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研究成果の概要（和文）：我々はTh1/Th2分化のパラダイムを用いて、Trithorax複合体のCxxc1サブユニット
が、TCR刺激によって初期にダウンレギュレートされ、その後の段階で再びアップレギュレートされる遺伝子の
転写を指令することを見いだした。これらの遺伝子の後期アップレギュレーションは、長時間のTCR刺激かCxxc1
欠損によって損なわれる。また、Cxxc1の欠損は、in vivoでのアレルギー性気道炎症の病原性を高める結果とな
った。このように、Cxxc1は、特定の遺伝子群のエピジェネティックな制御を介して、適切なCD4+ T細胞免疫系
の確立に必須の役割を担っている。

研究成果の概要（英文）：In T cells, genes that are turned on early or turned off and stay off have 
been thoroughly studied. However, genes that are initially turned off but then turned on again after
 stimulation has ceased have not been defined; they are obviously important, especially in the 
context of acute versus chronic inflammation. Using the Th1/Th2 differentiation paradigm, we found 
that the Cxxc1 subunit of the Trithorax complex directs transcription of genes initially 
down-regulated by TCR stimulation but up-regulated again in a later phase. The late up-regulation of
 these genes was impaired either by prolonged TCR stimulation or Cxxc1 deficiency, which led to 
decreased expression of Trib3 and Klf2 in Th1 and Th2 cells, respectively. Loss of Cxxc1 resulted in
 enhanced pathogenicity in allergic airway inflammation in vivo. Thus, Cxxc1 plays essential roles 
in the establishment of a proper CD4+ T cell immune system via epigenetic control of a specific set 
of genes.

研究分野： ライフサイエンス / 免疫学

キーワード： 免疫　ヘルパーT細胞　エピジェネティクス　TCR　H3K4メチル化　CXXC1　Th2

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、T細胞活性化の後期段階における分化シグナルの離脱が、適切な機能分化に重要なエピジェネテ
ィックな変化を誘導する重要であることが明らかになった。また、Cxxc1は、CD4+T細胞が免疫力の高いTh1およ
びTh2細胞に分化する際のエピジェネティックな変化の中心的な役割を果たしていると考えられる。このような
現象は、エピジェネティックな免疫チェックポイントとして考えられ、従来の免疫抑制受容体を介する機構とは
異なる新規のブレーキ機構であることが考えられる。このようなエピジェネティックな免疫チェックポイントを
標的とすることで腫瘍免疫などの免疫賦活化治療に適用できることが期待される。

※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 

前駆細胞から末梢細胞への分化は、Priming signalと言われる活性化刺激と、さまざまな環境
刺激や細胞間相互作用などにより構成される Commitment factorが必要とされる。多くの場合、
それらの分化刺激によってクロマチン構造の変化を伴うエピジェネティックな遺伝子の転写制
御が誘発され、分化の方向性や分化進度が精密に制御されている。 
免疫系の司令塔として働く CD4+T 細胞は、産生するサイトカインによって少なくとも 3 種類、
Th1 細胞（IFN-γ 産生）、Th2 細胞（IL-4、IL-5、IL-13 産生）、Th17 細胞（IL-17 産生）など
のサブセットに分化することが知られている。CD4+T細胞では、TCR/co-receptorを介した抗原
刺激が Priming signalを構成し、インターロイキン(IL)-4や IL-12などの環境性サイトカイン
が必須の Commitment factorとして、その T細胞分化を制御する。また、抗原提示細胞（APC）
は、T細胞がMHC分子上の抗原ペプチドを認識し、TCR/co-receptorシグナルを誘導するため
に重要であるが、APC の T 細胞からの解離による TCR/co-receptor シグナルの停止もまた、
CD4+T 細胞サブセットへの分化のための重要な Commitment factor であることが報告されて
いる。これらの分化刺激は、下流のさまざまなシグナルや転写因子をエピジェネティックな機構
を介して活性化または抑制することで、分化を司る遺伝子の発現を適切に調節する。しかしなが
ら、各種の分化刺激がどのようにエピジェネティックスを変化とそれに伴う転写を制御し、
CD4+T細胞分化を調節しているのか、詳細な解析はなされてこなかった。 
 
