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研究成果の概要（和文）：多細胞生物の細胞分化では遺伝子発現の適切な制御が必須であり、そ

の制御機構の破綻は疾患を引き起こしうる。本研究ではヒストンバリアント H3.3 による「転写

の記憶」に着目し、マクロファージ分化における H3.3 のクロマチンへの取込み部位の全ゲノム

規模解析や、H3.3取込みの分子機構の解析を行った。その結果、H3.3 が伸長を含む転写の多段

階で調節に関わっている可能性や、転写伸長の際メチル化を受ける H3.3の 36番目のアミノ酸

リジン残基がクロマチンへの取込みに必須であることが明らかとなった。 

 
研究成果の概要（英文）：Cell differentiation in multicellular organisms is achieved by 
dynamic changes in gene expression pattern. Dysregulation of such processes can cause 
various diseases including cancers. Histone variant H3.3 plays an important role in 
epigenetic memory of active genes. In this study we mapped genome-wide distribution of 
H3.3 during macrophage differentiation. The results indicated that H3.3 may regulate 
several steps of transcription including elongation. We also identified H3.3K36 as an 
amino acid residue required for H3.3 incorporation into chromatin. 
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１．研究開始当初の背景 

 多細胞生物における細胞分化においては、
各系譜に特異的な転写因子によってしかる
べき下流遺伝子の転写が活性化あるいは抑
制されることが必須であること、そしてその
制御機構が破綻するとがん等の疾患を引き
起こしうることが知られている。本研究代表
者もこれまで、IRF ファミリー転写因子につ
いて、特に血球特異的な IRF8や IRF4がミエ
ロイド細胞や樹状細胞の分化に必要である
ことや、IRF8 が慢性骨髄性白血病（CML）病
態に拮抗すること等を示して来た。このよう
に細胞系譜特異的な分化機構はかなり解明

されてきた。しかし多細胞生物が効率的に多
様な細胞系譜の分化を制御するためには、あ
らゆる系譜に普遍的な細胞分化の仕組みも
存在し、各系譜特異的な因子もその仕組みと
密接に関係して働いているのではないだろ
うか。その普遍的機構の候補としてエピジェ
ネティックな転写制御機構が考えられる。 
 エピジェネティックな転写制御において
近年、ヒストンや DNAの修飾に加えてヒスト
ンバリアントが大きく注目されつつある。哺
乳動物細胞のヒストン H3 には 3 つのバリア
ントが存在する。DNA 複製依存性にクロマチ
ンに取り込まれる H3.1と H3.2 に対し、H3.3
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は DNA複製非依存性に転写の亢進した部位に
取り込まれることから「転写活性化のエピジ
ェネティックメモリー（転写の記憶）」を担
いうる。しかし H3 バリアントはその生化学
的な解析が進んでいる一方、生物学的意義は
ほとんど明らかになっていない。 
 本研究代表者は最近、哺乳動物細胞におけ
るサイトカイン刺激による遺伝子の転写活
性化時に、H3.3 は遺伝子の 3’領域に取り込
まれ、転写伸長関連修飾である K4 や K36 の
トリメチル化を受けること、H3.3 による転写
の記憶は細胞分裂しない場合長く保たれる
が分裂すると急速に失われること、そして
H3.3 が遺伝子の転写活性化に正の役割を持
つことを示している。 
 

２．研究の目的 

 ヒストン H3.3はエピジェネティックな「転
写の記憶」を担う H3 バリアントである。本
研究では血球分化における H3.3 の役割を、
本研究代表者が得た新知見に基づく観点か
ら解析する。新知見とは、遺伝子が転写され
ると H3.3が3’領域に取り込まれ転写伸長関
連修飾を伴い転写を促進すること、そしてこ
の H3.3 による標識は極めて安定で細胞分裂
によってのみ希釈されることである。これを
細胞分化に当てはめると、①「増殖」とは H3.3
による転写の記憶を消去して変化（分化）す
るために重要、②一方「増殖停止」は H3.3
による転写の記憶を保持し「最終」分化する
ために重要、という仮説が生まれる。本研究
ではこの仮説のもと、血球系をモデルとして
H3.3の役割を解析することで、最終的にはあ
らゆる系譜に普遍的な「細胞分化の基本原
理」の理解を目指す。 
 この目的のため、細胞分化のマクロファー
ジ分化における H3.3 の取込み部位について
クロマチン免疫沈降(ChIP)-seq 法により全
ゲノムにわたる網羅的解析を行った。また、
転写活性領域における H3.3 のクロマチンへ
の取込み機構を明らかにするために、インタ
ーフェロン(IFN)よる遺伝子発現誘導系をモ
デルとして解析を行った。 
 

３．研究の方法 

（１）マクロファージ分化におけるヒストン
H3.3の ChIP-seq解析 
 Irf8 (Interferon regulatory factor 8)
欠損マウスより樹立したミエロイド前駆細
胞株 Tot2は転写因子 IRF8の導入によりマク
ロファージへの分化が誘導される。H3.3-YFP
を発現する Tot2細胞に、IRF8を導入しマク
ロファージ分化を誘導した。抗 GFP抗体を用
いた ChIPにより、H3.3 に結合する DNA断片
を精製した。ChIP-seqは Genome Analyzer IIx
によりシーケンスを行った。得られた配列は
マッピングソフトウェアである Bowtie によ

