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研究成果の概要（和文）：GATA3 はアレルギー疾患発症の根幹である Th2 細胞の分化を誘導する

重要な転写因子である。しかし、GATA3 がどのように Th2 細胞の分化を誘導しているのか？に

ついては明らかにされていなかった。本研究では Th2 細胞の中で GATA3 に会合し、Th2 細胞の

分化誘導に関わる分子として Chd4 を同定した。Chd4 は Th2 細胞の機能に重要ないくつかのサ

イトカイン遺伝子座に GATA3 依存的に会合し、クロマチン構造を変化させていることが明らか

になった。 
 
研究成果の概要（英文）：GATA3 is the master transcription factor for T helper 2 (Th2) cell 
differentiation and is critical for the expression of Th2 cytokines. Little is known, 
however, about the nature of the functional molecular complexes of GATA3.  We identified 
a chromodomain-containing transcription factor, chromodomain helicase DNA binding 
protein 4 (Chd4) in the GATA3 complex present in Th2 cells.  We found that Th2 cell 
differentiation is impaired in Chd4-knockdown cells and Chd4 binds to the Th2 cytokine 
gene loci in a GATA3-dependent manner.  These results suggest that the GATA3-dependent 
recruitment of Chd4 at the Th2 cytokine gene loci is involved in the induction of Th2 
cytokine expression.  
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１．研究開始当初の背景 
アトピー性皮膚炎、気管支喘息、アレルギ

