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研究成果の概要（和文）：本研究において、我々は動脈硬化初期病変のモデルである炎症性刺激

によって刺激した内皮細胞における遺伝子発現の誘導と収束のメカニズムを研究した。誘導され

た転写におけるRNA産生を詳細に観察し、RNAポリメレースII（Pol II）の局在変化を経時的に観
測したところ、刺激が加わるとmRNA産生に先立って、組織化されたPol	
 IIによる転写が転写開始

点から遺伝子終末まで進行していた。この時転写誘導される代表的遺伝子群において、遠隔相互

作用が引き起こされていた。ヒストン修飾や主要転写因子の結合部位情報と、全ゲノムクロマチ

ン相互作用解析によってクロマチン構造変化を検討したところ、刺激開始直後から遺伝子間、制

御領域間での相互作用がダイナミックに変動している様子が明らかになり、炎症刺激以外でも普

遍的な原理であることが示された。	
 

研究成果の概要（英文）：Chronic inflammation of endothelial cell is the first stage of 
atherogenesis.  We applied an experimental model using endothelial cells with representative 
inflammatory stimulant, tumor necrosis factor-alpha (TNFα), and to dissect detailed 
mechanism of induction and reduction of more than 500 genes.  To obtain a comprehensive 
view of a single transcription cycle caused by TNFα  in time course manner, we switched on 
five long (>100 kbp) genes with TNFα and monitored genomic localization of nascent RNA, 
RNA Pol II, insulators, and histone modifications.  Activation triggers a wave of transcription 
that sweeps along the genes, and Pol II tends to stall at cohesin/CTCF binding sites.  
Chromatin conformation capture (3C), both conventional and quantitative data, revealed 
co-localization of actively transcribed genes.  These results suggested that fine-tuning of 
TNFα responsive genes is achieved by selected number of transcription complexes, which 
provide platform for both transcription and splicing.  By virtue of whole genome chromatin 
interaction analysis with paired end tag sequencing (ChIA-PET) detailed chromatin structure 
analysis was made possible, and time course data on stimulated endothelium sheds light on 
dynamic chromatin structure change within half an hour.   
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１．研究開始当初の背景 
	
