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研究成果の概要（和文）：　Id2/3欠損マウスのTreg細胞における遺伝子発現とオープンクロマチン解析から、
エフェクターTreg細胞で高発現するエフェクター分子のいくつかがE/Id 蛋白によって発現調節されている可能
性が示唆された。その１つのCXCR５ 遺伝子座に着目し、ゲノム相互作用を検討すると、生理的状態でも遺伝子
座自体はactive  compartmentに入っており、Idはゲートキーパーとして機能することが示唆された。
　また、Id2/Id3 flox Foxp3Cre/Foxp3DTRを作成して解析し、成獣期におけるId2/3による Treg細胞の機能制御
が全身性の炎症抑制に必須であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The analysis of gene expression profiles and open chromatin regions in 
Id2/Id3-deficient Treg cells demonstrated that a set of effector molecules in effector Treg (eTreg) 
cells could be regulated by E-Id3 protein axis. Then, we examined the chromatin interactions in 
CXCR5 gene locus, which was one of the activation-related genes in eTreg cells and could be the 
direct target of E2A. From the result of Hi-C analysis that CXCR5 gene resided in the permissive “
A” compartment in resting cells, we conclude that Id-proteins possibly function as a gatekeeper of 
eTreg cell differentiation.
In addition, we proved that Id2 and Id3 expression in Treg cells plays an important role in the 
suppression of systemic inflammation not only in childhood but also in adulthood, which was revealed
 by the analysis of Id2-/Id3-flox Foxp3Cre/DTR mouse line. 

研究分野： 分子生物学

キーワード： 転写制御

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　Treg細胞におけるエンハンサー機能調節の制御機構をゲノムワイドに解析した結果は、アレルギー反応の抑制
における転写制御のメカニズムの解明につながり、社会的意義が深いと思われる。また、作成された新規マウス
モデルで、Id2/Id3による Treg細胞の機能制御が全身性の炎症抑制に必須であることを証明したことは、学術的
に意義深い。それを用いて、成獣期において実際にどのようにTh2炎症が起こるのかを詳細に解析することが可
能になり、今後の研究の発展が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 bHLH 型転写因子 E2A とその拮抗因子 Id タンパク質のバランスによる転写制御機構は、リン

パ球分化において細胞分化の決定や活性化制御において重要な役割を果たすことが明らかにさ

れてきた。 

 制御性 T(Treg)細胞は、炎症抑制の中心的な T 細胞であり、自己免疫疾患、腸炎、感染、そ

して癌免疫反応で大きな役割を担う。Treg 細胞の活性化により Id 蛋白質の発現が大きく変化

することから、Treg 細胞特異的に Id2 と Id3 を欠損させたマウス（Id2f/f;Id3f/f;Foxp3Cre;Id2/3 

dKO）を作製して解析すると、このマウスでは、ヒトのアレルギー性疾患（アトピー性皮膚炎、

気管支喘息、好酸球性食道炎）と類似の病態を自然発症した。詳細なマウスの解析から、E-Id

蛋白質による転写制御が、制御性 T細胞の分化および活性化、局在および維持において必須で

あるが明らかとなった。そしてこのことは、既知の Foxp3 によるものとは異なる転写制御ネッ

トワークが Treg 細胞において重要な機能を担うことを意味し、免疫学的にも非常に重要な知見

であった。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、最新の分子生物学的解析法 (ATAC-seq/Hi-C)を用いて、エフェクターTreg 細胞

への分化における、Id 因子による”Regulome”制 御 機 構 を明らかにすることを目的とする。 

 
３．研究の方法 
 Id2flox/fIox-Id3flox/flox-Foxp3Creマウスおよび野生型マウスから Treg 細胞を単離し、

ATAC-seqを行 い、クロマチンアクセシビリティの解析を行った。野生型DP細胞を用いてCTCFと

CohesinのChIP-seq を行った。また、Id2/3 dKOマウスおよび野生型マウスのCD4SP細胞を単離し、

Hi-C実験を行い、ATAC-seqとChIP-seqの結果をふまえて３Dゲノム構造を比較した。 

 さらに、Id2 flox/flox; Id3 flox/flox; Foxp3Cre(Id2/Id3/Foxp3Cre)マウスで認められた全

身性のアレルギー炎症が、本当にTreg細胞の炎症抑制機能に依存しているのかを証明するために、

Id2 flox/flox; Id3 flox/flox; Foxp3Cre/Foxp3-DTRマウスを作製し、検討した。 

 

