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〈要 約〉

　鎌状赤血球症やβサラセミアは成人型βグロビン遺伝子の変異により発症するが，出生ののち早期に発現の抑制される胎児型βグロビンをふたたび発現させることにより症状の改善が期待される．胎児型βグロビン遺伝子の発現の抑制機構はいまだ明らかにされておらず，これまで報告されてきた胎児型βグロビン抑制タンパク質を不活性化させても抑制機構は完全には解除されなかった．筆者らは，転写因子LRFが胎児型βグロビンの抑制タンパク質のひとつであることを見い出した．LRFは胎児型βグロビン遺伝子と直接的に結合することにより近傍のクロマチン構造を凝集させ転写を抑制していることが示唆された．さらに，転写因子LRFおよび転写因子BCL11Aをともに欠損させることにより，胎児型βグロビン遺伝子の発現の抑制機構はほぼ完全に解除された．これらの成果は，今後，鎌状赤血球症やβサラセミアなどの治療につながることが期待される．
はじめに

　ヘモグロビンは2つのαグロビンと2つのβグロビンからなる四量体である．ヒトやマウスのグロビン遺伝子には複数の型があり，それぞれの型は発生の時期に特異的に発現する．たとえば，ヒトのβグロビンには胚型，胎児型，成人型があり，胎児期に発現する胎児型グロビンは出生ののち数カ月で発現がほぼ消失し，それと同時に，成人型グロビンの発現が誘導される．このダイナミックな変化はグロビンスイッチングとよばれている．
　鎌状赤血球症は成人型βグロビン遺伝子の1塩基変異によりアミノ酸置換が起こり発症する．変異をもつ成人型βグロビンを含むヘモグロビンは多量体を形成し，赤血球の形状が鎌状となる．造血幹細胞の移植のほか根治的な治療法はなく，感染症，貧血，赤血球の可塑性の増加による血管内塞栓，慢性輸血による臓器障害により早期の死亡をきたす．今後40年間でアフリカやインドを中心とした患者数の爆発的な増加がみこまれており，安価な新規の治療法や出生前診断による予防が急務である1)．一方，患者が胎児型βグロビン遺伝子のプロモーター領域に特異的な遺伝子変異をもつ場合，胎児型ヘモグロビンの軽度の上昇をきたし，鎌状赤血球症の症状は軽微になることが知られている2)．また，臨床的にDNAメチル化酵素阻害剤やハイドレキシウレアの投与により患者の血中の胎児型ヘモグロビンを数％増加させるだけで症状に改善がみられる．したがって，患者の血中の胎児型ヘモグロビンを効率よくかつ安全に増加させる薬剤が開発できれば予後は劇的に改善される．これまで，転写因子BCL11AがNuRD複合体を形成し胎児型グロビンの発現を抑制することが報告されているものの3,4)，BCL11Aを欠損させても胎児型グロビンの発現の抑制機構は完全には解除されなかった．成人期における胎児型グロビンの発現の抑制機構を明らかにすることは，鎌状赤血球症など成人型βグロビン遺伝子の変異に起因する疾患の治療につながるものと期待される．
　LRFは悪性リンパ腫の組織において高発現し，がん抑制遺伝子であるp19ARF遺伝子の発現を直接的に抑制する転写因子として報告された5)．また，正常な造血においてリンパ球系前駆細胞からB細胞あるいはT細胞への分化の分岐を制御するだけでなく6)，LRFのコンディショナルノックアウトマウスにおいては赤血球の分化の成熟期においてクロマチン構造の凝縮が不十分であり細胞はアポトーシスにむかう7)．これまでの研究により，LRFが造血幹細胞の維持，血球の最終分化，がん化に深く関与することは明らかであったが，その詳細な分子機構には不明な点が多かった．
1．マウスにおいてLRFを欠損させると胚型βグロビンの発現量が増加する

　マウスではヒトと異なり胎児型ヘモグロビンは存在せず，Hbb-yおよびHbb-bh1の2つの胚型βグロビンが認められる．Hbb-bh1は初期胚でのみ発現し，ヒトの胎児型βグロビンのオルソログにあたる．LRFノックアウトマウスの赤芽球を用いてRNA-Seq法により遺伝子発現について調べたところ，野生型の赤芽球に比べHbb-bh1の発現量が劇的に増加していた．また，LRFノックアウトマウスの末梢血から，本来は成体のマウスからは検出されない胚型βグロビンが検出されたことから，LRFの欠損により転写されたHbb-bh1をコードするmRNAからタンパク質が翻訳されていることが示唆された．
2．ヒトの赤芽球においてLRFを欠損させると胎児型βグロビンの発現量が増加する