ー性鼻炎などアレルギー反応が原因で起こ

る疾患を総称して「アレルギー疾患」と呼

ぶが、アレルギー疾患は世界的に増加傾向

にあり、我が国でもアレルギー疾患を有す

る人の比率は増加の一歩をたどっている。

最近では国民の 1/3 は何らかのアレルギー

疾患に罹患しているとまで言われ、社会問

題化している。アレルギー疾患を根本的に

解決するにはその発症メカニズムを解明す

ることが不可欠なのは言うまでもないが、

その中心に位置すると考えられている「ア

レルギー疾患の発症の要であるヘルパーT

細胞の機能分化」に関する研究分野は、こ

の 10 年間に飛躍的に進歩した。 

私たちは、Th2 細胞分化のマスター転写因子

である GATA3 の研究を行ってきた。GATA3 に

よる Th2 サイトカイン遺伝子座のクロマチ

ンリモデリングの誘導が Th2 細胞分化の本

質であり、アレルギー疾患の病態形成や維

持に深く関わっていることを実験的に証明

してきた。最近では、GATA3 がユビキチン-

プロテアソーム経路によりタンパク質レベ

ルでの制御を受けていること、さらに、TCR

刺激による Ras-ERK-MAPK 経路の活性化が

GATA3のユビキチン化を抑制することでTh2

細胞分化を制御していることを報告してき

た(Yamashita et al., J.B.C., 2005)。ポ

リコーム群遺伝子は多種多様な複合体をク

ロマチン上に形成し、ホメオボックス遺伝

子をはじめとする発生調節遺伝子の発現状

態を抑制的に維持しているが、それ以外に

も細胞増殖やゲノム刷り込みなど様々な細

胞機能に寄与する興味深い分子である。面

白いことに、ポリコーム群遺伝子の一つで

ある Mel-18 が GATA3 の転写活性化を制御す

ること(Kimura et al., Immunity, 2001)、

ポリコーム群遺伝子の中でも最も作用の強

い Bmi-1 が GATA3 と複合体を形成し、ユビ

キチン化経路を介した GATA3 タンパク質の

分解を抑制していることを報告した

(Hosokawa et al., J. Immunol., 2006)。

これらエビデンスは、GATA3 の機能制御分子

の同定という点で非常に重要な知見ではあ

るものの、Th2 細胞分化に必須の GATA3 がど

のような分子群と複合体を形成し機能てい

るのか？そして、どのように Th2 サイトカ

イン遺伝子座のクロマチンリモデリングを

誘導するのかについてはほとんどわかって

いない。 

一方で，転写因子研究という別の視点から

GATA3 を考えた時、ポストゲノム時代にお

ける最近のトピックとして、ヒストンの

修飾を含むクロマチンの構造変化とダイ

ナミズム(クロマチンリモデリング)が挙

げられる(Cell Res 15:292-300, 2005)。

ゲノム上に存在する数多くの遺伝子がク

ロマチンという構造を介してどのように

緻密に発現調節を受けているのかは未だ

に多くの謎が残されている。発生の過程

や細胞の増殖・分化・アポトーシスの過

程において、クロマチンやヒストンの構

造的変化が遺伝子の発現調節に非常に重

要であり、GATA3 が Th2 細胞分化を引き起

こすプロセスでもやはり、Th2 サイトカイ

ン遺伝子座におけるクロマチンの構造的

変化やその制御が深く関わっていること

が知られている(Yamashita, J.B.C.2002, 

Omori Immunity 2003)。GATA3 による Th2

細胞分化のメカニズムを解明していく上

で、これらは根本的な問題であり、国際

的にも競合的な研究が進められている先

端分野のひとつである。しかし、今のと

ころ各々の研究者がそれぞれの実験モデ

ルの中で興味深い分子や予想される因子

を組み合わせて解析している報告が多く、

機能的で斬新なアプローチを用いて網羅

的に根本的な解決を目指したプロジェク

トはほとんど見受けられていない。そこ

で本研究では、GATA3 による Th2 細胞分化

制御機構の解明を目的として、特にクロ

マチンリモデリングを誘導する機能的複

合体に焦点を当て、プロテオミクス手法

によって in vivo における GATA3 複合体

の精製とそこに含まれる機能的な分子群

の同定を行う。 

 

２．研究の目的 

本研究のテーマは、クロマチンリモデリン

グを誘導するGATA3複合体に含まれる機能

的制御分子を同定することで、アレルギー

疾患の病態の中心にあるTh2細胞分化にお

いて、GATA3 がどのような分子メカニズム

を介して制御を受け，どのように生理作用

を発揮するのか？という核心に迫ること

である。この研究の着想が従来の方法と全

く異なる点は、細胞内における機能的な

GATA3/クロマチン複合体をターゲットに

したアプローチであり、過去のプロテオミ

クスを用いたいわば単なる結合タンパク

の同定とは意味が異なる。このアプローチ

は、共同研究者である田中が p53 を用いて

解析した方法(Tanaka et al., Cell, 2007)

を改良・進歩させたもので、クロマチン免



疫沈降法とプロテオミクス技術を組合わせ

た手法である。FLAG など標識アミノ酸配列を

用いたアフィニティー精製による結合タン

パクの同定や GST-pull down を応用した結合

因子の精製などの既存の方法の大きな問題

点は、生理的に非常に重要であるが結合が弱

い分子は同定が困難である点や、ライゼート

の調製・免疫沈降反応の過程で生じてしまう

非特異的結合タンパク質の存在であった。ま

た Yeast-Two-Hybrid などでは、確かに結合

はするが生理機能とはかけ離れていること

が多い点や、直接結合する分子以外は同定さ

れないことなどが問題であった。クロマチン

免疫沈降法は、細胞を生きた状態のままクロ

スリンク処理することにより、DNA に結合し

たままの転写因子を含むクロマチン複合体

を細胞内から免疫沈降し、目的の転写因子の

DNA 結合能を解析する方法である。本研究の

独創的なポイントは、単なるアッセイ法のひ

とつである免疫沈降法のプロトコールを応

用し、プロテオミクスの生化学的手法と組み

合わせることで、細胞内において Th2 サイト

カイン遺伝子座に結合している機能型の

GATA3 複合体を取り出し、その中に含まれる

機能的役割を持つ分子群を同定しようとい

う点である。それによって、真に生理活性を

発現する機能分子の同定が可能になると考

えている。 

これまで Th2 細胞の分化に関する研究は、

主にサイトカインレセプターからのシグナ

ル伝達や Th2 細胞特異的な転写因子の同定

に集中していた(Murphy et al., Nat Rev 

Immunol., 2002)が、本研究は，クロマチン

リモデリングと Th2 細胞分化の接点で作用

する新たな鍵分子の発見を世界に先駆けて

可能にすると思われる。それらは、アレル

ギー疾患治療における新たな創薬の標的分

子となることが予想され、非常にインパク

トのある成果が期待される。 

 

３．研究の方法 
本研究計画では、平成 20 年度にクロマチリ

モデリングを担う新たな GATA3 複合体の同

定を目指すと同時に、これまでに同定済み

の分子について機能解析を行う。平成 21 年

度は、新たに同定した分子のクロマチンリ

モデリングへの関与を検討し、いくつかの

成果を論文発表することを目指す。 

 

