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研究成果の概要（和文）：　マクロファージを含む単核貪食細胞は機能的に極めて多様な集団である。しかし、
そのような違いが如何なる分子機構により制御されているのか解明されていない。本研究で我々は、単核貪食細
胞の分化過程におけるクロマチン高次構造変化について解析した。その結果、単核貪食細胞の分化過程において
系譜特異的遺伝子領域に核内コンパートメントやトポロジカル関連ドメインを含むクロマチン高次構造が形成さ
れることを見出した。さらにこれらの一部は系譜特異的転写因子により制御されることがわかった。今後は形成
されたクロマチン高次構造が遺伝子発現制御にどう関わるのかについて解析を進める。

研究成果の概要（英文）：Mononuclear phagocytes, including macrophages, are functionally diverse. 
However, molecular mechanisms underlying such differences remain unclear. In this study, we analyzed
 the changes in the higher-order chromatin structures of mononuclear phagocytes during 
differentiation. We found that higher-order chromatin structures including nuclear compartments and 
topologically associating domains in the regions of mononuclear phagocyte lineage-specific genes are
 reorganized during differentiation. Furthermore, some of these structures are regulated by 
lineage-specific transcription factors. We analyze how the established higher-order chromatin 
structures are involved in gene regulation.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
マクロファージを含む単核貪食細胞は全身に分布し、極めて多様な役割があり、疾患発症にも関与する。単核貪
食細胞の性質に発生経路の違いが与える影響については未だ結論がでておらず、この分野における重要な問題点
である。本研究では、系譜特異的遺伝子領域におけるクロマチン高次構造の事前形成が単核貪食細胞の機能発現
に重要であることを示した。この知見は、細胞のクロマチン高次構造を解析し、構造形成に関与する転写因子や
クロマチン制御因子を同定することが、機能を制御する根幹のメカニズム解明につながることを示唆する。単核
貪食細胞の形質決定に重要な分子を同定できれば、疾患の新規治療法の開発に貢献できる可能性がある。

※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 

 マクロファージや樹状細胞（DC）を含む単核貪食細胞は炎症の誘導や組織恒常性の維持等に

重要な役割を担っている。そのため、単核貪食細胞の分化や機能発現の分子メカニズムを理解し

制御することができれば、炎症性疾患など様々な疾患の治療法開発につながる可能性がある。近

年のマウスを用いた系譜追跡実験により、成体に存在する単核貪食細胞は胎生期前駆細胞に由

来するものと造血幹細胞に由来するものがあることが分かってきた（Ginhoux et al. Immunity 

2016）。これらの単核貪食細胞亜集団は、遺伝子発現プロファイルや表面マーカー、さらに機能

も異なる。しかし、発生経路の違いにより単核貪食細胞の機能に差異が生じる分子機序は不明で

ある。 

 細胞の性質はその細胞種に特徴的な遺伝子発現パターンが形成されることにより決定され、

転写因子はそれに必須の役割を担っている。我々はこれまでに転写因子による遺伝子発現制御

を切り口に、単球、マクロファージ、DC の分化や機能の分子メカニズムについて解析を進めて

きた。最近、我々は造血前駆細胞から DC への各分化段階において ChIP-seq、ATAC-seq、さら

に網羅的クロマチン高次構造解析 Hi-C を行った。その結果、DC 前駆細胞においてクロマチン

高次構造の変化が誘導され、最終的に DC 特異的遺伝子の発現が生じることを発見した

（Murakami et al. Nat Immunol 2021; Kurotaki et al. Blood 2019; Kikuchi et al. J Immunol 

2018; Ikeda et al. Sci Immunol 2018）。このことは、クロマチン高次構造などのエピゲノム変

化が前駆細胞の段階で誘導されることで単核貪食細胞への系譜決定が生じることを示す。 

２．研究の目的 

 以上の背景を踏まえて我々は、単核貪食細胞分化において、クロマチン高次構造を含むエピゲ

ノム変化と、遺伝子発現との関係やその制御機構を明らかにすることで、単核貪食細胞の

heterogeneity を規定する根幹のメカニズムを明らかにできると考えた。本研究では、まず骨髄

由来単核貪食細胞前駆細胞と成熟単核貪食細胞を用いてクロマチン高次構造を含むエピゲノム

解析や遺伝子発現解析を網羅的に行い、骨髄造血幹細胞由来単核貪食細胞固有の遺伝子発現制

御機構やその制御因子を明らかにすることを目的とした。 

３．研究の方法 

 単核貪食細胞前駆細胞及び成熟単核貪食細胞をマウス生体から磁気ビーズ及びセルソーター

により分離し、複数の手法を用いてエピゲノム解析と遺伝子発現解析を行った。具体的には、Hi-

C、ヒストン H3 リジン 27 アセチル化 (H3K27ac)の ChIP-seq、ATAC-seq、RNA-seq 等の次

世代シークエンスを行った。続いて、これらのデータを統合解析し、単核貪食細胞系譜特異的遺

伝子領域に生じるエピゲノム変化と、エピゲノム変化領域における遺伝子発現の相関を調べた。

エピゲノム変化と遺伝子発現変化が見られた領域に着目し、パスウェイ解析やオープンクロマ

チン領域の DNA モチーフ解析により、単核貪食細胞亜集団の性質決定に関与する転写因子やク

ロマチン制御因子を予測した。 

  



