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研究成果の概要（和文）：細胞分化では、鍵となる転写因子群が各系譜に特徴的な遺伝子発現パターンを確立す
る。確率論的な制御も存在すると考えられているが、これらの接点は未だ不明である。本研究では独自の仮説：
「細胞運命決定には、ゲノム上の遺伝子-エンハンサー間の『距離』がクロマチン立体構造決定の『確率』に変
換される」を検証した。クロマチンループ構造の形成確率は概ね距離に反比例したが、細胞種特異的に長大なル
ープ構造も確認された。細胞種特異的なループ構造を転写因子遺伝子Irf8をモデルとして解析した結果、最遠位
のエンハンサーが単球の分化には必要ない一方で、より少数しか産生されない樹状細胞の分化には必須であっ
た。

研究成果の概要（英文）：In cell differentiation, key transcription factors establish the cell 
lineage-specific gene expression patterns. On the other hand, cell differentiation is also 
stochastically regulated. It is still unclear how these two mechanisms cooperate. In this study, we 
evaluated our hypothesis that the 'distance' between genes and enhancers on the genome is converted 
into the 'probability' of chromatin structure determination to control the cell fate. Our analyses 
revealed that the rate of gene-enhancer loop formation was indeed generally inversely correlated to 
the distance. However, there are a few long-range interactions, which were cell type-specific. As a 
model, we analyzed the Irf8 gene encoding a transcription factor essential for the differentiation 
of mononuclear phagocytes, composed of monocytes and a far fewer number of dendritic cells. We found
 that the most distal, previously unrecognized enhancer was essential for the differentiation of 
dendritic cells but not monocytes. 

研究分野： 免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は血液学・免疫学の範疇を超えて、細胞分化の基本原理についての新たな概念を提案するものであ
り、生命科学から臨床医学に至るまで多くの分野に波及すると予想する。例えば、分化の異常を特徴とする白血
病をはじめとする疾患の理解と治療法開発や再生医療などへの貢献が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 細胞分化においては、系譜特異的な転写因子群がネットワークを構成しながら、各系譜に特徴
的な遺伝子発現パターンを確立する。系譜特異的な転写因子は遠位エンハンサーを活性化して、
さらにクロマチン立体構造を変化させる。これにより活性化エンハンサーと標的遺伝子とが近
接して、転写が誘導される。一方、細胞分化は確率論的にも制御されると考えられている。しか
しながら、確率論的な分化制御と転写ネットワークによる分化制御との接点や、確率論的転写制
御を担う分子機構は未だ不明である。 
 本研究代表者らは単核貪食細胞系の分化に必須の転写因子 IRF8 を中心に、血球分化について
研究を進めてきた。In vitro 単球分化系でのゲノムワイドの転写因子・エピゲノム解析を行い、
IRF8 が下流の転写因子遺伝子 Klf4 と転写因子カスケードを形成することなどを報告している
（Kurotaki ら Blood 2013）。予備実験の結果、IRF8 が活性化する Klf4 遠位エンハンサーと Klf4
遺伝子は、単球系の前駆細胞株ではクロマチンループ構造を介して近接する一方、顆粒球系の前
駆細胞株では近接していなかった。さらに、単球系の前駆細胞株では、意外にもこのループ構造
は IRF8 の発現以前から既に存在していた。 
 
２．研究の目的 
 これらの結果から、我々は分化能の獲得には鍵となる転
写因子の発現以前に標的遺伝子のループ構造が予め整って
いる必要があり、さらにその形成には確率論的機構が働く
と考え、新しい仮説：「細胞運命決定には、ゲノム上の遺伝
子発現制御領域間の『距離』がクロマチン立体構造決定の
『確率』に変換される原理が用いられてい
る」を着想するに至った。遺伝子発現制御
領域がベルクロ（マジックテープ）の様に
働き、領域同士の結合確率はゲノム上の距
離に逆相関する考えであることから、「ベ
ルクロモデル仮説」と名付ける（図 1）。ベ
ルクロモデルでは、遠位エンハンサーと遺
伝子間の距離が異なることで多様な分化
能を持つ各血球前駆細胞集団が適切な割
合で生じるという仮説である（図 2）。本研
究は細胞分化の基本原理として、転写因子
による分化プログラムと確率論的機構が
どのように出会うのかを解明するために、
ベルクロモデル仮説の検証を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) 公開データを用いたクロマチンループ構造の解析 
NCBI GEO データベースに登録されている複数の細胞種における CTCF の ChIA-PET (Chromatin 
Interaction Analysis by Paired-End Tag Sequencing)データを取得した（K562細胞,GSM970216; 
MCF-7 細胞, GSM970215; GM12878 細胞, GSM1872886）。これらのデータから、コンタクトマトリ
クスを作成した後に、CTCF ループ間の距離の分布を調べた。 
 
(2) マウス細胞のクロマチン免疫沈降シーケンス（ChIP-seq）解析 
野生型マウスの骨髄から血球幹・前駆細胞(LSK)細胞を、脾臓から古典的樹状細胞（cDC1）をソ
ートして、遠位エンハンサーの活性化マーカーであるアセチル化ヒストン H3K27（H3K27ac）に
対する抗体を用いて、ChIP-seq 解析を行った。ChIP-seq 法は、既報に倣い実施した（Kurotaki
ら Cell rep 2018）。他の血球前駆細胞、成熟細胞の ChIP-seq データは既報のものを使用した。 
 
