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研究成果の概要（和文）：IRF8-KLF4転写因子カスケードが単球分化に必須であることを見出した。IRF8依存性単球分
化系においてIRF8は主にプロモーター遠位領域に結合し，エンハンサーを形成・増強することで，単球分化に重要な転
写因子であるKLF4を含む単球関連遺伝子の発現を誘導する。IRF8欠損マウスの単核貪食細胞前駆細胞ではKLF4の発現が
著減しており、KLF4欠損マウスよりも重度の単球分化不全を示すことがわかった。さらに単核貪食細胞前駆細胞におい
てIRF8は好中球分化を促進する転写因子であるC/EBPαのクロマチンへの結合を阻害することで、これら前駆細胞にお
ける好中球分化能喪失にも寄与することを発見した。

研究成果の概要（英文）：We found that the IRF8-KLF4 transcription factor cascade is essential for 
monocyte development. During IRF8-dependent monocyte differentiation, the chromatin binding of IRF8 at 
promoter-distal regions induces the establishment of enhancers marked by histone H3 lysine 4 
monomethylation (H3K4me1), thereby promoting the expression of monocyte-related genes including KLF4, 
which is essential for Ly6C+ monocyte development. In IRF8-deficient mice, monocyte development is as 
defective as that in KLF4-deficient mice. Moreover, mononuclear phagocyte progenitors in IRF8-deficient 
mice do not express KLF4. We also found that IRF8 suppresses the chromatin binding of C/EBPα, the 
transcription factor that promotes neutrophil differentiation, to restrain mononuclear phagocyte 
progenitors from differentiating into neutrophils.

研究分野：免疫学
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１．研究開始当初の背景 
単球（Mo）はマクロファージや樹状細胞の

前駆細胞として重要な役割を担っているが，
Mo それ自体も生体防御応答や異物・死細胞の
除去等に関与する。また Mo の過剰な産生や
活性化は炎症時における組織障害やがんな
ど多くの疾患の悪化に関わることが明らか
になっている。 

骨髄の造血幹細胞（HSC）は Mo 産生のため
にミエロイド系共通前駆細胞（CMP），顆粒球
-Mo 前駆細胞（GMP）へと分化する。さらに
GMP は，Mo と樹状細胞の共通の前駆細胞であ
る Mo-樹状細胞前駆細胞（MDP）へと分化し，
この MDP から Mo が作られ，Mo は循環血中へ
と移動する。ヒトとマウスの Mo には少なく
とも 2種類のサブセットが存在することがわ
かっており，血管巡視性 Mo と炎症性 Mo に分
類される。血管巡視性 Mo はマウスにおいて
Ly6C（Gr-1 とも呼ぶ）陰性 CX3CR1 強陽性で，
定常状態において血管の状態を監視し，炎症
時には血管内壁に留まり炎症局所への好中
球の動員に働く。一方，炎症性 Mo は Ly6C 陽
性 CCR2 陽性であり，感染等が起こると速や
かに組織へと浸潤し，TNF や IL-12 等のサイ
トカインを大量に産生する。炎症性疾患の病
変部にはこの Ly6C 陽性 Moが多数浸潤してお
り，炎症増悪化の原因となっている。つまり
炎症性 Mo の機能及び分化を特異的に制御す
ることができれば，種々の炎症性疾患の新規
治療法開発につながる可能性がある。 

転写因子 interferon regulatory factor-8
（IRF8）は免疫細胞に限局して発現し，特に
自然免疫細胞の分化や応答に必須の役割が
あることを本教室の田村らが明らかにして
きた（Tamura et al. Annu. Rev. Immunol. 
2008）。しかしながら Mo 及びその前駆細胞の
分化や機能における IRF8 の役割は良くわか
っていない。本研究者が IRF8 欠損マウスを
用いて末梢血，脾臓及び骨髄の Mo をフロー
サイトメトリーで解析した結果，IRF8 欠損マ
ウスでは Ly6C 陽性 Moが消失していることを
発見した。一方，Ly6C 陰性 Mo は IRF8 欠損マ
ウスにおいて半減しているものの Ly6C 陽性
Mo に比較すれば確かに存在することがわか
った。次に腹膜炎モデルの一つであるチオグ
リコレート培地投与による腹膜炎を誘導し
た。このモデルでは炎症に伴って Ly6C 陽性
Mo に由来する多数の炎症性マクロファージ
の腹腔内浸潤を認める。IRF8 欠損マウスでは
野生型マウスと比較して，炎症性マクロファ
ージの数が著しく減少していた。以上の結果
から，IRF8 は Ly6C 陽性 Mo に由来する炎症性
マクロファージの誘導に必須であることが
わかった。しかし，IRF8 がどの前駆細胞段階
でどのようにして Mo 分化を制御するのか不
明である。 
IRF8欠損マウスで失われるLy6C陽性Moは

