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研究成果の概要（和文）：ポリコーム複合体PRC2 (Polycomb repressive complex 2)は、ヒストンH3の27番目の
リジン残基 (H3K27)をメチル化して転写抑制に寄与するとされるタンパク質複合体である。私達は、以前に骨髄
異形成症候群において、PRC2の構成因子のひとつであるEEDの遺伝子変異を同定した。本研究では、疾患関連EED
 Ile363Met変異を有するノックインマウスを用いて変異の機能を個体レベルで解析した。その結果、変異マウス
では、H3K27トリメチル化のピークから周辺への伝播障害を伴い、造血細胞の自律的増殖と造血器腫瘍発生率の
増加を呈することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：EED acts as a non-catalytic component of polycomb repressive complex 2 
(PRC2) that is a central regulator of histone H3 Lys27 (H3K27) methylation associated with 
transcriptional repression. We previously identified EED Ile363Met (I363M) mutation in 
myelodysplastic syndrome and related diseases. In this study, to investigate the role of I363M in 
disease pathogenesis, we generated and analyzed EED I363M knock-in mice. As a result, the I363M 
mutation was shown to inhibit the propagation of trimethylated H3K27 repressive marks in vivo. In 
addition, we demonstrated that the heterozygotes enhanced hematopoietic stem/progenitor cell 
activity and contributed to increased susceptibility to leukemia, while the homozygotes resulted in 
embryonic lethality.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
(1) ポ リ コーム複合体 PRC2 (polycomb 
repressive complex 2)は、ヒストン H3 の 27
番目のリジン残基 (H3K27)に対するメチル
化酵素複合体であり、エピゲノムを介した遺
伝子発現制御に中心的な役割を果たす。WD リ
ピ ー ト タ ン パ ク 質 EED は 、 PRC2 の
non-catalytic な構成因子として機能する。
PRC2 が十分に活性化され機能を発揮するた
め に は 、 EED が ト リ メ チ ル 化 H3K27 
(H3K27me3)と相互作用することによるアロ
ステリック効果が必要である。私達は以前に、
難治性造血器腫瘍である骨髄異形成症候群
の 3.1%において EED の遺伝子変異を同定し、
その変異のすべてが PRC2 複合体の機能欠失
に寄与することを報告した (Ueda et al. 
Leukemia 2012)。本研究では、同定した変異
のひとつである疾患関連EED Ile363Met(以下
I363M と表記)変異体に着目した。 
 
(2)EED のアミノ酸残基 Ile363 は、EED と
H3K27me3 の相互作用に重要な芳香族アミノ
酸 Trp364、Tyr365 の隣に位置している。私
達は、H3K27me3 ペプチドとの共沈実験から、
I363M 変異体は H3K27me3 への結合能が、野性
型 EED の約 10%にまで低下していることを見
出した。また、この変異体を NIH3T3 マウス
線維芽細胞株に発現させると、H3K27me3 レベ
ルの著明な低下が観察された。一方で、I363M
変異体と野性型 EED は、PRC2 のコアサブユニ
ット EZH2 とは同等に結合することが示され
た。以上のことから、I363M 変異体を構成因
子にもつ PRC2 では、H3K27me3 との相互作用
によるアロステリックな活性化が抑制され
ている可能性が考えられる。PRC2 の活性化障
害と造血器腫瘍の発症、進展との関連が示唆
された (Ueda et al. Leukemia 2012)。 
 
２．研究の目的 
当研究室で作出されたI363M変異を有するノ
ックインマウスを用いて、EED I363M 変異の
機能を個体レベルで検証する。PRC2 の活性化
障害の意義を生体で検証できる哺乳類モデ
ルはこれまでに報告がない。変異同定に至っ
た経緯より、特に造血系に着目して、変異の
生理的および病的意義を個体レベルで解析
する。 
 
３．研究の方法 
(1)正常造血における機能解析 
ヘテロ変異マウス(以下変異マウスと表記)
と対照マウスから骨髄細胞を調製し、フロー
サイトメトリーにより造血分化マーカーを
解析した。またコロニーアッセイによって、
変異が造血機能に与える影響を評価した。さ
らに表現型が造血細胞自律的なものである

か否か、放射線照射マウスへの骨髄移植実験
により検証を行った。 
 
(2)造血器腫瘍発症における機能解析 
変異マウス、対照マウスを経時的に観察し、 
造血器腫瘍の自然発症の有無を検討した。ま
た、マウス白血病レトロウイルス MOL4070A
によって引き起こされる白血病モデルを用
いて、造血器腫瘍発症の頻度を解析した。
MOL4070A は、Moloney マウス白血病ウイルス
の Long terminal repeat を改変して作製さ
れたウイルスであり、野性型新生仔マウスに
感染させると、白血病を低い頻度で発症する。
白血病発症のバックグラウンドの低いのが
特徴であり、本モデルは腫瘍発症率の増加を
検出するのに適している。 
 
