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研究成果の概要（和文）：制御性T細胞(Treg)は免疫寛容に重要なT細胞であり、その安定性はマスター遺伝子で
あるFoxp3のDNA脱メチル化が関与すると報告されたが、未だその制御機構には不明な点が多い。本研究では、
DNA脱メチル化酵素であるTet2/3がT細胞およびTregにおいてDNA脱メチル化を制御することでその分化や安定
性、機能に重要な役割を担うことを明らかとした。さらに、人工的にFoxp3遺伝子の部位特異的DNA脱メチル化を
誘導することに成功した。

研究成果の概要（英文）：Regulatory T cells (Tregs) play a pivotal role in regulating immune 
responses and maintaining immunological tolerance. Although DNA demethylation has been proposed to 
be essential for the stable expression of Foxp3, a master regulator of Treg, actual contribution of 
DNA demethylating enzymes (Tet family proteins) in Treg stability and function remain to be 
elucidated. In this study, we analyzed T cell- or Treg-specific Tet2/3-deficient mice and found that
 Tet2/3 play important roles in the differentiation, stability and function of T cells and Tregs 
through regulating DNA demethylation. Furthermore, we have successfully induced region-specific 
demethylation in Foxp3 gene locus.

研究分野： 免疫学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 制御性 T細胞(Treg)は免疫寛容に重要な
ヘルパーT 細胞のサブセットであり、近年、
自己免疫疾患等の新規治療法として、体外で
増殖させた誘導性 Treg (iTreg)を投与する
Treg 導入療法が試みられている。しかし、
iTreg は胸腺由来 Treg (nTreg)と比べてマス
ター遺伝子であるFoxp3の発現が不安定であ
るため、安定化 Treg 誘導方法の確立は重要
かつ緊急な課題である。近年、Treg の分化状
態の安定性は Foxp3 の発現自体ではなく、
Foxp3遺伝子の TSDR (Treg 特異的脱メチル化
領域)の DNA 脱メチル化というエピジェネテ
ィックな制御を受けていることが報告され
た。さらに、iTreg は nTreg とは異なるエピ
ゲノム状態を呈することが報告されている。
この差異がFoxp3の安定性に関与すると考え
られているが、未だそのエピジェネティック
制御機構には不明な点が多い。 
 
(2) Tet (Ten-eleven translocation)ファミ
リータンパク質(Tet1, Tet2, Tet3)は DNA 脱
メチル化に関与することが報告されている。
これまで、Tet2 および Tet3 が胸腺 Foxp3+ 
Tregに高発現すること、Tet1および2がTSDR
に結合することが報告されているが、Tet の
TSDR 脱メチル化における機能、つまり Treg
の安定化への役割は明らかとなっていない。 
 
２．研究の目的 
(1) Tet ファミリー蛋白の T細胞および Treg
特異的欠損マウスを作製し、これらマウスの
解析により T 細胞および Treg における Tet
の機能を解明し、エピジェネティック制御機
構を明らかとする。 
 
(2) TSDR 特異的に DNA脱メチル化を誘導する
ことで iTreg の安定化を試みる。さらにこれ
を用いて、新規免疫疾患治療法の開発に向け
た基盤研究をすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) Tet 欠損マウスの作製と表現型の解析 
①T細胞およびTregにおけるTetの機能を解
析するため、Tet2f/f、Tet3f/fマウスと Cd4-Cre
（T 細胞特異的）、Foxp3-Cre マウス（Treg 特
異的）を交配し、T細胞または Treg 特異的な
Tet2, Tet3 両欠損マウスを作製した。 
②Treg の発生/誘導および機能における Tet
の関与の検討するため、野生型マウス(WT)、
T 細 胞 特 異 的 Tet2/3 両 欠 損 マ ウ ス
(CD4CreDKO)、および Treg 特異的 Tet2/3 両
欠損マウス(Foxp3CreDKO)の胸腺、脾臓、リ
ンパ節を採取し、胸腺由来の nTreg の割合を
フローサイトメトリーにて測定した。また、
末梢二次リンパ組織より未分化なナイーブ
CD4+ T 細胞をセルソーターにて分離し、TGF-
β存在下で培養することで iTreg を誘導し、
iTregの誘導におけるTetの関与を検討した。 
③免疫疾患病態におけるTetの役割を明らか

