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研究成果の概要（和文）：　コヒーシンやCTCFは、染色体構造変化を介して細胞分化を制御する。T細胞へ分化誘導可
能な細胞株を用いてChIP-Seq解析を行い、コヒーシンRad21とCTCFが、Tcf7やBcl11bなどのT細胞分化のマスター遺伝子
に結合することを見出した。Rad21とCTCFをノックダウンすると、Tcf7とBcl11bの発現が上昇し、T細胞分化が促進され
た。一方、TCRβ 遺伝子の染色体短縮に必須であるE2Aをノックダウンすると、Bcl11bやNotchの標的遺伝子の発現が低
下し、T細胞分化が抑制されたことから、Rad21/CTCFとE2Aは、T細胞分化をそれぞれ負と正に制御することが示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：Cohesin essential for chromosome cohesion and the insulator component CTCF 
regulate the expression of genes, which are critical for cell differentiation, by chromosome dynamics. To 
identify genes that are regulated by these proteins and also critical for T cell differentiation, we 
performed ChIP-Seq analyses using the EBF-KO progenitor cell line, which differentiates to T cells upon 
Notch stimulation, and found that the cohesin subunit Rad21 and CTCF bound to the genes such as Tcf7 and 
Bcl11b, master regulators of T cell differentiation. We thus depleted Rad21 and CTCF by knockdown and 
found that Tcf7 and Bcl11b expression was further increased and T cell differentiation was facilitated. 
In contrast, when we depleted E2A essential for TCRβ locus contraction, Bcl11b and Notch target genes 
were downregulated and T cell differentiation was abrogated. These results suggest that Rad21/CTCF and 
E2A regulate T cell differentiation in a negative or positive manner, respectively.

研究分野： 分子生物学、免疫学
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１．研究開始当初の背景 

同一のゲノム情報を持つ幹細胞が様々な
種類の細胞に分化するためには、ヒストン
修飾をはじめとするエピジェネティックな
遺伝子発現制御が重要な役割を果たす。
我々はこれまで、リンパ球分化における抗
原受容体遺伝子の再構成を対象に研究を行
い、再構成が細胞系列や分化段階特異的に
起こるのは、組換え部位のクロマチンがヒ
ストンアセチル化によって特異的にオープ
ンになることによることを明らかにした
(Agata et al. J.Exp.Med. 2001, Ye, Agata 
et al. Immunity 2001)。さらに、多くの抗
原受容体遺伝子に結合配列を持つ転写因子
E2A に着目し、E2A が p300/CBP を組換え部
位にリクルートし、ヒストンアセチル化を
上昇させることによって組換えを誘導する
ことや (Agata et al. Immunity 2007)、E2A
がヒストンアセチル化に加えて、染色体上
に離れて存在する V領域と DJ領域をルーピ
ングによって接近させることでも組換えを
誘導することを明らかにした。 

染色体のルーピングを司る因子としては、
近年のゲノムワイドな解析から、インスレ
ーターの構成因子である CTCF と、染色体分
配に関わるコヒーシンといった蛋白複合体
が染色体上の多くの領域に共局在し、ルー
プ構造形成に関与することが示唆された。
これらの結果から、従来ゲノム複製後の姉
妹染色分体接合や染色体分配に関わると考
えられていたコヒーシンが、染色体のルー
ピングを介して何らかの遺伝子の発現を制
御することで細胞の分化も制御する可能性
を示唆された。 

これを支持するように、ES 細胞を用いた
shRNA によるノックダウン解析から、コヒー
シンがES細胞の分化制御にきわめて重要で
あることが明らかにされた(Nature 467:430, 
2010)。具体的には、コヒーシンによって、
NanogやOct4といったES細胞の未分化状態
の維持に重要な転写因子の転写が活性化さ
れ、逆に Hox や Tbx などの分化進行に重要
な転写因子の転写は抑制されること、そし
てコヒーシンはこれらの標的遺伝子のエン
ハンサーとプロモーターに直接結合して、
ルーピングを引き起こすことで転写を制御
していることがわかった。 
 
２．研究の目的 

本研究では、コヒーシンや CTCF が ES 細

胞だけではなく造血系前駆細胞においても、
その未分化状態の維持や分化進行の鍵とな
る転写因子の発現制御を通じて、細胞の運
命決定に重要な働きをするか明らかにする
ことを目的とする。そのために造血系前駆
細胞の培養系を用いてこれらの因子をノッ
クダウンし、ChIP-Seq、マイクロアレイ、
Chromosome Conformation Capture(3C)アッ
セイ等によって遺伝子発現パターンや染色
体構造変化等について網羅的かつ複合的な
解析を行い、分化制御の鍵となる転写因子
やそのネットワークを同定し、その分化制
御機構を解明することを目指す。 
 