(3)遺伝子発現解析 
マウス骨髄より、造血幹細胞を含む c-Kit 陽
性Sca1陽性Lin陰性分画(LSK細胞分画)をフ
ローサイトメトリーを用いて単離し、RNA 抽
出後、次世代シークエンサーを用いて RNA シ
ークエンスを行った。得られた遺伝子発現デ
ータを基にパスウエイ解析のひとつである
Gene set enrichment analysis を行い、特定
の機能をもつ遺伝子群の発現がどのように
変動したかを変異マウスと対照マウスとの
両群で比較した。 
 
(4)エピゲノム解析 
胎生 12.5 日齢の胎仔より単離した胎仔繊維
芽細胞に対して、H3K27 メチル化修飾を認識
する抗体を用いて、ChIP シークエンスを行っ
た。ホモ変異マウス、野性型対照マウス由来
の細胞におけるメチル化修飾のゲノム上の
分布を比較した。 
 
４．研究成果 
(1)変異マウスは、加齢に伴い対照群と比較
して有意に高い骨髄有核細胞数、造血前駆細
胞数、末梢血白血球数を示した。また、造血
コロニーアッセイでは、通常コロニーリプレ
ーティングを行うことにより造血コロニー
数は減少するのに対し、変異マウス由来の造
血細胞においては、複数回のリプレーティン
グによっても造血コロニー形成能が維持さ
れていた。骨髄移植実験を行ったところ、変
異マウス由来の細胞を移植されたレシピエ
ントの末梢血中には、対照マウス由来の細胞
を移植された場合に比べ、有意に高い割合で
ドナー由来の細胞が検出された。以上より、
変異マウス由来の造血細胞で観察される幹
細胞性の維持、増殖能の亢進は細胞自律的機
構に起因するものと考えられた。 
 
(2)18 ヶ月にわたる長期観察の結果、一部の



変異マウスでは、脾腫を認めたが、血球形態
異常や末梢血及び脾細胞の分化マーカーに
関して特定の分化系列への偏りは観察され
なかった。 したがって、I363M 変異は造血細
胞の過増殖、造血組織の過形成には寄与する
が、単独では形質転換に至らないものと考え
られた。一方で、MOL4070A を用いた白血病モ
デルでは、変異マウスは対照群と比べて高い
腫瘍発症率を示し、早期に造血器腫瘍を発症
して致死となった。このことから、I363M 変
異は、付加的な遺伝子発現異常と協調して、
腫瘍発症に促進的に機能することが明らか
となった。 
 
(3)遺伝子発現解析の結果、変異マウスの LSK
細胞分画では、幹細胞の維持に重要とされる
ヒストン H3K27 と H3K4 ともにトリメチル化
修飾される(bivalent ドメインを有する)遺
伝子群、また骨髄球系分化関連遺伝子や、
cAMP を介する細胞内情報伝達経路に関連し
た遺伝子群がいずれも脱抑制され、発現上昇
していることが明らかとなった。また、PRC2
の他の構成因子であるSuz12変異マウスを用
いた既報の遺伝子発現データとの比較から、
共通して発現が脱抑制されている PRC2 の標
的遺伝子として Lgals3 を同定した。造血前
駆細胞に Lgals3 を過剰発現させると、より
長期の造血コロニー形成能を獲得した。一方
で、変異マウス由来の造血前駆細胞において
Lgals3 の発現を抑制した場合には、コロニー
形成能の低下が観察された。このことから、
本遺伝子がI363M変異による造血幹細胞性の
維持に寄与している可能性が示された。 
 
(4)I363Mホモマウスは胎生13.5-14.5日で致
死となった。胎仔線維芽細胞を用いた ChIP
シークエンスの結果から、I363M 変異を有す
る細胞では、H3K27me3 ピークから周辺へのト
リメチル化レベルの広がりが抑制されてい
ることが示された。EED と H3K27me3 との相互
作用による PRC2 の活性化は、H3K27me3 の伝
播に重要であるというモデルが報告されて
いる。今回、私達は遺伝子改変マウスを用い
て EED 変異による PRC2 活性化障害が
H3K27me3 ピークからの伝播障害をもたらす
ことを明らかにした。 
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