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緒緒  言言  

 
再生医療研究は世界中で推進されており、現在は多能性幹細胞（PSC）がその中核技術である。本邦では特に誘導多

能性幹細胞（iPSC）を用いた再生医療技術が幅広く研究され、複数のプロジェクトが臨床試験段階にまで進んでいる。

iPSC による再生医療が、まず細胞を初期化した後に標的とする細胞へと再分化させる技術であるのに対し、ダイレク

トリプログラミングは体細胞を別の系譜の体細胞に直接的に分化誘導する技術である。残存した初期化細胞による発癌

リスクが無いことや、移植に必要な細胞数を得るまでの工程・コスト・時間などの点で iPSCに対する優位性がある他、

in vivoにおいて生体内の細胞を直接的に分化誘導することができるといった技術的特徴もあり、PSCを補完する新た

な再生医療ツールとして注目を集め、研究報告数も年々増加傾向にある［1］。著者が所属する研究室においても、誘導

肝細胞様細胞（iHepC）［2］、誘導肝前駆細胞（iHepPC）［3］、誘導腸前駆細胞（iISC）［4］などの様々な内胚葉系の

細胞を人工的に作り出すことに成功しており、臨床医療への応用に向けて精力的に研究が進められている。 
ダイレクトリプログラミングの多くは特定の転写因子セットを強制発現させることで細胞の運命を人為的に転換す

る。用いられる転写因子のほとんどはリプログラミングの標的とする細胞の分化やホメオスタシスに関与する因子であ

り、導入転写因子の機能が標的細胞特異的な遺伝子群の発現を直接的に誘導していることは想像に難くない。実際に筆

者らを含めた複数の研究によって、強制発現した転写因子の協調的な働きが標的特異的遺伝子群の発現を直接誘導する

ことが示されている［5，6］。一方で、ホスト体細胞特異的に高発現する遺伝子群は標的細胞では不要となるため、ダ

イレクトリプログラミングの過程では、前述した標的特異的遺伝子の転写活性化と並行して、それら遺伝子の転写抑制

が進行する。しかし、ダイレクトリプログラミングに伴う能動的な転写抑制に対する研究はほとんど行われておらず、

そのメカニズムは不明であった。これまでに筆者らが行なってきた iHepC の誘導実験においても、リプログラミング

により肝細胞マーカー遺伝子の発現が上昇したとしても、MEF 特異的な遺伝子発現が残存してリプログラミングが不

完全に終わるケースもある程度の頻度で見られ（未発表データ）、臨床応用に耐えうる高品質な細胞を安定的に生産す

るためには、ダイレクトリプログラミング過程の転写抑制制御を理解することが非常に重要であることを示唆している。 
筆者は最近発表した研究のなかで、Foxaが結合する一部の標的遺伝子の発現量が減少することを見出していた［6］。

このことから、iHepCリプログラミング過程の発現抑制には導入転写因子、特にFoxaが直接的に関与していると想定

された。また、MEF で高発現し、かつ hepatocyte においてもある程度のレベルで発現している遺伝子においても、

iHepC誘導後にFoxaのクロマチン結合が継続しているケースが見られた。以上のことからダイレクトリプログラミン

グの背後には、標的細胞の遺伝子発現を生理的発現レベルに調節する複数の分子機構が並行して存在し、導入転写因子

の挙動がそのメカニズムの一部に組み込まれていると考えられた。しかし、そのような制御を受ける遺伝子を特異的に

選択する分子機構や、発現を量的に調節するメカニズムなど、そのほとんどが不明のままであり、ダイレクトリプログ

ラミングを再生医療技術として発展、実用化していくうえでは、それら分子メカニズムの解明は必須であると考えられ

る。さらに言えば、この現象の理解は「遺伝子は何故、様々な細胞において異なる転写量で発現し、それが維持され、

分化により変化するのか」という生命科学の根源的な疑問に対する答えに結びつく可能性もある。そこで本研究では、

筆者らがこれまでに蓄積してきた大規模な次世代シークエンス（NGS）データセットに加え、新規の手法によるNGS
データを追加することで、それら分子機構を明らかにすることを目指した。 
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方方法法おおよよびび結結果果  

