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研究成果の概要（和文）：グルタミン代謝のT細胞運命決定機構における役割を、 Th2細胞分化誘導および老化T
細胞形質獲得の観点から解析した。グルタミン代謝産物であるα-ケトグルタル酸（α-KG）はTh2細胞分化誘導
およびT細胞老化形質の獲得に重要であることがわかった。そのメカニズムとして、α-KGはヒストン脱メチル化
酵素 Utx の補酵素として機能し、抑制性ヒストンであるヒストン H3K27トリメチル化の脱メチル化を促進する
ことで、Th2 サイトカイン産生や老化 T 細胞の炎症性サイトカイン産生を制御していることが明らかになっ
た。

研究成果の概要（英文）：We assessed the role of glutamine metabolism in the fate determination of 
activated T cells in this study. The deprivation of glutamine from culture medium or the 
pharmacological inhibition of glutamine metabolism suppressed Th2 differentiation and the induction 
of T cell senescent phenotype in vitro. The administration of alpha-ketoglutarate (α-KG) in 
cultures under glutamine-deprived conditions restored Th2 differentiation and induced T cell 
senescent phenotype indicating thatα-KG derived from glutamine is required for Th2 differentiation 
and induction of T cell senescent phenotype. Furthermore, we found that α-KG-dependent 
demethylation of the Th2 cytokine gene loci by the H3K27 demethylase Utx is required for the 
efficient Th2 differentiation. Alpha-KG-dependent histone H3K27 demethylation is also involved in 
the induction of senescence. These findings reveal the novel role of glutamine metabolism in 
regulating Th2 differentiation and induction of T cell senescent phenotype.

研究分野：免疫学
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１．研究開始当初の背景 
	 T 細胞は、外来抗原排除のための正の免疫
応答を促進するエフェクター T 細胞 (Teff) 
と、外来抗原や自己抗原に対する Teff の過
剰反応を抑制する負の免疫応答を担う制御
性 T 細胞 (Treg) に大別される。また、外来
抗原排除後、T 細胞の一部は抗原特異的に獲
得した機能を維持しメモリー T 細胞 (Tm) 
として生体内において保持され、再びの抗原
侵入に対して迅速に免疫応答を誘導する。こ
れらの機能分化した T 細胞 (Teff、Treg、
Tm) は相互にバランスを保ちながら免疫恒
常性を維持している。T 細胞分化には T 細
胞抗原認識受容体とサイトカイン受容体か
らのシグナルで誘導される、クロマチンリモ
デリングを介した協調的かつ網羅的な遺伝
子発現の変動（転写リプログラミング）が必
須である。転写リプログラミングにおいて消
費される膨大なエネルギーは、細胞内代謝経
路のリプログラミング（代謝リプログラミン
グ）により賄われている。よって、代謝リプ
ログラミングと転写リプログラミングの双
方は T 細胞分化に重要である。しかしなが
ら、T 細胞における転写リプログラミングの
研究は進んでいるのに対し、代謝リプログラ
ミングの分子機構を解明するための研究は
あまり注目されていなかった。そこで本申請
研究では、T 細胞運命決定機構のおけるグル
タミン代謝の役割解析のための研究計画を
立案した。 
 
２．研究の目的 
	 グルタミンおよびその代謝産物は ATP 産
生、脂肪酸合成、コレステロール合成などに
利用され、T 細胞の活性化や増殖ににおいて
必須の役割を担う。しかしながら、抗原刺激
を受けた T 細胞の機能変化や運命決定にお
けるグルタミンとその代謝産物の役割につ
いては研究が進んでいない。そこで本研究申
請では、グルタミンとその代謝産物のヘルパ
ー T 細胞分化、メモリー T 細胞分化、T 細
胞老化における役割を解析し、抗原刺激後の
グルタミン代謝亢進による、活性化 T 細胞
内エネルギー代謝状態の統合的制御機構を
解明する。最終的には、T 細胞運命決定のグ
ルタミンによる制御機構の全体像を明らか
にし、その制御方法を提唱することを目的に
研究を行う 
 
３．研究の方法 
	 Th2	細胞における細胞内エネルギー代謝
状態を解析するために、IL-4	有り	(Th2	細
胞)、無し	(Thn	細胞)	でナイーブ	CD4	T	細
胞を刺激培養し、48	hr	後にメタボリックプ
ロファイリング（HMT	に受託）を行なった。
また、主要抑制因子	Menin	欠損活性化	T	細
胞	(老化	T	細胞モデル)のメタボリックプ
ロファイリングも実施した。	
	 グルタミン低濃度培地（グルタミン濃度：
0.05	mM、血清中のグルタミンに由来）を用