４．研究成果 

(1) 核内コンパートメントは前駆細胞段階で変化する 

 核内コンパートメントは転写活性型の A コンパートメントと転写抑制型の B コンパートメン

トで構成されるクロマチン高次構造の一種である。単核貪食細胞分化におけるクロマチン高次

構造変化を調べるために、マウスから複数段階の単核貪食細胞前駆細胞(LMPP, MDP, CDP)と成

熟単核貪食細胞（DC、単球）を単離し、Hi-C, H3K27ac ChIP-seq, RNA-seq のデータを取得した。

Hi-C のデータを用いて、全ゲノムを 25 kb ごとに区切り、PC1 値を算出することにより、それぞ

れの領域が A コンパートメントと B コンパートメントのどちらに属するか同定した。k-means ク

ラスタリングにより、分化が進むにつれてコンパートメントが B から A に変化する（B to A）領

域、A から B に変化する（A to B）領域を発見した。この領域におけるエピゲノム変化と遺伝子

発現の時間的相関性を調べるため、H3K27ac と RNA-seq のデータを統合して解析したところ、

B to A 領域では MDP の段階でヒストンアセチル化が生じ、CDP の段階でコンパートメントが変

化し、単核貪食細胞で遺伝子発現

が誘導された。一方、A to B 領域で

は MDP で遺伝子発現の抑制とコ

ンパートメント変化、単核貪食細

胞でヒストン脱アセチル化が生じ

ており、A to B 領域とは逆の順番

の変化が見られた（図１）。これら

のデータは、成熟単核貪食細胞に

おける遺伝子発現には前駆細胞

段階で核内コンパートメント変

化やヒストンアセチル化等のエ

ピゲノム変化が必要なことを示

唆する。 

(2) TAD 内相互作用は遺伝子発現と同時に増強する 

 次に、単核貪食細胞分化過程における TAD 内相互作用の変化を調べた。Hi-C で同定可能なク

ロマチン高次構造は、核内コンパートメントとは別に、トポロジカル関連ドメイン（TAD）が知

られている。TAD はコヒーシン複合体と CTCF によるループ押し出しによって形成される構造

である。それぞれの細胞種に存在する TAD を

統合し、k-means クラスター解析したところ、

TAD は細胞種特異的に確立することが分かっ

た。そこで、成熟単核貪食細胞で TAD が形成

される領域に着目し、H3K27ac, RNA-seq のデ

ータを統合解析することで、各イベントの時

間的相関を検討した。その結果、MDP でヒス

トンアセチル化、成熟単核貪食細胞で TAD 内

相互作用の増強と遺伝子発現が生じることが

分かった（図 2）。この結果は、単核貪食細胞

特異的TADの形成が遺伝子発現と密接に関わ

る可能性を示唆する。 

図１: 分化に伴う核内コンパートメント変化領域の解析 
B to A コンパートメント（上段）と A to B コンパートメ
ント（下段）における H3K27ac 蓄積量（左）、PC1 値（中
央）ｍRNA 発現量（右）。前駆細胞は LMPP, MDP, CDP, 
単核貪食細胞は Mph と表する。 

図 2 : 成熟単核貪食細胞特異的 TAD の解析 
各分化段階における TAD を同定し、k-
means により成熟単核貪食細胞で形成され
る TAD が存在するクラスターを抽出し、
H3K27ac 蓄積量（左）、TAD 内相互作用の
強度（中央）、mRNA 発現量（右）を解析し

 



(3) 転写因子 IRF8 はコンパートメント変化を誘導する 

 これまでの解析で、前駆細胞における核内コンパートメント変化が系譜特異的遺伝子の発現

に必要な可能性を示した。そこで、コンパートメント変化を誘導する要因を探るために、単核貪

食細胞前駆細胞において、B to A コンパートメントに存在するオープンクロマチン領域を ATAC-

seq により同定し、de novo モチーフ解析を行った。PU.1, CTCF, RUNX 結合モチーフは全ての前

駆細胞で検出されたが、PU.1-IRF 複合エレメントは MDP と CDP で有意に濃縮されていた。ま

た、IRF ファミリー転写因子の遺伝子発現レベルは、Irf8 のみ MDP と CDP で高発現していた

（図 3）。これらの結果から IRF8 が B to A コンパートメント変化を誘導すると予想し、Irf8 遺伝

子欠損マウスから MDP を単離して Hi-C および IRF8 ChIP-seq を行った。その結果、野生型 MDP

で IRF8 が結合していた 4447 のゲノム領域のうち、942 領域で LMPP から MDP への分化に伴う

コンパートメント変化が生じていないことが分かった（図 4）。これらの結果は、IRF8 が単核貪

食細胞前駆細胞において B to A コンパートメント変化を促進し、単核貪食細胞系譜特異的遺伝

子発現を活性化することを示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(4) 考察 

 本研究成果では、骨髄造血幹細胞由来単核貪食細胞前駆細胞において、転写因子がクロマチン

高次変化を誘導することで、系譜特異的遺伝子の発現を活性化することを明らかにした。今後も

引き続き、この手法を用いて胎生由来単核貪食細胞の分化・機能を制御する転写因子を探索し、

由来の異なる単核貪食細胞の形質決定メカニズムの解明を試みる。 
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図 3 : 単核貪食細胞前駆細胞における IRF ファミリー転写因子の発現 
各分化段階の前駆細胞集団おける遺伝子発現量を RNA-seq により定量した。 

図 4 : IRF8 ノックアウト細胞の核内コンパートメント解析 
B to A コンパートメント変化が IRF8−/−細胞で生じなかった領域の代表例。図に示す DNA 領
域では緑枠で囲った箇所に IRF8 が結合する。野生型 LMPP に見られる B コンパートメント
は、MDP に分化すると A コンパートメントに変化する。IRF8−/− MDP ではコンパートメント
変化が生じない。 
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