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研究成果の概要（和文）：胸腺T細胞分化段階ごとのポリコームタンパク質複合体を精製し、サブユニット構成、PRC1
相ソフォームの比率を検討したETPではPRC1.2が多く存在し、DN3ではPRC1.4が多く存在する事が分かった。その事が、
それぞれ、mel-18(PCGF1.2) KOマウスとbmi1(PCGF1.4) KOマウスの表現型の出現場所が異なる事につながる事が分かっ
た。また、組織特異的KOマウスの作成に成功した。さらに、ANRIL　というlncRNAとPRC2が結合する事が報告された。
それと同じマウスlincRNA-AK148321を同定した。

研究成果の概要（英文）：We succeeded to purify thymic development stage specific PRC1 protein complexes. A
t ETP stage, PRC1.2 is major form of PRC1, however, at DN3 PRC1.4 form of PRC1 is major form. This corresp
onds well for the phenotype of different PCGF gene KO mice. We also succeeded to establish several floxed 
PcG gene KO mice. Also we identified new lincRNA with might bind with PRC2
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１．研究開始当初の背景	 

	 

申請者らは、1990 年代に哺乳類で最初のポリ

コーム遺伝子 mel18 を世界で始めて単離して

以来、ポリコーム遺伝子群の生物活性を報告

してきた。細胞増殖・細胞周期制御、および

がん抑制遺伝子としての活性(Kanno	 et	 al	 

1995	 EMBO	 J)等である。その後、多くのポリ

コーム遺伝子 KO マウスに共通の表現型とし

て、Droshophila では見られなかった血球

系・免疫系の異常が観察された事から、リン

パ球系の発生・分化におけるエピジェネティ

ック制御に研究の的を絞ってきた。その結果、	 

（１）未熟リンパ球(ETP)が１次リンパ組織

である胸腺に移動直後に Notch シグナルを受

ける最も初期の増殖期において、Notch シグ

ナルの代表的標的遺伝子の Hes-1 の発現維持

に mel-18 が深く関与している事(Miyazaki,	 

Kanno	 et	 al.	 J.Immunol	 2005),	 	 

（２）その後のpreT細胞の増殖においてbmi1

（別のポリコーム遺伝子）が細胞の増殖・生

存に深く関わっており、CDK	 Inhibitor であ

る p19ARF 依存的に作用する制御ネットワー

クである事が判明した(Miyazaki,	 Kanno	 et	 

al.	 Immunity	 2008、下図参照)。	 	 

	 

（３）最近、胸腺のもう一つの構成要素であ

る胸腺上皮細胞(TEC)の増殖・生存を検討し

ていたところ、やはり bmi1 が深く関与して

いる事が明らかとなった(Guo,	 Kanno	 et	 al.	 

Eur	 J.	 Immunol	 2011)。（４）また、ポリコ

ーム蛋白質複合体を精製する過程において、

同 じ 複 合 体 PRC1(Polycomb	 Repressive	 

Complex-1)のサブユニットであると報告さ

れている Mel18 と Bmi1 が実は別々の複合体

サブユニットであり、PRC1.2 と PRC1.4 とい

う２種類のアイソフォームとして Hela 細胞

内では共存している事が分かった	 

	 

現在までに報告されているポリコーム遺伝

子群の作用機序は、ほとんどが	 Hela 細胞等

の培養細胞株（繊維芽細胞）を用いた系がほ

とんどであり、実際の「胸腺」という免疫系

にとって非常に重要な臓器内の細胞種類・微

小環境ごとに、どのようなエピジェネティッ

ク制御ネットワークが存在するのか、使い分

けられているのか、という設問が存在しなか

った。	 

胸腺のリンパ球と上皮細胞の相互作用は、多

くの免疫疾患（特に自己免疫疾患など）の理

解、創薬、等に取って非常に重要である。詳

細なエピジェネティック制御ネットワーク

の細胞種（微小環境）ごとの使い分けの解明

を通して、自己免疫疾患、アレルギー等の理

解につながる足がかりを得たい。	 

	 

