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研究成果の概要（和文）：T細胞は他の免疫細胞の機能を制御したりウイルス感染細胞を殺傷するなどの機能を
発揮し生体の恒常性に寄与している。T細胞のこの多様な働きは厳密に制御されているが、その制御は細胞内情
報伝達系と密接である。情報伝達の制御にはリン酸化の関与が中心的であるが、我々はアセチル化や酸化といっ
た別の翻訳後修飾による情報伝達制御がT細胞の機能を制御している事を部分的に明らかにした。

研究成果の概要（英文）：T cells play critical role in immune system. Their role is closely related 
to the intracellular signal transduction. Protein phosphorylation is critical for the regulation of 
signal transduction activity. In this study, We demonstrated other post-translational modification 
such as protein acetylation  regulate T cell function. Acetyltransferase CBP acetylates MAP 
kinase-kinase MKK4 after T cell receptor (TCR) stimulation. Activation JNK and AP-1, downstream 
molecules of MKK4, were prevented under the acetylated MKK4 condition. Cytokine production from T 
cell after TCR cross-link was also attenuated in the presence of acetylated MKK4. These results 
provide new insight in the role of acetylation in T cell function.

研究分野：分子免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
アセチル化はタンパク質の翻訳後修飾の1つで核内のヒストンを修飾するものとして古くから知られている。本
研究ではアセチル化の新しい側面として、核内ではなく細胞質での意義について解析した。T細胞をモデルにし
て、細胞増殖やサイトカイン産生等のT細胞活性が情報伝達分子のアセチル化によって制御されている事を示し
た。しかしながらアセチル化の制御機構のについては未解のまま残されている。分子機構などの解析に関わる新
しい研究分野の発展が期待される。また、T細胞は自己免疫疾患やガンなどの多岐の疾患に関与している。この
分野に関するの知見を基にした医療面の開拓も期待でき、学術性と社会性の両面への貢献が予想される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
 細胞外の刺激は受容体を介して、細胞内シグナル伝達分子を活性化あるいは不活性化す
る。この活性化と不活性化の切り替えに重要な事象の 1 つが翻訳後修飾であり、例えばリ
ン酸化、ユビキチン化およびアセチル化などがある。特にリン酸化はガン細胞の異常増殖を
チロシンキナーゼの恒常的活性化で説明できた事、32Pを用いて高感度で特異的に検出でき
た事から、シグナル伝達において中心的な立場を占めるようになった。リン酸化と脱リン酸
化は受容体近傍をはじめ細胞の至るところで生じ、タンパク質機能のオンとオフとを切り
換えている。別の翻訳後修飾であるアセチル化はヒストンで生じ転写の調節に関わる事か
ら核内特有の翻訳後修飾ととらえられる事が多い。核外でアセチル化されるタンパク質の
一例としてチューブリンが知られているが、シグナル伝達への直接的関与を指示する知見
は乏しい。しかしながら、近年では細胞質でのアセチル化がシグナル分子の活性調節に直接
に関与する事を示す報告が増えてきている。我々の研究グループは、T細胞を用いた解析で
インターロイキン（IL）2受容体（IL-2R）の情報伝達系で活性化するシグナル伝達分子が
細胞質でアセチル化されている事を見出した。そしてアセチル化された分子と関連する経
路について解析し、アセチル化が細胞質でのシグナル伝達を調節するという一連の成果を
発表してきた。 
 我々は細胞質で生じるアセチル化修飾の分子機構とその意義を明らかにしてきたが、そ
こには多くの事象が未解のまま残されている。 

 
２．研究の目的 
 抗原を認識して活性化した T細胞はクローン増殖して異物排除態勢となる（増殖期）。異物
を排除後、T細胞の多くは細胞死をおこし、拡大したクローンの細胞数を減らす（退縮期）。
この一連の過程には抗原と IL-2の刺激が必須である。この 2つの刺激が細胞のステージの違
いにより細胞増殖と細胞死という反対の応答を導いている。さらに細胞死期におけるこの 2
つの刺激は細胞の死と生存（記憶細胞）との選別も指揮している。この例のように、同じ細胞
集団が同じような刺激を受けても異なるアウトプットを示すことは多々ある。その理由とし
て、周囲の微小環境の影響を中心にして、エピゲノムや他のシグナル経路とのクロストークな
どが挙げられているが、いずれも決定的な根拠となっていない。同じ刺激が異なる現象を導く
過程にどのような制御機構が存在するのか、これが本課題の大きな問いであり、この問いへの
足掛かりとして細胞質でのシグナル伝達分子のアセチル化を想定し、そのアセチル化が T 細
胞の運命決定に関与しているとの仮説を検証する事がこの課題の目的である。 

 
３．研究の方法 
 IL-2 で刺激された T 細胞は核に局在するアセチル化酵素 CBP を細胞質へ輸送する。CBP
は IL-2Rに結合し近傍のシグナル伝達分子をアセチル化する。細胞質での CBPによるアセチ
ル化過程を顕在化する目的で、細胞質局在をとるエストロゲン受容体（ER）と CBPとを融合
タンパク質（ER-CBP）として発現するベクターを作成し、これを細胞へ遺伝子導入する系を
確立した。予備検討として ER-CBP 発現ベクターを T 細胞株 Jurkat 細胞へ導入した。ER-
CBP存在下では T細胞受容体（TCR）を架橋する事で誘導される転写因子 AP-1の活性が減
弱し、細胞増殖能の低下も認められた。この結果を元に次の 3つの主題を設定した。 
 
1. TCRから AP-1に至る経路に対する CBPの関与 

Jurkat細胞へ ER-CBPを導入し抗 CD3抗体と抗 CD28抗体とで細胞を刺激した。所定時
間毎に細胞を回収して SDS-PAGE とイムノブロット法で解析した。AP-1 に関連するシグ
ナル分子のうち、活性化状態が ER-CBPにより干渉されるものが存在するかを検討した。 

