGF1は造血幹細胞からB細胞系列への運命決定におい
て、ミエロイド系遺伝子や幹細胞系遺伝子の発現を抑制することにより、B細胞への分化を促進することが明ら
かとなった。

研究成果の概要（英文）：T cells and B cells are generated from hematopoietic stem cells (HSCs). HSCs
 gradually specify their fates to finally commit to the B cell lineage. Transcription factors and 
epigenetic modification play pivotal roles in the cell fate decision. However, the molecular 
mechanisms are largely unknown. We have recently found that the Polycomb group protein, PCGF1 was 
important for the B cell lineage specification from HSCs. B cell development in bone marrow of 
PCGF1-deficient mice was severely impaired, while T cells were normally generated. The expression of
 meyloid and stem cell genes was derepressed in PCGF1-deficent hematopoietic progenitors. Knock-down
 of the upregulated genes partially restored the B cell generation. Thus, these results indicate 
that PCGF1 is an essential epigenetic regulator for early B cell differentiation.

研究分野：免疫学、血液学

キーワード： エピジェネティクス　造血幹細胞　B細胞分化　運命決定　転写因子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
抗体産生を担うB細胞は骨髄中で造血幹細胞から作られるが、そのメカニズムは未だ不明な点が多い。特に、造
血幹細胞からどのようにB細胞系列へ運命決定されるのか明らかでない。本研究により、B細胞の生成に重要な分
子機構の一端が明らかとなった。この知見は白血病を含む造血器腫瘍の発症機構の解明に寄与すると考えられ
る。また、分化の分子機構が明らかになれば、免疫細胞療法や再生医療への応用が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

転写因子やエピジェネティック因子はリンパ球分化に重要な働きをしている。我々はこ
れまでに B細胞系列への決定には転写因子 E2A が、T細胞系列への最終的な運命決定には転
写因子 BCL11Bが必要であることを明らかにした（Ikawa et al. Immmunity 2004; Ikawa et 
al. Science 2010）。また、T系列へ決定された前駆細胞の運命維持にポリコーム群（PcG）
タンパクである RING1A/B が必須であることを示した（Ikawa et al. Genes Dev.2018）。さ
らに東京大学の岩間教授らとの共同研究により、PcG タンパク PCGF4(BMI1)が B 細胞特異的
転写因子である EBF1 や PAX5 の発現を制御することにより、造血幹細胞の維持に重要であ
ることを報告した(Oguro et al. Cell Stem Cell 2010)。このように PcG タンパクはリン
パ球分化に重要であることが示唆されているが、リンパ球系列への最初のステップである、
造血幹細胞からリンパ球系多能前駆細胞（Lymphoid-primed multipotent progenitors : 
LMPP）への運命決定に関わっているのかどうかは不明である。 

PcG タンパクは幹細胞の発生・分化に重要なエピゲノム制御因子である。PcG タンパクは
主に PRC(polycomb repressive complex)1 と PRC2 という 2つのタンパク複合体からなる。
PRC1 はヒストン H2A の 119 番目リジン(K)のユビキチン化(H2AK119ub)酵素である RING1A/B
を中心とした複合体であり、含まれる PCGF タンパク（PCGF1-6）により６種類(PRC1.1-1.6)
に分けられる。これまでに PCGF2 (MEL18)、PCGF4 の形成する従来型 PRC1 が正常造血におい
て重要な役割を果たすことが示唆されてきた。 

一方、生化学的解析により、RING1A/B は含まれるものの、従来型の PcG 複合体には含ま
れない異性型ポリコーム複合体の存在が示された（Gao et al. Mol.Cell 2012）。その構成
要素である PCGF1, 3, 5, 6 は従来型のポリコーム複合体（PCGF2, 4）とは違う機能が示唆
されているが詳細は明らかでない。 

我々は最近、PCGF1 が造血幹細胞からリンパ球系列への分化決定に必須であることを見い
だした。 ERT2Cre-PCGF1fl/flマウスの骨髄細胞を正常マウスに移植し、タモキシフェンを用
いて PCGF1 を造血系細胞特異的に欠損させたマウスでは、T細胞分化が正常であったのに対
し、骨髄における B細胞がプロ B細胞段階から消失していた。このマウスの造血幹細胞の維
持には異常が認められなかったが、LMPP およびリンパ球系前駆細胞（Common lymphoid 
progenitor : CLP）が減少し、ミエロイド・エリスロイド系前駆細胞（CMP, GMP, MEP）が
増大していた。このことから、PCGF1 はリンパ球系・ミエロイド系細胞の運命決定に重要で
あることが示唆された。 

