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研究成果の概要（和文）：RUNXは、血液細胞分化に重要な役割を担う転写因子である。RUNXを介した遺伝子発現
制御機構の一つに、RUNX依存性遺伝子サイレンサーによる標的遺伝子の発現抑制があるが、その制御機構につい
てはほとんど解明されていない。
本研究では、Cd4遺伝子を対象とし、サイレンサーに近接する遺伝子領域を確認した。その結果、サイレンサー
活性が高く遺伝子発現を抑制する状況において、サイレンサー部とエンハンサー領域のゲノム近接が認められ、
サイレンサーによる遺伝子発現の抑制は、エンハンサーを対象として誘導されるものであると考えられた。ま
た、その抑制メカニズムとして、エンハンサーRNAの発現制御が示唆された。

研究成果の概要（英文）：RUNX is a transcription factor that plays an important role in hematopoietic
 cell differentiation. One of the regulatory mechanisms of gene expression via RUNX is the 
repression of target gene expression by RUNX-dependent gene silencers, but the regulatory mechanism 
is largely unknown.
In this study, we identified gene regions in close proximity to the silencer in Cd4 gene locus. As a
 result, genomic proximity between the silencer and enhancer regions was observed in situations 
where silencer activity is high, suggesting that silencer-induced suppression of gene expression is 
induced by targeting the enhancer. The regulation of enhancer RNA expression was also suggested as a
 mechanism of gene repression by silencer.

研究分野： 分子免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝子発現は生体を構成する細胞の機能や分化を司る極めて重要な生物学的プロセスである。また、免疫細胞は
生体の防御を担う重要な細胞集団であり、その機能や分化機構を明らかにすることは重要な意味を持つ。本研究
では、免疫細胞の一つT細胞の分化過程で生じる遺伝子発現について、新たな制御機構の存在を明らかにするも
のである。本機構は、免疫細胞分化のみならず様々な細胞で利用されている可能性もあり、生体の仕組みを理解
するうえでの重要な発見であると考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
  RUNX ファミリー分子（以下 RUNX）は、血球分化関連遺伝子の発現を転写レベルで制御
する、造血系において極めて重要な転写因子群である。RUNX による遺伝子発現制御の一つに、
RUNX 依存性遺伝子サイレンサー（以下サイレンサー）を介して発動するものがある。サイレ
ンサーは、遺伝子近傍に存在し標的遺伝子の発現を負に制御するシスエレメントである。 
  CD4 は T 細胞の分化に必須の細胞表面分子であり、MHC クラス II 分子への結合を介して
ヘルパーT 細胞の分化に寄与する。T 細胞の分化過程において、未熟な胸腺細胞である CD4/CD8 
double negative (DN)ステージでは CD4 の発現は抑制されており、続く CD4/CD8 double 
positive (DP)ステージにおいて発現が誘導される。DN ステージにおいて認められる Cd4 遺伝
子の発現抑制は、転写因子 RUNX がゲノム上の Cd4 サイレンサー領域に結合することによって
行われる。しかしながら、RUNX とサイレンサーの相互作用による遺伝子発現抑制の分子実体
については、現在までのところほとんど理解されていない。 
 
２．研究の目的 
  本研究を遂行するにあたり、Cd4 サイレンサー（S4）を Cd4 とは遺伝子発現パターンが異
なる（サイレンサーの活性化時期が異なる）Thpok サイレンサー（Sth）に置換したマウスを作
成した。このマウスでは、プロモーター・エンハンサー、細胞の分化ステージ、そして RUNX
の発現が同一の条件における各サイレンサーの活性比較を行うことが可能となる。解析の結果、
DP ステージにおいて各々のサイレンサー活性が異なり、Cd4 遺伝子の抑制状態が異なることが
確認された。 
  本研究では、Cd4 遺伝子領域をモデル遺伝子座とし、上記サイレンサー置換マウスを使用
することにより、RUNX 依存性遺伝子サイレンサーによる標的遺伝子（Cd4 遺伝子）の発現抑
制についてその分子機構を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 （１）サイレンサーの標的 DNA 領域の同定 
  ここでは、サイレンサーが近接する DNA 領域を確認するために、サイレンサーの近傍に
LexA タンパク質の結合配列を挿入した。また、T 細胞特異的に改変 LexA タンパク質を発現す
るトランスジェニックマウスとの交配によって、サイレンサー近傍領域を特異的に免疫沈降で
きる iChIP マウスを作成し、iChIP-seq 法を適用することによってサイレンサーに近接する
DNA 領域を同定する。 
 
 （２）サイレンサー標的 DNA 領域の活性確認 
  ここでは、サイレンサー置換マウスを用い、サイレンサー活性の異なる条件下にて、サイレ
ンサーの標的 DNA 領域のエピゲノム解析やエンハンサーRNA（eRNA）の転写活性確認を行い、
サイレンサーが制御する項目の確認を行う。 
 
