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〈要 約〉

　転写因子は細胞に特有の表現型を獲得し維持するうえで中心的な役割をはたす．とくに，ひとにぎりの転写因子は細胞の分化において運命の決定をつかさどるばかりか，任意の細胞においてもクロマチンの構造を再編成し，転写の自律的な制御ネットワークを再構築して細胞をリプログラミングする．分化の多能性をもつ細胞はOct4，Sox2，Klf4などの転写因子のはたらきにより体細胞からリプログラミングされるが，長く複雑なリプログラミングの過程をへて多能性の細胞に特有のクロマチンの構造がどのように確立されるのかについてはいまだ明らかではない．この研究において，筆者らは，転写因子Esrrbがリプログラミングの最終段階において多能性に関連する遺伝子の発現の誘導に重要な役割をはたすことを見い出した．Esrrbはほかの転写因子の結合しない抑制的な閉じたクロマチン構造をもつエンハンサーと結合し，DNAの脱メチル化およびクロマチン修飾タンパク質のリクルートを介してヌクレオソームを不安定化させることにより，最終的に，マスター転写因子であるOct4，Sox2，Nanogのリクルートを促進することがわかった．
はじめに

　細胞の分化の過程においては，かぎられた数の転写因子の特異的な組合せにより細胞の運命が決定されることが多くみられる．運命の決定をつかさどる転写因子は“マスター転写因子”とよばれ，その多くは任意の細胞においても本来の機能をはたし，一過性の発現により最終的に細胞をリプログラミング，すなわち，分子的および生物学的な特性を永続的に変化させる．分化の多能性をもつ細胞は胚発生の過程のごく初期に一時的に存在するが，多能性の細胞に特異的な転写因子であるOct4，Sox2，Klf4などのはたらきにより，分化能を失った体細胞からもリプログラミングされる．しかしながら，リプログラミングの効率は低く，その過程は複雑で現在の実験条件においては確率論的であるため，細胞ごとに非同時的に進行する．多能性の細胞に特有の分子的な特性，とくにクロマチンの構造の確立はリプログラミングにいたる長い過程の最終段階において起こるため，その分子機構の解析は細胞の集団の不均一性に起因する実験上の制約をともなう．RNA-seq法やChIP-seq法などの細胞の集団を対象としたゲノムワイドな解析，強制発現系やRNAi法などを用いた遺伝子の機能の解析，あるいは，表面抗原を用いた細胞の状態の遷移の解析にもとづき，さまざまなモデルが提唱されているが，条件により異なる結果が得られたり，信頼性のある結果は比較的不均一性の小さいリプログラミングの初期の現象にかぎられたりする．
　リプログラミングの効率が低い理由として，体細胞のクロマチンの構造によりリプログラミングにはたらく多能性に関連する遺伝子の発現が制限されることがあげられる．ゲノムのほとんどの領域はヒストンと強く相互作用しヌクレオソームを形成する．ヌクレオソームは転写因子のDNAへの結合をさまたげるため，ごく一部の領域，とくに，複数の転写因子の結合モチーフが密集する領域でのみ，複数の転写因子の協調的な結合によりヌクレオソームの形成と競合する．さらに，ヌクレオソームはさまざまな程度に凝集し，高次のクロマチンの構造を形成して転写因子の接近を阻害する．こういったクロマチンの構造は細胞に特有の転写因子およびクロマチン修飾タンパク質により制御されており，細胞の分裂をへても安定に維持されるため，細胞に特有の形質の維持，および，細胞の履歴の記憶にはたらく．リプログラミングにおいて多能性の細胞に特異的な転写因子はこういった安定なクロマチンの修飾を消去し再構成をひき起こさなければならないが，これは容易ではない．多能性の細胞に特異的な転写因子が本来の標的とする領域は体細胞においてヌクレオソームおよびメチル化DNAを含む“閉じた”クロマチン構造をもつため，これらの転写因子はすでに“開いた”クロマチン構造をもつ領域とおもに結合する1,2)．多能性に関連する遺伝子の発現を制御するエンハンサーにおいてDNAの脱メチル化が起こり転写因子のアクセシビリティが上昇するのはリプログラミングの最終段階である1,3,4)．ゲノムの特定の領域を開いたクロマチン構造に変換する分子機構として，ヌクレオソームDNAと直接的に結合する“パイオニア転写因子”によるクロマチンの再構成のモデルが広く受け入れられている．転写因子Oct4，Sox2，Klf4についても，in vitroにおいてヌクレオソームDNAと結合することが示されているが5)，in vivoにおいてはおもにヌクレオソームを欠く領域と結合するようであり2)，多能性に関連する遺伝子を制御するエンハンサーが活性化される分子機構についてはいまだによくわかっていない．
1．転写因子EsrrbはES細胞様の多能性の獲得に必須である