いてナイーブ	CD4	T	細胞の	Th2	細胞分化を
行なった。分化誘導	5	日目に、抗原再刺激
し細胞内サイトカイン染色法および	ELISA	
法により	Th2	細胞分化におけるグルタミン
の役割を解析した。また、グルタミン代謝産
物である	α-ケトグルタル酸(α-KG)の細胞
膜透過型ジメチルα-KG	を用いて、Th2	細胞
分化におけるα-KG	の役割を検討した。	
	 Th2	細胞分化誘導におけるグルタミン代
謝の関与を明らかにするために、これまでに
報告されているグルタミン代謝阻害剤
（L-DON、BPTES、CB-839、AOA）による	Th2	細
胞分化抑制を検討した。さらに、グルタミン
をグルタミン酸に代謝する酵素	Gls	を欠失
したナイーブ	CD4	T	細胞の	Th2	細胞分化お
よび	Th2	サイトカイン産生を検討し、Gls	
の関与を評価した。	
	 Alpha-KG	はヒストン	H3K27	トリメチル
化の脱メチル化酵素	Utx	の	Th2	細胞分化
における役割を検討するために、T	細胞特異
的	Utx	欠損マウスを作製した。Th2	細胞分
化誘導のα-KG-Utx	依存性を検討した。	
	 老化	T	細胞分化におけるグルタミン代謝
の役割を解析した。老化	T	細胞の細胞内エ
ネルギー代謝変化を解析するために、Menin	
欠損活性化	T	細胞	(老化	T	細胞モデル)の
メタボリックプロファイリングを行なった。
ついで、グルタミン低濃度培地、ジメチル
α-KG、Utx	欠損	T	細胞、Menin-Utx	二重欠
損	T	細胞を用いて、老化	T	細胞形質獲得に
おけるグルタミン代謝の役割を解析した。	
	
４．研究成果	
（１）IL-4	は	Gln-αKG	経路を介して	Th2	

細胞分化を制御する	

	 ナイーブ	CD4	T	細胞内グルタミン酸濃度
は完全培養培地中のグルタミンに依存して、
T	細胞抗原認識受容体	(TCR)	刺激	24	時間
後に最大値（5.7	nmol/106	cells）を示した。
また、メタボリックプロファイリングを実施
したところ、Th2 細胞分化を誘導する	IL-4	
によって細胞内グルタミン酸濃度が低下し、
α-KG が増加傾向にあった。また、citrate、
cis-aconitate、isocitrate	濃度は変化せず、
succinate、fumalate、malat	濃度が上昇し
ていた（Succinate、fumalate、malate	は
α-KG に続く代謝中間体である）。さらに、
α-KG の 代 謝 副 産 物 で あ る	
2-hydroxyglutarate	の増加も認めた。また、
細胞外フラックスアナライザーを用いた解
析から、IL-4	刺激により酸化的リン酸化の
活性が上昇することが分かった。これらの結
果は、IL-4	依存的にグルタミン代謝が促進
することを示唆するものであった。	
	 次に、Th2	細胞分化におけるグルタミン代
謝の役割を解析した。培養完全培地のグルタ
ミン濃度を限りなく低下させた培地（完全培
地のグルタミン濃度 4	mM に対してグルタミ
ン濃度	0.05	mM	の培地であり、この培地の
グルタミンは血清由来である）では	Th2	細