とするため、CD4CreDKO マウス、および
Foxp3CreDKO マウスを長期間飼育し、自己免
疫疾患や炎症性疾患を自然発症するか観察
した。また、これらのマウスを用いて自己免
疫疾患および炎症性疾患を誘導し、病態モデ
ルにおける Tet の役割を検討した。 
 
(2) Tet 欠損マウスを用いた Treg における
Tet の機能解析 
①Treg のエピジェネティクス制御における
Tet の関与を検討するため、WT マウスおよび
Foxp3CreDKO マウスから分離した nTreg、お
よびナイーブ CD4+ T 細胞より誘導した iTreg
より DNA を精製し、TSDR における DNA メチル
化状態を LC/MS/MS および Bisulfite-seq に
より解析した。 
②Tregの安定性に対するTetの関与を検討す
るため、WT マウスおよび Foxp3CreDKO マウス
から分離した nTreg、およびナイーブ CD4+ T
細胞より誘導した iTreg を in vitro で培養
することによりFoxp3の発現安定性を比較し
た。また、Foxp3 発現消失は特に炎症状態や
リンパ球減少状態において確認されるため、
WTマウスおよびFoxp3CreDKOマウスから分離
したnTregを単独、もしくはcongenic WT Treg 
(CD45.1+)と共に T 細胞が欠損した Rag2-/-マ
ウスもしくは CD3ε-/-マウスに移入し、数週
間後ホストマウスより各組織を摘出し、WT 由
来、KO 由来 Treg の Foxp3 発現を解析し、そ
れぞれFoxp3の発現が維持されているかどう
かを検討した。 
③Tregの機能におけるTetの役割を解析する
ために、WT および Foxp3CreDKO マウスから分
離した nTreg をエフェクターT 細胞と in 
vitro において共培養し、エフェクターT 細
胞の増殖／分裂抑制機能を比較した。また、
in vivo における Treg 機能の評価として、炎
症性腸疾患モデルを用いた。T 細胞が欠損し
た Rag2-/-マウスに WT エフェクターT 細胞
（CD45Rbhi）を移入することで腸炎を誘導で
きるが、本モデルに WT および Foxp3CreDKO
マウスより分離したnTregを共移入すること
で腸炎の抑制効果を比較した。 
 
(3) TSDR 特異的人工脱メチル化酵素の作製 
 近年 TALE 法や CRISPR/Cas9 システムを用
いた遺伝子改変技術が注目されている。いず
れも遺伝子配列を特異的に認識することを
特徴としているが、これらを応用し、TSDR 特
異的に DNA 脱メチル化を誘導することで
iTreg の安定化を試みた。さらに、誘導した
安定化 iTreg の機能解析を行った。 
①CRISPR/Cas9システムを用いたCRISPR-Tet
の作製を行った。ヌクレアーゼ活性を欠失さ
せた変異型 Cas9 は crRNA 構造を模倣したガ
イド RNA（gRNA）依存的に DNA に安定に結合
することが知られている。このような変異
Cas9(dCas9)と DNA 脱メチル化酵素の融合タ
ンパクおよび gRNA を発現するベクターを作
製、セルラインに導入し、TSDR の脱メチル化