りマウスゲノム上での部位を同定し、ピーク
同定ソフトウェアである SICER により H3.3
の蓄積部位および蓄積量を算出した。 
 
（２）転写活性領域のクロマチンへの H3.3
取込みの K36依存性の解析 
 転写伸長の際にトリメチル化されること
が知られている、H3.3 の 36 番目のリジンを
アルギニンに置換した変異体(H3.3K36R)を
作製した。組替えレトロウイルスベクターを
用いて、マウス線維芽細胞株 NIH3T3 に
H3.3-YFP、H3.3K36R-YFP発現遺伝子を導入し、
IFNβ(100 U/ml)処理を行った。抗 GFP 抗体
を用いた ChIP により、H3.3 が結合する DNA
断片を精製し、リアルタイム PCR により、
Oas1a、および Gtf2b 遺伝子座での H3.3の蓄
積量および局在を解析した。 
 
４．研究成果 
（１）マクロファージ分化における H3.3 取
込みの網羅的解析 
 マクロファージ分化における H3.3 のエピ
ジェネティックメモリーとしての役割を明
らかにするために、ChIP-Seq 法を用い H3.3
の取込み部位をゲノムワイドに解析した。ま
ず H3.3-YFP 発現 Tot2 細胞を作製し、これに
IRF8を導入し、マクロファージへの分化を誘
導した。導入した H3.3-YFP の局在について
は、マクロファージ分化前と同様、分化後に
おいても核内でユークロマチン領域に局在
することが確認された（図 1）。 

 
 
 さらにマクロファージ分化に伴い発現が
誘導される遺伝子、発現が抑制される遺伝子
に注目して、H3.3の分布および蓄積量を解析
した（図 1）。PDZ and LIM domain 5 (Pdlim5 )、
および II 型ホスファチジルイノシトール 5-

図 1. H3.3 の核局在、および IRF8 により発現が
変動する遺伝子における H3.3 の蓄積部位 
 



 

 

リン酸 4-キナーゼ α (Pip4k2a )は IRF8 導
入により発現が誘導され（それぞれ 4.2 倍、
4.1 倍）、それらの遺伝子座においては H3.3 
が主に 3’領域に取り込まれた。一方、IRF8
に よ り 発 現 が 抑 制 さ れ る ASF1 
anti-Silencing Function 1 Homolog B 
(Asf1b )遺伝子 (0.43 倍に減少)は、IRF8 非
導入細胞で同様に 3’領域での取り込みが見
られる一方、IRF8 導入細胞ではその分布が
著減していた。これに加え、H3.3はプロモー
ター領域へも蓄積されることが明らかとな
った（データ未掲載）。このことから、これ
までに我々が指摘した転写伸長に加え、H3.3
がエンハンサー領域やプロモーター領域で
転写調節に関わる可能性が示唆された。 
 
（２）インターフェロン刺激による K36依存
的なヒストン H3.3 取込みの解析 
 我々は以前，H3.3 では H3.1 に比べて K36
のトリメチル化が亢進していることを明ら
かにしている。H3.3 のクロマチンへの取込み
における K36のトリメチル化の役割を検討す
るために、この K36 をアルギニンに置換した
変異体 H3.3 を作製し、IFNβ 刺激時発現が誘
導される遺伝子領域への H3.3 の取込み量、
および局在を解析した。 
 IFN stimulated gene（ISG）として知られ
る Oas1a は、IFNβ 刺激後速やかに発現が誘
導され、Oas1a 遺伝子の 3’領域への H3.3 の
取込みが認められる。取込まれた H3.3-YFP
の蓄積は、Oas1a 遺伝子発現誘導後 48 時間
においても認められた (図２ A)。一方、K36R
変異体においては、IFNβ 刺激以前より
Oas1a 遺伝子座への取込み量が若干減少し
ているのに加え、IFNβ 刺激後の蓄積量が著
しく低下した (図２ B)。 
 

 
 
 また、恒常的発現を示し、IFNβ 刺激にお
いても発現量がほぼ変化しない遺伝子であ
る Gtf2b について、H3.3-YFP 取込みの解析
を行った。その結果、H3.3-YFP の取込みは、
IFNβ 刺激の有無で大きな変化は無かったが、
遺伝子の 3’領域への蓄積が認められた (図

２ C)。一方、H3.3K36R-YFPの取込みは、Oas1a 
遺伝子座と同様に全体的に減少し、IFNβ 処
理の有無により変化は認められなかった 
(図２ D)。これらのことから H3.3 の活性化
された遺伝子座への取込みには K36、おそら
くはそのメチル化が重要であることが示唆
された。 
 
（３）まとめ 
 本研究においては、マクロファージ分化に
おける H3.3 の局在の解析、および H3.3の転
写活性領域へ取込みにおける K36残基との関
連について解析を行った。 
 これまでの H3.3 の局在を全ゲノム規模で
解析した報告は、胚性幹細胞、Drosophila 由
来細胞についての報告であり、哺乳類由来細
胞での最終分化における H3.3 の局在の解析
は、極めて少ない。細胞は、各細胞系譜の複
数の段階を経て最終分化に至り、細胞が組織
で持ちうるべき特化した機能を獲得する。
H3.3 は活性化された遺伝子座へ取り込まれ
るが、これにより形成された転写の記憶は、
細胞分裂しない限り長期にわたって保たれ
る。このことから H3.3 は、細胞が最終分化
の際に、それまで積み重ねてきた「記憶を維
持」する役割を持つと考えられる。ChIP-seq 
法により、マクロファージ分化における H3.3
取込みの網羅的解析を行った結果、転写伸長
に伴う活性化遺伝子の 3’領域への取込みに
加え、活性化遺伝子のプロモーター領域での
蓄積が認められた。これらの蓄積は、マクロ
ファージの機能獲得のための遺伝子発現に
重要な役割を持つ可能性が高い。一方、H3.3
の活性化された遺伝子座への取込みには、
K36 おそらくそのメチル化修飾が不可欠であ
ることが明らかとなった。これらの知見を基
盤にして、H3.3の取込みや K36メチル化の生
物学的意義についてさらなる解析を行なう
ことが重要と考えられる。 
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