動脈硬化を悪化させることが知られている。
IRF8欠損マウスにおいてはLy6C陽性Moが著
減することから動脈硬化性疾患の発症が抑

制される可能性が高いが，動脈硬化性疾患発
症における IRF8 の役割は全くわかっていな
い。 
 

２．研究の目的 
（1）IRF8 が如何にして前駆細胞から Ly6C 陽
性 Mo への分化誘導を行うのかその分子メカ
ニズムを解明する。 
（2）動脈硬化及び Ly6C 陽性 Mo が関与する
疾患における IRF8 の役割を解明する。 
 
３． 研究の方法 

IRF8 による Mo 分化制御機構を in vivo 及
び in vitro の実験手法を用いて包括的に解
析する。まずフローサイトメトリーを用いて，
骨髄に存在する Mo 前駆細胞を詳細に解析す
る。また前駆細胞や Mo における IRF8 の発現
を細胞内染色や新たに導入した IRF8-GFP マ
ウスにより詳細に検討する。IRF8 欠損マウス
の骨髄細胞を放射線照射した野生型マウス
に移植することで IRF8 が cell-intrinsic に
Ly6C陽性Moの分化に必要であるか解析する。
さらに IRF8 欠損マウス MDP を FACSAria II
を用いて sorting を行い，野生型マウスに養
子移入する。これによって IRF8 欠損マウス
の MDP から Ly6C 陽性 Moの分化が抑制されて
いるかどうかを調べる。野生型マウスの MDP，
Ly6C 陽性 Mo，Ly6C 陰性 Mo，IRF8 欠損マウス
の MDP，Ly6C 陰性 Mo を単離し，マイクロア
レイ解析を行うことで IRF8 欠損に伴う遺伝
子発現変化の詳細を解析する。本研究室が所
有する骨髄ミエロイド前駆細胞株（Tot2 細
胞）を用いて，IRF8 が誘導する遺伝子のマイ
クロアレイ解析と抗 IRF8 抗体を用いたクロ
マ チ ン 免 疫 沈 降 シ ー ク エ ン ス 解 析
（ChIP-seq）を行い，さらに Mo や MDP のマ
イクロアレイ解析データと統合的解析を行
う。それにより Mo 分化における IRF8 の遺伝
子発現制御機構を検討する。 
IRF8 欠損マウスと APOE 欠損マウスを交配

して二重欠損マウスを作製したうえで，動脈
硬化モデルを検討する。 
 
４．研究成果 
（1）IRF8-KLF4 転写因子カスケードによる単
球分化制御 
IRF8 依存的に Mo へ分化する骨髄前駆細胞

株（Tot2 細胞）を用いて，前駆細胞段階から
Mo への分化初期における IRF8 のクロマチン
への結合を ChIP-seq により解析した。その
結果，IRF8 結合はプロモーター近位（転写開
始点から 5 kb 以内）にも遠位（転写開始点
から 5 kb より遠く 300 kb 以内の領域）にも
見られたが，いずれの場合も遺伝子発現誘導
を伴っていたことから単球分化において
IRF8 は転写活性化因子として機能すること
がわかった。さらにプロモーター遠位におけ
る IRF8 の結合はエンハンサーに特徴的なヒ
ストン修飾であるヒストン H3 リジン 4 の単
メチル化 (H3K4me1) と Ets ファミリー転写



