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研究成果の概要（和文）：単球や樹状細胞を含む単核貪食細胞は自然免疫および獲得免疫応答さらに組織恒常性
の維持などにおいて極めて重要な役割を有している。本研究者はこれまでに単球や樹状細胞の分化機構について
転写因子によるエピゲノム制御の観点から研究を行ってきた。近年、細胞種特異的な遺伝子発現パターンの確立
にクロマチン高次構造形成が関与することが示唆されている。本国際共同研究では単球や樹状細胞の分化過程に
おけるクロマチン高次構造変化を理解するためにHi-C解析を行った。その結果、単球や樹状細胞の分化に伴いク
ロマチン高次構造が大きく変化することがわかった。今後はクロマチン高次構造変化の分子メカニズムについて
解析を進める。

研究成果の概要（英文）：Mononuclear phagocytes, including monocytes and dendritic cells, play 
crucial roles in immune responses and tissue homeostasis. We have been studying the molecular 
mechanisms underlying monocytes and dendritic cells differentiation from the viewpoint of epigenomic
 regulation by transcription factors. Recent findings suggested that higher-order chromatin 
structure formation is involved in the establishment of cell type-specific gene expression patterns.
 In this international joint research program, we performed Hi-C analysis to understand 3D chromatin
 structure reorganization during monocyte and dendritic cell differentiation. As a result, we found 
that the chromatin structures dynamically change at the progenitor stage. In the future study, we 
plan to investigate the molecular mechanism and biological significance of chromatin structure 
change during monocyte and dendritic cell differentiation.

研究分野： 単核貪食細胞のエピゲノム解析

キーワード： 単球　樹状細胞　クロマチン高次構造
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研究成果の学術的意義や社会的意義
我々が関係する血液学・免疫学分野ではその重要性にも関わらずHi-Cは限られた研究室でのみ実施されている。
本研究者はこの国際共同研究により微量細胞を用いたHi-C実験系を構築した。この技術を必要とする国内あるい
は国外の研究者と積極的に共同研究を行いこの分野の発展に貢献していきたいと考えている。

※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、研究者個人に帰属します。
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１． 研究開始当初の背景 
 
単球や樹状細胞を含む単核貪食細胞は自然免疫および獲得免疫応答さらに組織恒常性の維持

などにおいて極めて重要な役割を有している。一方、これらの細胞の過剰あるいは異常な産生や
活性化が免疫不全、自己免疫疾患、アレルギー疾患、がんなどの病態形成に関与することが知ら
れている。そのためこれまでに単核貪食細胞が発現する分子に対する抗体や細胞の除去や活性
化を狙った治療法の開発が試みられてきた。より効果的に単核貪食細胞を制御する方法を開発
するには、これまでよりも深いレベルでこれら細胞の分化や機能の分子メカニズムを理解する
必要がある。 
単球や樹状細胞は骨髄造血幹細胞から中間的前駆細胞を介して分化する。本研究者はこれま

でに単球や樹状細胞の分化機構について転写因子によるエピゲノム制御の観点から研究を行っ
てきた（Kurotaki et al. Blood 121,1839,2013; Nat Commun 5,4978,2014; [総説] Kurotaki 
et al. Int Immunol 29,97,2017）。エンハンサーは転写因子により認識されるゲノム領域であ
り、転写因子が結合することでプライミングおよび活性化される。そのようなエンハンサーはヒ
ストン修飾の違いにより区別することが可能である（図 1 上）。例えばプライミングされたエン
ハンサーにはヒストン H3 の 4 番目のリジンの単メチル化（H3K4me1）が生じ、活性化したエンハ
ンサーでは H3K27 のアセチル化（H3K27ac）が起こる。本研究者は単球や樹状細胞の分化過程に
おけるエンハンサーの変化を理解するために、マウス生体に由来する単球、樹状細胞、複数段階
の前駆細胞を用いてエンハンサーに関連するヒストン修飾（H3K4me1 および H3K27ac）や転写因
子のクロマチン免疫沈降シークエンス（chromatin immunoprecipitation sequencing; ChIP-seq）
を行った。その結果、単球や樹状細胞の前駆細胞において転写因子 IRF8 が発現し、単球や樹状
細胞関連遺伝子のエンハンサーに結合することで、プライミング・活性化することがわかった
（Kurotaki et al. Cell Rep 22,2628,2018）。
さらに、これらの遺伝子の発現は単球や樹状細
胞に分化する段階で強く誘導されることを解明
した（図 1 下）。 
しかし、このエンハンサーの活性化と遺伝子

発現誘導の間にあるタイムラグがどのような分
子メカニズムにより制御されているのか不明で
あり、クロマチン高次構造などの変化が関与す
る可能性が考えられた。また本研究者を含めほ
とんどの研究では、エンハンサーは直近の遺伝
子を制御するという仮定で解析を行っている。
そのようなクロマチン高次構造を考慮しない解
析法では転写因子による遺伝子発現制御を正確
に理解することは難しい。そこで本国際共同研
究では網羅的クロマチン高次構造解析法を渡航
先で修得するのみならず、より微量細胞での解
析方法を共同開発し、単球、樹状細胞の分化過
程におけるクロマチン高次構造とその形成機構
を明らかにする。さらにこれまでに得たエンハ
ンサー関連ヒストン修飾データと統合解析を行
い、単球、樹状細胞の分化機構の理解の深度を
飛躍的に高める。 
 