を確認した。 
②CRISPR-Tet を用いた安定化 Treg の作製 
 dCas9-Tet およびガイド RNA を発現するベ
クターを iTreg を誘導時に導入し、TSDR のメ
チル化状態および安定性の解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) T 細胞特異的 Tet2/3 両欠損マウス
(CD4CreDKO)の作製、解析を行ったところ、
DKO マウスは早期（生後 75 日前後）に死亡す
ることがわかった。この CD4CreDKO マウスは
T 細胞の活性化を伴う二次リンパ節腫大を引
き起こし、さらに抗体産生に関与する濾胞 B
細胞の増加および抗体産生亢進が認められ
た。さらに、本マウスは肺、肝臓、腎臓、大
腸等に炎症細胞浸潤を認め、全身性に炎症を
きたすことが明らかとなった。 
  
(2) Treg 特異的 Tet2/3 両欠損マウス
(Foxp3CreDKO)の作製、解析を行ったところ、
Foxp3CreDKO マウスは CD4CreDKO マウスと比
べると長寿だが、平均して生後 150 日程度で
死亡することがわかった。Foxp3CreDKO マウ
スも高齢(５カ月齢以上)になると CD4CreDKO
マウスと同様にT細胞の活性化を伴う二次リ
ンパ節腫大を引き起こし、濾胞 B細胞の増加
および抗体産生亢進が認められた。また、
Foxp3CreDKOマウスから単離したTregを解析
したところ、WT Treg に比して Tet2/3 欠損
Treg は TSDR の部分的メチル化、および脱メ
チル化の指標である5hmCの減少が認められ、
TregにおいてTet2/3がTSDRの脱メチル化に
関与することが明らかとなった。 
 WTマウスおよびFoxp3CreDKOマウスの胸腺、
脾臓、リンパ節を採取し、胸腺由来の nTreg
の割合を測定したところ、WT と Foxp3CreDKO
マウスでは有意な差はみとめられず、nTreg
の発生にTetは関与しないことが明らかとな
った。また、in vitro における iTreg の誘導
においてもTetは関与しないことが明らかと
なった。しかし、Foxp3CreDKO マウスから単
離した Treg は、WT Treg に比して脱メチル化
の指標である 5hmC の減少、および TSDR の部
分的メチル化が認められ、Treg において
Tet2/3 が TSDR の脱メチル化に関与すること
が明らかとなった。 
 次に Tet2/3 欠損 Treg 安定性を検討したと
ころ、in vitro においては WT Treg と Tet2/3
欠損 Treg で差は認められなかった。しかし
ながら、Rag2-/-マウスもしくは CD3ε-/-マウ
スといったリンパ球減少性のマウスに Treg
を移入したところ、Tet2/3 欠損 Treg は WT 
Treg に比して著しくその Foxp3 発現を失い、
不安定化していることが明らかとなった。 
 続いて Tet2/3 欠損 Treg の抑制機能の評価
を行った。in vitro におけるエフェクターT
細胞の分裂／増殖抑制能は WT Treg と TET2/3
欠損 Treg で差異は認められなかった。しか
しながら、in vivo での炎症性腸疾患モデル
マウスにおいては、WT Treg の移入により病

態が抑制されたのに対し、Tet2/3 欠損 Treg
では病態を抑制することができず、Tet2/3 は
Treg の抑制機能発現に重要であることが示
唆された。 
 
(3) TSDR 特異的人工脱メチル化酵素の作製 
 CRISPR/dCas9 シ ス テ ム を 用 い た
CRISPR-Tet 発現ベクターの作製を試みた。 
 

 
Tet1の酵素活性部位およびdCas9を発現する
ベクターと、Foxp3 の CNS2 領域をターゲット
とするガイドRNAを発現するベクターをそれ
ぞれ作製し、iTreg 誘導時に導入した（図１）。
CRISPR-Tet導入iTregのDNAメチル化状態を
解析したところ、Foxp3 遺伝子 CNS2 領域の部
分的脱メチル化を誘導することができた（図
２）。 
 

 
 以上の結果から、Tet2/3 は T 細胞および
Treg において、DNA 脱メチル化というエピジ
ェネティック制御を行うことでその分化や
機能に重要な働きをすることが明らかとな
った。 
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