　LRFの不活性化がヒトの胎児型βグロビンの発現を誘導するかどうか，ヒトのβグロビン遺伝子クラスターをゲノムに導入したヒト化マウスモデル8) を用いて検証したところ，in vivoにおいて，マウスのLRFの不活性化によりヒトの胎児型βグロビンの発現量が増加した．さらに，ヒトのCD34陽性の造血幹細胞からex vivoにおいて樹立された赤芽球においても，LRFをノックダウンすることにより胎児型βグロビンの発現量が顕著に増加した．総ヘモグロビン量に対する胎児型ヘモグロビンのしめる割合は，LRFをノックダウンするまえは約10％であったのに対し，ノックダウンののちには約60％まで増加した．
　健常な成人においては胎児型ヘモグロビンのしめる割合は2％以下であるのに対し，CD34陽性の造血幹細胞に由来する赤芽球はLRFが存在しても胎児型ヘモグロビンを比較的高いレベルで発現しており，必ずしも適切な実験系とはいえなかった．また，LRFのノックダウンにより胎児型ヘモグロビンの量が増加したのは，胎児型βグロビンの発現の抑制機構が細胞自律性に解除されたからではなく，LRFのノックダウンにより胎児型ヘモグロビンを高発現した一部の細胞が選択的に増加した可能性も否定できなかった．そこで，胎児型ヘモグロビンをほぼ発現していないヒトの赤芽球細胞株HUDEP-2細胞9) を用いた．CRISPR/Cas9法を用いたゲノム編集によりLRFを欠損させ，欠損の前後で遺伝子発現パターンを網羅的に比較した結果，これまでに得られた結果と同様に，LRFを欠損させることにより胎児型βグロビンの発現量が劇的に増加した．このことから，LRFは胎児型βグロビン遺伝子の発現の抑制に直接に関与することが強く示唆された．
3．LRFは胎児型βグロビン遺伝子に結合する

　LRFによる胎児型βグロビン遺伝子の発現の抑制機構について調べるため，ChIP-Seq法によりLRFのDNA結合部位を網羅的に調べた．その結果，LRFが胎児型βグロビン遺伝子およびその近傍に結合することが見い出された．これまで，BCL11Aをはじめ，いくつかの転写因子やDNA結合タンパク質が胎児型グロビンの発現の抑制に関与することが報告されてきたが4,10)，LRFが胎児型βグロビン遺伝子に直接的に結合する抑制タンパク質として同定された．
4．LRFは胎児型βグロビン遺伝子の近傍のクロマチン構造を凝集させる

　ATAC-Seq法により転写活性の高いクロマチン構造の開いた領域を同定した．その結果，LRFの存在のもとでは胎児型βグロビン遺伝子の近傍のクロマチン構造は凝集していたのに対し，LRFを欠損した細胞においてクロマチン構造は開いていた（図1）．このことから，LRFは胎児型βグロビン遺伝子の近傍の局所的なクロマチン構造の凝集，さらには，胎児型βグロビン遺伝子の転写の抑制に不可欠であると考えられた．
5．LRFはNuRD複合体と相互作用する

　遺伝子の発現のオンオフにはタンパク質複合体が関与している場合が多い．そこで，酵母ツーハイブリッド法によりLRFと直接に相互作用するタンパク質を同定した．同定されたタンパク質のうち，その機能および赤芽球における発現量からNuRD複合体を構成するタンパク質に着目した．NuRD複合体はBCL11Aと相互作用することにより胎児型βグロビン遺伝子の発現を抑制することが示唆されていた3,4)．ヒトの赤芽球を用いてLRFとこれらのタンパク質との相互作用を個別に調べたところ，LRFはNuRD複合体の構成タンパク質であるGATAD2BおよびMTA2，さらに，HDAC1およびHDAC2と相互作用した．また，LRFと結合したNuRD複合体とBCL11Aは相互作用しなかった．このことから，LRFおよびBCL11AはNuRD複合体とそれぞれ独立した複合体を形成することが示された．
6．LRFおよびBCL11Aはそれぞれ独自の機構により胎児型βグロビンの発現を抑制する

　LRFあるいはBCL11Aを単独で欠損させたところ，胎児型βグロビンの発現量はβグロビン全体の70％まで増加した．もしLRFとBCL11Aが同一の経路において胎児型βグロビン遺伝子の発現を抑制しているとしたら，胎児型βグロビンの発現量はLRFとBCL11Aの両方を欠損させてもどちらか一方のみを欠損させたときと変わらないはずである．しかしながら，LRFおよびBCL11Aを欠損させると胎児型βグロビンの発現量はβグロビン全体の約100％に達した．このことから，LRFおよびBCL11Aは独立して胎児型βグロビン遺伝子の発現を抑制しており，なおかつ，胎児型βグロビン遺伝子の発現の抑制機構はLRFを介した経路およびBCL11Aを介した経路によりほぼ完全に制御されていることが明らかにされた．
おわりに

　これまで，さまざまなタンパク質が胎児型βグロビン遺伝子の発現の抑制に関与していることが報告されてきた4,10)．しかし，それらのタンパク質の機能を不活性化しても胎児型βグロビン遺伝子の発現の抑制機構は完全には解除されなかった．今回の研究において，転写因子LRFが胎児型βグロビン遺伝子の新しい抑制タンパク質であることが見い出された．一方，LRFによる転写の抑制機構の一端が明らかにされたものの，LRFの形成する胎児型βグロビンの抑制複合体の構成タンパク質や，抑制の解除ののち胎児型βグロビン遺伝子の転写を活性化するタンパク質など，まだまだ不明な点も多い．また，LRFのコンディショナルノックアウトマウスにおいては赤血球の最終分化が不完全となり貧血症状を示す7)．ヒトのCD34陽性の造血幹細胞を用いたex vivoにおける赤血球の分化においても，LRFをノックダウンするとマウスほどではないが分化に遅延が生じた．このことから，LRFの機能の単純な阻害は鎌状赤血球症において貧血の症状を悪化させる可能性が高く，治療の標的としてLRFの機能をいかに特異的に阻害するかが今後の課題である．
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〈図説明〉

図1　クロマチン構造の凝集による胎児型βグロビン遺伝子の発現の制御
（a）転写因子LRFが存在すると，クロマチン構造は凝集し転写因子がアクセスできない．

（b）転写因子LRFが存在しないと，クロマチン構造は開いて転写因子がアクセスできる．