(1)2008 年度（平成 20 年度） 

①標識抗体及び特異抗体を用いた GATA3/ク

ロマチン複合体のアフィニティー精製: 

このステップは、マススペックによる同

定の前段階として抗体を用いたアフィ

ニティー精製を組み合わせることによ

り GATA3 特異的な複合体を精製するこ

とである。 

具体的には、FLAG タグなどで標識した

GATA3 をリポフェクション法やレンチ

ウイルスを用いて細胞内に遺伝子導入

する。通常の方法を用いてライゼート

を調製する場合と、クロスリンキング

エージェントであるホルムアルデヒド

で処理することで細胞内の GATA3/クロ

マチン複合体を架橋した後、超音波破

砕機を用いて粗核分画の可溶化を行な

う 2 種類の方法を検討し比較する。こ

こでのポイントは、1)この後のタンパ

ク同定のステップのためにスケールア

ップが可能なシステムを用いること、

2)過剰発現系だけではなく、Th1/Th2

細胞分化誘導のサンプルを用いるなど

実際の生理的条件に近い系も検討する

こと、3)GATA3/クロマチン複合体の免

疫沈降物の精製度が低い場合にそなえ

て、タグアフィニティー精製過程を加

えることができるように準備しておく

ことである。我々は既に、レンチウイ

ルスにより GATA3 を遺伝子導入するシ

ステムを確立しているが、これは遺伝

子導入率がほぼ 100%と効率的であり、

スケールアップして細胞内の内因性分

子をできるだけ共沈することに適して

いる。タグとペプチド Elution を用い

たアフィニティー精製だけではなく、

GATA3 に対する特異抗体をプロテイン

A/G セファロースビーズに固定してア

フィニティーカラムを作製し、これら

を組み合わせて GATA3 複合体の精製を

行なう。 

上記によって精製された GATA3 複合体

を、クロマチン免疫沈降法で Th2 サイ

トカイン遺伝子座への会合を確認しな

がら、リバースクロスリンク後に

SDS-PAGE 上で展開し、それぞれの複合

体に含まれる特異的分子の同定を行な

う。また CBB 染色や銀染色で確認され

た特異的分子のポリペプチドのゲルス

ポットを切り出し、LC-MS/MS を用いて

目的タンパクの同定を行なう。 

申請者はこれまでに、スモールスケー

ルの精製により GATA3 結合タンパク質

を数多く検出し(図１)、ラージスケー

ルでの精製をほぼ完了している。 

 



 
 

②GATA3 複合体中の機能的分子群の絞り込

み: 

このステップでは、GATA3 複合体中に認め

られる分子群の中から、より生理的に意

味のあるものを絞り込む。アフィニティ

ー精製後でも、GATA3/クロマチン複合体

のなかに数多くの分子が含まれているこ

とがスモールスケールの精製(図１)から

明らかになった。そこで、Th2 サイトカイ

ン遺伝子への結合能、ヒストン H3 メチル

化(HMT)活性を指標に、GATA3 複合体の中

でも生理的機能を持つ複合体だけをさら

に精製する。 

申請者は既に予備実験として、ヒト 293T

細胞やマウス Th2 細胞クローン(D10G4.1

細胞)において、GATA3 複合体の中にクロ

マチンリモデリングの指標であるヒスト

ン H3 K4 をメチル化する活性が含まれて

いること(図２)や GATA3 複合体が Th２サ

イトカイン遺伝子座に会合していること

を確認している。スクロースグラディエ

ントによるサイズ分画と組み合わせるこ

とで、サイズの異なる GATA3 複合体ごと

に HMT 活性や Th2 サイトカイン遺伝子座

への結合能を検討し、マススペックによ

る同定に向けての更なる精製を行う。 

 
 

 
 

 

 

 

③すでに同定されている GATA3 会合分子の

解析: 

すでに同定済みである Bmi-1 や ROG、LEF1、

Mdm2 はレトロウイルスベクターによる過

剰発現系やレンチウイルスベクターによ

るノックダウン系を用いた in vitro の解

析、TgマウスやKOマウスを用いたin vivo

の解析を組み合わせることで、GATA3 によ

る Th2 細胞分化の誘導において、これら

の分子がどのような役割を果たしている

か明らかにし、論文発表することを目指

す。 

 