因子 PU.1の結合を著しく増強することから，
IRF8 はエンハンサーの形成に関与すること
で遺伝子発現を制御することがわかった。
IRF8により発現が誘導される遺伝子約 2,100
個のうち，IRF8 が直接結合する遺伝子はその
約半数であり，残りの遺伝子の発現誘導には
IRF8 によって誘導される下流の転写因子が
関与する可能性が考えられる。実際 IRF8 は
Klf6，Atf7，Irf5，Klf4 を含む 21 個の転写
因子遺伝子の発現を 10 倍以上誘導する。こ
れらの転写因子の中から IRF8 下流で単球分
化に重要な役割を有する転写因子を同定す
るために，IRF8 の“間接的標的遺伝子”の遺
伝子発現調節領域（プロモーター及び
H3K4me1 陽性エンハンサー領域）において，
転写因子の DNA結合モチーフ解析を行ったと
ころ，KLF4 の結合モチーフが最も高頻度に検
出された。IRF8 は Klf4 遺伝子の転写開始点
から200 kb以上離れた場所にH3K4me1とPU.1
の結合を伴う広大なエンハンサー領域を形
成する。さらに新規蛋白質合成なしに Klf4
遺伝子の発現を誘導することから，エンハン
サーを形成することで Klf4 遺伝子を直接的
に制御していると考えられた。 

KLF4 欠損骨髄キメラマウスでは炎症を惹
起するのに重要な Ly6C 陽性単球亜群が減少
することが報告されている。もし IRF8 が生
体内単球分化において KLF4 の上流に位置す
る転写因子であるならば，IRF8 欠損マウスで
はKLF4の発現が消失し，その結果としてLy6C
陽性単球が減少するものと考えられる。実際，
IRF8 欠損マウスでは単球分化の運命が決定
される前駆細胞である MDP における Klf4 発
現がほぼ完全に消失し，Ly6C 陽性単球が著減
していた。 
最後に Tot2 細胞に KLF4 を強制発現させる

と IRF8 誘導性遺伝子の約 3 分の 1 が誘導さ
れ，部分的ではあるが Mo 分化を生じた。こ
れら KLF4 誘導遺伝子を用いて Gene ontology
解析を行ったところ，細胞遊走や貪食関連の
遺伝子が多く含まれることがわかった。しか
し KLF4 導入により分化した単球は抗原提示
関連遺伝子の発現が誘導できず，さらに CpG
等の刺激によっても IL-12の産生ができない
ことがわかった。以上の結果は IRF8-KLF4 軸
は Mo 分化に必須であるが，完全に機能的な
Mo となるためには IRF8 そのものが必要であ
るということを示している（Kurotaki et al. 
Blood 2013）。 

（2）IRF8 による Mo 前駆細胞における好中球
分化阻害のメカニズムを解明 
IRF8 が Mo 系譜においてどの前駆細胞段階

で発現するのか詳細に解析を行ったところ，
IRF8タンパク質はMDPの段階から急激に発現
が増加し，その発現は cMoP（最近報告された
樹状細胞分化能をもたない MDP 下流の Mo 前
駆細胞）でも維持されることがわかった。さ
らに IRF8 欠損マウスでは野生型に比較して
MDPやcMoPが著しく増加することがわかった。
これらの結果から IRF8 は MDP や cMoP で発現
することで Mo分化を促進すると考えられる。 
そこで IRF8 欠損マウスの MDP や cMoP を放

射線照射した野生型マウスに移植し，その分
化能を解析したところ，予想通り Mo 分化能
が著しく減少していた。そして興味深いこと
にこれらの Mo 前駆細胞は本来は分化しない
はずの好中球を大量に産生してしまうこと
がわかった。 
IRF8 欠損マウスの MDP や cMoP において活

性化状態にある因子をマイクロアレイデー
タから予測した結果，C/EBP ファミリーの転
写因子がその候補にあがった。実際 IRF8 は
MDP や cMoP において好中球分化を引き起こ
す機能を持つ転写因子である C/EBPαと結合
し，C/EBPαの機能を制御することで，それ
らの Mo 前駆細胞における好中球分化能を抑
制していることがわかった。このように IRF8
は MDP や cMoP において KLF4 を誘導し Mo 分
化を促進するのみならず，好中球分化能を阻
害することで MDP や cMoP の系譜決定に重要
な役割があることが示された（Kurotaki et 
al. Nat Commun 2014）。 

 
研究目的（2）に関しては研究の準備段階

において他の研究グループに先を越されて
しまった（ Döring et al. Arterioscler 
Thromb Vasc Biol 2012）。そのため，本研究
課題では特に研究目的（1）に関して詳細な
解析を行い，その結果多くの成果をあげるこ
とができた。 
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