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〈要 約〉

　ポリコーム抑制複合体PRC1は核において斑点状の構造体として検出される．しかしながら，その遺伝子発現の抑制への貢献および分子機構については解明されていない．この研究において，筆者らは，PRC1を構成するタンパク質のひとつであるPhc2のもつSAMドメインによる“head-to-tail”結合が，PRC1構造体の形成の原動力であることを示した．PRC1構造体の形成は特定の遺伝子座におけるPRC1およびPRC2の局在を安定化させ，遺伝子発現の抑制に直結した．このSAMドメインに依存的な遺伝子発現の抑制には，標的となる遺伝子座におけるPRC1の捕捉および保持によるPRC1の重合の促進と，PRC2との相互作用の強化という2つの分子機構があると考えられた．この遺伝子発現の抑制のモデルは，胚発生における分化関連遺伝子の可逆的な発現抑制機構の解明にも貢献すると思われる．

はじめに

　胚発生や細胞運命の決定は，特定の遺伝子が時間的および空間的にエピジェネティックに制御され発現することにもとづいている．ポリコーム群タンパク質はこのエピジェネティックな制御機構の中心であり，多くの分化関連遺伝子や細胞増殖遺伝子の発現を可逆的に抑制することにより，体幹および器官の形成のみならず，がん化や幹細胞の維持にも密接にかかわっている1)．一般的に，ポリコーム群タンパク質は構造的かつ機能的に異なる2つのポリコーム抑制複合体（polycomb repressive complex：PRC），PRC1およびPRC2を形成して機能する．PRC1はヒストンH2Aの119番目のLysをユビキチン化する活性，PRC2はヒストンH3の27番目のLysをトリメチル化する活性をもつ．遺伝子発現の抑制に関して，PRC2よりむしろPRC1のほうが効果的に機能すると考えられている2)．しかしながら，PRC1による遺伝子発現の抑制の分子機構は十分には理解されていない．

　PRC1はショウジョウバエやヒトに由来する細胞において蛍光顕微鏡によりPcG構造体とよばれる数個から数十個の核内構造体として検出される．興味深いことに，ショウジョウバエにおいてポリコーム群タンパク質の標的となる代表的な遺伝子であるHox遺伝子クラスター領域に局在するPcG構造体は，その領域のクロマチンの凝集と遺伝子の発現抑制機構に関連することが報告されている3,4)．一方，ヒトの培養細胞においてPcG構造体はポリコーム群タンパク質の標的となる遺伝子が点在する核質ではなくセントロメアの近傍において形成されているが，初代培養細胞においてPcG構造体は核質に観察される5)．しかしながら，これまでPcG構造体の形成機構は不明であり，結果として，遺伝子の発現抑制機構におけるPcG構造体の重要性は解明されていなかった．

1．マウス胚性繊維芽細胞におけるPRC1構造体の形成
　ポリコーム群タンパク質の機能と構造体との関係を理解するには，初代培養細胞系が適している．そこで，マウス胚性繊維芽細胞におけるPRC1の細胞内局在を共焦点蛍光顕微鏡により調べた．その結果，Ring1B，Phc1，Phc2，Mel18/Bmi1，Cbx2などPRC1の構成タンパク質は，多数のPcG構造体様の核内構造体を形成することがわかった（図1）．このPRC1構造体の核における局在は，ヒト培養細胞におけるセントロメアの近傍とは異なり，核質にあるヒストンH3の27番目のLysのトリメチル化の部位と一致した．この結果は，PRC1構造体が機能的であることを示唆した．PRC1構造体のダイナミクスを知るため，Ring1B-YFP融合タンパク質およびMel18-GFP融合タンパク質のノックインマウスを作製し，これらのノックインマウスに由来する胚性繊維芽細胞を生細胞観察したところ，Ring1BはPRC1構造体の内外ですばやく分子交換していることが明らかになった．

2．PRC1構造体と遺伝子の発現抑制機構との相関

　マウス胚性繊維芽細胞においてPRC1構造体は不活性化した遺伝子座に形成されていることを免疫DNA蛍光in situハイブリダイゼーション（iFISH）法により確認した．少なくとも，PRC1構造体はポリコーム群タンパク質の標的であるHox遺伝子クラスター領域およびCdkn2a遺伝子において検出された．胚の前後軸にそったHox遺伝子の発現は，Hox遺伝子クラスター領域における遺伝子の並びと一致することが知られる6)．PRC1構造体と遺伝子の発現抑制機構とに相関があるならば，頭部においてPRC1構造体は不活性状態であるHox遺伝子クラスターのすべての領域に存在し，尾部においては不活性状態である5’側のHox遺伝子には存在するが，活性状態である3’側のHox遺伝子には存在していないはずである．このことを検証するため，Mel18-GFP融合タンパク質ノックインマウスの胎生9.5日の胚に由来する頭部および尾部の細胞における3’側に位置するHoxb1遺伝子および5’側に位置するHoxb13遺伝子とPRC1構造体との関係を調べた．その結果は予想と一致した（図2）．ここで興味深いのは，頭部において不活性化されているHoxb1遺伝子とHoxb13遺伝子とが同一のPRC1構造体において共局在していた点であった．これは，Hoxb遺伝子クラスター領域は凝集しひとつのPRC1構造体に封印されていることを示唆していた．これらの結果から，マウスにおいてPRC1構造体は遺伝子の発現抑制機構に相関していることが示された．

