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研究成果の概要（和文）：単球や樹状細胞（DC）は単核貪食細胞と呼ばれ，生体防御に必須である。これらの細
胞は骨髄造血幹細胞から中間的な前駆細胞段階を経て分化するが、その過程での遺伝子発現調節の分子機構には
不明な点が多い。本課題ではマウス生体から様々な分化段階の細胞を分離し、エンハンサー分布や遺伝子発現、
さらには鍵となる転写因子のクロマチン結合の動態を全ゲノム規模で解析した。その結果、単核貪食細胞の分化
においては、前駆細胞の段階で転写因子IRF8がPU.1とともにゲノムに結合することで単球とDCに共通のエンハン
サーが形成され、単核貪食細胞としての性質を賦与する遺伝子群の最終分化段階での高い発現が導かれることが
わかった。

研究成果の概要（英文）：Monocytes and dendritic cells (DCs), called mononuclear phagocytes, are 
critical for host defense and tissue homeostasis. These cells develop from bone marrow hematopoietic
 stem cells via intermediate progenitors. However, molecular mechanisms underlying the regulation of
 gene expression during monocyte and DC development still remain obscure. In this research project, 
we analyzed the genome-wide dynamics of enhancer landscape, gene expression, and chromatin binding 
of key transcription factors in various differentiation stages of myeloid cells. We found that the 
chromatin binding of IRF8, which recruits binding of PU.1, induces the formation of monocyte and 
DC-specific enhancers in the progenitor stages, leading to the future expression of genes that 
confer the characteristics of mononuclear phagocytes. These results contribute to a comprehensive 
understanding of how transcription factors affect chromatin to regulate gene expression during cell 
differentiation.

研究分野： 血液学
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１．研究開始当初の背景 
多細胞生物において，同じゲノム配列を持

ちながら膨大な種類の形態・機能を異にする
細胞が存在するのは，いうまでもなく各細胞
種が特有の遺伝子発現パターンを持つから
である。脊椎動物成体の造血系においても，
骨髄の造血幹細胞（hematopoietic stem cell, 
HSC）が多能性を失いながら各細胞系譜に向
かって分化するのは系譜特異的な遺伝子発
現パターンの確立によるが，その際重要なの
が転写因子やクロマチン制御因子による，ヒ
ストン修飾をはじめとするエピジェネティ
ックな機構である。近年，次世代シーケンサ
ーを用いたクロマチン免疫沈降シーケンス
法 （ chromatin immuno-precipitation 
sequencing, ChIP-seq）により，転写因子の
結合やヒストン修飾が 30 億塩基対あるゲノ
ムのどこに生じているかを詳細に知ること
が可能になったことで，細胞分化機構やその
破綻による疾病の理解に革新的な進歩がも
たらされつつある。しかしながら，最も重要
な，生体内にごく微量に存在する前駆細胞を
含めた様々な分化段階の造血細胞の解析は，
大まかな細胞集団でのエンハンサーランド
スケープが報告されたのみで（Lara-Astiaso
ら Science 345, 953, 2014）まだ途についた
ばかりであり，大きな課題と考えられる。 
単核貪食細胞系はその形態と性質の共通

性から 1980 年に van Furth らが提唱した古
くからある概念で，現在では単球，マクロフ
ァージ，破骨細胞，ミクログリアならびに樹
状細胞（DC）を含む。近年，その重要な免疫
学的役割（自然免疫応答，サイトカイン産生,
抗原提示，組織修復など）やその機能異常に
よって生じる様々な疾患（免疫不全，自己免
疫疾患，がん，動脈硬化など）があらためて
注目され，分化機構も精力的に研究されてい
る（総説：Geissmann ら Science 327,656,2010
など）。本研究者らはこれまで，転写因子フ
ァ ミ リ ー Interferon Regulatory Factor
（IRF）を通じて血液・免疫細胞の分化機構
を研究してきた（Tamuraら, Nature 376, 596, 
1995に始まり総説 Annu Rev Immunol 26, 535, 
2008 など）。なかでも IRF8 が単球や DC の分
化に必須である一方，好中球の分化を阻害す
ること（Tamura ら Immunity 13, 155, 2000; 
Tamura ら J Immunol 174, 2573, 2005; 
KurotakiらNat Commun 5, 4978, 2014など），
単球分化における標的DNA配列や標的遺伝子，
結合するパートナー転写因子 PU.1 との協調
（Tamuraら Blood 106, 1938, 2005, Kurotaki
ら Blood 121, 1839, 2013）あるいは IRF8 が
増殖抑制能を持つこと（Tamura ら Blood 102, 
4547, 2003; Yamamoto ら PLoS ONE 6, e25812, 
2011）などを明らかにした。また，本研究者
らは慢性骨髄性白血病（CML）において IRF8
発現消失による DC 分化不全があることも示
した（Watanabeら Cancer Res 73, 6642, 2013）。
特に上記Nat Commun 2014においてはIRF8 が
単球・DC 前駆細胞（MDP）で急激に発現を高

