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研究成果の概要（和文）：単一の転写因子―特に、細胞を特異的な分化過程に導く転写抑制因子―が、多様な細
胞系譜の形成過程で決定的な役割を果たす機構は、発生学やゲノム科学の重要な問題であるが、その詳細は不明
である。本研究では、多様な細胞種の分化を決定する転写因子BLIMP1に注目し、その結合部位を、4系譜、6細胞
種について解析し、遺伝子発現変動と詳細に比較した。その結果、BLIMP1結合部位と、その遺伝子発現制御（抑
制）活性について興味深い関係を発見した。本研究成果は、生体内における特定の転写因子の結合部位を、多数
の細胞系譜にわたって横断的に比較解析した初めての成果である。

研究成果の概要（英文）：Single transcription factors, including repressive transcriptional 
regulators, often play critical roles in development of many cell lineages, of which precise 
mechanisms are elusive.  In this study, using the ChIP-seq method that I have developed, I 
determined BLIMP1-binding sites in primordial germ cell-like cells (PGCLCs), E12.5 PGCs (germ line),
 E16.5 embryonic intestinal epithelium (endoderm), perinatal photoreceptor precursors (ectoderm), 
and plasma blast (mesoderm), and compared them with the gene expression dynamics during development 
of these cell types.  Through this comparative cross-lineage approach, I discovered principles of 
the relationship between the features of BLIMP1 binding sites and their gene-regulatory activities 
(particularly, repressive activity).  This is the first study that compares binding sites of a 
specific transcription factor during development of multiple cell lineages across germ layers (germ 
line and the the germ layers, 6 cell types).

研究分野： ゲノム生物学、発生学
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  １版

平成

研究成果の学術的意義や社会的意義
個体の全細胞は単一の受精卵を起源とする。単一のゲノムが多様な機能を持ち多様な細胞を形成するためには転
写因子によるゲノム制御が不可欠である。また同一の転写因子が多様な細胞種の決定に関わることもよく知られ
ている。転写因子はゲノムに結合しても必ずしも活性を発揮するとは限らず、どのゲノム結合部位が機能を担う
かは重要であるが、技術的な限界から、生体内の具体的な結合部位は不明な点が多かった。本研究の意義は、研
究代表者が開発した微量解析法を用いて、生体内に存在する多系統の細胞種における重要な転写因子BLIMP1の結
合部位を遺伝子発現動態と合わせて横断的に比較し、活性を持つ結合部位の特徴を抽出したことである。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ヒトを含む多細胞生物の個体は、受精卵を起源とし、基本的には全ての細胞が同一のゲノム

を持つ。多様な機能を持つ分化した細胞が存在するのは、ゲノムが多様な機能を持つからであ
り、受精卵から多様な細胞種を作り出し、個体を形成または維持するために、複雑なゲノム制
御が行われる。すなわち、細胞の機能や性質の決定には、どのゲノム部位がどの程度の強度・
頻度で転写装置に選択されるかが重要な役割を果たすと考えられる。 
一方で、同一の転写制御因子が多様な細胞の状態や分化を決定することはよく知られており、

転写制御因子が機能するためのエピゲノム基盤、協働する他の因子との組み合わせが、生体内
の多様な細胞の機能を作り出す基盤となっていると考えられるが、その原理の多くは不明であ
った。また、遺伝子発現の制御ゲノム部位としては、転写開始点を制御するプロモーターに加
えて、細胞種や細胞の状態に特異的に遺伝子を活性化させるエンハンサーについては比較的よ
く研究されているが、多くは培養細胞など材料として入手しやすい細胞に対する研究にとどま
っており、生体内に実際に存在する細胞がどのようなゲノム制御の元に形成されるかに関する
知見は限定的であった。さらに、細胞が「望ましくない」分化を遂げないように、細胞分化に
対して抑制的に機能するゲノム部位の制御機構は、エンハンサーにもまして、個別具体的な細
胞種の形成過程での振る舞いはわかっていなかった。 
転写因子による発生過程のゲノム制御―単一の転写因子が多数の細胞種を制御する原理―を