3．Phc2のもつSAMドメインはPRC1構造体の形成に必要である

　PRC1構造体の意義を本質的に理解するためには，PRC1構造体がどのように形成されるのかを解明する必要があった．そこで，PRC1の構成タンパク質でありSAM（sterile alpha motif）ドメインをもつPhc2に着目した．なぜなら，SAMドメインは構造学的に“head-to-tail”結合を介した自己重合活性をもつため7)，その活性がPRC1どうしの相互作用を促進すると考えたからである．
　PRC1どうしの重合がPhc2のもつSAMドメインに依存的に起こるかどうかを生化学的に確かめた．293T細胞においてPRC1を形成させるため，その4つの構成タンパク質を標識したもの，Myc標識Ring1B，Myc標識Mel18，Myc標識Cbx2，および，FLAG標識した野生型のPhc2あるいはPhc2変異体を強制発現させた．ここで用いたPhc2変異体は，SAMドメインに自己重合が不全となる点変異をもつものである7)．抗FLAG抗体により精製したのち，スクロース密度勾配遠心法によりサイズで分画し，それぞれの画分を抗Myc抗体により2段階精製した．精製したPRC1を抗FLAG抗体および抗Myc抗体を用いウェスタンブロット法により検出した．その結果，野生型Phc2を含むPRC1のサイズは669 kDaをゆうにこえていたが，Phc2変異体を含むPRC1は数百kDaであった．PRC1単体は約200 kDaであることを考えると，PRC1はPhc2のもつSAMドメインに依存的に重合することが示唆された．

　PRC1構造体の形成への影響を調べるため，野生型のPhc2およびSAMドメインに自己重合が不全となる点変異をもつPhc2変異体とGFPとの融合タンパク質をU2OS細胞に強制発現させた．その結果，野生型Phc2はPRC1構造体を構成したが，Phc2変異体を発現させた細胞ではPRC1構造体は消失していた．この消失は，強制発現させたPhc2変異体がドミナントネガティブ効果を示し，内在性のPhc2と結合してそれらの重合を阻害したためであるという結果も得られた．したがって，Phc2のもつSAMドメインの自己重合活性は，PRC1どうしの重合を促進させPRC1構造体を導く原動力であると結論づけた．

4．Phc2のもつSAMドメインの自己重合活性は遺伝子の発現抑制機構に直結する

　遺伝子の発現抑制機構におけるPhc2のもつSAMドメインの自己重合活性の役割を調べるため，Phc2のSAMドメインに自己重合が不全となる点変異を導入したノックインマウスを作製した．この点変異マウスは，ポリコーム群タンパク質を欠損したマウスと同様に脊椎形成異常症を発症した．この点変異マウスに由来する胚性繊維芽細胞を用いたマクロアレイ法により測定した遺伝子発現のデータとクロマチン免疫沈降-シークエンシング法によるデータとをあわせたゲノムワイド解析により，Hox遺伝子やCdkn2a遺伝子などを含む，PRC1の構成タンパク質であるRing1Bの結合およびヒストンH3の27番目のLysのトリメチル化のみられた遺伝子が，SAMドメインにおける点変異により有意に再活性化することが示された．さらに興味深いことに，それらのうち顕著に不活性化した遺伝子座からはRNAポリメラーゼIIが排除される傾向があった．Hoxb遺伝子クラスター領域に関しては，クロマチンの脱凝集も確認できた．これらの結果から，Phc2のSAMドメインに導入された自己重合が不全となる点変異は遺伝子の発現抑制機構を損ねることが示された．また重要なこととして，マウスの胚を使った免疫沈降解析により，SAMドメインの自己重合活性が不全となる点変異をもつPhc2は正常に発現し，ほかのPRC1構成タンパク質と正常に結合していることが示された．さらに，この点変異を導入したノックインマウスに由来する胚性繊維芽細胞ではPRC1構造体が消失していた．これらの結果より，Phc2のSAMドメインに点変異をもつ細胞にはPRC1は存在するものの，自己重合の不全によりPRC1の重合およびPRC1構造体の形成が損なわれていることが示された．したがって，Phc2のもつSAMドメインの自己重合活性は遺伝子の発現抑制機構に必要であると結論づけた．

