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研究成果の概要（和文）：子宮内膜間質細胞の脱落膜化における転写因子C/EBPbの遺伝子発現制御機構を解明するため
、RNAシークエンスとChIPシークエンスによりゲノムワイドな解析を行った。その結果、脱落膜化過程では、C/EBPbに
より2251遺伝子の発現が上方制御され、1862遺伝子の発現が下方制御されていた。上方制御されていた2251遺伝子のう
ち478遺伝子が、転写活性化修飾であるH3K27acの増加が認められた。478遺伝子のうちC/EBPbが結合していたのは10遺
伝子のみであった。脱落膜化におけるC/EBPbによる遺伝子発現制御のひとつに、ヒストン修飾の変化を介した間接的な
機構が存在することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）： We investigated the regulation mechanism of gene expression downstream of C/EBPb 
in decidualization by Genome-wide analysis including RNA sequencing and ChIP sequencing. To investigate 
the genes regulated by C/EBPb, we induced decidualization in ESCs with or without inhibition of C/EBPb 
then compared the expression profiles between the ESCs. The result showed 2251 genes were upregulated and 
1862 genes were downregulated by C/EBPb. Gene ontology analysis for both upregulated and downregulated 
genes showed the terms such as negative regulation of cell proliferation, regulation of DNA binding. We 
next investigated the genes which obtained H3K27ac by C/EBPb in upregulated 2251 genes. Of the 2251 
genes, 478 genes acquired H3K27ac. In the 478 genes, 10 genes were the genes which obtained C/EBPb 
binding in decidualization. These results indicate that C/EBPb directly and indirectly regulates 
downstream genes, and the indirect regulation of C/EBPb, in part, includes histone acetylation.

研究分野：産科婦人科
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１．研究開始当初の背景 
 ヒト子宮内膜において、脱落膜化は胚が着
床するために必須の現象である。子宮内膜間
質細胞（ESC）の脱落膜化は黄体からのプロ
ゲステロンにより cAMP を介して誘導される
が、この過程で多くの遺伝子において、その
発現が新たに誘導されたり、発現レベルが増
加したり、また逆に発現が抑制されるなど、
劇的な遺伝子発現の変化が起こる。これまで
の脱落膜化における遺伝子発現制御に関す
る研究の多くは、転写因子側からの研究が重
点的に進められてきた。特に、転写因子
C/EBPb (CCAAAT/enhancer-binding protein 
b) は、ESC の脱落膜化過程において、脱落膜
化マーカー遺伝子である Insulin-like 
growth factor-binding protein-1 (IGFBP-1) 
と Prolactin (PRL)を含む多くの遺伝子発現
を調節していることから、脱落膜化において
重要な転写因子として機能していることが
知られている。しかし、遺伝子発現は、単に
転写因子のみで調節されているのではなく、
その受け手側であるクロマチンの状態によ
っても調節されている。すなわちヒストン修
飾に代表されるエピジェネティクス調節機
構がクロマチン構造を変化させ、転写因子の
DNA 結合を規定することによっても遺伝子の
発現は制御されている。 
 これまでに我々は、ESC において IGFBP-1
と PRLのプロモーター領域のヒストンアセチ
ル化状態が、C/EBPb の DNA 結合と遺伝子発現
に重要であることを報告してきた。また脱落
膜化によりこれらのプロモーター領域の
H3K27ac 修飾レベルが増強すること、さらに
このヒストン修飾の増強には C/EBPb のリク
ルートが関与していることを見出している。
すなわち、子宮内膜間質細胞脱落膜化におけ
る遺伝子発現調節は、C/EBPb が様々な遺伝子
のプロモーター領域のヒストン修飾を変化
させていることが強く示唆される。 
 脱落膜化に伴う遺伝子発現制御の研究に
関して、これまでは特定の遺伝子について焦
点が当てられてきたが、近年、次世代シーク
エンサーを用いたゲノムワイド解析により、
特定の遺伝子に限らず、ゲノム全域の転写因
子結合領域やヒストン修飾状態が明らかに
なってきている。我々はすでに、ESC の脱落
膜化において、遺伝子発現とともにヒストン
修飾がゲノムワイドで変化するということ
を ChIP sequence 法と RNA  sequence 法によ
り明らかにし、報告してきた（①）。 
 
２．研究の目的 
 本研究では脱落膜化過程で発現が変化す
る遺伝子について、脱落膜化により、プロモ
ーター領域のヒストン修飾がどのように変
化するか、さらに、このヒストン修飾変化と
遺伝子発現変化に転写因子 C/EBPb がどのよ
うに関与しているのかを次世代シークエン
サーを用いて、ゲノムワイドに解析する。す
なわち、脱落膜化における C/EBPb の遺伝子

発現制御機構を遺伝子プロモーター領域の
ヒストン修飾の観点から明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(１)  脱落膜化においてC/EBPbにより発現
が制御されている遺伝子の抽出 
IRB の承認と患者の同意を得て、増殖期後期
の子宮内膜から ESC を分離・培養した。その
ESC に対し、C/EBPb をノックダウンするため
の C/EBPb siRNA と、対照群として Control 
siRNA を導入した。両者の細胞を cAMP (0.5 
mM) で 4 日間培養し、脱落膜化を誘導し、
IGFBP-1 と PRL の mRNA 発現を RT-PCR により
検出することにより脱落膜化を確認した。ま
た、実際に C/EBPb がノックダウンされてい
るかをウェスタンブロット法により確認し
た。その後、細胞よりトータルRNAを抽出し、
次世代シークエンサーHiSeq1000 （イルミナ
社）を使用し、RNA-seqence によりゲノムワ
イドに mRNA 発現解析を行った。cAMP 刺激に
より発現が上昇した遺伝子のうち、C/EBPb ノ
ックダウンによって発現の上昇が抑制され
た遺伝子と、また、cAMP 刺激により発現が低
下した遺伝子のうち、C/EBPb ノックダウンに
よって発現の低下が抑制された遺伝子を
C/EBPb が脱落膜化において発現に関与して
いる遺伝子とした。 
 