２．研究の目的	 

（研究の全体構想）本研究は、微小環境ごと

のエピジェネティック制御ネットワークの

違いを明確にする事にある。１次リンパ組

織・胸腺のリンパ球と上皮細胞という２種類

の細胞群において、それぞれのエピジェネテ

ィック制御ネットワークの違いを明確にし、

その機構解析を行う事にある。	 	 我々は、

既にポリコーム遺伝子群（蛋白質複合体）に

よる制御が、胸腺内リンパ球と胸腺上皮細胞

（TEC）では全く異なる事を発見している。	 

	 

３．研究の方法	 



（研究の全体構想）本研究は、微小環境ごと

のエピジェネティック制御ネットワークの

違いを明確にする事にある。１次リンパ組

織・胸腺のリンパ球と上皮細胞という２種類

の細胞群において、それぞれのエピジェネテ

ィック制御ネットワークの違いを明確にし、

その機構解析を行う事にある。	 	 我々は、

既にポリコーム遺伝子群（蛋白質複合体）に

よる制御が、胸腺内リンパ球と胸腺上皮細胞

（TEC）では全く異なる事を発見している。	 

本計画では３つのサブテーマを行う：	 

1、 ポリコーム蛋白質複合体の精製（リンパ

球、胸腺上皮細胞、より）	 

2、 組織特異的 KO マウスの作成・解析（リン

パ球、胸腺上皮細胞、にそれぞれ特異的

な KO マウス）	 

3、網羅的な ncRNA,	 標的遺伝子の検索	 

	 

H２３年度	 

（１）ポリコーム蛋白質複合体の精製	 

リンパ球と上皮細胞のエピジェネティック

制御ネットワークの違いが、そもそも蛋白質

複合体の違いによるのか？	 を検討するた

めに複合体精製を行う。従来の情報は全て

Hela	 細胞由来であり、参考にならない。	 

	 

	 

・Flag-HA-TAG付きのMel18,またはBmi1（PRC1

サブユニット）を導入したリンパ球細胞株、

上皮細胞株を樹立する。	 

・２ステップカラム法により精製し質量分析

機によりサブユニットを同定する	 

・単離サブユニットの酵素活性（HDAC,	 HAT,	 

E3-UBQ など）、基質特異性を調べる（ヒスト

ン種類など）	 

既にリンパ球に関しては Pre-T 細胞株 CREM

を用いて FlagTag-Bmi1,	 Flag-Tag-Mel18 を

導入し、それぞれ蛋白質複合体の精製に最近

成功した。別のリンパ球細胞株 Jurkit 細胞

ではなぜか成功出来ていない。胸腺上皮細胞

株は何を使うのがベストかまだ不明であり、

試行錯誤になると思う。	 

	 

（２）	 組織特異的 KO マウスの作成・解析、

など	 

胸腺内では未熟（分化段階途中の）リンパ球

と胸腺上皮細胞が相互作用しながら環境が

出来ていく。そのためエピジェネティック制

御因子（ポリコーム蛋白質）の生物学的機

能・ネットワークを研究するにあたり、それ

ぞれの組織特異的（リンパ球、上皮細胞—特

異的）な遺伝子欠損マウスを用いた解析が必

須になる。そのため；	 

・Flox-mel18,	 flox-bmi1 の KO マウス作成の

ため、まず BAC クローンを単離し、

KO-construct を作製し、相同組み替え ES 細

胞をスクリーニングする。	 

（３）	 網羅的な ncRNA,	 標的遺伝子の検索	 

リンパ球と、上皮細胞で同一の PRC が異なる

制御を受けているとすれば、そのネットワー

クの違いが標的遺伝子の差異として表れる。	 

・まずリンパ球と胸腺上細胞でそれぞれ wt

と bmi1-KO での遺伝子発現プロファイルを網

羅的に検索する。	 

さらにPRC1の酵素活性はH2A(K119)-monoUbq

なのでゲノムワイドな H2A-monoUbq の

ChIP-on-chip を行う。	 

	 

