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研究成果の概要（和文）：多細胞動物の発生過程の理解には、各細胞の変遷過程の理解が重要である。しかしな
がら侵襲的な実験が難しいヒトなど、変遷過程の全種類の細胞を網羅的に取得することは困難な場合も多い。そ
こで本研究では、得ることが比較的容易な成体の分化した体細胞のエピジェネティック修飾の情報を用い、進化
学で用いられる系統解析から、細胞分化過程におけるエピジェネティック修飾の変遷過程の推定を試みた。材料
として8種類のヒト血球系細胞の6種類のヒストン修飾を用い、本手法により、細胞分化に関連したヒストン修飾
の変遷過程が推定されうることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：For understanding the development of animals, it is important to reveal the 
landscape of epigenetic changes in cells during differentiation process. However, analyzing whole 
differentiation processes in various cell types is laborious and impossible for some organisms. In 
this study, phylogenetic analysis is applied to reconstruct developmental processes based on the 
developmental changes of epigenomes of differentiated cells. Using epigenomes of eight types of 
differentiated human hematopoietic cells, ancestral state estimation based on a phylogenetic tree 
was applied to map the epigenomic changes of six kinds of histone modifications onto the 
hierarchical cell differentiation process of hematopoiesis. As a result, it was shown that this 
approach could infer an appropriate landscape of histone modification changes during hematopoiesis.

研究分野：分子進化学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
エピジェネティック修飾の状態は、細胞内の各遺伝子の発現状態を反映していると考えられることから、特に発
生過程の実験データ取得が困難な生物の個体発生過程の理解に役立てられることが期待される。また、細胞分化
の各過程でエピジェネティック修飾に変化がみられた遺伝子群は、特定の系列の細胞を分化させるために必要な
遺伝子候補であるので、分化誘導の応用に貢献することも期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 
 受精卵が遺伝子の発現状態を変化させながら、細胞分裂・分化・死を通して、どのようにして
多種類の細胞からなる一個体を形成していくのかを理解することは、生物学の大きな目標の一
つである。この個体発生過程の分子レベルでの理解は、次世代シーケンサによる技術革新により
新たな進展をみせている。RNA-seq や ChIP-seq 等の確立により、個体発生に伴う遺伝子発現情
報やエピジェネティック修飾情報をゲノムワイドに研究することが可能となり、細胞分化過程
の遺伝子発現・エピゲノム情報が急速に蓄積されてきた（Marioni et al. 2017, Avgustinova et al. 2016
等）。しかしながら侵襲的な実験が難しいヒトなど、分化過程の全種類の細胞を網羅的に取得す
ることは困難な場合が多い。 
 
２．研究の目的 
 
この問題を解決するために、得ることが比較的容易な成体の分化した体細胞のエピゲノム情
報の系統解析から、in silicoで哺乳類の細胞系譜を構築し、構築された細胞系譜の祖先節の形質
状態を推定することで、発生過程における分化途中の細胞のエピジェネティック修飾状態が推
定できるのではないか、と考えた。 
 これまでの研究において、遺伝子発現の抑制に関わる DNAメチル化を用いて手法の妥当性の
検証を行った。材料には細胞系譜や分化途中の各種前駆細胞の全ゲノム DNAメチル化状態が明
らかとなっているマウスの血球系細胞を用いた。その結果、既知の細胞系譜を再構築できること、
77～90％の精度で祖先節にあたる分化途中の細胞のDNAメチル化状態を推定できることが示さ
れた（Koyanagi 2015）。 
 一方でヒストンの化学修飾は、修飾の種類や部位により遺伝子発現の活性化／抑制を複雑に
制御していることが知られている（Zhou et al. 2011）。DNAメチル化に比べて細胞分裂後の維持
機構は明確でないが、細胞分化過程に関して DNAメチル化よりも多くの情報を保持していると
いえる。そこで本研究では、分化した成体の体細胞のヒストン修飾の情報の系統解析から、細胞
分化過程におけるヒストン修飾の変遷過程の推定を試みた。 
 
３．研究の方法 
 
材料には、Blueprint Project（Fernández et al., 2016，ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/blueprint/）か
ら利用可能な、8種類のヒト血球系細胞（赤芽球、巨核球、好酸球、好中球、単球、NK細胞、
T細胞、B細胞）の、6種類のゲノムワイドなヒストン修飾情報（H3K4me1, H3K4me3, H3K27ac, 
H3K36me3, H3K27me3, H3K9me3）を用いた。同じ細胞でも複数の組織や個人に由来するサンプ
ルが存在したため、それぞれ計 114、122、118、83、99、104のサンプルが利用可能であった。  
ヒストン修飾の情報は DNA上の領域情報であり、これを各塩基サイトの修飾状態（ON/OFF）
の配列として扱った。PAUP（Swofford 2003）および RAxML（Stamatakis 2014）を用い、最節約
法および最尤法に基づき、分子系統樹推定および祖先節の状態推定を行った。ヒストン修飾のゲ
ノム位置の特徴解析や機能解析には、R/Bioconductorの ChIPseeker package (Yu et al., 2015) を用
いた。 
 