 従来申請者らは、循環器領域におけるイン

ターベンション治療の経験を通じて、動脈硬

化発症機序を明らかにしたいと考え、血管生

物学の領域において、血管壁に脂質の蓄積が

進行するメカニズム解明することを目的と

して研究を行っていた。生体内の複雑な血管

局所環境を再現するために、血管壁の内皮細

胞だけでなく、単球・マクロファージ、平滑

筋細胞が共存する混合培養系を用いて検討

し、慢性の炎症性刺激が内皮細胞に及ぼす影

響こそが病変形成初期において最も重要で

あることを明らかにした。そこで、TNFαに

よって刺激されたヒト臍帯静脈内皮細胞を

用いた実験系で、炎症性刺激に応答する内皮

細胞の挙動を、マイクロアレイを用いた網羅

的な遺伝子発現解析を手がかりにして調べ

てきた。その結果 TNFαは単一刺激によって

500 以上の遺伝子を系統的に活性化し、白血

球の遊走、ローリング、接着、潜り込みを正

しい時系列で導き、その後遺伝子群の発現を

適切な時系列で終息させることを見出した。	
 

２．研究の目的 
	
 つまり、代表的炎症刺激である TNF	
 alpha

（TNFα）を添加し血管内皮細胞で数時間後

に始まる mRNA 産生に先立ち、刺激開始直後

から未熟 RNA 産生と RNA ポリメレース	
 

II(Pol	
 II)の波が約 3.1	
 kb/min の速度で移

動 す る こ と を 見 出 し た （ PNAS,2009,	
 
Previewed	
 in	
 Editor’s	
 Choice	
 in	
 Science,	
 
2009）。そこでは組織化された多くの Pol	
 II

による転写とスプライシングが同期してい

た。又、Pol	
 II の動員、転写の進行時にはヒ

ストン修飾やインスレーター等のエピゲノ

ム修飾が密接に関与していた。	
 

	
 そこで、転写の第一波が転写同時に遺伝子

のエピゲノム修飾等クロマチン構造変化を

促し、その後の mRNA 産生を効率的に行う役

割を果たしていると考え、次の 3点を明らか

にすることを目的とした。（イ）刺激誘導性

の転写直後には 100	
 kb 以下の短い遺伝子で

も転写の波が走ること。（ロ）この転写が刺

激特異的なファクトリーの中で同時に起こ

ること。（ハ）ファクトリーに遺伝子が動員

転写されるにはエピゲノム修飾が重要であ

ること。	
 

３．研究の方法 
	
 炎症刺激によって活性化された遺伝子が組

織化されたRNAポリメレースII(Pol	
 II)を含

む転写ファクトリーに動員されて転写と同時

にスプライシングを受けるという作業仮説を

検証するため次の手法を用いた。（１）100	
 kb

以下の短い遺伝子の転写の波を観測する為、1

分間隔という高い時間分解能をもって

ChIP-Chip/Seq実験を実施する。（２）刺激特

異的なファクトリーの存在を、Chromatin	
 

Conformation	
 Capture	
 (3C)によって空間的に

隣接する遺伝子群を同定する。（３）3C産物に

含まれる蛋白成分をプロテオミクス解析して

構成要素を同定する。そして（４）ファクト

リーに遺伝子が動員転写されるにはエピゲノ

ム修飾が重要であることを示す為、ヒストン

修飾酵素及びインスレーターをノックダウン

した細胞においてChIP-Chip/Seqによって経

時的なPol	
 IIの動きを追跡する。	
 

４．研究成果	
 

	
 炎症刺激で活性化された遺伝子が、組織化

された RNA ポリメレース II(Pol	
 II)を含む転

写ファクトリーに動員されて転写されると

いう仮説を検証するために実施した本研究

において、下記の成果を得た。（１）100	
 kb

以下の短い遺伝子の転写の波の観測：カスタ

ムアレイによる未熟 RNA 産生観察や、活性型、

非活性型 Pol	
 II に対する抗体を用いた

ChIP-Seq によって、100	
 kb 以下の遺伝子群

においても転写の波が繰り返し生じている

こ と が 観 察 さ れ た 。 （ ２ ） Chromatin	
 

Conformation	
 Capture	
 (3C)によるクロマチ

ン構造変化の観察：網羅的なクロマチン相互

作用解析（chromatin	
 interaction	
 analysis	
 

using	
 paired-end	
 tag	
 sequencing:ChIA-PET）

を内皮細胞の刺激誘導系を用いて実施した

ところ、遠隔転写制御領域の近接関係が観察

され、これを媒介する刺激特異的な転写複合

体の存在を示唆していた。（３）RNA ポリメ

レース II 複合体に含まれる蛋白成分の同

定：内皮細胞から Pol	
 II 抗体による免疫沈

降産物を調整してプロテオミクス解析を実

施し、刺激が加わると同時に、無刺激状態で

含まれていた酵素が脱落し逆にヒストンバ

リアントなどが加わり転写複合体の構成が

変化していた。（４）転写におけるエピゲノ

ム修飾の役割：コヒーシンをノックダウンし

た細胞では誘導されるべき遺伝子での転写

の波が消失し、転写複合体を動員するための

クロマチン構造にはコヒーシンが必須であ

ること、また本来と異なる遺伝子領域に転写

複合体が導かれ、誤った転写が起きていた。	
 

	
 本研究においては、炎症刺激に加えて、上

記知見および手法に基づいて、低酸素刺激、

PPAR リガンド刺激、スタチン刺激による内皮

細胞におけるクロマチン構造変化を観察し、

それぞれ異なる転写複合体が関与している

ことを見いだし、随時報告している。	
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