め，IRF8 欠損マウスでは，単球系は単球共通
前駆細胞（common monocyte progenitor, 
cMoP），DC 系は MDP で分化が停止しており，
蓄積した MDP や cMoP が本来分化するはずの
ない好中球に分化することや，IRF8 による
C/EBPα への結合と機能抑制を明らかにした
（下図）。また上記 Blood 2013 においては

IRF8 が単球分化誘導の際遠位エンハンサー
（ヒストン H3の 4番目リジンの単メチル化, 
H3K4me1）の創出によりエピジェネティック
に遺伝子発現を正に制御することをはじめ
て示し，さらにバイオインフォマティクスに
よる転写因子カスケードの予測手法を確立，
実際に IRF8-KLF4 カスケードを予測・証明し
た。しかしながら，生体から分離した単核貪
食細胞系の前駆細胞や分化した細胞を用い
たヒストン修飾や転写因子結合の ChIP-seq
解析は，IRF8 欠損マウスのみならず正常マウ
スにおいてもまだ報告がない。 
 
２．研究の目的 
 本研究においては次の課題を掲げること
によって，単核貪食細胞系の分化機構をこれ
までにない深度で明らかにする。 
（1）単核貪食細胞系の各分化段階における
エンハンサーランドスケープの解読（どのよ
うな遺伝子のエンハンサーがプライミン
グ・活性化あるいは失活・消失するのか） 
（2）IRF8, PU.1 などの転写因子のゲノム結
合部位の同定とヒストン修飾に対する作用
を明らかにする 
（3）上記データのバイオインフォマティク
ス解析で単核貪食細胞系の分化を制御する
新たな転写因子を予測，実証する 
 
３．研究の方法 
 本研究では生体から分離した高純度の造
血系細胞集団を用いて修飾ヒストンや転写
因子に対する ChIP-seq を行なった。ここで
問題となるのが，得られる細胞数に限りがあ
ることである。通常 106 個の細胞が必要とい
われるところ，我々は抗体の選択，クロマチ
ン剪断化，免疫沈降など一つ一つを丁寧に最
適化することなどによって，105個以下の細胞
で高精度の ChIP-seq を行う系を確立した。 
この系を用いて単核貪食細胞系の各分化

段階の細胞を野生型並びに IRF8 欠損マウス



から分離し，様々なヒストン修飾や IRF8 他
の転写因子の結合について ChIP-seq を行っ
た。遺伝子発現パターンについてはマイクロ
アレイまたは RNA-seq によって解析した。次
世代シーケンサー解析は新学術領域研究ゲ
ノム支援や先進ゲノム支援の協力を得た。転
写因子の結合と，分化に伴って出現・活性化
あるいは失活・消失するエンハンサー，プロ
モーターのヒストン修飾，そして遺伝子発現
変動との関係性を調べ，IRF8 を起点とした
転写因子ネットワークによる遺伝子発現制
御機構の解読を試みた。単核貪食細胞系の分
化に関与する可能性のある転写因子を独自
のバイオインフォマティクス手法にて予測
し，検証した。 
 