 
2. CBPによりアセチル化される基質の探索 

TCRを架橋して刺激した Jurkat細胞、ER-CBP発現 Jurkat 細胞、対照 Jurkat細胞のそ
れぞれから細胞抽出液を調製した。これらをアセチル化タンパク質濃縮カラムによりアセ
チル化されたタンパク質を調製した。質量分析によりアセチル化タンパク質、アセチル化リ
ジン残基の同定を試みた。 
 

3. ER-CBP発現トランスジェニックマウスの作成と解析 
ER-CBP発現カセットを作成し、トランスジェニックマウスの樹立を試みた。このマウス
における T細胞機能を解析した。 

 
これらを中心に解析した。 
 



 
 
４．研究成果 
1.TCRから AP-1に至る経路に対する CBPの関与 

ER-CBP発現 Jurkat細胞の解析から、MAPキナーゼ経路の 1つであるMKK4/MKK7→JNK
→AP-1の経路が、アセチル化の作用点である事がわかってきた。対照 Jurkat細胞を TCR架
橋で刺激した場合に比べて、ER-CBP 発現 Jurkat 細胞では MKK4 の活性化を示すリン酸化
の程度が減弱していた。MKK7 は対照 Jurkat 細胞でもほとんどリン酸化が検出されなかっ
た。MKK7の軽度のリン酸化レベルは ER-CBP発現条件下でも同程度であった。以上から、
MKK4が CBPの標的である可能性が示唆された。 
 MMK4とMKK7の一次構造に着目し、アセチル化の選択性（特異性）について検討した。
これらの分子は類似の構造を持ち、アミノ末端側から Dドメイン、触媒ドメイン、DVDド
メインで構成されている。下流の JNKと相互作用するのは Dドメインである。MKK4の D
ドメインはリジン残基が多く認められる。活性が変化しなかった MKK7ではアルギニン残
基が認められる。アセチル化はリジン残基を修飾するので、Dドメインの特徴が MKK4と
MKK7の ER-CBPに対する影響度の差異につながったと推測した。MKK4とMKK7のそれ
ぞれから D ドメインをクローニングした。D ドメインを相互に入れ替えてドメインシャッ
フリングした MKK を作成し、この仮説の検証を進めている。同時に、MKK4 の D ドメイ
ンに部位特異的変異を導入してリジン残基をアラニンに置換した変異体を作成した。アミ
ノ酸置換でのMKK4活性とアセチル化の変化を解析中である。 
 

2. CBPによりアセチル化される基質の探索 
細胞質に CBP を局在させた細胞から細胞抽出液を調製した。アセチル化タンパク質の濃
縮条件の検討を進めている。今後アセチル化修飾タンパク質を質量分析により同定していく。
そして、同定分子が TCR 経路へどのように関与するのか、アセチル化部位の同定などに取
り組む。 

 
3. ER-CBP発現トランスジェニックマウスの作成と解析 
マウスから CBP の cDNA をクローニングし、そのアミノ末端側に ER を付加した。カル
ボキシル末端側には internal ribosome entry site（IRES）配列と緑色蛍光タンパク質（GFP）構
造遺伝子を連結した。GFPの付加により ER-CBP発現 T細胞を特定できるようにした。この
カセットでトランスジェニックマウスを作製したが、このマウスからは目的の ER-CBPを発
現する T細胞を認める事ができなかった。遺伝子導入用のカセットを作り直して、再度マウ
スの樹立を目指している。 

 
4.その他の翻訳後修飾による T細胞機能の制御 
 アセチル CoAのアセチル基が標的タンパク質のリジン残基に付加されてアセチル化修飾
となる。アセチル CoAの生合成の場としてミトコンドリアが知られている。このことから、
ミトコンドリアの作用が T 細胞の機能調節に関与する可能性を想定した。ミトコンドリア
の維持に寄与する mitochondrial transcription factor A（TFAM）遺伝子に着目し、この遺伝子
の T細胞特異的ノックアウト（TFAMcKO）マウスを用いて解析を進めた。このマウスから
調製した TFAMcKO T 細胞は対照の野生型 T 細胞と比べて、ミトコンドリア量の減少と酸
化的リン酸化能の低下を示した。これらの結果はピルビン酸からアセチル CoAへの代謝に
影響がある事を示唆するが、現在詳細を検討中である。次に TFAMcKO T細胞を抗 CD3抗
体と抗 CD28抗体で TCR架橋することで活性化する細胞内情報伝達系を解析した。チロシ
ンリン酸化酵素 Lckや MAP kinaseの 1つである ERKの活性が野生型 T細胞の反応に比べ
て TFAM cKO T細胞で減弱している事が判明した。TCR下流での情報伝達不全について解
析した結果、TCRカスケードで生じるリン酸化を負に調節しているフォスファターゼ SHP-
1 の活性が TFAM cKO T 細胞で亢進している事が判った。SHP-1 の活性とミトコンドリア
不全の関連性を探索した結果、野生型 T 細胞ではミトコンドリア由来の活性酸素により
SHP-1 が酸化修飾されている事、この酸化により脱リン酸化活性が抑制されている事がそ
れぞれ判明した。そして、ミトコンドリアの作用が減弱している TFAM cKO T細胞では SHP-
1の酸化修飾度の程度が低下している事も見出した。以上から、T細胞機能を支えるミトコ
ンドリアの作用の 1 つとして、酸化修飾を介した SHP-1 制御系が見えてきた。現在ミトコ
ンドリアが T細胞機能に及ぼす作用についてさらなる検討を続けている。 
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