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研究成果の概要（和文）：動脈硬化は、虚血性心疾患や脳血管障害を引き起こす重大な病態であり、新たな治療
薬開発には、初期病変形成に関与する遺伝子の持続的な発現メカニズムの解明が必要である。特に細胞接着因子
の誘導・発現を解析するため、内皮細胞を炎症性メディエーターで刺激したところ、複数の遺伝子群を同時に転
写する転写複合体の存在が示唆された。本研究では、（１）クロマチン相互作用解析に相互作用変動領域の同定
（２）相互作用点に結合する転写複合体の同定、（３）構造因子に介入することによるクロマチン構造変化の制
御、を実施し、染色体を越えて必要な遺伝子群の活性を制御する転写ファクトリーの存在を支持する結果を得る
ことができた。

研究成果の概要（英文）：Among vascular diseases, atherosclerosis is one of the most important 
factors of ischemic heart diseases and cerebrovascular diseases, and elucidation of the mechanism in
 consistent gene expression regulation of atherogenic proteins. To dissect the adhesion molecule 
gene regulation, we adopted a model using endothelial cells stimulated inflammatory stimulator, and 
presence of transcription complexes, which regulate multiple genes at the same time, was suggested. 
In this research, we performed (i) comprehensive chromatin interaction analysis, (ii) identification
 of interaction associated proteincomplex, (iii) intervention of chromatin structure, and it was 
observed that transcription factories regulated both induced and reduced genes from different 
chromosomes. 

研究分野：内科循環病学
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１．研究開始当初の背景 
 血管疾患、とりわけ動脈硬化は、虚血性心
疾患や脳血管障害を引き起こす重大な病態
である。申請者は血管壁が肥厚して脂質の蓄
積が進行する動脈硬化のメカニズムを解明
する為、内皮細胞、マクロファージ、平滑筋
を混合培養して血管壁の局所環境を再現し、
慢性の炎症性刺激による内皮細胞における
接着因子 VCAM1の持続的な発現の重要性を
見出した。代表的炎症性刺激であるTNF alpha 
(TNFα)で処理したヒト臍帯静脈内皮細胞
（HUVEC）における網羅的な遺伝子発現解析
では、TNFαが 500以上の遺伝子を系統的に
活性化して白血球を動員した後、経時的に終
息させた。一過性の遺伝子発現誘導の一部始
終を明らかにするため、内皮細胞特異的遺伝
子群のプローブをのせたマイクロアレイに
よって、刺激開始から 180分まで 7.5分おき
に RNA 産生の様子を詳細に観察したところ、
刺激開始数時間後の mRNA 産生に先立ち、
TNFα添加直後に始まる未熟RNA産生現象を
見出し、そのとき RNAポリメレース II（Pol 
II）の波が約 3.1 kb/min の速度でゲノム配列
上を移動することを明らかにした。加えて、
組織化された多くの Pol IIによる転写とスプ
ライシングが同期すること、転写の進行時に
はヒストン修飾やコヒーシン等のエピゲノ
ム修飾が密接に関与していること、TNFαに
よって転写される複数の遺伝子が刺激によ
って空間的に近接することを明らかにした。
これは大腸菌の転写で起こっている“活性化
Pol II が遺伝子上を個別に進む”という線型
モデルと異なり、ヒト細胞では転写、スプラ
イシング、及びヒストン修飾を同時に行う転
写複合体が存在して、転写の進展に合わせて
クロマチン構造がダイナミックに変動する
機構が存在することを強く示唆している。 
また、申請者らは転写促進型のファクトリー
に加え、miRNAホスト遺伝子群が近接関係を
保ちながら転写と遺伝子発現の制御が起こ
る、転写“抑制”ファクトリーの存在を最近
報告した。上記のように、炎症刺激なら
NFkB1,また後述するように低酸素刺激なら
HIF1α、PPAR リガンド刺激なら PPARβ/δ、
等のように刺激に応じて特異的な転写因子
を中心に構成され、関連して誘導されるべき
遺伝子群を同時に転写する“スペシャライズ
ド転写ファクトリー”の存在が明らかになり、
その機能解明と治療薬開発のターゲットと
しての検討が残された課題となっている。 
 
