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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

 研究開発代表者による報告の場合 
 

 ChIP-Seq 技術は、免疫沈降した DNA のシークエンス反応を行い、ゲノム上にはり付いたタグ数

をカウントすることでヒストン修飾量や転写因子結合量を判定する方法である。本年度は、昨年

度に引き続き以下の検証実験と応用実験を進め、基本技術として完成させた。マウス初代 B リン

パ球から形質細胞の分化を効率良く誘導する系（既に樹立済み）を用いて、Irf4 の定量的結合部位

マップを完成させた。同系を用いて、ヒストン H3 K4me3, H3 K9me3, H3K27Ac の定量的結合部位

マップを完成させた。新たに機能を証明しつつある新規クロマチン因子について、結合マップを

作成した。 
 上記実験で得られる情報を有効に活用してドライバーエピゲノム領域を特定するために、

bisulfite-シークエンス法を用いてマウス成熟 B 細胞および形質細胞のメチル化 DNA 領域を比較で

きるデータセットを得た。そこでこのデータセットの情報科学解析を進めた。特に Irf4 結合部位

とヒストン修飾の関係について新たな知見を得た。 
 これらデータセットを統合解析することで B リンパ球から形質細胞へ至る過程でのクロマチン

動態と分化制御に密接に関わるドライバーエピゲノム領域の特定を進めた。この領域は Irf4 や

Bach2 が作用するスパーエンハンサーやスーパーサイレンサーである可能性を念頭にデータを調

べた。さらに、新規クロマチン因子によるヘテロクロマチン化の標的である可能性も検討し、こ

の仮説を支持する結果を得た。 
 24 年度の解析により、形質細胞分化と共に代謝酵素 X の発現が強く誘導されることを見いだし

た。さらに前年度の B1-8Hi 細胞を用いたノックダウン実験で、同酵素が形質細胞分化に重要であ

ることを示す結果も得ている。本酵素が形質細胞分化に伴い誘導されることは、形質細胞分化時

のエピゲノム大規模改変への関与が考えられる。そこで、本酵素と核内で相互作用するタンパク

質のネットワークを質量分析などにより調べた。同酵素が、B 細胞や形質細胞で重要とされる転

写因子群に加え、クロマチンリモデリング因子、ヒストン修飾因子、核膜因子、輸送因子などと

相互作用することを見いだした。 
 試験管内高効率形質細胞分化誘導系を用いて、B リンパ球と形質細胞の核タンパク質のプロフ

ァイリングを進めて来た。この中から機能不明でありクロマチン機能が想定されるものについて、

ノックダウン実験等を進め、機能を検討した。詳細な機能解析は今後の課題となった。 
 まこれまでにヘテロクロマチン形成に関わることが予想される新規クロマチン因子の発現が形

質細胞分化とともに強く誘導されることを見いだし、しかもこれは Bach2 および Irf4 の直接標的

であることも ChIP-Seq 実験等により証明した。そこで同遺伝子の B リンパ球特異的ノックアウト

マウスを作成し、形質細胞分化が障害されることを見いだした。このノックアウト細胞の遺伝子

発現プロファイリングを実施し、B リンパ球において他の血液細胞に特異的とされる遺伝子群の

発現が上昇することを見いだした。Bach2 や IRF4 はこのクロマチン因子の発現を調節することで、

形質細胞分化を促進するとともに、他系列の特性をサイレンシングするという機能を有すること

が考えられる。 
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 We modified the ChIP-Seq method so that more accurate and reproducible results can be obtained. 
Using this modified method, we carried out mapping of Irf4 binding sites during the course of plasma cell 
differentiation using the B1-8Hi cell system, with which we could induce plasma cell differentiation in vitro 
at extremely high efficiency compared with previous cell systems. We also mapped using this cell system 
distribution of histone modifications including H3K27Ac and H3K9Me3. We also tried to map binding sites 
of new chromatin factor we identified previously as a target of IRF4 and Bach2. To identify the so called 
driver epigenome regions, we further carried out bisulfite reaction-mediated DNA sequencing of DNA 
methylation. By integrating these data sets, we identified several driver epigenome regions which appear to 
be regulated by Irf4 and/or Bach2 during the course of plasma cell differentiation. We think two of the 
important findings is that Irf4 and Bach2 counteract each other at the level of histone modification on many 
of these chromatin regions, and that the new chromatin factor appears to regulate higher order structure of 
these chromatin regions. 
 During the course of this project, we found that an enzyme for the synthesis of epigenetic metabolite 
is highly induced during the differentiation of plasma cell differentiation. This enzyme was found virtually 
essential for plasma cell differentiation by its knockdown in the B1-8Hi cell system. This enzyme may 
facilitate global changes in the epigenomic status upon plasma cell differentiation. To further investigate 
this possibility, we purified this enzyme from primary B cells and cultured plasma cells, and identified 
interacting proteins using mass spectrometry analysis. Chromatin related proteins such as histone modifiers, 
readers, and writers, as well as proteins interacting with nuclear membrane and transporters were found as 
putative interacting proteins of this enzyme. In parallel, we also compared nuclear proteins in B cells and 
plasma cells using quantitative mass spectrometry. Several factors which were found in the both analyses 
were further characterized in terms of plasma cell differentiation using knockdown in primary B cells. 
Further analyses will be carried out in the near future. 
 Another interesting chromatin-related factor was also analyzed. This factor was direct downstream 
of both Bach2 and Irf4 according to the above ChIP-Seq analyses. Its expression was strongly induced 
during the course of plasma cell differentiation from B cells in vitro. To understand its function, we 
generated B cell-specific knockout using several lines of B cell-specific Cre line. The results clearly showed 
that this factor is essential for plasma cell differentiation. Critical plasma cell genes were not induced in the 
absence of this factor. Importantly, genes which are important for other hematopoietic lineages were 
de-repressed in the absence of this factor, suggesting that this factor regulates gene expression pattern by 
silencing B and other lineage-related genes in plasma cells.  
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