胞分化が著しく低下した。Th2	細胞が産生す
る	IL-4、IL-5、IL-13	(Th2	サイトカイン)	の
産生減少も確認できた。さらに、グルタミン
低濃度培地にα-KG を加えると、Th2	細胞分
化および	Th2	サイトカイン産生が増加した。
これらの結果から、グルタミン-α-KG 経路が	
Th2	細胞分化を制御していることが示唆さ
れた。	
	 続いて、α-KG は	DNA	およびヒストン脱メ
チル化酵素の補酵素であることから、グルタ
ミン- α-KG経路による	Th2	細胞分化のエピ
ジェネティック制御について検討した。低グ
ルタミン培地で分化誘導した	Th2	細胞の
Th2	サイトカイン遺伝子座ではヒストン	
H3K27 トリメチル化	(転写抑制マーク)レベ
ルが高く、α-KG によりそのレベルが低下す
ることが分かった。よって、グルタミン
- α-KG	系により	Th2	サイトカイン遺伝子
座の	H3K27	トリメチル化が脱メル化され、
開いた状態になることが示唆された。H3K27
トリメチル化の脱メチル化酵素の一つとし
て	Utx	が知られている。そこで、Utx	の関
与を検討した。IL-4	依存的に	Utx	が	Th2	
サイトカイン遺伝子座に結合していること
が分かった。また、Utx	欠損ナイーブ	CD4	T	
細胞の Th2	細胞分化は抑制され、Th2	サイト
カイン遺伝子座の	H3K27 トリメチル化レベ
ルが低下していなかった。また、α-KG 依存
的な	Th2	サイトカイン産生の上昇は	Utx	
欠損によって抑制された。これらの結果は、
グルタミン- α-KG経路が	Utx	の活性化を介
して	Th2	サイトカイン遺伝子座の	H3K27	
トリメチル化を脱メチル化し、Th2	細胞分化
を制御していることを示唆するものであっ
た。	
	
（２）アミノ基転位反応による Th2	細胞分化

制御	

	 グルタミン- α-KG経路が	Th2	細胞分化を
制御することが分かった。そこで、グルタミ
ン代謝阻害剤として知られている	L-DON	(グ
ルタミンアナログ)、BPTES（Gls	阻害剤）、
CB-839（Gls	阻害剤）、AOA（アミノ基転移酵
素阻害剤）の	Th2	細胞分化抑制効果を検討
したところ、L-DON、AOA	が Th2	細胞分化を
抑制した。BPTES、CB-839	は	Th2	細胞分化
抑制効果を示さなかった。Gls	はグルタミン
をグルタミン酸に代謝する酵素であり、この
阻害剤が	Th2	細胞分化を抑制しなかったこ
とから、Gls	欠損ナイーブ	T	細胞の	Th2	細
胞分化を検討した。Gls	欠損ナイーブ	CD4	T	
細胞の	Th2	細胞分化および	Th2	サイトカ
イン産生は正常であった（桑原、未発表デー
タ）。これらの結果から、Gls	を介したグル
タミン代謝は	Th2	細胞分化に関与していな
いことが示唆された。	
	 前途したように、グルタミンと α-KG	が	
Th2	細胞分化に重要であることから、グルタ
ミンの役割と α-KG	産生経路について検討
を行った。基礎検討の段階であるが、グルタ

ミンは	mTOR	シグナルを活性化するのに重
要であることが分かってきた。また、IL-4	刺
激によりセリン合成経路の酵素の発現が上
昇することから、この経路のアミノ基転位反
応がα-KG の供給源である可能性が考えられ
た。今後、Th2	細胞分化誘導におけるグルタ
ミン-mTOR シグナルの役割、セリン合成経路
のアミノ基転移酵素の役割を明らかにした
いと考えている。	
	
（３）細胞内代謝変化調節を介した	SASP	制

御	

	 私たちは	Menin	KO	活性化	CD8	T	細胞の
老化形質獲得にグルタミン代謝が関与して
いることを明らかにした（現在論文投稿中）。
メタボリックプロファイリングの結果から
Menin	KO	活性化	CD8	T	細胞ではグルタミン
代謝経路が活性化していた。T	細胞老化にお
けるグルタミン代謝の役割を検討するため
に、グルタミン濃度を低下させた培地を用い
たところ、Menin	欠損による	T	細胞老化形
質が誘導されなかった。また、α-KG	をグル
タミン低濃度培地に添加すると、T	細胞老化
形質が誘導された。そこで、グルタミン代謝
を介したヒストン	H3K27 トリメチル化の脱
メチル化が	T	細胞老化形質の獲得に関与し
ているかを検討した。グルタミン代謝が活性
化している	Menin	KO 活性化	CD8	T	細胞では
ヒストン H3K27 トリメチル化レベルが低下し
ていた。また、Menin	欠損による	OPN、IL-6、
IL-10	産生亢進	(SASP)	は	Utx	欠損によっ
て抑制された。これらの結果から、T	細胞老
化形質の獲得	(SASP)	にグルタミン-α-KG
経路によるヒストン H3K27 トリメチル化の脱
メチル化が関与していることが示唆された。	
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