 
２．研究の目的 

本研究計画は、ヘルパーT細胞の分化におけるエピジェネティックな変化を 1細胞レベルで網
羅的かつ時空間的に解析することで、“網羅的なエンハンサー領域へのアクセサビリティー（=レ
ギュローム）”を同定する。さらに、新規のエピジェネティックな制御分子を同定し、同分子が
直接制御する真の制御領域を明らかにする。「ヘルパーT 細胞の分化過程におけるレギュローム
マップの作成を通じて同定する新規エピジェネティック制御分子」の機能を分子・細胞・生体レ
ベルで解明する。 
 
 
３．研究の方法 

ヘルパーT 細胞の分化について、分化過程におけるヘルパーT 細胞の多様性を ATAC-seq およ
び RNA-seqを多段階的に行うことで、分化過程に生じるレギュロームを同定する。それにより、
CD4+T 細胞分化過程におけるエピジェネティックな変化および転写動態を網羅的に解析するこ
とで、各種の分化刺激によるエピジェネティックスを介した分化制御機構の解明に取り組んだ。	
	
	
４．研究成果	

CD4+T細胞分化過程において、分化刺激に
よるエピジェネティックな変化を網羅的に
解 析 す る た め 、 ATAC-seq （ assay for 
transposase-accessible chromatin 
sequencing）を用いて、CD4+T 細胞サブセ
ットである Th1および Th2細胞分化過程に
おける網羅的なクロマチンアクセシビリテ
ィーの変化を経時的に評価した。その結果、
検出されたアクセシビリティー領域におけ
るクラスタリング解析により、分化過程にお
けるクロマチンのアクセスパターンの変化
が主に 6 分類確認された（Group1〜6）(図
1)。これらの 6つのアクセスパターンの内、
Group 1から 4は、Th1細胞と Th2細胞の
両方で同様のアクセシビリティーの経時的
変化を示したが、Group 5と 6は、それぞれ
Th1 細胞と Th2 細胞に特異的に分化後期で
アクセシビリティーが増加していた。さら
に、Group 1は、ナイーブ T細胞の段階でク

図図 11  CCDD44++TT 細細胞胞分分化化ににおおけけるるエエピピジジェェネネテティィッッククななダダイイナナニニズズムム  



  
  

 

ロマチンアクセシビリティーを保持しているが、TCR/co-receptorシグナルにより分化初期にア
クセシビリティーが低下し、その後の分化後期段階では回復しないアクセスパターンを示した。
Group 2の領域は、TCR/co-receptorの刺激に依存する分化初期に一過性にアクセシビリティー
を獲得するが、分化後期でアクセシビリティーを失った。Group 3の領域は、「分化後期段階」
でアクセシビリティーが増加した。また Group 4の領域は、TCR/co-receptorシグナルにより分
化初期にアクセシビリティーが低下するが、興味深いことに TCR/co-receptor 離脱後の分化後
期で再びアクセシビリティーを獲得する領域であることが明らかとなった。また、同様に RNA-
seqによる網羅的な遺伝子発現解析によって、これらのアクセスパターンと遺伝子発現の相関が
認められた。これらの結果は、CD4+T細胞分化過程において、Priming signal  である TCR/co-
receptor シグナル前後にエピジェネティックなダイナニズムが存在し、それらが分化における
転写動態を制御することを明らかにした（図 1）。 
	
	
	