 
本研究では、「ダイレクトリプログラミング時の転写制御が遺伝子によって異なる原因・仕組み」、「標的細胞におけ

る生理的レベルに転写が収束する仕組み」といった、転写制御の根源的な分子メカニズムを理解するために、MEF か

ら iHepC へのダイレクトリプログラミング系をモデルとして以下のような解析を行った。①取得済の NGS データを

用いたマルチオミクス解析、②HiChIP などの新規NGS 解析データの取得と解析、③実験的検証系の確立。以下、そ

れぞれの項目別に方法および結果の詳細を記す。 
 

11．．取取得得済済ののNNGGSSデデーータタをを用用いいたたママルルチチオオミミククスス解解析析 
筆者らはこれまでの研究のなかで、MEFから iHepCを誘導するダイレクトリプログラミングの解析を行い、数多く

のNGS データを取得してきた。それらはRNA-seq による遺伝子発現データ、ChIP-seq による導入転写因子の結合、

ヒストン修飾データなどである。それらは iHepC 以外にも、元細胞である MEF や、ダイレクトリプログラミングの

中間段階の細胞（iMEF）、および標的細胞であるhepatocyteなどからも取得している。また、iHepCはFoxaファミ

リーに属するすべての転写因子（Foxa1、Foxa2 および Foxa3）いずれを用いても同様に誘導することが可能なため、

3 種類の iHepC および iMEF からもそれぞれデータを取得している。本研究では、ダイレクトリプログラミングの過

程で導入転写因子によって転写「抑制」制御を受ける遺伝子群を解析の対象とするため、Promoter 領域に結合し、標

的遺伝子との紐付けが容易な Foxa3 によるダイレクトリプログラミングをモデルとして解析を行った。まず、    
RNA-seq データを用いて遺伝子発現の時系列変化をクラスタリングし、リプログラミング過程で発現が抑制される遺

伝子をすべて同定した。その後、それら全発現抑制遺伝子について、ChIP-seqデータによるFoxa3のクロマチン結合

動態に基づくサブクラスタリングを行い、Foxa3結合動態と転写抑制の関係について詳細に解析した。その結果、ダイ

レクトリプログラミング過程において Foxa3 結合によって直接的に発現抑制される遺伝子は全発現抑制遺伝子のおよ

そ半分強であり、発現レベルが大幅に抑制される「転写抑制」遺伝子群と、標的細胞である hepatocyte におけるレベ

ルに近い発現状態に遷移しそれが維持される「転写収斂」遺伝子群に大別できることが分かった。また、前者の転写開

始点（TSS）付近のクロマチン状態がMEFと比較してヘテロクロマチン化が進行していたのに対し、後者は活性型の

クロマチン状態を維持することも明らかになった（図1）。このことは、ダイレクトリプログラミングを引き起こす誘導

転写因子が、発現を抑制する複数の分子メカニズムを並行して制御している可能性を示唆している。 

図1．代表的な転写収斂および転写抑制遺伝子座におけるエピゲノム変化 
左側に代表的な転写収斂遺伝子（Apbb2）、右側に代表的な転写抑制遺伝子（Tgfbr3）
のそれぞれの遺伝子座におけるChIP-seqおよびATAC-seqシグナルを示す。 
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22．． HHiiCChhIIPPななどどのの新新規規NNGGSS解解析析デデーータタのの取取得得とと解解析析  
項目 1 の解析で得られた「転写抑制」「転写収斂」遺伝子群の特徴を明らかにするために、ATAC-seq による解析を

行った。その結果、「転写抑制」遺伝子群はMEFと比較してGenebody上のクロマチンが閉じ、「転写収斂」遺伝子群

では MEF よりもクロマチン開放状態がむしろ増大していた（図 1）。この結果は、項目 1 で得られたヒストン修飾に

よるクロマチン状態の解析結果と符合するものである。 
これまでに著者らが発見した実験事実として、Foxa3 は主に標的遺伝子の Promoter から Genebody にかけて結合

し、Foxa1およびFoxa2は標的遺伝子から遠位（TSSから約50〜500 kbp）の領域に主として結合するというものが

あった［6］。Foxa3とFoxa1/2の結合部位はゲノム配列上は全く異なるが、誘導される iHepCはほぼ同一のトランス

クリプトーム状態を示すため、同じ標的遺伝子群を制御していると思われ、Foxa1/2が結合する領域は肝細胞としての

細胞運命を誘導・維持する特異的Enhancerであると考えられた。また、Promoterに結合するFoxa3も一旦はEnhancer
に結合する必要があることも示されており、Foxa が認識する肝細胞特異的Enhancer がダイレクトリプログラミング

