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研究成果の概要（和文）：本研究では、分化に伴って発現するすべての遺伝子の発現制御、つまり、高次制御の全容解
明を行うため、発生胚を含めたゲノムワイドな解析系を構築した。その結果、骨格筋分化の発生段階ではH3.3のマーキ
ングが形成されたゲノム領域ではH3K27me3とH3K4me3の双極性修飾が形成されること、分化に伴って双極性修飾がいず
れか片方に変化していくことが明らかとなった。またH3.1を強制的に取り込ませた場合、H3.3と異なりH3K27me3の修飾
のみが形成されることが明らかとなった。以上のことからヒストンバリアントはヒストン修飾の選択性を決定すること
で分化制御を行ってることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Lineage potential is triggered by lineage-specific transcription factor expression
 in association with structural chromatin changes. Histone H3.3 variant is a critical chromatin component 
that regulates lineage potential, but the function of each H3 variant remains unclear. Here, we found that
 forced incorporation of H3.1 (canonical H3 variant) into lineage-specific genes diminished trimethylation
 on H3K4 (H3K4me3) and increased trimethylation on H3K27 (H3K27me3), resulting in loss of lineage potentia
l. In mouse embryos, bivalent modifications of H3K4me3 and H3K27me3 were equivalently formed on the H3.3-i
ncorporated region before embryonic skeletal muscle differentiation at myogenic loci. These results sugges
t that lineage potential is established through selective H3.3 incorporation into chromatin and is defined
 by a quantitative balance among histone modifications.
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１． 研究開始当初の背景 
骨格筋分化での遺伝子発現制御解析は、1980
年代に発見された骨格筋分化を誘導するマ
スター遺伝子 MyoD を起点として、組織特異
的転写因子による下流の遺伝子発現制御解
析により盛んに行われてきた。しかしながら、
近年我々や他のグループにより、骨格筋分化
マーカーとなる遺伝子の直接の転写活性化
には、myogenin、Mef2s などの転写因子がか
かわる一方で、MyoD そのものは関与しないこ
とが明らかとなった。さらに、ゲノムワイド
な解析(ChIP-seq:網羅的クロマチン免疫沈
降産物の同定法)により、MyoD が未分化状態
の骨格筋前駆細胞で転写活性化以外のゲノ
ム上の領域に広範に結合していることが明
らかとなった (Cao et al., 2010, Cell) 。
そこで我々は、MyoD の分化運命決定を行うメ
カニズムを解明するために、まず MyoD 結合
因子の探索を行った。その結果、MyoD がクロ
マチンリモデリング因子の一つである Chd2
と結合していることを見出した。この Chd2
は当時遺伝子の全長すら決まっていない未
知の遺伝子であり、その機能も不明であった。
私たちは、MyoD/Chd2 複合体同定の過程で、
この分子がヌクレオソームと高い親和性を
示すこと、このヌクレオソームの中に H3.3
とよばれるヒストンバリアントが含まれて
いることを発見した。先行論文の結果から、
この H3.3 は転写活性化される領域に選択的
に取り込まれていることが明らかになって
いたため、我々は H3.3 が MyoD/Chd2 複合体
により選択的に骨格筋遺伝子座をマーキン
グしているのではと考え、骨格筋前駆細胞の
分化前後におけるゲノム上の H3.3 の分布を
ChIP-seq により解析した。その結果、従来知
られていた分化前後で転写活性化される遺
伝子座のみならず、H3.3 が分化前に、分化後
に発現する遺伝子座にすでに取り込まれて
いる知見を得た。Chd2 を発現抑制した骨格筋

前駆細胞を用いた解析により、骨格筋特異的
遺伝子座のみ Chd2 依存的に H3.3 が分化前よ
り取り込まれていることが明らかとなった。
また MyoD の発現抑制解析により、H3.3 の取
り込みと Chd2 のゲノム上へのリクルートが
MyoD 依存的であることが明らかとなった。
NIH3T3 細胞に MyoD を強制発現させると、分
化誘導後 72 時間で骨格筋分化することが知
られているが、MyoD と H3.3 の関連性を調べ

た結果、MyoD 導入直後に骨格筋特異的遺伝子
座に H3.3 の取り込みが誘導されることが明
らかとなった。以上のことから、この結果は
骨格筋をモデル系とした解析だが、細胞分化
の形質決定は H3.3 による選択的な遺伝子座
の“マーキング”に依存していることが示唆
された。これは、現在注目を浴びている iPS
や他の転写因子による形質獲得系において
も、ゲノムのマーキングが深く関わっている
ことを強く示唆していた。 
 
２．研究の目的 
骨格筋分化マーカー遺伝子は、ゲノム上で
H3.3 によりマーキングされた後、すみやかに
各々の遺伝子座が空間的に近接する遺伝子
集積現象がおこることを、我々は明らかにし
ている。さらにこのジーンクラスタリングと
呼ばれる現象が、細胞が分化する前の段階で
既に起こっていることを明らかにしている。
つまり、骨格筋分化では、ゲノムマーキング
された後に空間的な制御を受けることで、そ
の後の分化段階で秩序だった遺伝子発現制
御が行われるのではないかと考えた。そこで
本研究では、骨格筋分化時の“個”の遺伝子
の発現を繋ぐ“群”の遺伝子発現制御として
ジーンクラスタリングが機能しているので
はないかと考え、高次クロマチン構造解析を
ゲノムワイドに高次構造、ヒストンバリアン
トの取り込み、転写の様々な角度から解析を
試みた。 
 
