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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・維持を行います。しかしPRC2がどのように制御されているかはまだ
よくわかっていません。私たちは全PRC2構成因子に対して、免疫沈降による複合体精製とその質量分析器を使った解析
を行い、PRC2構成因子間のタンパク質間相互作用ネットワークを明らかにしました。その結果、構成因子を使い分ける
ことでいくつもの種類のPRC2複合体が形成されることがわかりました。

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. To define the entire composition of PRC2 in human, we performed a 
comprehensive proteomic analysis of all PRC2 components using by semi-quantitative mass-spectrometry. We 
established the protein interaction network between PRC2 components and found that distinct PRC2 
complexes are formed in human cells.
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１．研究開始当初の背景 
 
  ポリコーム群複合体 PRC2は、発生・分化
の過程で決定される遺伝子発現パターンの
維持に必要であり、ヒストン H3 の 27 番目
のリジンをメチル化 (H3K27me)することで
遺伝子発現が抑制されるヘテロクロマチン
の確立、維持を行う。PRC2による発現抑制
の代表例には、HOX 遺伝子群の制御や X 染
色体の不活性化が知られている。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全貌は未
だ明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、我々が確立してきたクロマチン
制御因子の網羅的探索手法を発展させて、
PRC2全構成因子の同定と各構成因子間の相
互作用を明らかにすることで、PRC2の複合
体構築の全貌を明らかにすることを目指し
た。さらに各構成因子に対するモノクローナ
ル抗体などの実験材料の整備を行い、それぞ
れの構成因子がPRC2の複合体形成や活性に
どのように関与しているのかを明らかにす
る土台を確立することで、PRC2によるヘテ
ロクロマチン形成の分子メカニズムを明ら
かにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) PRC2複合体の全構成因子の同定と、各構
成因子間の相互作用ネットワークの解明。 
Flag タグした PRC2 構成因子を安定に発現
するヒト細胞株をそれぞれのPRC2構成因子
に対して樹立し、免疫沈降による複合体精製
と質量分析器による同定を行う。この実験系
を、PRC2全構成因子をベイトとし、また再
現性の確認のために少なくとも２回以上の
解析をそれぞれの構成因子に対して行う。こ
こで得られた全結果を情報処理によってま
とめあげることで、PRC2構成因子間の相互
作用ネットワークを明らかにする。 
 
(2) PRC2 構成因子に対する特異的抗体など
実験材料の整備。 
同定したPRC2構成因子の分子機能を明らか
にするためには、その挙動を追跡できるよう
な特異性と感度の高い抗体が必要となる。組
換えタンパク質を用いたモノクローナル抗
体を、PRC2のそれぞれの構成因子に対して
作製し、各クローンをウエスタンブロットと
免疫沈降の両方で評価することで、ChIP-seq
法などでそれぞれのPRC2が機能するゲノム
領域を明らかにできるようにする。また特異
的抗体を用いて、RNAiによって PRC2の各
構成因子の機能阻害をするための最適な
dsRNAを選択する。 
 
４．研究成果 

(1) PRC2複合体の全構成因子の同定と、各構
成因子間の相互作用ネットワークの解明。 
PRC2の構成因子の一つ、SUZ12を含む複合
体の精製から、２つの新規の PRC2構成因子 
(SUZBP1、SUZBP2と名付けた)を同定した。
この結果でPRC2構成因子候補として考えら
れた残り 15 種類のタンパク質も加え、同様
の免疫沈降と質量分析による解析をコント
ロール実験も含めて計 69サンプル分行った。
PRC2複合体にはアミノ酸配列のよく似たタ
ンパク質も含まれるため、質量分析器による
測定結果の解釈には、同定されたペプチド配
列が、単一のタンパク質に帰属するかどうか、
そうでない場合はどのタンパク質とどのタ
ンパク質とを区別することができないかを
注意深く解析する必要がある。このことを可
能とする情報処理システムを作製し、質量分
析器による解析結果を一つの表としてまと
めあげ、PRC2構成因子間の相互作用マトリ
ックスを作製した。その結果、排他的に PRC2
複合体に含まれる構成因子と、必ず含まれる
構成因子を見いだすことができ、構成因子を
使い分けることでPRC2複合体には少なくと
も６種類存在することを見いだした。 
 
(2) PRC2 構成因子に対する特異的抗体など
実験材料の整備。 
上記の異なるPRC2複合体を見分けることが
できるように、各構成因子に対するモノクロ
ーナル抗体を作製した。免疫沈降、ウエスタ
ンブロットそれぞれに適したモノクローナ
ル抗体を得ることができた。これを用いて内
在性のPRC2複合体を免疫沈降によって精製
し、その構成成分を調べたところ、(1)で得ら
れた何種類ものPRC2が存在するという知見
が、内在性の PRC2でも成り立っていること
を確認した。また、クロマチン免疫沈降にお
けるクロマチン可溶化条件と適した抗体の
選定を行い、ChIP-seq による解析を可能と
する土台を作製することができた。 
 
(3) PRC2の不活性化 X染色体における機能
解析。 
不活性化 X 染色体は、 PRC2 による
H3K27me3 修飾がもっとも見られるゲノム
領域として知られている。また不活性化 X染
色体は、バー小体と呼ばれる凝縮したヘテロ
クロマチン構造をとる。PRC2が不活性化 X
染色体のヘテロクロマチン形成にどのよう
に関与しているかを明らかにするため、
hTERT-RPE1 細胞において PRC2 構成因子
の一つ SUZ12に対して RNAiによる機能阻
害を行った。その結果、PRC2はH3K27me3
修飾には必要であるが、凝縮したバー小体構
造を維持するのには必要でないことがわか
っ た 。 一 方 、 我 々 が 別 に 発 見 し た
HBiX1-SMCHD1 複合体は、H3K27me3 修
飾には必要ないが、凝縮した構造を維持する
のに必要であることがわかった。本結果は、
Nat. Struct. Mol. Biol.誌に発表し、不活性化



X染色体というヘテロクロマチンの代表例に
おけるPRC2の作用範囲を明らかにした成果
である。 
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