理解するためには、転写因子の標的部位を同定し、多数の細胞種間で定量的に比較しなければ
ならない。しかしながら、そのような解析は生体内に存在する細胞種に対してはほとんど行わ
れてこず、転写因子に対する ChIP-seq は、培養細胞や、培養細胞から試験管内で分化させた
細胞の比較にほぼ限定されてきた。このような解析の遅れは、生体内に存在する個々の細胞種
は、培養細胞に比べて少数であり、個々の転写因子の標的部位を決定するクロマチン免疫沈降-
シークエンス（Chromatin immunoprecipitation-sequence; ChIP-seq）の適用が困難であった
ことを一因とする。 

 
研究代表者は、少数細胞から転写因子の ChIP-seq を行い、次世代シークエンス解析する手

法（微量 ChIP-seq 法）を確立した。この手法により、従来の 100 分の 1 以下の微量試料にお
ける転写因子の結合部位を同定できるようになり、生体内の様々な細胞種を精製して解析する
ことにより、転写因子によるゲノム領域の特異的選択と、その多様性や普遍性を解析する技術
的基盤を得た。 
その概念実証として、研究代表者はこの手法をマウス始原生殖細胞の再構成系（primordial 

germ cell (PGC)-like cells; PGCLC）に適用し、生殖細胞の運命決定に必須な転写制御因子群
(B lymphocyte maturation protein 1 [BLIMP1]や T [Brachyury])の結合部位や、クロマチン
修飾の動態を同定して、この過程における主要なエピゲノム制御を詳細かつ定量的に解明した。 
興味深いことに、BLIMP1 は始原生殖細胞の運命決定に加え、形質細胞の最終分化、T 細胞

の恒常性維持、小腸吸収上皮細胞のリモデリング、網膜視細胞の分化、皮脂腺の分化、腫瘍の
血管形成、リンパ腫の抑制、栄養膜の分化など、生殖細胞および、三胚葉全てに由来する多様
な細胞種の形成に決定的な役割を果たす。しかしながら、上述した技術的制約から、BLIMP1
によるエピゲノム・転写制御機構は、マウス始原生殖細胞決定過程を除き、ほとんどが不明で
あった。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、転写因子 BLIMP1 が、生体から精製された、三胚葉をまたぐ多様な細胞種
の運命決定に関与する過程で標的とするゲノム部位を決定し、それらの細胞群の発生過程の遺
伝子発現動態と比較することによって結合部位の活性を評価し、発生過程における共通性と細
胞種特異性を解明することである。この解析によって、BLIMP1 による発生過程のゲノム制御
原理というべきものが抽出されると期待される。また、BLIMP1 という強力な活性を持つ転写
因子をモデルとして、転写因子による多様な発生過程の制御機序に関する原理的な知見が得ら
れると期待される。 
 
３．研究の方法 
本研究では、BLIMP1 の多様な細胞系譜における作用機序を解析するため、BLIMP1 が重要

な役割を果たすマウス発生過程を、三胚葉および生殖細胞系列をカバーするように―すなわち、
最も広い発生学的広がりを持つように―選択した。解析には、研究代表者が作出したノックン
マウス（BLIMP1 遺伝子の翻訳開始コドンに EGFP cDNA を挿入し、EGFP でタグされた
BLIMP1 を発現するマウス；野生型マウスと同様の成長、妊孕性を示すことを確認している）
を用いた。 
発生初期の始原生殖細胞の代表として、マウス多能性幹細胞から誘導した PGCLC を選択し

た（マウス PGC は原腸陥入の開始とともに、中胚葉誘導を受けつつある細胞から分化して生
ずる。BLIMP1 をノックアウトしたマウスでは PGC になるべき細胞が全て中胚葉となる。こ
のため、BLIMP1 は中胚葉化を抑制し生殖系列に分化誘導するために必要である）。より後期
の生殖細胞の代表として発生 12.5 日の雌雄生殖細胞を選択した（マウスでは発生 12.5 日ごろ
に性分化が始まり、始原生殖細胞が雌雄それぞれの生殖細胞に分化する。発生後期に BLIMP1



をノックアウトすると生殖細胞は死滅する。BLIMP1 はこのステージ以降発現低下するため、
始原生殖細胞を維持するために重要と考えられる）。PGCLC は表面抗原 Kit に対する抗体と、
多能性マーカーSSEA1 を用いて FACS 精製した。E12.５の雌雄生殖細胞は SSEA1 を用いて
FACS 精製した。 
外胚葉由来細胞の代表として、発生 16.5 日の網膜視細胞前駆体を選択した（マウス網膜視細