 
２． 研究の目的 
 
転写因子によるエンハンサーを介した細胞種特異的遺伝子の発現制御を正確に理解するため

には、エンハンサーがどの遺伝子のプロモーターと物理的に近接しているかを理解することが
極めて重要である。ChIP-seq 等の技術によってエンハンサー候補領域を同定することは比較的
容易になったが、現在一般的に行われているエンハンサーと遺伝子とをひも付ける方法はゲノ
ムの配列上最も近いという単純な方法である。しかし、遠くにある遺伝子とエンハンサーがクロ
マチン高次構造の変化により物理的に近接する場合も多く、上述の方法ではクロマチン高次構
造を考慮した場合に比較して著しく解析の精度が落ちる。さらに最近核内コンパートメントや
トポロジカル関連ドメインと呼ばれるクロマチン高次構造が細胞種特異的な遺伝子発現制御に
関わることが明らかにされてきている。また単球や樹状細胞の各分化段階における網羅的クロ
マチン高次構造解析はこれまでに行われていない。 
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図1. 転写因子によるエンハンサーの制御
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染色体立体配座捕捉法（Hi-C）は 3C（chromosome conformation capture）法を応用した方法
で、クロマチン高次構造を網羅的に解析することができる（図 2; Rao et al. Cell 
159,1665,2014）。本国際共同研究では現在最も信頼できるクロマチン高次構造解析法の 1 つで
ある Hi-C 技術を修得し、
マウス生体に由来する単
球、樹状細胞、骨髄造血前
駆細胞を用いて Hi-C を行
うことで、単球と樹状細胞
の分化制御機構を理解す
ることを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
 本研究者は上述の目的を達成するために 2018 年 8 月から 2019 年 2 月まで 6 カ月間米国メリ
ーランド州に長期出張した。クロマチン高次構造解析法（Hi-C）を修得するために、米国国立衛
生研究所（National Institutes of Health, NIH）の Keji Zhao 博士、Pedro P. Rocha 博士、
Keiko Ozato 博士と国際共同研究を行った。Keiko Ozato 博士が所有する野生型マウスや遺伝子
改変マウスから樹状細胞前駆細胞と成熟樹状細胞を単離し、Keji Zhao 博士や Pedro P. Rocha
博士が有する Hi-C プロトコールを用いて実験を行った。 
最初の約 2 か月間は研究実施に必要な様々な事務手続きのためにほとんど実験を行うことは

できなかったが、Hi-C に関する複数のプロトコールを収集し、試薬・消耗品などの準備、さら
に共同研究者と入念なディスカッションを行った。その後、磁気ビーズやフローサイトメーター
を用いてマウス骨髄や脾臓から樹状細胞や樹状細胞前駆細胞を分離し、Hi-C の条件検討を行っ
た。検討した項目は細胞数、細胞固定の際の細胞懸濁に用いるバッファーの種類、DNA 濃縮の方
法、PCR のサイクル数、使用する制限酵素・チューブ・次世代シークエンスライブラリ調整用キ
ットの選択など多岐にわたった。特にライブラリ調整用キットの選択は重要であり、最適化する
ことで 10 倍以上効率が改善された。その結果、10 万個のマウス生体由来細胞で極めて質の高い
Hi-C ライブラリを作製することに成功した。さらに作製した Hi-C ライブラリを 50 塩基ペアエ
ンドで 1 サンプルあたり約 5 億リードを解析し、Hi-C データを得ることができた。Hi-C の解析
パイプラインを確立するために、共同研究者らが使用しているバイオインフォマティクス解析
ツールを NIH の解析サーバーを用いてテストしたが、6 カ月が経過したため帰国となった。 
日本に帰国後より少ない細胞数で Hi-C を行うためにさらなる条件検討を行った。その結果、

1 万個の細胞で十分な質の Hi-C ライブラリを得ることができた。最終的に造血幹細胞、複数段
階の前駆細胞、単球、樹状細胞の Hi-C データを得ることができた。また現在公開されている数
十の Hi-C 解析用バイオインフォマティクスツールを検討し、独自の解析パイプラインを構築す
ることに成功した。 
 
 
４．研究成果 
 

Hi-C データから解析可能なクロマチン高次構造には核内コンパートメントやトポロジカル関
連ドメインなどがある（Oudelaar et al. Nat Rev Genet 22,154,2021）。核内コンパートメント
の形成には層分離と呼ばれる現象が関与し、トポロジカル関連ドメインの形成には CTCF のゲノ
ムへの結合とコヒーシン複合体によるループ形成が関与する。今回の研究で取得した Hi-C デー
タのバイオインフォマティクス解析を行った結果、これらのクロマチン高次構造が分化に伴っ
て大きく変化することがわかった。本成果に関して、現在論文を執筆中であり、詳細については
論文出版後に改めて報告する。 

今回の国際共同研究により生体に由来する少数細胞で Hi-C を実行することが可能になった。

これにより単球や樹状細胞分化におけるクロマチン高次構造変化の詳細を明らかにすることが

できた。本研究者は 2021 年 4 月から熊本大学国際先端医学研究機構において「免疫ゲノム構造

学研究室」を立ち上げた。今後は新しい研究室において単球や樹状細胞の核内におけるクロマチ

ン高次構造の生物学的・免疫学的な意義について徹底的な解析を行い、これらの細胞が関与する

疾患の新しい治療法の開発につなげていきたい。 
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図2. Hi-Cの方法
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