(２ ) 脱落膜化におけるヒストン修飾
（H3K27ac）変化に C/EBPb が関与する遺伝子
の同定 
(１)と同様に、C/EBPb をノックダウンした
ESC とコントロールの ESC について、cAMP に
より脱落膜化を誘導した。それらの ESC につ
いて、ホルマリンで固定後、DNA を断片化さ
せ、ヒストン修飾（H3K27ac）抗体を用いて
クロマチン免疫沈降を行い、ChIP-DNA を作製
した。この DNA について次世代シークエンサ
ーによりシークエンスし、コントロール ESC
で H3K27ac が変化し、C/EBPb をノックダウン
した ESCでは H3K27ac の変化が起こらない遺
伝子を同定した。H3K27ac の変化は、遺伝子
の転写開始点より上流 10 kbp、転写終了点よ
り下流 10 kbp の領域について調べた。さら
に、これらの遺伝子について、遺伝子オント
ロジー解析を施行した。また、C/EBPb の下流
で発現が変化し、かつ、ヒストン修飾も変化
する遺伝子のオントロジー解析も施行した。 
 
(３) 脱落膜化における転写因子 C/EBPb が
結合する遺伝子の同定 
cAMP 刺激により脱落膜化を誘導した細胞を
ホルマリンで固定後、DNA を断片化させ、
C/EBPb 抗体を用いてクロマチン免疫沈降を
行い、ChIP-DNA を作製した。この DNA につい
て次世代シークエンサーによりシークエン
スを行い、C/EBPb が脱落膜化により新たに
DNA に結合する遺伝子を同定した。さらに、
C/EBPb の下流で発現が変化し、かつ、C/EBPb
が結合する遺伝子のオントロジー解析を施



行した。 
 
４．研究成果 
(１) 脱落膜化において C/EBPb により発現
が制御されている遺伝子 
cAMP 刺激による脱落膜化誘導において、上昇
する IGFBP-1 および PRL の発現は C/EBPb ノ
ックダウン ESC では抑制された（図１）。 

また、C/EBPb タンパクは、siRNA によりノッ
クダウンされていた（図２）。 
 

C/EBPb の下流で発現が上昇する遺伝子は、
2251 遺伝子（図３-A）、発現が低下する遺伝
子は 1862 遺伝子であった（図３-B）。 

(２ ) 脱落膜化におけるヒストン修飾
（H3K27ac）変化に C/EBPb が関与する遺伝子 
cAMP 刺激による脱落膜化誘導において、
C/EBPbの下流でH3K27ac修飾が増加する遺伝
子は 3605 遺伝子（図４-A）、減少する遺伝子
は 39 遺伝子であった（図４-B）。 

C/EBPb の下流で H3K27ac 修飾が増加する
3605 遺伝子のオントロジー解析では、代謝や
タンパク局在・輸送に関与している遺伝子が
有意に抽出された（Table １）。 

 
また、C/EBPb の下流で H3K27ac 修飾が減少す
る 39 遺伝子のオントロジー解析では、細胞
の形態調節に関与する遺伝子が有意に抽出
された（Table ２）。 

また、C/EBPb の下流で発現が上昇しかつ
H3K27ac が増加する遺伝子は 478 遺伝子であ
り(図５-A)、タンパク修飾・輸送に関わる遺
伝子が有意に多かった (Table 3)。また、発
現が低下し、かつ、H3K27ac が減少する遺伝
子は 5遺伝子のみであった(図５-B)。 

また、C/EBPb の下流で発現が上昇し、かつ、
H3K27ac が増加する 478 遺伝子のオントロジ
ー解析においては、タンパクの輸送・修飾に
関与する遺伝子や、細胞周期に関与する遺伝
子が有意に抽出された（Table 3）。 

（３）脱落膜化における転写因子 C/EBPb が
結合する遺伝子 
cAMP 刺激による脱落膜化誘導で、C/EBPb が
結合したのは967遺伝子であった。C/EBPb の
下流で発現が上昇しかつ C/EBPb 結合を獲得
するのは55遺伝子であった（図６-A）。また、



発現が低下し、かつ、C/EBPb 結合を獲得す
るのは 47 遺伝子であった（図６-B）。 

 
C/EBPb の下流で発現が上昇し、かつ、C/EBPb 
が直接結合する 55 遺伝子のオントロジー解
析では、同種親和性細胞接着に関連した遺伝
子が有意に抽出された（Table ４）。 

さらに、C/EBPb 下流で発現が上昇し、H3K27ac
増加とC/EBPb 結合を獲得する遺伝子は10遺
伝子であった（図７-A）。また、C/EBPb 下流
で発現が低下し、H3K27ac 減少と C/EBPb 結
合を獲得する遺伝子は認められなかった（図
７-B）。 

cAMP刺激によるESCの脱落膜化の誘導におい
て、C/EBPb は多くの遺伝子の発現制御に関与
していることが明らかとなった。また、
C/EBPb の関与により発現が制御されている
遺伝子の中に、ATF2 や SRC などヒストン修飾
に関与している遺伝子が存在していた。この
ことは、脱落膜化における C/EBPb による遺
伝子発現制御のメカニズムのひとつとして、
エピジェネティックな変化を介し、下流にあ
る遺伝子の発現を調整している可能性を示
していると考えられる。 
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