３．研究の方法 
“群”の遺伝子発現制御を行うため、骨格筋
分化の幹細胞から前駆細胞、そして最終分化
に至る各段階の組織を、転写因子の発現パタ
ーンに基づき分画した。これらの純化した分
画した組織を H3.3、H3K4me3、H3K27me3、局
所的な高次クロマチン構造を評価するクロ
マチンアクセイシビリティ用いて、ゲノムワ
イドな網羅的な解析を行った。更に、ヒスト
ンマーキングヒストによる群の遺伝子解析
を詳細に行うため、複合体精製を試みた。そ
の後、同定された因子群の導入による骨格筋
遺伝子のジーンクラスタリング誘導能と、
“群”の遺伝子発現誘導能を評価した。 
 
４． 研究成果 
分化に伴って発現するすべての遺伝子の発
現制御、つまり、高次制御の全容解明を行う
ためには、発生胚を含めた生体組織を用いる
ことが望ましい。なぜなら、できるだけ多く
の種類の遺伝子発現が in vivo と同じでなけ
れば、正常な遺伝子座の“選択的制御”を解
析することが難しいためである。しかしなが
ら、これまで筋組織は分化後に多核体を形成
するという特徴故に、細胞表面マーカーによ
るセルソーター技術を用いることが困難で
あった。しかし一方で、転写制御研究が盛ん
なため、発生段階特異的な転写因子は詳細に
同定されていた。そこで、我々は骨格筋前駆

  

 

 

 

 

 

図1 H3.3による遺伝子座の“マーキング” 

(i) gene “determination” by H3.3-Chd2-MyoD (ii) selective gene expression
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組織を転写因子発現情報に基づき、E8.5 から
E14.5 のマウス胚まで分画し、それぞれ骨格
筋幹細胞（Pax3+/MyoD-/Myf5-）、前駆細胞
（Pax3+/MyoD+, Pax3-/pax7-/MyoD+）、筋組
織 (Myogenin+/Mef2+)としてサンプルを解
析 し た 。 Pax3,Pax7,Myf5,MyoD, 
Myogenin,Mef2s などのモノクローナル抗体
は独自に大量取得した。これを元に詳細なマ
ッピングを H3.3 抗体による ChIP-seq により
行った。これまでに骨格筋前駆細胞として
C2C12 細胞を用いてゲノムワーキング機構を
明らかにしてきたが、C2C12 は in vivo と同
様の成熟した筋分化をせず、いくつかの遺伝
子の発現が起こらないことが知られている。
H3.3 によるゲノムマーキングの領域と比較
していくことで、個別の遺伝子ではなく、分
類された分化に関わる遺伝子群が、極めて分
化の初期に H3.3 によりマーキングされ、発
現制御を受けることが明らかとなった。更に
H3.3 の修飾領域では H3K4me3 と H3K27me3 の
双極性修飾が多く存在しいてることが明ら
かとなりこれら修飾は発生の過程とともに
H3K4me3もしくはH3K27me3のいずれかに収束
していることが明らかとなった。本研究にお
いては 3C-seq 解析で得られたジーンクラス
タリング情報は 1Mbp の解像度に留まってお
り、遺伝子間情報の抽出は困難であった。ま
た、理論計算の結果、マウスゲノムにおいて
遺伝子レベルでのクラスタリングの抽出す
るためには 10*9 細胞が必要であり、また、
細胞毎に遷移する相互作用の検出には不向
きであることが明らかとなった。（論文投稿
準備中）そこで、Fluorescent in situ DNA 
hybridization(FISH)を行った。BACPAC より
購入した BAC クローンから FISH 用プローブ
の作成し、C2C12 細胞株を用いた実験におい
ては ckm や sk-alpha アクチンの遺伝子座に
ついて二つの遺伝子座をラベルし、顕微鏡下
で可視化する相補的な解析を行った。以上の
方法により、ゲノムワイド３C の実験系を全
く別の可視化の解析系から検証した。その結
果、少なくとも分化に伴う相互作用は未分化
段階で頻発し、分化に伴い減少することが明
らかとなった。しかし、核の大きさそのもの
が大きく変動しており、有意な違いと決定で
きるデータは得られていない。一方で、これ
らの解析によりゲノムマーキングが核サイ
ズの変動を含めたジーンクラスタリング形
成誘導に関わっていること、骨格筋分化段階
での遺伝子集積の情報のうち、最終骨格筋分
化マーカー遺伝子座が含まれるカテゴリー
がマーキングされる時期とクラスタリング
が形成される時期がほぼ同一であることを
明らかにした。本現象は脂肪細胞分化でも同
様のことが確認された（発表論文３）次にゲ
ノムマーキングの機能形成にかかわる因子
を candidate approach により探索と同定を
試みた。結果現在までに 8種類の初期分化に
関わる候補因子を同定し、解析を進めている。
その中でも EZH2 は H3.3 上に H3K27me3 を誘

導する因子として機能していることが示唆
された。（論文投稿中）また、本研究におい
て別の展開もあった。ChIPseq 解析の結果、
H3.3 ではなく H3.1 が相乗的に分化を制御し
ている可能性を見出した。H3.1 の過剰発現の
結果、分化が抑制されジーンクラスタリング
も形成されない。これらはヒストンバリアン
トの量的変動による分化制御機構の存在を
意味しており（論文投稿中）、引き続き研究
を展開している。 
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