胞前駆体は胚生期において BLIMP1 を発現し、BLIMP1 の発現低下に伴って錐体細胞や杆体
細胞へと分化する。BLIMP1 をノックアウトしたマウスでは視細胞前駆体は早期に双極細胞へ
と分化する。このため BLIMP1 は前駆体状態を維持するために必要と考えられる）。視細胞前
駆体は、EGFP-BLIMP1 からの GFP 蛍光陽性と、杆体マーカーCD73 陰性の細胞（発生 16.5
日には視細胞前駆体からは主に杆体が分化する）を、FACS を用いて精製した。 

内胚葉由来細胞の代表として、発生 16.5 日の小腸上皮細胞を選択した（小腸上皮は出生後、
離乳期にかけて形態的・機能的に成熟し、離乳に伴う栄養摂取変化に適応する。小腸上皮で
BLIMP1 をノックアウトしたマウスは、出生直後に成獣様の細胞分化が起こり、新生仔マウス
は母乳から栄養を摂取することが出来なくなる。このため BLIMP1 は小腸上皮を胚生期のまま
保つために必要であると考えられる）。腸管上皮は GFP 蛍光と上皮マーカーEpCAM によって
FACS 精製した。 
中胚葉由来の細胞の代表として形質芽細胞を選択した（B 細胞から形質細胞への最終分化は

BLIMP1 の役割が最も古くから知られる系で、BLIMP1 は B 細胞の遺伝子発現プログラムを
抑制し、形質細胞への分化プログラムを活性化させることが知られている）。形質芽細胞は、
GFP 蛍光と形質細胞マーカーCD138 にを用いて FACS 精製した。 

以上の、四系統・六細胞種の発生過程にある細胞をそれぞれ 105 個程度 FACS 精製し、抗
EGFP 抗体を用いて ChIP-seq を行った。研究代表者の先行研究では次世代シークエンスを
SOLiD システムを用いて行ったが、ライブラリのアダプターを変更し、Illumina NextSeq を
用いて次世代シークエンスを実施した。また、上記の細胞種の発生過程で BLIMP1 の発現量が
大きく変動する時期をまたぐように細胞を採取し、RNA-seq による遺伝子発現解析を行った。 
 
４．研究成果 
細胞種特異的部位、部分共通部位、全共通部位の定義 

本研究で同定した BLIMP1 のピークにおける正規化されたリード密度（BLIMP1 結合レベ
ル：IP/input）は、それぞれの細胞種における独立した実験間でよく再現された。また、先行
研究において胚性小腸上皮と形質芽球で検出された結合レベル(Minnich et al., 2016; Mould 
et al., 2015) と比較すると、類似したパターンを示しつつも、相当数のピークにおいて定量的
な差異を示し、同一の手法による定量的比較の重要性が確認された。BLIMP1 結合レベルは
PGC 発生初期（PGCLC）と、性分化が開始した発生 12.5 日の雌雄生殖細胞で類似していた。
これは、BLIMP1 にとって生殖細胞ゲノムの accessibility は、PGC 形成直後から性分化までの発生
ステージでほとんど変化しないことを示している。この時期には、PGC において、ゲノムワイド
な DNA 脱メチル化を含む劇的なエピゲノムリプログラミングが起きること、BLIMP1 を後期
の PGC でノックアウトすると発生初期の PGC とは大きく異なる表現型を示すこと
（Yamashiro et al., 2016；中胚葉因子の活性化は見られず、雌雄それぞれに異なるタイミング
で生殖細胞が細胞死を起こす）を考慮すると、BLIMP1 がその影響をほとんど受けずに標的ゲ
ノムに結合することは当初の予想と異なる興味深い結果であった。この解析結果を受けて、生
殖細胞系列における最初期の結合パターンが検出される PGCLC を、生殖細胞系列における
BLIMP1 結合プロファイルのデータとして用いた。 