	
Trithorax複合体を構成する Cxxc1特異的なエピジェネティクス動態の制御 

	 これらの 6 つのアクセスパターンにおける制御因子を探索するため、モチーフ解析および転
写因子活性予測解析を行った。その結果、Group 5と 6は、それぞれ Th1細胞と Th2細胞サブ
セットのマスター制御転写因子である T-boxと GATA3が有意に濃縮されており、サブセット特
異的な制御領域であること確かめられた。さらに、Group 1 では、ナイーブ T 細胞に特徴的な
TCF/LEF family の転写因子が濃縮され、分化開始時に TCF1 および LEF1 の発現が失われる
ことと一致していた。Group 2 は、NFAT(NFAC)などが濃縮されており、そのアクセシビリテ
ィーは TCR/co-receptor の刺激によって駆動される NFAT 活性と強く相関していた。一方で、
Group 4は、Cxxc1や ASH2Lなどのエピジェネティック制御因子が濃縮されていた。これらは
共に、ヒストンの H3K4 をメチル化させることで転写を活性化させる Trithorax 複合体の内の
Compass 複合体を構成する分子であり、エピジェネティックな機構を介した直接的な制御が示
唆された(図 2A)。また、Group 4 のような分化過程内で反復する挙動をとる転写動態が、どの
ように CD4+T 細胞分化に影響を及ぼすのかについては、報告は今までになく、新規の CD4+T
細胞分化に対する制御領域の存在が示唆された。 
特に、Cxxc1 は、リンパ球やリンパ系組織で高く発現していること報告されている。そこで、
Cxxc1 欠損 CD4+T 細胞に対して同様のアクセシビリティー解析を行ったところ、Th1 および
Th2細胞共に Group 4領域のアクセシビリティーおよび転写発現が分化後期段階で特異的に低
下していた(図 2B)。一方で、その他のアクセシビリティー領域には影響はなく、Cxxc1が Group 
4特異的な制御分子であることが示唆された。さらに、ChIP-seqにより Cxxc1結合領域の解析
を行ったところ、ATAC-seq により検出された group 4 領域に Cxxc1 の結合が有意に一致して
いた。さらに、これらの領域の近傍の H3K4 のメチル化や遺伝子発現についても同様に低下し
ており、TCR/co-receptor シグナル離脱後の反復される転写発現の制御に Cxxc1 を中心とした
Trithorax複合体が優先的に関与することが示された。 
	



  
  

 

Cxxc1 を含む Trithorax 複合体による
CD4+T細胞分化調節 

	 次に、CD4+T細胞分化において、Cxxc1
を含む Trithorax 複合体による転写制御
の作用機序を解析するため、Cxxc1欠損 T
細胞で変化する遺伝子のパスウェイ解析
を行った。その結果、Cxxc1 が欠損した
Th1細胞では、PI3K-Aktシグナル、MAP
キナーゼや Jak-Stat カスケードが有意に
活性化されていた。実際に、Cxxc1の欠損
により、それらのカスケードの中核分子で
ある Akt、p38、S6 キナーゼ、STAT4 の
リン酸化が亢進した。さらに、Cxxc1の欠
損下では、それらのカスケードの最下流で
ある IFNγの産生と T-betの発現が、野生
型と比較して顕著に増加しており、Cxxc1
欠損により過剰な Th1 細胞分化が引き起
こされることが明らかとなった。 
	 次に、Cxxc1欠損での過剰分化の責任遺
伝子を探索するため、Cxxc1 依存的な
group 4領域に近傍に存在する遺伝子に着
目した。これらの遺伝子の発現量解析の結
果、AktやMAPKのリン酸化を抑制する
ことが報告されている Trib3 遺伝子の発
現が、Cxxc1 欠損 Th1 細胞で顕著に低下
していることを見出した。また、Trib3遺伝子プロモーター領域において、H3K4me3の修飾も
顕著に減少しており、Cxxc1 を含む Trithorax 複合体の活性の低下が Trib3 遺伝子の発現低下
の原因であることが示唆された。さらに、Trib3をレトロウイルスで強制発現させると、Cxxc1
欠損細胞の PI3K-Akt、MAPKや Jak-Stat経路がいずれも正常化し、Cxxc1欠損 Th1細胞を分
化させた際の IFNγ 過剰産生および T-bet の発現が抑制されたことから、Trib3 の発現低下が
Cxxc1欠損に伴う一連の表現型の原因となっていることが示された。 
	 Th2細胞においても同様のパスウェイ解析を行ったところ、Cxxc1欠損 Th2細胞では PI3K-
Aktシグナル、MAPキナーゼ、Jak-Statカスケードの過剰活性化は明らかではなかった。一方
で、Cxxc1 欠損 Th2 細胞の分化解析では、マスターレギュレーターである GATA3 の発現およ
び Th2 サイトカイン(IL-4、IL-5、IL-13)の産生は野生型と比較して顕著に増加しており、Th2
細胞でも過剰な細胞分化が引き起こされることが示された。これらの Cxxc1欠損 Th2細胞にお
いて、遺伝子発現量解析を行ったところ、Th2サイトカインの過剰産生を抑制することが報告さ
れている Klf2 遺伝子が有意に発現低下していた。この Klf2 遺伝子もまた group 4 領域近傍に
含まれ、Cxxc1の結合が認められた。また、Cxxc1欠損により Klf2遺伝子プロモーター領域に
おいて、H3K4me3の修飾が顕著に減少しており、Trithorax複合体依存的な遺伝子であること
がわかった。さらに、Klf2 を Cxxc1 欠損細胞に強制発現させることで、GATA3 タンパク質の
発現が正常化し、サイトカインの過剰産生が抑制されたことから，Klf2の発現低下が Cxxc1欠
損 Th2細胞に伴う一連の表現型の原因となっていることが示された。これらの結果は、Trib3遺
伝子や Klf2遺伝子などの Group 4遺伝子が、Cxxc1を含む Trithorax複合体を介して分化後期
に遺伝子発現を再上昇させることで、Th1 細胞および Th2細胞の過剰な分化を抑制し、適切な
分化に誘導する新規の分化制御機構を明らかにした（図 2AB）。 
 