(2)2009 年度（平成 21 年度） 

選択的転写制御分子としての機能解析 

マススペックにより同定された分子は、

GATA3 複合体に含まれ、かつ GATA3 によ

るクロマチンリモデリングの誘導に関

与することが期待される。しかし、中

には生理的な機能とはかけ離れた分子

も含まれることが予想される。そこで、

候補分子が Th2 細胞内で GATA3 複合体

の中に含まれているか、そして GATA3

による Th2 細胞分化の誘導に影響を及

ぼすかを検討するスクリーニングが必

要である。 

具体的には、Th2 細胞を用いて抗 GATA3

抗体による免疫沈降後のウェスタンブ

ロッティングを行い、GATA3 との会合を

確認する。さらに機能的なスクリーニ

ングとして、レンチウイルスを用いた

shRNA による同定分子のノックダウン

を行ない、Th2 細胞の分化を細胞内染色

法で、Th2 サイトカイン遺伝子座のクロ

マチン状態をクロマチン免疫沈降法で

検討する。これらのスクリーニングに

より生理的な機能の確認された分子に

ついては、ノックアウトマウスや Tg マ

ウスを作製し、OVA/Alum 免疫後に誘導

される免疫応答や気道炎症モデル、喘

息モデルなどの Th2 型病態動物モデル

を用いて in vivo における同定分子の

生理的役割について解析を行なう。 

本研究計画はプロテオミクスアプロー

チであるため、当然予期せぬトラブル

に見舞われ進行が遅れる可能性が考え

られる。しかし、申請者はプレリミナ

リーに GATA3 に特異的に結合するポリ

ペプチドを複数検出し、その複合体の

中に、クロマチンリモデリングの指標

である、ヒストン H3-K4 をメチル化す

る活性が含まれることを確認している。

また、すでに同定した分子については

機能解析を行う。従って、研究全体が

頓挫することはまずあり得ない。 

 

４．研究成果 

(1)2008 年度（平成 20 年度） 

①標識抗体及び特異抗体を用いた GATA3

複合体のアフィニティー精製: 

マススペックによる同定の前段階とし

てレンチウイルスを用いて Flag tag を

付加した GATA3 を発現する Th2 細胞ク

ローンを確立し、抗 Flag 抗体を用いて



免疫沈降法により GATA3 複合体を粗精製

した。さらに抗 GATA3 抗体を用いて GATA3

複合体を高度に精製した。CBB 染色や銀染

色で確認された特異的分子のポリペプチ

ドのゲルスポットを切り出し、LC-MS/MS

を用いて目的タンパクの同定を行なった。 

 

②GATA3複合体中の機能的分子群の絞り

込み: 

同定された分子が生理的に重要であるか、

スクリーニンングを行うために、primary 

CD4 T 細胞を用いた siRNA によるノックダ

ウンシステムを確立した。この実験系を用

いることで、GATA3 会合分子の中から Th2

細胞の分化制御に関わる分子をスクリー

ニングすることが可能になった。 

 

(2)2009 年度（平成 21 年度） 

①マススペックにより同定された GATA3 会

合分子の機能的スクリーニング: 

GATA3 会合分子の中から機能的な分子を

絞り込むため、siRNA によるノックダウン

を行い、Th2 細胞の分化に影響を与える分

子をスクリーニングした。それと平行して、

GATA3会合分子のcDNAをクローニングし、

GATA3 との会合を免疫沈降法により確認

した。この２つのスクリーニングから

GATA3 に会合し、かつ Th2 細胞の分化を制

御する分子として、抑制性複合体(NuRD 

complex)の構成分子として知られる Chd4

を同定した。 

 

②Th2 細胞分化を制御するGATA3 会合分子

Chd4 の解析: 

Chd4 をノックダウンしたCD4T細胞ではTh2

細胞への分化が抑制されるとともに、Th1

細胞への分化が亢進していた。この結果か

ら、Chd4 はGATA3 によるTh2 サイトカイン

の活性化のみならずTh1 細胞分化の抑制に

も関与していると考えられた。また、クロ

マチン免疫沈降法を用いてChd4 がGATA3

依存的にTh2 サイトカイン遺伝子座に会合

していることを明らかにした。以上の結果

から、Chd4 をTh2 サイトカイン遺伝子座に

動員することがGATA3 によるTh2 サイトカ

イン活性化メカニズムの１つである可能

性が示唆された。 
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