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研究成果の概要（和文）：細胞分化に伴う遺伝子発現の制御には、系譜特異的な転写因子に加え、ヒストンバリ
アントなどのエピジェネティック制御が深く関ることが明らかとなってきた。ヒストンバリアントH3.3は転写の
亢進した領域に取り込まれ、「転写の記憶」を担う一方、エンハンサー領域での役割は不明な点が多い。本研究
では、細胞分化に伴い発現が誘導される遺伝子の遠位エンハンサーにおける、ヒストンH3.3の役割の解明を目指
し解析を行った。その結果、H3.3はエンハンサー領域と遺伝子の双方に最も早く同時に取込まれる分子であるこ
とが判明し、H3.3が両領域の協調を促す機能を持つことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Gene expression during cell differentiation is regulated by the epigenetic 
mechanisms, including histone variants, as well as lineage specific transcription factors. Histone 
variant H3.3 is known to be deposited in transcribed genes and associated with possibly maintenance 
of transcriptional memory. However, the functions of H3.3 on the distal enhancer are still unclear. 
In this study, we analyzed the roles of H3.3 on the distal enhancer of differentiation specific 
gene. H3.3 was first molecule that was deposited on both the distal enhancer and the proximal 
promoter synchronously, suggesting that H3.3 promotes the cooperation between the distal enhancer 
and the proximal promoter.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 細胞分化は、細胞が組織特異的な機能を獲
得する過程の一つである。また、その過程に
おいては細胞の系譜決定を導く、然るべき遺
伝子発現が必須である。この遺伝子発現の制
御機構の破綻は、発生異常やがんなど様々な
疾患を引き起こし得る。近年、遺伝子発現の
制御には、転写因子に加え、ヒストン修飾な
どのエピジェネティック制御が深く関るこ
とが明らかとなってきた。ヒストンバリアン
トH3.3は転写の亢進した領域に取り込まれ、
「転写の記憶」を担う。さらに H3.3 は活性
化したエンハンサー領域に加え、分化に伴い
発現する遺伝子のエンハンサー領域に予備
的に取り込まれる。しかしながら、エンハン
サー領域での H3.3 の取り込み機構や機能に
ついては不明である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、細胞分化に伴って誘導される
遺伝子発現において、H3.3 がどのような役割
を持つかの解明を目指した。特に、系譜特異
的な転写因子による遠位エンハンサー形成
から遺伝子発現に至る過程において、遠位な
らびに近位の転写制領域への取込み、ならび
に転写制御領域への活性化機構についての
検討をおこなった。 
 
３．研究の方法 
 細胞分化系として、転写因子 IRF8 が誘導
する in vitro での単球・マクロファージ分
化系を用いた①。連携研究者の田村が転写因
子 Irf8 欠損マウスから樹立したミエロイド
前駆細胞株 Tot2 に、ドキシサイクリンによ
る IRF8発現誘導系を組み込んだ IRF8 tet-on 
Tot2 細胞を作製した。この細胞は、ドキシサ
イクリン添加後に、IRF8 の発現が速やかに誘
導すること、さらに成熟マクロファージへの
最終分化を確認している。 
 解析対象となるモデル遺伝子として、IRF8
の標的遺伝子の一つであり、単球分化に伴い
発現が誘導される Klf4 を選択した。IRF8 は
Klf4 の 200 kb 上流に複数箇所結合し、100 kb
以上にわたる広大なエンハンサーを形成す
る②。また、これまでのクロマチン免疫沈降
シーケンス（ChIP-seq）解析によって、この
エンハンサー領域には IRF8 が誘導する単球
分化に伴い H3.3 が強く取込まれることが判
明している（第 1図）。 

 H3.3 の転写制御領域への取込みは、
ChIP-PCR によって評価した。H3.3 と YFP と
の融合遺伝子をレトロウイルスを用いて、
IRF8 tet-on Tot2 細胞に導入し、抗 GFP 抗体
を用いて ChIP を行った。 
 
４．研究成果 
 まず、IRF8 が誘導する単球分化において、
Klf4 の遠位エンハンサーならびに転写開始
点（TSS）付近でのH3.3の取込みを評価した。
ドキシサイクリンの添加後、IRF8 の発現は速
やかに上昇し、遠位エンハンサー領域におい
ては“poised”エンハンサーのマーカーであ
るヒストン H4 の 4 番目のリジンのモノメチ
ル化の亢進が見られた。H3.3 の取込みを計測
した結果、ドキシサイクリンの添加 15 時間
後から H3.3 の ChIP シグナルは急激に増加し、
蓄積は 24 時間後まで継続、その後急激に減
少するという変動を示した。興味深いことに、
このH3.3の蓄積は、遠位エンハンサーとKlf4 
TSS 領域の双方で観察された（第 2図）。 

この H3.3の取込みはエンハンサーRNA（eRNA）
の転写に伴う可能性も考えられたが、ドキシ
サイクリン添加後 15時間では eRNA の発現が
認められなかった。また、IRF8 tet-on Tot2
細胞では、IRF8 の発現以前からエンハンサー
領域と Klf4 遺伝子の両領域が近接している
ことが判明している。このため、両領域で
H3.3 が同期して取込まれたと考えられる一
方、H3.3 が両領域の協調を導く分子である事
も考えられた。 
 さらに、Klf4 エンハンサー領域と TSS 領域
の両領域の協調を導く分子の探索を行った。
この探索では、協調を導く分子として、H3.3
と同様に両領域で同調して取込まれる分子
を探索した。その結果、ヒストンアセチルト
ランスフェラーゼである CBP/p300 を見出し
た（第 3図）。 

 

 
 
 

第1図 IRF8によって形成される 
       Klf4遠位エンハンサー 

第2図 Klf4遺伝⼦の転写制御領域における
       H3.3の取込み 

第3図 Klf4遺伝⼦の転写制御領域における
       CBP/p300の取込み 



 本研究では、細胞分化に伴い発現が誘導さ
れる遺伝子の発現制御において H3.3 がどの
ような役割を持つかの解明を目指して解析
を行った。その結果、H3.3 が遠位エンハンサ
ーと TSS 領域の両領域においてに、最も早く
同調して取込まれる分子であることを見出
した。さらに、H3.3 と同様に両領域に同調し
て取込まれる分子として、CBP/p300 を見出し
た。 
 現時点では、H3.3の取込み機構とCBP/p300
の取込み機構がどのような連携を持つかは、
不明である。しかしながら、CBP/p300 はエン
ハンサーならびに転写の活性化のマーカー
であるヒストン H3の 27番目リジンのアセチ
ル化（H3K27ac）を担う酵素であるとともに、
H3.3 は他のヒストン H3 バリアントと比較し
てH3K27acの頻度が高いことが既に知られて
いる。以上のことから、H3.3 ならびに
CBP/p300 の取込み機構が密接な関連を持つ
可能性は否定できない。 
 本研究課題では、クロマチン上でのタンパ
ク質複合体の解析を目指して、技術改良を行
っていたが、ようやく実現の目処がついてき
た。今後、この解析技術を用いて、H3.3 なら
びに CBP/p300 の取込み機構を詳細に解析す
るとともに、分化に伴う遺伝子発現でのエン
ハンサーと遺伝子の協調を担う分子機構を
明らかにしていきたい。 
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