　着床後胚から樹立されたエピブラスト幹細胞は，着床前胚に由来するES細胞と同様に，Oct4，Sox2，Nanogといったマスター転写因子を発現しているものの，Esrrb，Klf4，Klf2，Tbx3といった多能性の細胞に特異的な転写因子の多くを発現していない．また，ES細胞とは異なり，ゲノムDNAは高度にメチル化され6)，電子顕微鏡により密に凝集したヘテロクロマチンが明瞭に観察される7)．エピブラスト幹細胞はKlf4などの強制発現によりES細胞様の多能性の幹細胞へとリプログラミングされることが示されているが，その効率は低い8)．そこで，強制発現系によりリプログラミングに必要な転写因子を探索したところ，エピブラスト幹細胞は恒常活性型の核内受容体であるEsrrbの発現により高効率かつ短期間でリプログラミングされることがわかった．エピブラスト幹細胞のリプログラミングはOct4およびSox2の存在下においてクロマチンが再構成され多能性の細胞に特異的な転写因子の発現が誘導される点において，体細胞のリプログラミングの最終段階において起こる現象と類似している．実際に，Esrrb遺伝子はOct4，Sox2，Klf4による線維芽細胞のリプログラミングの過程の後期に発現が誘導され，Esrrbを欠損した線維芽細胞にリプログラミングをひき起こそうとすると，ES細胞様のコロニーが形成されるものの，リプログラミングの後期のマーカーであるDppa4あるいはNanogの発現や多くの死細胞が認められたりした．これらのことから，転写因子Esrrbはリプログラミングの最終段階において多能性に関連する遺伝子の発現の誘導に重要な役割をはたすことが示唆された．
2．EsrrbおよびLIFによりマスター転写因子Oct4，Sox2，NanogのES細胞に特有の結合パターンが確立される

　効率の低い体細胞のリプログラミングの後期に起こる現象に対し，しかも，機能欠失型の表現型から，詳細な分子機構にせまるのはむずかしい．そこで，エピブラスト幹細胞のリプログラミングにおけるEsrrbの役割を機能獲得型の表現型から解析した．ドキシサイクリンによりEsrrbの発現を誘導したところ，ほとんどの細胞において同時的に多能性に関連する遺伝子の発現，および，それらのプロモーターにおいてDNAの脱メチル化がみられた．発現の誘導から48～72時間後にかけて，グローバルな遺伝子の発現パターンはES細胞に類似し，導入されたEsrrb遺伝子に対する非依存性を獲得し，ES細胞と同様にキメラの形成を介して生殖系列を含む分化の多能性を発揮するようになった．また，このリプログラミングにはES細胞の維持に必須の増殖因子であるLIFの存在が不可欠であった．
　多能性の獲得においてEsrrbおよびマスター転写因子であるOct4，Sox2，Nanogがどのように関与するのかを調べるため，リプログラミングの過程においてこれら転写因子の結合するゲノムの領域をChIP-seq法により経時的に解析した．Esrrbの発現の誘導から8時間後にはすでにEsrrbの結合がゲノムワイドにみられ，それらは発現の誘導から72時間後までに徐々に強まった．また，Esrrbの結合する領域は着床前胚に発現する遺伝子の近傍に多く認められた．これに対し，Esrrbの発現の誘導を開始するまえからエピブラスト幹細胞においてみられるOct4，Sox2，Nanogの結合の一部はリプログラミングにともない徐々に失われ，代わりに，発現の誘導から48～72時間後にかけて新しい結合が現われる，あるいは，弱い結合が徐々に強まった．これらの新しく現われた結合領域はES細胞における結合領域と類似し，着床前胚に発現する遺伝子，および，LIFの存在下においてリプログラミングにともない発現の上昇する遺伝子の近傍に多くみられた．さらに，これらの領域にはEsrrbの結合モチーフが高頻度で存在した．これらの結果から，EsrrbおよびLIFによりOct4，Sox2，NanogのES細胞に特有の結合パターンが確立され，それが多能性に関連する遺伝子の発現およびそれらのあいだの自律的な制御ネットワークの確立に不可欠であることが示唆された．
3．Esrrbは不活性なエンハンサーと結合し活性化に必要な開いたクロマチン構造を確立する