における転写制御の鍵であると推定される。しかし、そのFoxa結合部位と標的遺伝子を直接結びつける実験的データ

は存在していなかった。そこで今回、H3K4me3 HiChIP アッセイ［7］を行い、P-E ループを網羅的に検出すること

で、Foxa2が結合する遺伝子遠位の領域がダイレクトリプログラミングに直接関与し、転写抑制にも寄与するのかを検

討した。その結果、「転写抑制」遺伝子のTSSにはほとんどP-Eループが存在していなかったのに対し、「転写収斂」

遺伝子の多くはP-E ループを有しており、かつそのEnhancer 側は高頻度にFoxa2 結合部位と重複することが明らか

になった（図2）。これはダイレクトリプログラミングの過程では、Foxaが特異的Enhancerに結合し、その標的遺伝

子の転写をゲノムワイドに正負両方向に制御するが、「転写収斂」もそのメカニズムの一環であることを示唆している。 

図2．代表的な転写収斂遺伝子座におけるFoxa2および3結合部位とP-Eループ 
TSS周囲でP-Eループと重複するFoxa3結合部位を赤矢印、TSS遠位でP-Eループと重

複するFoxa2結合部位を青矢印で示した。 
 

33．． 実実験験的的検検証証系系のの確確立立  
今回の研究でその普遍性を明らかにした「転写収斂」現象について、高い時間解像度でより詳細な実験的検証を行う

ためには、従来のように実験毎にレトロウイルスベクターで誘導転写因子を感染させiHepCを誘導する系を用いると、

感染効率やそれによる転写因子発現の誤差が大きく、正確なデータの取得上、問題があると考えられた。そこで、誘導

転写因子の発現量を分解誘導低分子化合物の添加量で厳密に制御できる系の構築を試みるため、degron tag 融合転写

因子を作製した。このdegron tagはFKBP12タンパク質の一部の配列に変異を加えたものであり、dTAGというリガ

ンド低分子を添加することによりタンパク質レベルで速やかに分解することができる。これにより、容易にノックダウ

ン実験や、転写因子発現量の厳密な制御を行うことができるだけでなく、発現レスキュー実験なども行うことができる。

誘導する4つの転写因子（Hnf4α、Foxaファミリータンパク質）についてそれぞれN末端、C末端にdegron tagを

融合したコンストラクトを作製し、dTAG13の24時間処理によりノックダウンできることを確認している（図3）。ま

た、Foxa3 にdegron tag を融合したコンストラクトとHnf4αを用いて、野生型Foxa3 を用いた場合とほぼ同様の表

現型を示す iHepCも誘導できており、今後これらを用いて「転写収斂」の詳細な実験的検証を行っていく。 
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図3．degron tag融合転写因子の低分子薬剤（dTAG）添加による発現制御 

4種類の転写因子にそれぞれN末端（N-dTAG）、C末端（C-dTAG）にdegron tagを誘

導し、MEFで発現した後に、1μMの分解誘導低分子薬剤（dTAG7およびdTAG13）で

それぞれ 24 時間処理しサンプリングした。発現は degron tag に付加された HA-tag を

Western blottingにより確認した。anti-Actbはローディングコントロール。 
 

考考  察察  

 
本研究を通して、ダイレクトリプログラミングによる iHepC の誘導過程において、転写の抑制に導入転写因子の

Foxa3が広範に関与しており、また、ヘテロクロマチン化を伴う従来型の「転写抑制」と、活性型のクロマチン状態を

維持しつつ標的細胞の発現レベルに近づける「転写収斂」という、2つの異なる分子メカニズムを通じて転写の下方制

御を行っていることが明らかになった。またその「転写収斂」は Enhancer と標的遺伝子の物理的結合（P-E ループ）

が制御していることも分かった。これらの知見は今後ダイレクトリプログラミング技術を安全かつ安定したものとして

改善していくうえで重要な情報となる。また、Foxa は内胚葉系臓器の発生にとって非常に重要な働きをする転写因子

でもあり、発生生物学的な観点からも重要な知見であると言えよう。今回構築した degron tag を用いた誘導転写因子

の発現制御系を用いることで、今後より詳細な現象の解明と理解が進むと考えられる。 
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