 
２．研究の目的 

T 細胞や B細胞は造血幹細胞から作られる。その過程で多能性の造血幹細胞は各種転写因
子やエピジェネティック因子の働きにより徐々に分化能が限定されていき、最終的に T, B
リンパ球系列へ運命決定される。造血幹細胞からリンパ球系列への運命制御は骨髄におい
て行われるが、その詳細は明らかでない。特に運命決定過程におけるエピジェネティック制
御機構は不明である。前述のように、我々は最近、PcG タンパク PCGF1 が B細胞初期分化に
重要であることを見いだした。そこで、本研究ではPCGF1 を含むポリコーム複合体が造血幹
細胞からリンパ球系列への運命決定にどのように寄与しているのかを明らかにすることを
目的とする。 

 
３．研究の方法 
(1) PCGF1 コンディショナル欠損（cKO）マウス由来人工白血球幹細胞の作製とこれを用いたRNA-

seq 解析 
骨髄中の造血幹・前駆細胞は数が少ないため、これらの細胞を用いて網羅的な遺伝子発現

解析（RNA-seq）やクロマチン免疫沈降（ChIP）解析を行うのは困難である。そこで、最近
我々が開発した、造血幹・前駆細胞を増幅する方
法（Ikawa et al. Stem Cell Reports 2015）を
用いる。この方法を用いると人工白血球幹
（induced Leukocyte Stem : iLS) 細胞として
LMPP 細胞を無限に増幅することができる（図 1）。 
 iLS 細胞は次のように作成する。まず、骨髄中
の造血幹細胞へレトロウイルスを用いてId3を導
入し、導入した細胞を TSt-4 ストローマ細胞上で
培養する。TSt-4 細胞は、通常は B 細胞への分化
を支持するが、Id3 が E2Aの機能を阻害するため、
B 細胞分化が初期の段階で停止し、多能前駆細胞
（iLS 細胞）として増幅する。この細胞を継代、
増幅させることによって培養1ヶ月ほどで均質な
iLS 細胞が大量に作成できる。作成された iLS 細
胞はフローサイトメーターによる表面抗原の発
現および遺伝子発現によって確認する。なお、こ
の iLS 細胞は一度作成すれば少なくとも半年以

図 1 iLS (induced Leukocyte Stem)細胞 

 



上維持することが出来るため、細胞株として長
期に渡り以後の実験に用いることが出来る。こ
の 方 法 を 用 い て 、 PCGF1cKO （ ERT2-Cre 
PCGF1fl/fl）マウスから iLS細胞を作成する。こ
の細胞にタモキシフェン（4-OHT）を加えると
PCGF1 欠損 iLS 細胞が得られる（図２）。正常
および PCGF1 欠損 iLS 細胞からRNA を採取し、
RNA-seq 解析によって遺伝子発現を網羅的に
調べる。こうして得られた RNA 発現データを比
較検討することにより、PCGF1 の標的遺伝子を
探索する。 

(2) PCGF1cKO マウス骨髄の造血前駆細胞における
ChIP-seq 解析 
 網羅的なクロマチン免疫沈降（ChIP-seq）法を用いて LMPP 段階における PCGF1の結合遺
伝子座を網羅的に解析する。すなわち、PCGF1cKO マウスより作成した iLS 細胞へ Tag を付
けた PCGF1 遺伝子を導入し、PCGF1 の結合部位を探索する。まず、PCGF1-FLAG を発現する
レトロウイルスベクターを PCGF1 欠損 iLS 細胞へ導入する。次に Anti-FLAG 抗体を用いて
ChIP を行う。続いて次世代シークエンサーを用いたシーケンス（ChIP-seq）解析を行い、
網羅的に PCGF1 の結合遺伝子座を解析する。同様に、抗 RING1B 抗体や抗 Suz12 抗体を用い
て他のポリコームタンパクである RING1A/B や SUZ12 (PRC2)の結合領域を解析する。さら
に、転写活性化マーカーであるヒストン H3 リジン 4 のトリメチル化（H3K4me3）修飾や転
写不活性化の目印であるヒストン H3 リジン 27 のトリメチル化（H3K27me3）修飾なども同
様に解析し、ヒストン修飾状態を解析する。これら RNA-seq 解析と ChIP-seq 解析から PCGF1
の標的遺伝子を同定することを目指す。 

(3) PCGF1cKO 造血前駆細胞を用いた標的遺伝子の機能解析 
1), 2)によって明らかとなった標的候補遺伝子の機能を、PCGF1cKO マウス骨髄の造血幹