４．研究成果 
 
 まず 6 種類のヒストン修飾それぞれについて分子系統樹を推定したところ、細胞間や個体間
の heterogeneityが存在し、同じ細胞種が単系統群を形成しなかった。このことは、ヒストン修飾
の変動性によりホモプラシーが無視できない程度存在することにより、期待される系統関係が
推定できなかったことを示唆している。また、ヒストン修飾の種類によっても結果は異なり、例
えば H3K4me1 は期待される血球系細胞の階層的分化過程をよく再現したが、H3K9me3 は期待
される階層的分化過程を再現しなかった。このことは、各ヒストン修飾の役割を反映していると
思われた。すなわち、H3K4me1 はエンハンサー領域における転写の活性化と関連しており、細
胞分化過程との関連性が強いのに対し、H3K9me3 は安定的なヘテロクロマチン形成による転写
の抑制と関連しており（Zhou et al. 2011）、細胞分化過程との関連性が限定的であることによるも
のと思われた。 
 そこで次に、既知の細胞系譜を仮定した上で、すなわち期待される樹形を固定し、その樹形上
における祖先節の状態推定を行うことで、細胞分化過程におけるヒストン修飾の変遷過程の推
定を行った。その結果、細胞系譜上の各過程におけるヒストン修飾の ON/OFFの変遷過程が推定
された（表１）。 
  



表１ 推定されたヒストン修飾の変化 (bp) 

骨髄系細胞(M)、リンパ球系細胞(L)、赤芽球(Er)、巨核球(Me)、好酸球(Eo)、好中球(Ne)、単球(Mo)、NK細胞(Nk)、T細
胞(T)、B細胞(B) 
 
 この推定結果の妥当性を検証する目的で、推定されたヒストン修飾の変化と、遺伝子位置との
関係を調査した。ここで、分子系統樹上の枝を、異なる細胞間の分岐に相当する inter-type branch
と、同じ細胞種内の分岐に相当する inter-type branchに分類して解析を行った。その結果、inter-
type branch上で観察されたヒストン修飾の変化は、各ヒストン修飾の特徴をよく反映するゲノム
位置（転写開始点、エンハンサー領域など）に多くみられることが明らかとなった（図１）。例
えば、H3K4me3や H3K27me3は転写開始点付近のプロモーター領域に多くみられた。これらの
修飾はプロモーター領域で転写の活性化及び抑制に関連していることが知られており（Zhou et 
al. 2011）、細胞分化における転写制御に関連するヒストン修飾の変遷が推定されていることが示
唆された。 

図１ inter-type branchと intra-type branch上に推定されたヒストン修飾の転写開始点（TSS）からの位置の分布 
 
 次に、active histone markとして知られる H3K4me3と H3K27acの修飾や、ES細胞や iPS細胞
にみられる bivalent histone markとして知られる H3K4me3 と H3K27me3 の修飾等が、細胞分化
のどの過程で、どの遺伝子のプロモーター領域に存在するか、ヒストン修飾と遺伝子機能との関
連について解析を行った。その結果、inter-type branchについては、各種血球系細胞の分化に重要
な遺伝子に、関連するヒストン修飾の変遷が推定された（Koyanagi 2019）。例えば、巨核球への
分化過程において、血小板活性化と関連する遺伝子の H3K4me3の変化が enrichしていることが
示された。さらに、赤血球・血小板の分化過程に重要な GATA-1遺伝子の周辺について、どのよ
うなヒストン修飾が推定されたかを確認したところ、実験的に active histone markが示された分
化過程と同様の分化時期に、本手法でも active histone markが推定されていた（表２）。 
以上のことから、本研究手法により細胞分化に関連したヒストン修飾の変遷過程が推定され
ていることが示唆された。 
 
表２ 各祖先節において GATA-1遺伝子に推定されたヒストン修飾 (bp) 

骨髄系細胞(M)、リンパ球系細胞(L)、赤芽球(Er)、巨核球(Me)、好酸球(Eo)、好中球(Ne)、単球(Mo)、NK細胞(Nk)、T細
胞(T)、B細胞(B) 
 
展望 
ヒト細胞のヒストン修飾は細胞間や個体間の heterogeneityが存在し、既知の細胞系譜が仮定で
きない血球系細胞以外のヒト全身の各種体細胞を用いた解析には至らなかった。一方でここ数
年、CRYSPR/Cas9 genome-editing systemを用いた突然変異導入によるバーコードを用いたシング
ルセル解析による細胞系譜推定の有用性が示されている(McKenna et al., 2016、Kalhor et al., 2018
等)。したがって、細胞系譜推定はこのようなゲノム DNAや DNAメチル化の情報を用いて行い、
推定された樹形に基づいて、ヒストン修飾の状態を推定する等、様々な情報を統合することで、
有用な推定が可能になると思われた。 
 また近年ではシングルセルの遺伝子発現情報から、細胞の発生過程を偽時間に沿って再構成
する trajectory解析がさかんに報告されるようになってきた(Saelens et al. 2019等)。しかしながら



発生途中過程の細胞を得ることが出来ない場合は、依然として分化途中の細胞の状態を推定す
る、本研究のような解析が必要だと思われる。エピゲノム状態はゲノム上の各遺伝子の発現状態
を反映していることから、相互の情報を考慮しながら細胞分化過程の推定を行うことで、個体発
生過程の理解が進むことが期待される。 
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