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研究成果の概要（和文）：本研究では、骨格筋分化時の“個”の遺伝子の発現を繋ぐ“群”の遺伝子発現制御を
明らかにし、分化における遺伝子発現の秩序形成の解明を目指した。ゲノムマーキングによるヒストンバリアン
トの取り込みから高次クロマチン構造解析、そして転写活性化に至る過程を解析し、ランダムから秩序だった発
現に切り替わるポイントの同定を試みた。結果、骨格筋分化時にクロマチンを構成するヒストン遺伝子を網羅的
に同定し組織特異的なクロマチン構造の捕捉を目指した。結果、１４種の未知ヒストン遺伝子を同定し、骨格筋
幹細胞の時点で、骨格筋分化を制御するクロマチン構造の存在を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The human body comprises circa 37 trillion cells of more than 200 types. 
These cells acquire individual functions through selective expression of genes and become part of 
particular tissues. The Human Genome Project ushered in methodologies toward the determination of 
the entire sequences on the genome and the analysis of the complete set of genes. However, the 
knowledge of every cell type and the exact number of genes and their positions on the genome still 
eludes us. To address the regulatory system to commit cell fate on chromatin, we here demonstrated 
to identify histone variants as the context of chromatin comprehensively.  We identified 14 novel 
histone H3 genes and a couple of H3 genes are specifically expressed in skeletal stem/progenitor 
cells.  KO experiments showed the requirements of each histone H3 variants for myogenesis and it's 
function on chromatin was evaluated by a set of epigenome profiling.  The data showed that each 
histone variants was required for myogenesis.

研究分野： クロマチン制御

キーワード： 骨格筋分化　クロマチン　転写制御

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

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 を起点として展開され
てきた。MyoD の発現後、段階的かつ秩序だ
って様々な転写因子や数百もの骨格筋分化
マーカーが、同調的かつ的確なタイミングで
ヒストン修飾やクロマチン構造変換等の制
御を受け、発現に至る過程が詳細に解明され
ている。一方で、我々や他のグループにより、
MyoDそのものは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関与してい
ないことが明らかとなった。また、ゲノムワ
イドな解析手法(ChIP-seq: 網羅的クロマチ
ン免疫沈降産物の同定法)の発展により、
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 を起点
とした秩序だった遺伝子発現のメカニズム
を解明するために、未分化段階、つまりMyoD
が発現したばかりの時点で MyoD と結合す
る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。更に
MyoD/Chd2 複合体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には
H3.3 とよばれるヒストンバリアントが選択
的に含まれていることを発見した。そこで、
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
た結果、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
いることが明らかとなった。つまり、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。以上のこ
とから、骨格筋分化の運命決定は H3.3 によ
る選択的な遺伝子座の“マーキング”により
行われ、これがのちに続く分化時の秩序だっ
た遺伝子発現誘導のプログラムの起点であ
る可能性が示唆された(Harada et al 2012, 
EMBO J)。そこで H3.3 もしくは H3.1 といっ
たヒストンバリアントの取り込み量の選択
性が骨格筋分化の起点（分化能）を制御して
いるのではないかと考え、ヒストンバリアン
トの発現量と細胞分化能の相関を評価した。
結果 H3.3 を過剰発現させた細胞では細胞分
化効率が大幅に上昇し、更に分化速度が加速
した。一方で H3.1 を強制発現させた細胞で
は細胞分化能が著しく減少し、かつ分化速度
が遅延した。更にマウス胚発生を解析した結
果、細胞あたりの H3.3 の存在比は発生後期
につれ減っていくことが明らかとなった。こ
れら事実は分化時の転写因子の機能には、十
分な量の H3.3 が提供される必要があること
を示唆している。細胞の分化能の獲得から分
化に伴う遺伝子発現には、転写因子による選
択的なクロマチン制御が必須である。一方で、
転写因子の機能を成立させるための特定の
ヒストンバリアントの供給に依存している