 
異なる系列に属する細胞種間では BLIMP1 結合強度のパターンは互いに大きく異なっていた。各

細胞種（PGCLC、視細胞前駆体、胚生小腸上皮、形質芽球）において、BLIMP1 結合レベル
（IP/input）が 6 以上のピーク（すなわち、バックグラウンドの 6 倍以上のリード密度を示す
部位）を、BLIMP1 が有意に結合する部位と見なし、「BLIMP1 結合部位」と定義した。この
定義を用いて、BLIMP1 結合部位を 3 つに分類した：（１）一つの細胞種にのみ検出される
BLIMP1 結合部位（細胞種特異的部位）、（２）２つまたは３つの細胞種で検出される結合部位
（部分共通部位）、（３）4 つすべての細胞で検出される結合部位（全共通部位）。この定義を用
いると、興味深いことに細胞種特異的部位の数は、それぞれの細胞種で大きく異なるが、複数
の細胞種で共有される部位にはほとんど差異はなかった。 
これらの BLIMP1 結合パターンの多様性は、それぞれの細胞種における結合部位の選好に、

何らかの規則性があるのかという疑問を惹起した。すなわち、特定の細胞種の組み合わせ（生
殖細胞と小腸上皮など）における部分共通結合部位が、他の細胞種の組み合わせよりも多いの
かどうかという疑問である。この疑問に答えるために、４つの細胞種のいずれかで検出された
結合部位の和集合を、仮に「潜在的な BLIMP1 結合部位の集合」と定義し、その集合の中に、
各細胞種で検出された数の BLIMP1 結合部位をランダムに配置した場合、細胞種特異的部位、
部分共通部位、全共通部位の数がどのように分布するのかを解析した。このようにして得られ
たランダムな分布を、各分類群に属する実際に観察された結合部位の数と比較した。すると、
細胞種特異的部位と全共通部位の数が、ランダムな分配に比べて多く、部分共通部位の数は少



ないことがわかった。すなわち、BLIMP1 結合部位の選択性は、一部の細胞間でだけ共有され
ることは少なく、すべての細胞に共通か、特定の細胞種にだけしか存在しないかのどちらかで
ある傾向にある。すなわち、BLIMP1 にとってのゲノムは、どの細胞種であってもアクセスできる普
遍的な結合部位と、特定の細胞種においてしかアクセスできない特異的な部位の二つに大別される。 
 
細胞種特異的部位、部分共通部位、全共通部位のゲノム分布 

BLIMP1 結合部位のゲノム座標中の分布を、遺伝子の転写開始点を基準として計測した。す
ると、転写開始点から 1 キロベース（Kb）以内、すなわちプロモーター近傍への有意な濃縮が
認められた。ところが、BLIMP1 結合部位を上記の各クラスに分類して解析すると、部分共通
部位、全共通部位は特にプロモーター近傍に濃縮しており、細胞種特異的部位は、よりプロモ
ーターから遠位の部位に存在することが分かった。また、BLIMP1 結合部位と遺伝子の関係を
調べるために、転写開始点から 15Kb 以内に BLIMP1 結合部位が存在する場合、その遺伝子は
「BLIMP1 結合部位の周辺に存在する」と定義した。細胞種特異的結合部位、部分共通部位、
全共通部位の周辺に存在する遺伝子は、ほとんど互いに重複しなかった。また、細胞種特異的
部位の周辺に存在する遺伝子は、それぞれの細胞種間でほとんど重複せず、各細胞種の発生・
分化に関連する gene ontology が濃縮していた。これらのデータは、細胞種特異的部位が、それ
ぞれの細胞種で特異的な遺伝子を標的にしていることを強く示唆していた。 
 
細胞種特異的部位、部分共通部位、全共通部位の DNA 配列 
それぞれの結合部位に濃縮されるDNA配列モチーフをMEME ChIPプログラムにより抽出

した。どの分類群の結合部位でも、JASPAR データベースに登録されている BLIMP1 認識モ
チーフによく似た配列が濃縮されていた。一般的な傾向として、細胞種特異的部位で認識配列の
保存性が低く、共通部位で高かった。細胞種特異的部位のモチーフ検索をさらに進めると、それ
ぞれの系譜で重要な働きをすることが知られている転写因子の配列が濃縮することが分かった
（視細胞前駆体における CRX、始原生殖細胞における TFAP2C など）。 
 
細胞種特異的部位、部分共通部位、全共通部位の遺伝子発現制御への寄与 
 それぞれの結合部位を評価するために、野生型の胚発生における各細胞系譜の経時変化と、
既報のBlimp1ノックアウト胚の発現データを比較した（始原生殖細胞(Kurimoto et al., 2008)、
胚性小腸上皮(Mould et al., 2015)、B 細胞終末分化(Minnich et al., 2016)）。 