３．研究の方法 

1）ChIP-Seq 解析によるコヒーシンと CTCF
の結合ゲノム領域の解析 

in vitro で T細胞へ分化誘導可能な造血
系前駆細胞として、B 細胞分化に必須であ
る転写因子 EBF の欠損マウスから伊川らが
樹立した EBF KO proB 細胞を用いた。（こ
の細胞は、Notch リガンドを発現するスト
ローマ細胞 TSt-4/Dll1 上で IL-7 濃度を下
げて培養すると、T 細胞へ分化を誘導する
ことができる。）分化誘導前と誘導後の細
胞において、コヒーシンの主要サブユニッ
ト Rad21 と、CTCF が結合する遺伝子領域を
ゲノムワイドに同定するために ChIP-Seq
解析を行った。具体的には、これらの因子
に対する ChIP を行い、免疫沈降されたゲノ
ム DNA を PCR で増幅後、次世代シークエン
サーによって直接塩基配列を決定する。得
られたリード配列をゲノム配列上にマッピ
ングし、どのような遺伝子に対応するか解
析した。 

2）コヒーシンと CTCF のノックダウンによ
る遺伝子発現変化の解析 

Rad21と CTCFに対するmiRNA発現レトロ
ウイルスベクターを作製し、分化誘導前と
誘導後の細胞において、これらの因子をノ
ックダウンし、mRNA のマイクロアレイ解析
を行い、遺伝子発現 profile の変化を調べ
た。ES 細胞を用いた解析から、コヒーシン
によって転写が活性化、あるいは抑制され
る標的遺伝子は、ともに分化制御に重要な
転写因子であったことから、造血系前駆細
胞でもこれらの因子のノックダウンによっ
て発現が変化する遺伝子には、そのような
分化に重要な転写因子が含まれていると予
想された。そこで主に転写因子に注目し絞
り込みをかけた。 



3）コヒーシンと CTCF のノックダウンによ
る細胞分化能の解析 

これらの細胞で、まず分化停止した状態
でコヒーシンと CTCF をノックダウンし、細
胞の未分化能に変化が出ないか、表面マー
カー等の FACS 解析を行うとともに、ノック
ダウンした細胞で分化誘導を行い、細胞の
分化能に影響がないか解析した。 

 
４．研究成果 

1）ChIP-Seq 解析によるコヒーシンと CTCF
の結合ゲノム領域の解析 

コヒーシンと CTCF が結合する遺伝子を
ゲノムワイドに同定するために、未分化な
EBF KO proB 細胞と、Notch リガンドを発現
するストローマ細胞上でIL-7濃度を下げ6
日間培養することで、DN2 T 細胞へと分化
誘導させた EBF KO proB 細胞で、コヒーシ
ンのサブユニット Rad21 と CTCF に対する
ChIP-Seq 解析を行った。その結果、分化誘
導前で 7,383、誘導後では 10,721 の Rad21
の結合部位が同定でき、同様に分化誘導前
で 26,224、誘導後では 28,180 の CTCF 結合
部位が同定できた。 

2）コヒーシンと CTCF のノックダウンによ
る遺伝子発現変化の解析 

Rad21と CTCFに対するmiRNA発現レトロ
ウイルスベクターを作製し、分化誘導前と
誘導後の細胞において、これらの因子をノ
ックダウンし、mRNA のマイクロアレイ解析
を行った。その結果、ChIP-Seq で同定され
た Rad21 と CTCF が結合する遺伝子の中に、
Tcf7、Gata3、Dtx1、Bcl11b などの T 細胞
の分化誘導に伴って発現が上昇する T 細胞
分化のマスター遺伝子が存在することがわ
かった（図 1）。 

3）コヒーシンと CTCF のノックダウンによ
る細胞分化能の解析 

そこでRad21とCTCFのT細胞分化誘導に

おける機能を解析するために、これらの因
子をノックダウンしたところ、Tcf7、Gata3、
Dtx1、Bcl11b の発現がさらに上昇するとと
もに、T細胞への初期分化が促進された（図
2,3）。以上のことから、コヒーシンと CTCF
はこれらの T 細胞分化のマスター遺伝子の
発現を負に制御することにより、分化を抑
制する可能性が示唆された。 

一方、我々がこれまで抗原受容体遺伝子
の再構成を対象に解析を行い、染色体上の
離れた領域を、染色体ルーピングで接近さ
せることによって組換えを誘導する E2A 転
写因子についても併せて解析を行った。そ
の結果、E2A をノックダウンすると Bcl11b
や、Dtx1、Hes1 等の Notch の標的遺伝子の
発現が低下し、T 細胞への初期分化が抑制
されたことから、E2A は T 細胞分化制御遺
伝子の発現を正に制御することにより、T
細胞の初期分化を促進することが示唆され
た（図 2,3）。 
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