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研究成果の概要（和文）：ポリコーム群複合体PRC2は、ヒストンH3の27番目のリジンをメチル化することで、発
生・分化の過程で決定される遺伝子発現パターンの確立・維持を行う。しかし多種多様な遺伝子領域を見分けて
制御するのか、また他のクロマチン制御因子とどのように協調しているのかなど、PRC2がどのように制御されて
いるかの詳細な分子メカニズムはまだよくわかっていない。本研究では、昆虫細胞を用いた再構成系によりPRC2
構成因子間の分子的相互作用の実体を明らかに、どのようにPRC2複合体が形成されるのかを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Polycomb repressive complex 2 (PRC2) play a key role in silencing 
developmentally regulated genes to establish and maintain facultative heterochromatin. The core PRC2
 complex comprises four components (EZH1/2, SUZ12, EED and RBBP4/7) and methylates histone H3 at Lys
 27 through its enzymatic subunit EZH1/2. In addition, five regulatory components have been 
identified in mammalian PRC2. However, how mammalian PRC2 regulates various genomic sites and 
collaborates with other chromatin modulators remains unclear. Reconstitution of PRC2 in Sf9 insect 
cells using intact or truncated components resulted in subunit organization of PRC2.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 

 

 細胞種に特異的な遺伝子の発現パターン

は、ヒストン修飾などによるエピゲノムパタ

ーンを基軸として作り出されるクロマチン

構造によって決定・維持されている。このエ

ピゲノムパターンは、修飾それぞれがどのよ

うな制御を受ける酵素によって書き込まれ、

消去され、維持され、または読み取られてい

るのかを知らなければ、本来の意味を読み解

くことはできない。ヒストン修飾を担う酵素

のうち、ポリコーム群複合体 PRC2は、ヒス

トン H3 の 27 番目のリジンをメチル化 

(H3K27me)し、遺伝子発現が抑制されるヘテ

ロクロマチンの確立、維持をおこなっている。

PRC2による発現抑制の代表例には、X染色

体の不活性化や、HOX 遺伝子群の制御が知

られている。しかし、PRC2がどのように多

種多様な遺伝子領域を見分けて制御するの

か、また他のクロマチン制御因子とどのよう

に協調しているのかなど、PRC2制御の分子

メカニズムの詳細については、依然不明な点

が多く残されていた。 

 

２．研究の目的 

 

 先行して遂行した若手研究 Bでは、免疫沈

降と質量分析器を組み合わせたプロテオミ

クス解析を、既知の全 PRC2構成因子をベイ

トとして行い、PRC2と相互作用する因子を

網羅的に同定した。その結果、新規構成因子 

SUZBP1, SUZBP2を同定し、さらに PRC2

には構成因子の組み合わせが異なるいくつ

ものサブタイプがあることを見いだした。こ

の知見を基に、どのような分子メカニズムで

異なるサブタイプのPRC2が形成されるのか、

またそれぞれのPRC2の機能はどのようなも

のであるかを、PRC2構成因子の機能解析を

通して明らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 

バキュロウイルスと昆虫細胞を用いた発現

系を用いることで、任意の組み合わせでヒト

PRC2構成因子を大量発現させ再構成するこ

とのできる系を構築する。この時、発現する

因子すべてにはHisタグを、そのうち一つだ

けにさらに FLAGタグを付加しておき、昆虫

細胞抽出液から FLAG 抗体を用いた免疫沈

降を行い、His タグ抗体、各構成因子に対す

る抗体を用いて検出することで、発現させた

PRC2構成因子間の結合状態を評価する。 

 またPRC2サブタイプを特徴づける構成因

子について特異的抗体を用いた ChIP-seq 解

析を行うことでヒト細胞におけるPRC2サブ

タイプそれぞれのゲノム上での結合位置を

決定する。 

 

４．研究成果 

 

 まずPRC2の酵素活性に必要なコア構成因

子４種を昆虫細胞内で再構成し、そこから精

製した PRC2がヒストンH3K27をメチル化

する活性を有していることを確認した。また

コア構成因子の中から２つずつを発現させ、

それぞれの間の直接的な結合の有無を調べ

たところ、既知の知見と一致した。これらの

ことから、構築した昆虫細胞による再構成系

が機能していることがわかり、網羅的に各構

成因子間の相互作用を調べることができる

ようになった。 

 PRC2サブタイプを特徴づける構成因子が、

PRC2コア構成因子にどのように結合してい

るかを、それぞれを１対１で発現させ上記の

系を用いて解析したところ、サブタイプ特異

的因子はすべてコア構成因子の単一の因子

に結合することが明らかとなり、PRC2には

プラットフォームとなる因子が存在するこ

とがわかった。サブタイプ特異的因子間の協

調性、排他性はヒト細胞内で見られていた結

果と一致した。 

 サブタイプ特異的因子間の排他性がどの

ように起こっているのかを明らかにするた

め、プラットフォームとなるコア因子や、サ

ブタイプ特異的因子について、一部の領域だ

けを持つ部分欠損変異型を作成し、それぞれ

の結合に必要な最小領域を決定した。この知

見に基づき、さまざまな点変異を導入した構

成因子を作成し、ヒト細胞内でどのような

PRC2が形成されるか調べたところ、プラッ



トフォーム内のアミノ酸残基には、ある種の

特異的構成因子との結合に必要であるもの

といずれの特異的構成因子との結合に必要

であるものがあることがわかり、PRC2サブ

タイプが構成される分子メカニズムが明ら

かとなった。 

 PRC2 のヒト細胞におけるゲノム上での

ChIP-seq法の条件検討を行った。ChIP法の

超音波処理によるクロマチン断片化に対し

て不安定な因子が存在したが、超音波処理の

代わりに DNA を断片化する酵素で処理する

ことで、標的となる因子を安定に ChIP条件

下で精製する手法を確立した。 
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