5．Phc2の重合によるPRC1およびPRC2の捕捉と保持

　PRC1の重合がPRC1自体の遺伝子座への局在に影響をあたえるかどうかを検証するため，PRC1の構成タンパク質であるRing1Bのクロマチンへの局在をクロマチン免疫沈降-シークエンシング法により解析した．その結果，Phc2のSAMドメインに自己重合が不全となる点変異を導入したノックインマウスに由来する胚性繊維芽細胞において，Ring1Bの結合およびヒストンH3の27番目のLysのトリメチル化のみられた遺伝子座に特異的にRing1Bの量は約50％まで減少していた．この点変異がヒストンH3の27番目のLysのトリメチル化のレベルにも影響する可能性を考え，このヒストンH3トリメチル化のみられた遺伝子についてクロマチン免疫沈降-シークエンシング法による解析を行った．Ring1Bの結合の変化と同様に，Phc2のSAMドメインに点変異を導入したノックインマウスに由来する胚性繊維芽細胞におけるヒストンH3の27番目のLysのトリメチル化のレベルは，Ring1Bの結合およびこのヒストンH3トリメチル化のみられた遺伝子において特異的に半減しており，さらに，その原因はPRC2の局在性の低下により説明された．これらの結果から，Phc2のもつSAMドメインの自己重合活性は，PRC1のみならず，PRC2の遺伝子座への局在においても重要であることが明らかになった．具体的には，この50％程度の減少とPRC1構成タンパク質のダイナミクスとを考慮すると，SAMドメインによる自己重合はPRC1を捕捉および保持することによりその安定した局在化に貢献していると考えられた．

おわりに

　この研究の結果から，PRC1による遺伝子の発現抑制機構を改訂することができた（図3）．ポリコーム群タンパク質の標的となる遺伝子，たとえば，Hox遺伝子クラスター領域やCdkn2a遺伝子領域において，PRC1は（おそらく，ヒストンH3の27番目のLysのトリメチル化に依存して）低いレベルで存在するが，この状態はPRC1の不活性化に対し十分ではない．遊離のPRC1はSAMドメインどうしの相互作用により捕捉され停留し，結果としてPRC1は重合する．PRC1の重合はPRC2との結合に適した環境をつくりだし8)，増加したヒストンH3の27番目のLysのトリメチル化をプラットフォームとしてより安定化しPRC1構造体となる．この状態で，PRC1ははじめて遺伝子の発現抑制機構を発揮できるようになる．その理由のひとつにRNAポリメラーゼIIの排除が考えられる．しかしながら，遺伝子発現の抑制されたクロマチン高次構造の最終型は別にあるのかもしれない．以下がその理由である（図3）．1）筆者らによる結果は，PRC1の重合の不全によるHoxb遺伝子領域の脱凝集を示している．2）SAMドメインによる重合の特性である6回らせん対称はPRC1の周期的な構造を生む可能性を示唆している7)．この周期性はクロモドメインおよびヒストンH3の27番目のLysのトリメチル化との結合を介したクロマチンどうしの相互作用を可能にする．3）これを支持するように，ヌクレオソームアレイ-PRC1複合体はPhc1に依存的に第2のヌクレオソームアレイと結合するというin vitroにおける報告がある9)．したがって，クロマチン高次構造の変換をまき込んだPRC1の重合状態も十分に考えられる．

　SAMドメインに依存的なPRC1の重合機構の潜在性は，適切な強度の遺伝子発現の抑制となるようPRC1の量を最適化し，逆に，SAMドメインによるPRC1の重合の解除は遺伝子発現の活性化を導く．すなわち，SAMドメインによる重合の特性は，細胞の内外からの刺激に応答するポリコーム群タンパク質による遺伝子発現の抑制の可逆性における鍵になっているのかもしれない．事実，ES細胞への分化の刺激はHoxb遺伝子クラスター領域の脱凝集をひき起こしこれを活性化させる10)．今後，ポリコーム群タンパク質の機能を医学的に応用するため，SAMドメインによる自己重合を制御する分子機構が解明されることを期待する．
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〈図説明〉

図1　核に存在するPRC1構造体

マウス胚性繊維芽細胞における抗体免疫染色．Ring1B（緑色），Phc2（赤色）などのポリコーム群タンパク質はPRC1構造体（黄色）を形成する．青色はDNA染色．
図2　PRC1構造体と遺伝子の発現抑制機構との相関

（a）Hoxb遺伝子クラスター領域の構造．iFISH実験のためのHoxb1遺伝子のプローブおよびHoxb13遺伝子のプローブを示した．

（b）胎生9.5日のマウスの胚におけるHoxb1遺伝子の発現領域（紫色）とiFISH実験．左側に示す頭部において，Hoxb1遺伝子およびHoxb13遺伝子は発現オフであり，Hoxb1遺伝子およびHoxb13遺伝子は同一のPRC1構造体に重なっていた．右側に示す尾部において，Hoxb1遺伝子は発現オンだがHoxb13遺伝子は発現オフであり，Hoxb13遺伝子はPRC1構造体に存在したが，Hoxb1遺伝子は離れていた．

図3　SAMドメインによる自己重合を介したPRC1による遺伝子の発現抑制機構のモデル

A型：PRC1は低いレベルで存在する．この状態はPRC1の不活性化に対し十分ではなく，遺伝子発現は活性的あるいは潜在的に活性的である．B型：PRC1はSAMドメインどうしの相互作用により重合する．遺伝子発現は抑制的である．C型：クロマチン高次構造の変換をともなうPRC1の重合状態も考えられる．遺伝子発現は抑制的である．