ことが示唆され、特定のヒストンバリアント
の機能解明が喫緊の課題となっている。一つ
の切り口が、遺伝子座の空間的な近接現象
（ジーンクラスタリング）である。これまで
申請者らは、骨格筋分化マーカー遺伝子群が
ゲノム上で H3.3 によりマーキングされた後
に、すみやかに各々の遺伝子座が空間的に近
接するジーンクラスタリングがおこること
を発見した。更に、このジーンクラスタリン
グが、分化時の秩序だった遺伝子発現に必要
であることを示した。これら知見から、骨格
筋分化では分化能を付与するゲノムマーキ
ングが行われたのち、空間的に近接すること
で、その後の秩序だったクロマチン構造制御
から遺伝子発現制御が行われるのではない
かと考えられた。別グループからもヒストン
バリアントH2A.zについて類似の報告がなさ
れている。しかし未だ、H3.3 あるいは H2A.z
がどのような機能を果たしているのか不明
であった。 
２．研究の目的 
本研究では、骨格筋分化時の“個”の遺伝子
の発現を繋ぐ“群”の遺伝子発現制御を明ら
かにし、分化における遺伝子発現の秩序形成
の解明を目指した。ゲノムマーキングによる
ヒストンバリアントの取り込みから高次ク
ロマチン構造解析、そして転写活性化に至る
過程を解析し、ランダムから秩序だった発現
に切り替わるポイントの同定を試みた。 
３．研究の方法 
 (1)組織内骨格筋分化における遺伝子発現秩
序の全体像の解明 
骨格筋分化における時間軸・空間軸での発現
秩序の高精度な全体像解明を、以下のエピゲ
ノム解析を組み合わせて行った。“群”とし
ての遺伝子発現制御の解明には、骨格筋分化
が正しく行われ全ての遺伝子が発現される
実験系を用いる必要がある。そこで今回は、
骨格筋分化の幹細胞から前駆細胞、そして最
終分化にいたる各段階の組織を、転写因子の
発現パターンに基づき純化し用いた。これら
の純化した核を用いて、様々なゲノムワイド
な解析を行う。 
(2)遺伝子発現秩序形成関与分子の同定およ
び機能解析 
ヒストンバリアント H3.3 を起点として、分
化の各段階において遺伝子発現秩序に関わ
る分子の同定を行い、その機序の解明を行っ
た。先行実験の結果を受け、現在までに同定
されている H3.3 に結合する分子について解
析を行った。同定された制御因子については、
CRISPR を用いて培養細胞および個体レベ
ルでの機能阻害実験を行い、生理的な機能を
検証した。 
４．研究成果 
本研究では、骨格筋分化時の“個”の遺伝子
の発現を繋ぐ“群”の遺伝子発現制御を明ら
かにし、分化における遺伝子発現の秩序形成
の解明を目指した。１）では遺伝子発現秩序
の全貌解明として H3.3 によるゲノムマーキ



ングを軸に網羅的に取得するエピゲノムデ
ータを解析し、時間軸、空間軸での多様な遺
伝子発現制御のダイナミクス解明を目指し
た。また 2では、時間的かつ空間的制御を担
う分子の生化学的同定を目指した。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“秩序”を解析することが難
しいためである。そこで、一部解析系として
マウス胚性幹細胞も持ちいた。骨格筋前駆組
織を転写因子発現情報に基づき、骨格筋幹細
胞 （ Pax3+/MyoD-/Myf5- ）、 前 駆 細 胞
（Pax3+/MyoD+, Pax3-/pax7-/MyoD+）、筋組
織核(Myogenin+/Mef2+)を採取し純化した。 
得られた純化細胞を用いて、詳細な遺伝子発
現プロファイリング、エピゲノムプロファイ
リングを行った。（Cell reports 2017, NAR 
2015）その結果、骨格筋幹細胞の段階に特異
的に発現するヒストンバリアントを同定し
た。次に、同定したヒストンバリアントにつ
いてエピゲノム変動や転写変動を骨格筋分
化各段階で追跡した。結果、特に 3種のヒス
トンバリアントが骨格筋幹細胞に特異的に
発現し、特異的なクロマチン構造を形成して
いることが明らかとなった。分化に関わる遺
伝子群が既存の H3.3 のみならず、これらバ
リアントによってマーキングのみならずエ
ピゲノム制御まで影響し、遺伝子転写制御に
結びついていることが明らかとなった（論文
投稿中）。我々は、すでにゲノムマーキング
に関わる Chd2/H3.3 複合体が、遺伝子発現秩
序形成の最初期イベントであるジーンクラ
スタリング形成誘導に関わっていることを
見出している。そこで、Chd2 が骨格筋の分化
初期の段階で担っている機能を解析するた
めに更に初期胚並びに ES 細胞における骨格
筋分化系列への運命決定機序を明らかにす
ることとした。マウス ES 細胞を用いて、そ
れぞれ H3.3 あるいは Chd2 抗体アフィニティ
カラムを用いて初期帆船段階における骨格
筋運命決定関連因子の探索と同定を試みた。
その結果 Oct3/4 がそれぞれ H3.3、Chd2 に結
合すること、両者ともに中胚葉系、すなわち
骨格筋分化の最上流でゲノムをマーキング
し将来的な発現運命を決定していることを
明らかとした。Chd2・H3.3 いずれも特異的な
ＤＮＡ結合モチーフを持っておらず、何らか
キャリアー（転写因子等）を必要とすること
から、各カテゴリー特異的なキャリアーが示
唆されてきたが、特に中胚葉系については
Oct3/4 がその役割を担っていることが示唆
された。CChIP-Q-PCR や免疫共染色、そして
免疫共沈降で H3.3 との共局在性を評価し、
最終的にはChIPseqを行い分化の時間変化に
応じたゲノム上での分布を解析し、遺伝子発
現秩序への相関性を評価したところ、ヘテロ
クロマチンの形成を Chd2 は阻害し、アクテ

ィブなクロマチンを維持することで将来的
な遺伝子発現能力、すなわち分化能を維持し
ていることが明らかとなった（論文投稿中）。 
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