BLIMP1 結合部位の機能評価をするため、各クラスの BLIMP1 結合部位の周辺に存在する
遺伝子（転写開始点の近傍15Kb以内にBLIMP1結合部位を持つ遺伝子）の発現動態を調べた。
すると、どの細胞系譜の分化過程においても、発現変動を示す遺伝子群には、細胞種特異的
BLIMP1 結合部位の周辺に存在する遺伝子が強く濃縮していた。また、これらの遺伝子の濃縮
レベルは、Blimp1 に対して負に相関する遺伝子（つまり BLIMP1 によって抑制される遺伝子）
に、比較的強かった。一方で、部分共通部位や全共通部位の周辺に存在する遺伝子は濃縮がみ
られなかった。発現変動の大きさと、BLIMP1 結合部位との関係をより定量的に解析すると、
どの系譜の分化過程においても、発現変動の大きい遺伝子の周辺には、細胞種特異的 BLIMP1 結
合部位がより強く濃縮していた。 
既報の Blimp1 ノックアウト胚の遺伝子発現変化と比較しても、上記の野生型胚の発現動態

を用いた解析と一致する結果を得た。これらの結果を総合すると、BLIMP1 の細胞種特異的な結
合部位は、効率よく遺伝子発現制御に関わるが、一方で、複数の細胞種に共通する結合部位は、発
現に影響しにくいことを示している。部分共通部位や全共通部位の方が、BLIMP1 の結合レベルが高
く、認識配列をよく保存し、遺伝子の転写開始点からも近い傾向にあることを考慮すると、この結果は
逆説的であった。 

 
このような細胞種特異的部位の特性がどのように生じているかを調べるために、これらの部

位に含まれるBLIMP1や他の転写因子の認識DNA配列と、遺伝子発現変化との関係を調べた。
しかしながら、BLIMP1 や他の転写因子の認識配列の有無は、細胞種特異的 BLIMP1 結合部
位が遺伝子発現に影響するか否かには、ほとんど関係がなかった。このことは BLIMP1 が単独
で、しかも、これまでに報告されてきたよりも緩やかな DNA 配列の認識をもって、遺伝子発
現の制御に関わっていることを示唆している。この結果は、これまでに報告されてきた BLIMP1
による転写制御機構―すなわち、特定の DNA 配列を認識してプロモータ付近に抑制的エピゲノム制
御因子（ポリコーム複合体、SIN3A 複合体, Groucho、ヒストン脱アセチル化酵素）をリクルートして発
現を抑制するというモデル―は、ゲノムワイドには成立していないことを示唆する。 
 
 興味深いことに、始原生殖細胞と B 細胞終末分化に関する、既報のヒストン修飾 ChIP-seq
データ(Kurimoto et al., 2015; Minnich et al., 2016)と比較解析すると、細胞種特異的結合部位
と、発現変動、およびヒストン修飾 H3K27me3 の間の相関関係が示された。BLIMP1 によっ
て抑制される遺伝子の周辺に存在する細胞種特異的結合部位は、BLIMP1 が結合する前には
H3K27me3 がほとんど検出されず、BLIMP1 が結合した後に H3K27me3 レベルの上昇が認め
られた。一方で、BLIMP1 によって活性化される遺伝子の周辺に存在する細胞種特異的結合部
位では、BLIMP1 の結合の前後で H3K27me3 レベルの増加は検出されなかった。同様に、



BLIMP1 による制御を受けない遺伝子の周辺に存在する結合部位でも、H3K27me3 レベルの
増加は検出されなかった。これらのデータは、細胞種特異的なゲノム部位に BLIMP1 が結合し、
その部位に H3K27me3 がリクルートされて初めて転写抑制的に機能することを示唆している。 
 
これらの解析よって、これまで技術的な限界から困難であった、細胞系譜を横断した転写因

子結合パターンの定量的かつ系統的な比較解析を初めておこなうことができた。その結果、こ
れまで単一の細胞系譜でのみ行われてきた解析では調べることができなかった、BLIMP1 が標的とす
る各ゲノム部位の性質について、遺伝子発現による評価に基づき詳細に解明することができた。単一
の転写因子が多様な細胞系譜の発生制御に寄与することは広く知られており、今後、同様の方
法論により、発生過程のゲノム制御機構について詳細な定量解析を行うことができると期待さ
れる。 
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