４．研究成果 

（１）Id2flox/fIox-Id3flox/flox-Foxp3Cre マウスおよび野生型マウスから Treg 細胞を単
離し、ATAC-seq を行い、全ゲノム領域でのオープンクロマチン領域を同定した。Id2/Id3
欠損 Treg 細胞において、約 10,000 ヶ所の特異的な領域があり、大部分が non-coding 領
域のエンハンサー領域であった。転写因子モチーフ検索の結果、アクセシビリティが上昇
した領域では E2A の結合モチーフが top にランクされたことから、拮抗因子 Id2/Id3 によ
り E2A の転写活性が制御されることで、Treg 細胞の機能が調節されていることがゲノム
ワイド解析からも明らかになった。 
 
 （２）野生型と Id2dKO CD4SP 細胞の 3D ゲノム構造のゲノムワイドな解析を行った (図１)。 

 

   

                   【図１】  染色体間の genome interactions  

  染色体間の interaction には大きな違いは見られなかった。 



 

（３） （１）の ATAC-seq の解析と遺伝子発現の変動解析を組み合わせて行ったところ、E2A

が CTLA4, CXCR5, IL10 などのエフェクターTreg 細胞で高発現するエフェクター分子の発現調

節を制御されている可能性が示唆された。CXCR5 はエフェクターTreg の１つである folekcular 

regulatory Treg (TFR)のマーカーであり、胚中心への移動に必須のケモカインレセプターであ

る。そこで、CXCR5 遺伝子座に着目し、CXCR5 遺伝子を含む locus における３Dゲノム構造を解

析した。 

 

            【図２】CXCR5 遺伝子座を含む circos plots 

 
 

CXCR5 遺伝子座の ATAC-seq signal は、dKO で高くなっているが、Hi-C における interaction

は変化がなかった。すなわち、chromatin interaction による制御ではなく、ローカルな転写

活性に E2A が機能していることを示唆している。 

 

（４）CXCR5 を発現していない DP 細胞での chromatin interaction を principal component 

analysis(PCA)を行い、interaction matrix を作成して検討した（図３）。PCA の結果から、first 

principal component (PC1) が 高 い と 転 写 が permissive な ”A” 、 低 い と inert



な”B”compartment というよ

うにゲノム構造が大別される。

CXCR5 遺伝子座を含む領域は、

compartment A に含まれていた。

また、CXCR5 遺伝子座は、

chromatin interaction の頻度

が 高 い topologically 

associating domain (TAD)内に

あった（矢印は CXCR5 の遺伝子

座を示す。） 

これは、この locus 全体は、活

性化によりすぐに遺伝子発現

が可能な状態であることを示

す。 

                         【図 3】genome interaction matrix (chr9:43,987,743-44,618,475) 
 
 
 
（５）CTCF と Cohesin は
chromatin looping 形成お
よびその構造を維持する
機能を持つ分子である。
CTCF と Cohesin(Smca1)の
ChIP-seq を行い、Hi-C の
結果と合わせた結果が図
４である。CTCF や cohesin
が存在する領域間での
genome interaction が強
く見られ、E2A との関連も
示唆された。また、生理的
状態の CXCR5 遺伝子座で
は、Id 蛋白が、E2A の活性
を 抑 制 す る こ と で 、
gatekeeper として機能し
ている可能性が示唆され
た。 
 
 
 
 
 
                       【図 4】野生型 DP細胞における CXCR5 遺伝子座を含む circos plot 
 
 

（６）炎症がない状況からどのように炎症を起こしていくのかという問題にアプローチするため

に、Id2/Id3 flox Foxp3Cre/Foxp3DTRを作成した。このシステムにおいて、Diphteria Toxin(DT)

投与によって、Id2/Id3欠損Treg細胞のみになり、４週間ほどで全身性のTH2炎症が再現できた。

また、このマウスによって、Id2/Id3による Treg細胞の機能制御が全身性の炎症抑制に必須であ

ることが証明された。今後、このマウスモデルを使用することにより、成獣期にId2/3欠損Treg

細胞欠損によってどのようにTh2炎症が起こるのかを詳細に解析することが可能になる。 
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