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研究成果の概要（和文）： 
転写因子 E2A は TCRβ 遺伝子に直接結合し、ヒストンアセチル化を上昇させ組換えを誘導

する。TCRβ 遺伝子座の伸縮状態を 3D-FISH により解析したところ、組換えが起きる段階で

V領域と DJ 領域は接近し、組換えが抑制されると離れることがわかった。さらにE2A を過剰

発現させると組換えが抑制される段階でも両領域が接近し、組換えが誘導された。これらの結

果から、E2A はエピジェネティクスに加え、遺伝子座の収縮という染色体ダイナミクスを介し

ても組換えを誘導することが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
The E2A transcription factor binds directly to genetic regions in the TCRβ locus and induces 
rearrangement by increasing histone acetylation.  We analyzed the contraction and decontraction 
status of the TCRβ locus by 3D-FISH and found that V and DJ regions come into the close 
proximity during the stage in which rearrangement normally occurs, but become separated away 
from each other during the stage in which further rearrangement is inhibited.  We also found that 
E2A overexpression induces localization of the V and DJ regions into the close proximity even in 
the stage in which further rearrangement is inhibited, and finally induces the rearrangement.  
These results suggest that E2A has the ability of inducing rearrangement not only by epigenetic 
changes but also by chromosome dynamics including locus contraction.   
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１．研究開始当初の背景 
抗原受容体遺伝子の再構成は、T・B 細胞

ともに RAG1/2 という共通な組換え酵素に

よって起こる一方で、細胞系列や分化段階特

異的に制御されている。これらの制御は、組

換え部位のクロマチン構造が変化して、

RAG1/2 に対し接近可能（accessible）にな

ることによると考えられており、エピジェネ

ティックな遺伝子発現制御の良いモデル系

となっている。我々は、この接近可能性
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（accessibility）がヒストンのアセチル化に

よって決定されることを明らかにし（J. Exp. 

Med., 193:873, 2001, Immunity, 15:813, 

2001）、さらに、多くの抗原受容体遺伝子に

結合配列を持つ bHLH 転写因子 E2A が組換

え部位に直接結合し、ヒストンアセチル化酵

素である p300/CBP をリクルートすること

によって、ヒストンアセチル化を上昇させ、

組換えを誘導することを明らかにした。 
一方、機能的な組換えは、通常片方の染色

体に限って起こることが知られており、対立

遺伝子排除と呼ばれている。これは、１つの

リンパ球が１つの抗原にのみ反応するため

に重要な機構と考えられ、クローン選択説の

基盤となっている。その分子機構としては、

一方のアリルで機能的な組換えが成功し抗

原受容体が発現すると、負の抑制シグナルが

伝達され、残ったアリルの組換えが抑制され

ることが想定されているが、その標的分子等

は明らかでなかった。我々は、負の抑制シグ

ナルによって E2A の抑制因子 Id3 が誘導さ

れることでE2A が p300/CBP とともに組換

え部位から解離し、ヒストンアセチル化の低

下によって組換えが抑制されること、逆に

E2A の過剰発現によって、抑制されていた組

換えが誘導できることを明らかにした(図 1 

Immunity, 27:871, 2007)。以上の結果から、

E2A が対立遺伝子排除における負の抑制シ

グナルの標的因子であることが明らかとな

った。 

一方、ヒストンアセチル化の上昇だけでは

組換えを誘導することができなかったこと

から、E2A はヒストン修飾に加えて何か別の

機構でも組換えを誘導することが示唆され

た。そのような分子機構として、E2A が染色

体上に離れて存在するV遺伝子領域と DJ 遺

伝子領域をルーピング等の染色体ダイナミ

クスによって積極的に接近させることが必

要であるという可能性を想定するにいたっ

た。 

 
２．研究の目的 
そこで本研究では、抗原受容体遺伝子の再

構成に関して、エピジェネティクスによる制

御に加えて染色体ダイナミクスによる制御

の分子機構を明らかにすることを目的とし

て、遺伝子再構成に伴う染色体構造変化を 3

次元構造の維持された細胞核に対する3次元

蛍光 in situ hybridization（3D-FISH）と

Chromosome Conformation Capture (3C)