２．研究の目的 
 複数の遺伝子群を同時に転写し、発現調節
領域をプロモーターに近接させる、Pol IIを
含んだ転写複合体の機能は、結果としてダイ
ナミックなクロマチン構造の変化を引き起

こす。動脈硬化病変発症にあたって、慢性的
な低酸素や炎症刺激によって転写装置の駆
動様式が変化することで、VCAM1等特定の
遺伝子構造構造の変化が生じていることを、
血管内皮細胞を用いた実験系によって報告
してきた。同様の実験系において、炎症刺激
にとどまらず、低酸素刺激、PPARリガンド
刺激、さらにスタチン刺激によって、即座に
クロマチン構造が変動すること、この背景に
も転写複合体が大きく寄与していること、を
報告してきた。 
 転写複合体について酵母ではMediator 
complexという巨大な複合装置が発見されて
いる一方、哺乳動物では申請者らのグループ
も含め、転写活性に基づいた転写複合体の部
分同定に成功したばかりであり、ヒト細胞に
おける転写複合体については、機能的構成要
素について情報が蓄積されつつある。しかし
ながら、転写複合体の形成プロセス、作用時
の局在、作用終了後の分解、そして本質的で
介入すべきターゲット蛋白はまだ完全に解
明されていない。 
 そこで、疾患治療ターゲットの開発を目指
す本研究において、申請者らが従来からあつ
かってきた、血管内皮細胞の刺激誘導系を用
いて、 
（１）第一に、網羅的かつ経時的なクロマチ
ン相互作用解析によって Pol IIを介した相互
作用が変動する領域を同定する。 
（２）次いで、この領域に結合する転写複合
体を新規解析法である iChIP・enChIP によっ
て分離、その後プロテオーム解析によって同
定する。 
（３）最終的に、複合体解析結果に基づいた
介入実験によってクロマチン構造変化を制
御するためのターゲットを決定する、ことを
目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）種々のクロマチン相互作用解析による
炎症刺激応答性クロマチンダイナミクスの
観測 
（１−１）Chromatin Interaction Analysis using 
Paired-End Tag sequencing (ChIA-PET)による
全ゲノムクロマチン相互作用解析 
 転写複合体の重要な構成要素である Pol II
や、コヒーシンに対する抗体を用いて、空間
的に隣接した DNA配列を含みビオチン標識
したタグを挿入された Chromatin 
Conformation Capture (3C)産物を免疫沈降し、
DNAを精製する。ビオチン標識リンカーを挿
入して環状化した後、リンカーに含まれる
MmeI認識部位を用いて 20 bp離れた部位を
切断し、リンカーの両側 20塩基の配列を含
むライブラリーを調製する。外両側に高速シ
ーケンサー用のリンカーを結合した後、



Paired End Tag (PET) sequencingによって塩基
配列を同定する。 
（１−２）インフォマティクスによる大量デ
ータからの解析対象領域の抽出 
 人為的な産物を除外した後、ゲノム上への
割り付けを行い、両側の配列が 4 kb以内の場
合 self ligation産物と見なすが、両側の配列の
距離が 4 kbを越える場合、遠隔クロマチン相
互作用を示すデータと考える。このように
ChIA-PET を実施して刺激応答性の転写誘導
開始に伴って生じるクロマチン立体構造変
化を網羅的に解析し、巨大遺伝子においては
一回目の転写によってクロマチン構造が刺
激特異的なファクトリーの中で刻々と変化
することを明らかにする。また、ファクトリ
ーが複数の遺伝子を同時に転写することを
明らかにするために、空間的に隣接関係を持
つ遺伝子群を同定することによって、転写に
おける染色体側の動態を明らかにすること
が可能となる。実際 TNFα添加後 0, 30, 60 min
において Pol IIを介したクロマチン相互作用
は、TNFα応答性遺伝子である ALCAM にお
いて経時的に変化することが観察される。連
携研究者の堤グループでは、この PET配列が
異なる染色体上に分かれて位置する場合に
ついて解析を進め、染色体間相互作用の候補
を抽出している。 
（１−３）リアルタイム PCRを用いた定量的
3C 
 特に重要な相互作用については、近年安
定的に実施可能となった定量的な Chromatin 
Conformation Capture (3C)を行って経時的変
化を定量的に評価する。 
（１−４）3D-FISH 法によるクロマチンダイ
ナミクスの観測 
 申請者らは、特定の遺伝子の promoter と
enhancer に結合するプローブを設計し、それ
ぞれ異なる蛍光で標識し、核内において FISH
を行ったところ、その相互作用変化を可視
化することに成功した。本研究においても、
同様の手法によって、数百万個の細胞から
得られたデータが示す相互作用を細胞内で
確認する。 
 