細胞を用いて解析する。具体的には、PCGF1 によって発現が抑制されている遺伝子の shRNA
レトロウイルスベクターを PCGF1 欠損マウスの骨髄細胞から採取した造血幹・前駆細胞へ導
入する。この shRNA を導入した細胞を TSt-4 細胞と共培養することにより、B細胞分化が回
復するかどうか調べる。また、こうした解析から、PCGF1 の造血幹細胞からリンパ球系列へ
の分化制御機構を解明する。 

 
４．研究成果 

ERT2-Cre PCGF1fl/flマウスの骨髄前駆細胞へ Id3 を導入し、B細胞分化誘導条件下で培養
すると約 1ヶ月で自己複製能を持つ均一な iLS 細胞（PCGF1cKO iLS 細胞）が生成された。
この iLS 細胞へ 4-OHT を作用させ、4日後に細胞を回収した。4-OHT を作用させていない iLS
細胞をコントロールとしてそれぞれの細胞から RNA を採取し、RT-qPCR で PCGF1 の発現を比
較したところ、4-OHT を作用させた PCGF1 欠損 iLS 細胞では PCGF1 の発現が消失していた。
そこで、これらの RNAを用いて RNA-seq 解析を行ったところ、PCGF1 欠損 iLS 細胞ではミエ
ロイド系遺伝子（Hmga2, Il6r）や幹細胞系遺伝子（Tal1, Fzd2）の発現が有意に上昇して
いた。 

次に、PCGF1cKO iLS 細胞へレトロウイルスベクターを用いて PCGF1-FLAG を導入した。こ
の細胞へタモキシフェンを作用させて内在性のPCGF1を欠失させた。抗FLAG抗体、抗RING1B
抗体、および抗 H3K27me3 抗体を用いて ChIP-seq 解析を行ったところ、PCGF1 は 1500 個あ
まりの遺伝子座に結合が確認された。その
ほとんどはプロモーター領域であった。
PCGF1結合部位の大半はRING1Bの結合部位
とオーバーラップしていた。そのうちの
37％は H3K27me3 修飾を受けていた。すな
わち、PCGF1/RING1B の結合領域は H3K27me3
修飾の有無で 2つのクラスターに分けられ
ることがわかった。H3K27me3 修飾を受けて
いる遺伝子座を Cluster(C)1、受けていな
い遺伝子座を C2 として解析を進めた。興
味深いことに、C1に含まれている遺伝子は
PCGF1 欠損により、遺伝子発現が上昇した
が、C2では有意な差が見られなかった。こ
のことから PCGF1は通常の B細胞分化にお
いて、遺伝子発現を抑制することが示唆さ
れた。PCGF1 欠損により脱抑制されていた
遺伝子群のうち、Hmga2 は high-mobility 
group (HMG) タンパクと呼ばれ、クロマチ
ンの構造を修飾することが報告されてい

図 2 PCGF1 cKO iLS細胞を用いた解析法 

図 3 sh Hmga2による PCGF1欠損前駆細胞 
の B細胞分化回復 

 



る。また、Hmga2 は PCGF4 の標的遺伝子として骨髄増殖性腫瘍（MPN）の抑制に重要である
ことが示唆されていた。 

そこで、PCGF1 と Hmga2 との関係を調べるために、Hmga2 に対する shRNA を作成し、PCGF1 
cKO マウスの骨髄前駆細胞へ導入した。この細胞にタモキシフェンを作用させた上で B 細
胞へ分化誘導すると、PCGF1 を欠損した骨髄前駆細胞では B細胞分化が顕著に阻害されてい
た。一方、Hmga2 に対する shRNA を導入した PCGF1 欠損 iLS 細胞では、B細胞分化が部分的
に回復した（図３）。この結果から、Hmga2 は PCGF1 の重要な標的遺伝子の 1 つであること
が明らかとなった。 

驚いたことに、PCGF1を欠損してもRING1Bや H3K27me3のレベルは下がらなかった。また、
RING1A/B の基質である H2AK119ub1 レベルにも変化がなかった。このことは PCGF1 が
RING1A/B や H3K27me3 非依存的に遺伝子発現を抑制することを示唆している。これは、これ
まで従来型PRC1（PCGF2/4）で示されてきた実験結果とは異なる。従って、PCGF1を含むPRC1.1
複合体は RING1A/B や H3K27me3 非依存的に標的遺伝子の発現を抑制することが示唆された。
また、この遺伝子発現の抑制によって、B細胞分化が促進されることも明らかとなった。 
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