　ほかの研究からのデータをもとにEsrrbの結合領域のクロマチンの構造を調べてみると，EsrrbはヒストンH3のLys27のアセチル化修飾やヒストンH3のLys4のモノメチル化修飾といった活性化の状態にあるエンハンサーに特徴的なヒストン修飾をもたず，DNAが高メチル化された，閉じたクロマチン構造をもつ領域と結合する傾向がみられた．また，これらの領域はES細胞においては高レベルのヒストンH3のLys27のアセチル化修飾および低レベルのDNAメチル化を示したことから，ES細胞に特異的なエンハンサーが多く含まれることが示唆された．閉じたクロマチン構造をもつ不活性なエンハンサーがEsrrbにより活性化される分子機構についてくわしく調べるため，Esrrb遺伝子，Klf4遺伝子，Klf2遺伝子，Tbx3遺伝子のエンハンサーに注目した．これらの領域はエピブラスト幹細胞においてヒストンアセチル化酵素p300や転写共役活性化因子Mediatorなどの結合が認められず，DNAは高メチル化され，ヌクレオソームによりクロマチンのアクセシビリティが制限されていた．しかし，Esrrbの発現の誘導から24時間後にはEsrrbが結合し，p300およびMediatorにくわえ，LIFシグナルを伝達する転写因子Stat3や，Esrrbにより急速に発現が誘導されるKlf4などがリクルートされた．一方，Oct4およびNanogの結合はこれよりおくれて顕著になった．DNAのメチル化は発現の誘導から24時間後には急速に低下した．クロマチンのアクセシビリティはEsrrbの結合モチーフを中心に上昇し，とくに，DNAが脱メチル化されたクロマチンにおいて顕著であった．多能性に関連する遺伝子の発現の誘導にはLIFが不可欠であったが，LIFの非存在下においてはp300のリクルートがいちじるしく低下し，Esrrbの結合は徐々に失われた．また，ノックアウトおよび阻害剤を用いた実験から，p300およびCBPが多能性に関連する遺伝子の発現の誘導に必須であることが示された．以上の結果から，EsrrbおよびLIF-Stat3シグナルの活性化によりリクルートされたp300およびそのほかのクロマチン修飾タンパク質のはたらきにより開いたクロマチン構造が確立されることが，マスター転写因子であるOct4，Sox2，NanogのES細胞に特異的なエンハンサーへのリクルートに必須であることが示唆された．
　Esrrbが閉じたクロマチン構造をもつ領域に直接的に結合するかどうかを調べるため，ミクロコッカスヌクレアーゼおよびエキソヌクレアーゼIIIによりモノヌクレオソームからなるクロマチンを調製してクロマチン免疫沈降法により解析したところ，ES細胞に特異的なエンハンサーのいくつかにおいてEsrrbの結合がみられた．また，Esrrbと結合したDNAをクロマチン免疫沈降法により回収しDNAのメチル化について解析したところ，沈降するまえのDNAと同じ程度のDNAメチル化がみられた．これらの結果から，Esrrbがヌクレオソームおよびメチル化DNAを含む不活性なエンハンサーに直接的に結合することが示された．
4．DNAメチル化酵素の欠損によるゲノムDNAの低メチル化はLIFによるリプログラミングを可能にする

　リプログラミングにおけるDNAメチル化の影響を調べるため，維持型DNAメチル化酵素であるDnmt1を欠損したエピブラスト幹細胞を作製したところ，LIFの存在下においてES細胞様の多能性の幹細胞に容易にリプログラミングされることがわかった．LIFを添加したのちすみやかに，ES細胞に特異的なエンハンサーにおける多能性の細胞に特異的な転写因子およびp300のリクルート，クロマチンのアクセシビリティの上昇，多能性に関連する遺伝子の発現の誘導およびエピブラスト幹細胞に特異的な遺伝子の発現の抑制がみられた．これらのことから，DNAの脱メチル化がエンハンサーの活性化の律速であり，ヌクレオソームのダイナミクスを増加させて転写因子の結合の安定化にはたらくことが示唆された．
おわりに

　この研究において，転写因子Esrrbはリプログラミングの最終段階において，閉じたクロマチン構造をもつ不活性なエンハンサーと結合し，DNAの脱メチル化およびクロマチン修飾タンパク質のリクルートを介してヌクレオソームを不安定化させ，最終的に，マスター転写因子であるOct4，Sox2，Nanogのリクルートを促進することが示唆された（図1）．この点において，EsrrbはOct4，Sox2，Nanogのパイオニア転写因子として機能するといえる．転写因子の結合にはじまる一連のクロマチンの再構成が，迅速に，また，ある程度まで決定論的に起こりうることは明らかにされたが，Esrrbを含む多能性の細胞に特異的な転写因子について，体細胞のリプログラミングの初期におけるパイオニア転写因子としての機能は限定的であり2)，ES細胞に特異的なエンハンサーの活性化においては，まず体細胞において活性化の状態にある開いたクロマチン構造を閉じたクロマチン構造に変換する必要がありそうである4)．通常の細胞の分化の過程においても，マスター転写因子のパイオニア転写因子としての機能が限定的であるがゆえに，細胞の系譜を反映した局所的なクロマチンの再構成が起こるものと思われる．今後，実験技術および解析手法の進歩にともない，複雑なリプログラミングの過程が予測の可能な事象の連続として記述されるようになると期待される．
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〈図説明〉

図1　リプログラミングの最終段階における転写因子Esrrbによるエンハンサーの活性化のモデル

Esrrbはリプログラミングの最終段階において多能性に関連する遺伝子の発現の誘導に重要な役割をはたす．Esrrbは不活性なエンハンサーと結合し開いたクロマチン構造を確立することによりマスター転写因子であるOct4，Sox2，Nanogのリクルートを促進するパイオニア転写因子としてはたらく．増殖因子LIFはヒストンアセチル化酵素p300のリクルートに必須であり，p300およびDNAの脱メチル化はヌクレオソームのダイナミクスを増加させて転写因子の結合の安定化にはたらく．