 

Cxxc1を含む Trithorax複合体による病態制御機構 

最後に、抗原特異的 CD4+T 細胞により誘発される実験的気道炎症マウスモデルを用いて、
Cxxc1欠損が生体の炎症病態に与える影響を調べた。その結果、Cxxc1欠損マウスにおいて、気 
管支肺胞洗浄液（BAL）中の好酸球と好中球の数が顕著に増加した。また、IFNγ産生および IL-
4、IL-5、および IL-13の産生が Cxxc1欠損マウスで過剰に認めれた。これらの結果と一致して、
CD4+T細胞で特異的な Cxxc1欠損マウスにおいても、肺の気管支周囲および血管周囲への単核
細胞の浸潤および炎症の促進が確認され、BAL液中の IFNγ、IL-4、IL-5、および IL-13の濃度
上昇も観察された。この結果は、Cxxc1欠損マウスでは、Th1細胞および Th2細胞の両方を介
する好中球・好酸球混合型の炎症が増強されるが示された。 
次に、肺に浸潤する CD4+T細胞から得られた ATAC-seqデータに対して主成分解析を行い 2次

図図 22  エエピピジジェェネネテティィッッククななダダイイナナニニズズムムににおおけけるる CCxxxxcc11 特特異異的的

なな転転写写制制御御機機構構  
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元的に可視化したところ、Cxxc1欠損は、肺の CD4+ T細胞のクロマチンアクセシビリティーに
対して、in vitroで培養した Th1細胞および Th2細胞の場合と同様の影響を及ぼしていること
が示唆された。また、生体内で活性化された CD4+T細胞は、Th1と Th2の中間的なエピジェネ
ティック表現型を示し、組織で観察された気道炎症の Th1/Th2 混合型の表現型と一致すること
も明らかになった。 
また、Group 4の遺伝子群は、生体内においても Cxxc1欠損により最も強い影響を受けており、
その内 Trib3遺伝子と Klf2遺伝子は、共にクロマチンアクセシビリティーおよび遺伝子発現量
が低下していた。このことは、in vitroで確認された Cxxc1を介した Trib3遺伝子や Klf2遺伝
子の分化制御機構が生内でも同様に機能しており、Cxxc1 欠損に伴う一連の表現型の原因とな

っていることが示された。これらの結果から、Cxxc1 は、炎症病態における抗原特異的な Th1
および Th2 細胞の適切な分化を制御し、その結果としての炎症病態を抑制する上で重要な役割
を果たしていることが明らかとなった（図 3AB）。 
 
 
本研究により、T細胞活性化の後期段階における TCR/co-receptorシグナルの離脱が、CD4+T
細胞の適切な機能分化に重要なエピジェネティックな変化を誘導する重要な Commitment 
factor であることがわかった。また、Cxxc1 を含む Trithorax 複合体は、CD4+T 細胞が免疫力
の高い Th1および Th2細胞に分化する際のエピジェネティックな変化の中心的な役割を果たし
ていると考えられる。このような現象は、エピジェネティックな免疫チェックポイントとして考
えられ、従来の免疫抑制受容体を介する機構とは異なる新規のブレーキ機構であることが考え
られる。このようなエピジェネティックな免疫チェックポイントを標的とすることで腫瘍免疫
などの免疫賦活化治療に適用できることが期待される。 
 
 
 
	
	
	
	

	

図図 33  CCxxxxcc11 をを含含むむ TTrriitthhoorraaxx 複複合合体体にによよるる CCDD44++TT 細細胞胞分分化化調調節節おおよよびび病病態態制制御御機機構構  
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