（２）転写ファクトリーの分子基盤の解明 
（２−１）iChIP・enChIP法による複合体の単
離 
 転写ファクトリー実体を解明するため、刺
激で誘導され、他の刺激誘導性遺伝子と相互
作用する発現制御領域を、近年開発された
iChIP や enChIP 法を用いて単離する。特に
enChIP 法ではまず、 zinc-finger 蛋白質や
transcription activator-like (TAL) effector蛋白質、
不活性型 Cas9蛋白質 (dCas9) とガイド RNA 
(gRNA) の複合体を用いた CRISPR システム
からなるタグ付き標的 DNA 配列結合分子の

解析対象細胞への発現、ホルムアルデヒド等
でクロスリンク後、超音波処理または制限酵
素処理等によりゲノム DNA を断片化、上記
タグを認識する抗体による免疫沈降により、
DNA-蛋白複合体を単離、(4) クロスリンクを
はずし、複合体中の蛋白質・DNA・RNA を
濃縮する。得られた核酸はシーケンスによっ
て同定する。 
（２−２）プロテオーム解析による転写複合
体の構成成分の同定 
 enChIP法で単離したゲノム領域は、シーケ
ンシングによってその相互作用の妥当性を
検証する。一方蛋白質成分は、プロテオーム
解析によって同定し、クロマチン構造の変動
を担う転写複合体の実体を明らかにする。 
４．研究成果 
 網羅的クロマチン相互作用解析を０，３０，
60 分のタイムポイントにおいて実施したと
ころ、従来確認されていた SAMD4A 遺伝子領
域とTNFAIP3との相互作用が炎症性刺激によ
って誘導されることが確認された。また、同
遺伝子領域内においても、TSS とイントロン
内エンハンサーの相互作用が 30 分後には形
成されており、60 分経過後も持続していた。
他に炎症刺激誘導遺伝子群においても 30 分
後に TSSと新たな相互作用が形成されており、
その行く先はエンハンサー、隣接する遺伝子
のプロモーターであり、領域依存性の遺伝子
誘導メカニズムを示唆する所見であった。一
方、内皮細胞の機能維持に関わる遺伝子群に
おいては、Pol II を介した相互作用の消退が
30 分後に認められ、転写リソースの迅速な移
転現象が確認された。 
 特に SAMD4A イントロン内エンハンサーに
gRNA を設計し、enChIP を行い、DNA、蛋白複
合体を調製した。DNA 成分をシーケンスした
ところ、SAMD4A が位置する染色体に留まらず、
その他の接着因子やケモカインなどの炎症
刺激誘導遺伝子群の TSS 領域が同定され、従
来示唆されていた染色体間での相互作用が
強く示唆された。 
 蛋白成分の同定については、計画の途中で
一度プロテオーム解析の手法を変更したこ
とによって、計画終了時に明らかな結果を得
ていないが、報告書作成時点において実験を
継続しデータ取得を行っている。 
 以上の成果については、プロテオミクス解
析が終了後転写複合体の同定として報告予
定である。 
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