４．研究成果 
単核貪食細胞系の各分化段階におけるエ

ンハンサーランドスケープを解読するため
にマウスから単離した少数（105 個以下）の
GMP，MDP，cMoP，CDP，単球，DC，そして好
中球を材料として，エンハンサーに特徴的な
ヒストン修飾である H3K4me1 と H3K27ac の
ChIP-seq 解析を行った。その結果，単球や
DC に特徴的なエンハンサーの大部分は前駆
細胞の段階で徐々にプライミング・活性化さ
れ，その後遺伝子発現に至ることがわかった。 
次にどのような転写因子が前駆細胞段階

においてエンハンサーの形成に関与する調
べるために，エンハンサー領域の DNA モチー
フ解析を行った。その結果，各前駆細胞段階
で形成されるエンハンサーは PU.1，RUNX，
C/EBP，IRF などいくつかの転写因子の組み合
わせによって制御される可能性が示された。
実際 PU.1 の ChIP-seq 解析を行なったところ，
前駆細胞において生じるエンハンサーの多
くに PU.1 が確かに結合しており，また興味
深いことにMDP以降で生じるエンハンサーで
は PU.1 の結合領域に IRF の DNA 結合モチー
フが高度に濃縮していた。 
9 つある IRF ファミリー転写因子の発現を

マイクロアレイで解析し，IRF8 のみが MDP 以
降の前駆細胞で強く発現することがわかっ
た。そこで，IRF8 の ChIP-seq や，IRF8 欠損
マウスの前駆細胞におけるヒストン修飾の
ChIP-seq 解析も行なったところ，IRF8 が実
際 MDP や cMoP において多くのエンハンサー
に結合し，その形成や活性化を引き起こすこ
とがわかった。IRF8 欠損 GMP，MDP，cMoP の
エンハンサーランドスケープは全て野生型
における GMP の段階に留まったままであり，
MDP や cMoP の特徴が失われていた。ただし遺
伝子発現パターンは野生型マウスと IRF8 欠
損マウスの前駆細胞間ではまだ大きな違い
は見られなかった。さらに詳細に調べると，
IRF8 は特に単球と DC に共通の多くのエンハ
ンサーの形成に必須であり，その直近の遺伝
子群は最終分化段階において強く発現する
ことがわかった（下図）。以上の結果から，
IRF8 は前駆細胞においてエンハンサー形成

を引き起すことで，単核貪食細胞としての性
質を賦与する遺伝子群の将来の発現を導い
ていると理解できる（下図）。 

IRF8 の下流で機能する新たな転写因子を
同定するために，IRF8 依存性に形成されるエ
ンハンサーを持つ転写因子遺伝子の同定を
試みた。Bach2 のエンハンサーは MDP の段階
で強く形成され，CDP からその発現が誘導さ
れる。IRF8 欠損マウスでは MDP におけるエン
ハンサーのプライミング・活性化が著しく減
弱しており，CDP における Bach2 の発現が減
少することが明らかになった。そこで BACH2
欠損マウスの単球と DC を解析したところ，
単球と cDC1 が増加し，cDC2 が減少すること
がわかった。以上の結果から BACH2 は IRF8
の下流で単核貪食細胞の産生を制御してい
ることがわかった。 
近年，分化上流の前駆細胞に各種系譜に運

命決定された亜集団が含まれることが明ら
かになってきている（Naikら Nature 496, 229, 
2013）。当初の計画には含めていなかったが，
本課題研究が予定よりも順調に進んだため，
我々は赤血球・血小板以外の全ての血球細胞
へ の 分 化 能 を 有 す る lymphoid-primed 
multipotent progenitor （LMPP）において
シングルセル RNA-seq を行った。その結果，
LMPP の中に弱く IRF8 を発現する亜集団が存
在し，DC に偏倚した分化能を有することがわ
かった。 
今回我々が取得したデータや解析結果は

単球や DC への分化における転写因子による
エンハンサーダイナミクス制御を理解する
上で重要と思われる。今後は，細胞分化にお
ける染色体間相互作用を含むクロマチンの
高次構造調節を含めた遺伝子発現制御機構
を全ゲノム規模で明らかにしていきたいと
考えている。 
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