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研究成果の概要（和文）：クロマチン構成因子Cbx2に焦点をあて、核構造変換を介した新たなゲ

ノム発現制御の分子機構解明を目指してきた。本課題では、成長期骨組織分化におけるCbx2の機

能を明らかにした。Cbx2KOマウスは離乳期、長管骨骨密度が低下した。Cbx2KOマウス後肢長管骨

骨髄由来RNAでは、骨芽細胞ならびに脂肪細胞分化特異的遺伝子の発現量変化を認めた。これら

の表現型の浸透率は60〜100%であった。マウス骨髄由来ストローマ細胞株ST2を用いたクロマチ

ン免疫沈降法では、対象領域にCbx2およびH3K27me3ヒストン修飾を認めた。骨髄間葉系細胞分化

特異的遺伝子を標的にしたCbx2による直接制御が強く示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：Focusing on member of polycomb group, Cbx2, we are investigating 
the relationship between nuclear architecture and gene regulation. In this project, we 
approved novel Cbx2 functions on growing long bone in mice. Cbx2 KO tibia had low bone 
mineral densities, and transcription profile in osteoblasts and adipocytes were 
clearly altered in KO bone marrow, with 60-100% penetrance. In ST2 cells (mouse bone 
marrow derived stroma cells), Cbx2 and H3k27me3 histone modification were tethering 
at the same target loci. These results strongly suggested the direct regulation of 
tissue specific genes by Cbx2. 
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１．研究開始当初の背景 

 

これまでポリコーム Cbx2/M33 は、発生過程

において性分化、生殖腺、副腎、脾臓形成、

体軸前後のアイデンティティーの決定、血球、

リンパ組織分化等重要な発生過程に不可欠

な因子である事が示されてきた。しかし、出

生後の機能は明らかにされていない。

Cbx2/M33 KO マウスは、汎用されている

C57BL/6 genetic back ground では出生時全

て死亡するが、 129/C57BL/6 mixed genetic 

back ground では一部生存することを見出し

た。 

 

２．研究の目的 

 

本研究課題は、細胞の転写状態の維持に関わ

るクロマチンタンパクである Cbx2/M33 に焦

点をあてた解析により、核構造変換を介した

出生後成長期にみられる新たなゲノム発現

制御の分子機構の解明を目指す。 

 

３．研究の方法 

 

129/C57BL/6 mixed genetic back groundの

出生後３週令の Cbx2/M33 KOマウス大腿骨、

脛骨を用い、組織学的、細胞生物学的、次世

代シークエンサーを用いた発現解析、分子生

物学的解析を通じて、Cbx2/M33欠損による影

響を検討し、分子機能を明らかにする。 

 
４．研究成果 
 

本課題では、出生３日後離乳期までの成長期

における Cbx2/M33タンパクの組織形成機能

を明らかにした。Cbx2/M33 KOマウスでは出

生後、成長遅滞（体重の増加不良）（以下浸

透率は出生後３日までの死亡を免れた

Cbx2/M33 KOマウスを分母とする） 

 (浸透率100%)、皮下脂肪の菲薄化(浸透率

75%)、大腿骨骨密度の低下(浸透率約80%)（図

1）、離乳期（早期）死亡(浸透率約80%)が認

められた。 

 

 

 

図１）上段:XY, 下段:XX, 上下段ともに左か

ら順にCbx2 KO Homozygous, Cbx2 KO 

Heterozygous, Wild-typeマウス大腿骨遠位

骨幹端部分のμCT画像を示す。CBX2/M33 KO

マウスでは雌雄共に長管骨骨密度の低下が認

められた 

 