(3) IRF8 エンハンサー欠損マウスの樹立 
C57BL/6J マウスの受精卵に、Cas9 タンパク質、2種の gRNA をエレクトロポレーションによって
導入した。gRNAはIRF8遺伝子座の最遠位エンハンサーを含む領域の両端部に設計した。導入後、
受精卵は偽妊娠マウスに移植し、仔マウスのゲノム PCR によってエンハンサー欠損を確認した。 
 
(4) IRF8 発現量依存的な血球分化能の評価 
Irf8 欠損マウスの骨髄から造血幹・前駆細胞をソートして、レトロウイルスベクターを用いて
外来性 IRF8 を導入した。IRF8 とバイシストロニックに発現する GFP をマーカーにして、IRF8 高
発現の細胞と低発現の細胞を分離して、各々放射線照射したマウスに移植した。移植後 7日目に
脾臓から cDC1、単球（Mo）、好中球（Neu）を分離することで、分化能を評価した。分化能の評価
はフローサイトメトリーによる表面抗原の発現解析により行なった。 
 
４．研究成果 
(1) 公開データを用いたクロマチンループ構造の解析 
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 まず我々は、CTCF の ChIA-PET データを用いて、クロマチンループ構造の長さと形成頻度につ
いて解析を行った。3種のヒト細胞株（K562 細胞、MCF-7 細胞、GM12878 細胞）に共通するクロ
マチンループ構造を選択して解析を行った結果、クロマチンループ構造の長さと形成頻度は逆
相関しており、「ベルクロモデル仮説」を支持する結果を得た。次に、K562 細胞に特異的なクロ
マチンループ構造について解析を行った。細胞種特異的なクロマチンループ構造についても、ク
ロマチンループ構造の長さと形成頻度は概ね逆相関していたが、例外的に長大なものも存在し
た。これらは形成確率が低くても系譜決定や同一性維持に重要であるため存在する可能性が考
えられた。 
 
(2) マウス Irf8 遺伝子座における遠位
エンハンサーの解析 
 この“例外的に長大な”ループ構造を
持つエンハンサーの細胞分化における
役割を解析するために、単核貪食細胞系
の分化に必須の転写因子をコードする
Irf8 遺伝子をモデルとして、Irf8 遺伝子座の遠位エンハンサーの細胞分化における役割を検討
した。単核貪食細胞は主に単球と樹状細胞から成るが、前者の方が後者よりも細胞数が著しく多
い。マウス生体由来の単球–樹状細胞前駆細胞での H3K27ac 
ChIP-seq データを解析した結果、Irf8 遺伝子座には主に 4
個の遠位エンハンサーが認められた（図 3）。このうち、3’
側に存在する最遠位エンハンサー（+56）は新規に同定され
たものであった。これらの遠位エンハンサーの血球幹・前駆
細胞から樹状細胞（中でも cDC1）に至る活性化を解析した。
その結果、まず最遠位のエンハンサーが前駆細胞段階で活性
化し、その後に+32 kb エンハンサー（+32）が活性化するこ
とが明らかとなった（図 4）。このように、分化に伴いエンハンサーの活性化が最遠位から近位
へと遷移することが認められた。 
 
(3) +56 kb エンハンサーの欠損マウスの作成とその解析 
 この+56 kb エンハンサーの生体での血球分化における役割を検討する
ために、ゲノム編集法を用いて欠損マウスを作成した（∆+56 マウス）。こ
のマウス作成には、北里大学 木村徹先生、関田洋一先生にご協力をいただ
いた。∆+56 マウスの血球前駆細胞での Irf8 発現を検討した結果、Irf8 発
現は前駆細胞段階から著減した（図 5）。さらに、∆+56 マウスでの Irf8 の
低発現が血球分化にどのような影響を及ぼすかを調べた。その結果、∆+56
マウスにおいては、cDC1 産生が阻害される一方で、単球は増加し、好中球
は微増していることがわかった。これは cDC1 のみならず単球が消失する
一方で好中球が著増する IRF8 の欠損マウスとは対照的である。このこと
は、IRF8 発現のタイミングや発現量が単球・樹状細胞・好中球を含めた 3 種類のミエロイド系
細胞の分化バランス制御に重要であることを示唆するものであった。 
 
(4) IRF8 発現量の強弱による系譜決定の評価 
 血球前駆細胞における IRF8 発現量が細胞の分化系譜決定に影響している可能性を検証するた
めに、Irf8欠損マウスの造血幹・前駆細胞にレトロウイルスを用いて外来性IRF8の導入を行い、
IRF8 高発現細胞と IRF8 低発現細胞を調整した。これら IRF8 発現細胞の放射線照射マウスへの
移植を行い、7 日後に脾臓から単球や cDC1、好中球の産生を評価した。その結果、IRF8 高発現
細胞は cDC1 へ、IRF8 低発現細胞は単球へ、また IRF8 欠損細胞は好中球への選択的な分化が見
られた。すなわち造血前駆細胞における IRF8 の発現量が、ミエロイド細胞系内の 3つの細胞種
への分化バランスを決定する要因であることが明らかになった。 
 単球よりも少数しか産生されない樹状細胞の分化に、最遠位の Irf8 エンハンサーによる IRF8
高発現が必須であることは、当初のベルクロモデル仮説とも矛盾がない。また、転写因子が発現
量依存的に異なる系譜の細胞分化を促す制御機構は他の転写因子や細胞種でも存在する可能性
があり、細胞分化運命決定機構の原理解明に資するものと考える。本研究の成果は、現在 Nature 
Immunology 誌に投稿中である。 
 
<引用文献> 
1. Kurotaki D. et al. Essential role of the IRF8-KLF4 transcription factor cascade 

in murine monocyte differentiation. Blood 121, 1839-1849, 2013 
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