 （３）eRNA 発現制御機構解析 
  ここでは、クロマチン免疫沈降法を利用し、サイレンサーの活性変化に伴い標的 DNA への
結合が変動する活性制御因子を同定する。さらに、当該活性制御因子のノックダウンによって、
Cd4 遺伝子発現への当該因子の関与を確認する。 
 
４．研究成果 
 （１）サイレンサーの標的 DNA 領域探索 
  サイレンサーは、標的遺伝子の発現を制御するために遺伝子発現の制御領域（エンハンサー）
に近接し、その活性を制御していると仮定した。これを確認するために、サイレンサーが近接す
る領域を iChIP-seq 法にて確認した。これは、サイレンサー領域を特異的に免疫沈降し、共に沈
降する DNA 領域を確認することで近接領域を同定する方法である。iChIP-seq 法を実施した結
果、サイレンサー活性が高く遺伝子
発現を抑制している状況下（Sth）に
おいて、サイレンサー領域は Cd4 遠
位エンハンサー（E4p）に近接するこ
とが明らかとなった（図 1）。サイレ
ンサー・プロモーター間の近接も確
認されたが、サイレンサーの抑制活
性との関係性が確認できなかったた
め、遺伝子発現抑制の際のサイレン
サーの標的 DNA 領域は、Cd4 遠位
エンハンサーであると結論づけた。 
 



 （２）サイレンサー活性変動によるエンハンサー領域のエピゲノム状態変化 
  （１）において、サイレンサーの標的 DNA 領域が Cd4 遠位エンハンサーであると考えら
れたため、当該 DNA 領域のエピゲノム解析を実施した。クロマチン免疫沈降法解析にてエンハ
ンサー活性の指標となるヒストン修飾を確認した結果、遺伝子発現の状態に関わらずヒストン
修飾は変化しないことが確認された。また、遺伝子発現が抑制されている状況においても、ヒス
トン修飾の状態からは活性化エンハンサーの状態にあると推定された。 
 
 （３）サイレンサー活性変動による eRNA 発現変化 
  サイレンサー活性が異なるにも関わらず、エンハンサー領域のヒストン修飾は変化しない
と考えられた。そこで他の指標にてエンハンサー活性を確認すべく、当該エンハンサー領域から
転写される eRNA の発現を確認した。その結果、サ
イレンサー活性が高い状態では、エンハンサーから
の eRNA の発現が強く抑制されていることが明らか
となった（図 2）。また、この eRNA の抑制は RUNX
の抑制活性依存的なものであることも確認された。
eRNA は、エンハンサーがプロモーターを活性化す
る際の機能分子として機能することが報告されてい
ることから、RUNX/サイレンサーは、エンハンサー
と近接し eRNA の発現を制御することによって遺伝
子発現の制御に関与している可能性が考えられた。 
 
 （４）サイレンサーによる eRNA 発現制御機構 
  eRNA の発現制御機構を明らかにする目的で、クロマチン免疫沈降法を用いて RNA 転写に
関わる因子のエンハンサー領域への集積を確認した。eRNA の転写に必須の RNA polymerase 
II（Pol II）の集積を確認したところ、サイレンサーが活性化されている状態において、減少が
認められ、Pol II CTD の 7 番目のセリンがリン酸化された Pol II が特異的に減少していること
が明らかとなった（図 3）。Pol II のセリン 7 のリン酸化は、snRNA の転写の際に重要となる化
学修飾であることから、snRNA 転写に関わるその他の因子の集積を確認したところ、Little 
elongation complex (LEC)の構
成因子の一つである Ice1 の集
積がサイレンサーの状態によっ
て大きく変化することが確認さ
れた。具体的には、サイレンサ
ーが遺伝子発現を抑制する状態
では、Ice1 の集積は大きく減弱
していた。これより、サイレン
サーによって LEC の集積を制
御することが eRNAの発現に関
与すると考え、さらなる検討を
実施した。 
 
 （５）eRNA/Cd4 発現における LEC の関与 
  （４）の検討において、Little elongation complex の結合制御に RUNX/サイレンサーが関
わっている可能性が示唆された。ここでは、Little elongation complex が eRNA の発現制御に
寄与する可能性を検証するため、未熟な胸腺細胞株 1200M を使用した。1200M 細胞では、CD4
分子の発現は RUNX1 によって抑制されている。ここで Runx1 遺伝子をノックダウンすると、
eRNA の発現を伴う Cd4 遺伝子発現の脱抑制が認められ
る。この状況において Ice1 遺伝子をノックダウンするこ
とにより、Cd4 の発現への Ice1（LEC）の関与を検討し
た。その結果、Ice1 のノックダウンに伴い eRNA 発現が
低下し、CD4 発現が大きく減弱することが確認された（図
4）。このことより、eRNA の発現制御を介した CD4 の発
現制御に LEC が関与していると考えられた。つまり、
RUNX/サイレンサーによって LEC を介した eRNA の発
現制御を行うことによって、サイレンサーは Cd4 遺伝子
の発現を制御している可能性が示唆された。 
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