組織化学的解析では、海綿骨領域骨髄内に骨

芽細胞が少なく、逆に正常な老化個体で見ら

れる肥大化した脂肪細胞が顕著に多く、破骨

細胞の密度は有意に高いことはなかった。次

に、Cbx2/M33 KOマウス大腿骨、脛骨由来RNA

を用いたRNA-sequence発現解析（九州大学大

学院医学研究院分子生命科学系部門ならびに

生体防御医学研究所との共同研究）を行なっ

た。骨芽細胞系列分化特異的遺伝子

Sp7(Osx),Alpl, Col1a1, Bglap (ostecalcin, 

Og1)の発現量の低下を認めた(浸透率75%)（表

1)。これらの表現型の浸透率は、25%の個体は、

成長遅滞が穏やかで離乳期死亡がない個体で

あることと良く対応する。Cbx2/M33KOマウス

大腿骨、脛骨由来RNAにおいて骨芽細胞系列分

化カスケードの最上流で発現するマスター遺

伝子Runx2の発現量に変化は認められず、前骨



芽細胞で発現する遺伝子Sp7およびその下流

遺伝子transcriptsが減少していることから、

Cbx2/M33は骨芽細胞系列へ分化決定後の前骨

芽細胞分化に必要であることが示唆された。 

また、Cbx2/M33 KOマウス4匹中全てにおいて、

脂肪細胞分化制御遺伝子PPARgならびに脂肪

細胞分化遺伝子Fabp4の発現量亢進を認めた。

骨髄内脂肪細胞と骨芽細胞は共に骨髄間葉系

細胞から分化することが知られているが、

我々の得た結果は、クロマチン構成因子

Cbx2/M33が骨髄間葉系細胞の分化維持機構に

重要な役割を果たしているが、二つの細胞系

譜制御は必ずしも相互作用するものではない

ことを示唆する。 

 

表１）後肢長管骨髄腔由来 RNA を用いた

RNA-sequence解析結果の一部を示す。数字は

100,000 readsあたりの発現コピー数を示す。 
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Pparg  9.5 9.6 9.3 8.7 18.2 11.1 18.8 18.3 

Fabp4  282.0 142.7 315.9 279.2 1707.6 888.7 1900.9 1616.1 

Runx2 4.2 5.5 4.9 5.1 4.4 9.3 4.1 4.2 

Sp7  7.1 17.5 17.7 11.4 3.2 32.2 4.0 4.5 

Alpl 33.4 63.9 60.4 52.4 8.5 96.5 26.4 12.8 

Col1a1 1268.7 3033.5 4351.0 2494.7 283.9 6060.1 407.0 385.9 

Bglap 2648.1 4430.6 5626.8 3710.0 231.6 5264.1 473.9 265.3 

 

さらに分子制御メカニズムを明らかにするた

めにクロマチンタンパクのゲノム上の局在を、

クロマチン免疫沈降（ChIP)法により、マウス

骨髄由来ストローマ細胞株ST2を用いて検討

した。対象とする遺伝子領域は、脂肪細胞分

化制御遺伝子Pparγ遺伝子および脂肪細胞分

化遺伝子aP2遺伝子のプロモーター領域とし

た。当該領域はSirt1, NCoR, PPARγの直接の

転写制御を受けることが報告されている

(Picard F et al.,Nature 429, 771,2004)。

対象領域において、Cbx2/M33および H3K27me3

ヒストン修飾の集積を認めた（図２）。 
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図2）マウス骨髄由来ストローマ細胞株ST2を

用いたクロマチン免疫沈降（ChIP)法により 

Pparγ遺伝子（上段）および脂肪細胞分化遺

伝子 Fabp4 遺伝子（下段）転写制御領域（青

色矢印）にCbx2（赤枠）の集積ならびに

H3K27me3ヒストン修飾を認めた。 

1:コントロールIgG(モルモット)(陰性コント

ロール）2:抗Cbx2/M33抗体(モルモット）3: コ

ントロールIgG(ウサギ)(陰性コントロール）

4: 抗H3K27me3ヒストン修飾抗体(ウサギ）5: 

2% インプットDNA（陽性コントロール） 

 

本研究の結果から、骨髄間葉系細胞の分化制

御カスケードにおいて、分化特異的に発現す

る遺伝子を標的にしたCbx2/M33による直接制

御が強く示唆された。近年全ゲノムChIP解析

から、H3K27me3ヒストン修飾領域とLAMIN B

結合ゲノム領域が核膜下に隣接すること

(Guelen L. et al., Nature, 453,948,2008)

が示されている。核膜構造との関連も視野に

入れた解析の糸口を見出した。 
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