アッセイによって解析した。さらにこれらの

制御機構がお互いにどのような相互作用を

持つのかについても明らかにすることも試

みた。 

 
３．研究の方法 
（１）3 次元蛍光 in situ hybridization

（3D-FISH）によるTCRβ遺伝子座の伸縮状

態の解析 

TCRβ遺伝子座の遠位V遺伝子を含む上流

領域と、約 600kb 離れた DJ 遺伝子を含む下

流領域に対応するBAC DNAをそれぞれラ

ベルしてプローブとし、パラホルムアルデヒ

ドで固定し3次元構造の維持された細胞核に

対してハイブリダイズさせたのち洗浄し、高

解像度 3Dセクショニング光学顕微鏡（Delta 

Vision）により画像取得後、両プローブの中

心点の距離を計測した。 

 

（２）レトロウイルスによる遺伝子導入と in 

vitro T 細胞培養 

胎生15日のRAG2欠損 : TCR Tgマウス

の胸腺細胞に、E2A を発現させるレトロウイ

ルスを感染させ、OP9-DLL1 細胞上で培養を

行ない、CD4/8 DP 細胞へ分化を誘導したの

ち、ソーティングによってCD4/8 DP 細胞

を精製して解析した。 

 

（３）Chromosome Conformation 

Capture (3C)アッセイによるTCRβ遺伝子

座の染色体構造変化の解析 

細胞をホルマリンで固定し、細胞核内で近

接した染色体領域を架橋したのち、制限酵素

で切断したゲノム DNAを ligation し、架橋

された DNA断片が連結されたものを

TaqMan probe による定量的 PCR により定



量することで、３次元での染色体領域の接近

状態を測定した。 

 

４．研究成果 

1）TCRβ遺伝子座の伸縮状態と再構成との相
関関係 
TCRβ遺伝子座の伸縮状態と再構成との関

係を調べるために、遠位V遺伝子を含む上流

領域と、DJ 遺伝子を含む下流領域に対応する

BAC DNA をプローブとして、3D-FISH を

行なった。解析した細胞は、RAG2 欠損マウ

スの胸腺細胞と、RAG2 欠損 : TCR トラン

スジェニック Tg マウスの胸腺細胞で、前者

は主にCD4/8 Double Negative: DN 細胞

で、正常マウスにおいては組換えが進行中の

細胞集団に相当し、後者は主に CD4/8 

Double Positive: DP 細胞で、正常マウスに

おいては組換えが終了し対立遺伝子排除が

成立している細胞集団に相当する。それぞれ

目的の細胞集団をソーティングにより精製

して解析した。その結果、前者の CD4/8 DN

細胞では、V 遺伝子領域と DJ 遺伝子領域が

接近し（遺伝子座の収縮）、後者の CD4/8 DP

細胞では両遺伝子領域が離れて存在する（遺

伝子座の伸展）結果が得られた（図２）。 

いずれも RAG2 欠損細胞であるため組換

え自体は起きておらず、したがってこのよう

な分化段階に応じた遺伝子座の収縮と伸展

は、組換え自体にはよらないダイナミックな

染色体構造変化によると考えられるととも

に、組換えの起こる状態によく相関していた。 

次に、この遺伝子座の収縮と伸展に E2A

が関与するか調べるために、RAG2 欠損 : 

TCR Tg マウスの胸腺細胞に E2A をレトロ

ウイルスにより過剰発現させ、内在性 TCRβ

遺伝子の組換えを誘導した時に（対立遺伝子

排除の破綻）、遺伝子座の収縮が起こるか検

討した。その結果、E2A を過剰発現させない

CD4/8 DP 細胞では、V遺伝子領域と DJ 遺

伝子領域は離れており、遺伝子座は伸展して

いるのに対して、E2A を過剰発現させた

CD4/8 DP 細胞では、両遺伝子領域は接近し、

遺伝子座は有意に短縮することがわかった

（図２）。以上の結果から、E2A はヒストン

アセチル化の上昇に加え、遺伝子座の収縮と

いう染色体構造変化を介しても遺伝子再構

成を誘導することが強く示唆された。 

 

2）Chromosome Conformation Capture 
(3C)アッセイによる TCRβ遺伝子座の伸
縮状態の解析 
さらにこのような遺伝子座の短縮・伸展状

態をより高い解像度で解析するために、3C ア

ッセイとよばれる解析方法の導入を試みた。

（図３、４）。RAG2 欠損マウスの CD4/8 DN

胸腺細胞と、コントロールとして RAG2 欠損

マウスに由来する proB 細胞株と proT 細胞

株を用いて解析した結果、V 遺伝子領域が

CD4/8 DN胸腺細胞で特異的にDJ遺伝子領

域と接近していることが明らかとなった。現

在、これらの領域が CD4/8 DP 細胞では離

れて存在するか、さらに E2A の過剰発現で

再度接近するか、解析を行なっている。 
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