H２４・２５年度	 

（４）ポリコーム蛋白質複合体の精製、活性

検索	 

・胸腺上皮細胞株からの PRC1mel,	 PRC1bmi



の単離精製を行う。成功しなかった場合は、

大量培養ではなく、免疫沈降法により酵素活

性の検討を行う。１細胞質量分析技術の導入

も検討している。	 

・従来の PRC1 酵素活性以外の検出を試みる	 

・PRC1 に含まれる（または結合する）ncRNA

の検出・単離・同定を行う	 （HOTAIRE と PRC2

の例に習って）。	 

（５）	 組織特異的 KO マウスの作成・解析、

など	 

・floxed マウスの樹立を継続する。Lck-Cre,	 

FoxN1-Cre などは既に手配すみである。さら

に胸腺上皮細胞(TEC)の中の mTEC,	 cTEC 特異

的な Cre-Tg を検討する。	 

・単なる Lck-Cre 等以外にも Cre-ER	 フージ

ョン遺伝子 Tg を用い、時間・空間特異的 KO

マウスとしてより詳細な解析(in	 vito培養系

において)を行い、リンパ球分化、TEC 分化・

増殖への関与をアッセイする。	 

（６）	 網羅的な ncRNA,	 標的遺伝子の検索	 

もし、リンパ球と、上皮細胞で、同じ PRC1

がそんざいしているとしても、何故制御ネッ

トワークは異なるのであろうか？	 	 一つ

の可能性は、PRC１を標的部位へリクルート

する分子・因子が異なる可能性がある。その

候補の可能性敵のは ncRNA である。最近 Hox

遺伝子群 ncRNA である HOTAIR が、PRC2 と結

合している事が報告された。つまり、結合す

る ncRNA が変われば標的遺伝子も変わること

になる。そこで；	 

・リンパ球と胸腺上細胞で（それぞれ wt と

bmi1-KO で）PRC1 と結合する ncRNA を検索す

る。ChIP の後（または単純な免疫沈降の後）、

複合体に含まれる RNA 分子を増幅し塩基配列

を決定する。その結果として当該 ncRNA が同

定できると考えている	 

	 

４．研究成果	 

（１）ポリコーム蛋白質複合体の精製・活性	 

ポリコームタンパク質複合体 PRC1 は、最近、

下図の様に、多様な存在様式を	 示す事が分

かった。	 

	 

そこで、実際に、胸腺 T 細胞の分化段階の

DN1(ETP)と DN3 においてその存在様式を確認

するための実験を行った。	 

	 

胸腺の ETP は細胞数が少なく、タンパク質複

合体の免疫沈降実験を１回行うために、new	 

born または４週令マウスを２００匹程度使

用し、１回の免疫沈降実験が出来た。その結

果（下図参照）	 

	 

やはり ETP では PRC1.2 が多く存在し、DN3 で

は PRC1.4 が多く存在する事が分かった。そ

の事が、それぞれ、mel-18(PCGF1.2)	 KO マウ

スと bmi1(PCGF1.4)	 KO マウスの表現型の出

現場所が異なる事につながる事が分かった。	 
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（２）組織特異的 KO マウスの作成・解析	 

組織特異的 Polycomb	 遺伝子群 KO マウスの

鎖悪性を試み、mel-18	 floxed マウス、

eed-floxed マウス、Ezh2-floxed マウスを準

備できた。しかし、bmi1-floxed マウスの作

成は、BAC クローンからの組替えプラスミド

作成が非常に困難で、断念した。	 

現在これら floxed マウスと Lck-cre	 Tg,	 

CD4-cre	 Tg,	 Fox	 N1-cre	 Tg,	 ERT-Cre	 Tg、

などとの交配が進行中である。	 

	 

（３）long-ncRNA,	 標的遺伝子の検索	 

ヒトでは ANRIL	 という lncRNA と PRC2 が結

合する事が報告された。それと位置的に同じ

マウス lincRNA-AK148321 を同定した。	 

	 

実際に、胸腺 T 細胞と胸腺上皮細胞での

lincRNA-AK148321 の発現レベルを検討した。	 

	 

発現量は低いながら、胸腺 T細胞での発現が

確認された。上皮細胞ではほとんど発現して

いなかった。この事が、胸腺 T細胞と胸腺上

皮細胞での Polycomb 遺伝子群の関与の違い、

標的遺伝子制御の差異になっていると考え

られた。	 

現在、対応する染色体領域を欠損したマウス

Chr4	 delta70Kb の導入を検討している。	 
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