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研究成果の概要（和文）：T細胞は免疫機能の中心的役割を果たす。Bcl11b転写因子はT細胞の系列決定に必須で
あり、その発現はスーパーエンハンサー上の非コードRNA ThymoDの転写により制御される。ThymoD転写の停止
は、複合免疫不全症、T細胞系腫瘍の発症に関与する。本研究ではヒトにおけるThymoD領域を同定し、ThymoD転
写により、領域のメチル化、クロマチン修飾、3次元構造への影響を評価することを主な目的とした。ヒトにお
けるThymoD領域の同定を行い、スーパーエンハンサー活性化機構のメカニズム解明を目指した。同領域の構造維
持に転写が重要であり、ゲノム構造は白血病のサブタイプにより異なることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：T cells play a central role in immune function. The Bcl11b transcription 
factor is essential for T cell lineage commitment, and its expression is regulated by the 
transcription of the non-coding RNA ThymoD (thymocyte differentiation factor) located on a 
super-enhancer of Bcl11b. Disruption of ThymoD transcription is associated with the development of 
combined immunodeficiency diseases and T cell lineage hematological malignancy. This study aims to 
identify the ThymoD region in humans and evaluate how ThymoD transcription regulates methylation, 
chromatin modifications, and three-dimensional structure at the transcribed region. We identified 
the ThymoD region in humans and aimed to elucidate the mechanisms of super-enhancer activation. Our 
findings suggest that transcription is crucial for maintaining the genome structure of ThymoD-BCL11B
 region and that the genomic structure varies depending on the subtype of leukemia.

研究分野：胎児医学および小児成育学関連

キーワード： 非コードRNA　ThymoD　エピジェネティクス　白血病　免疫不全症　メチル化　転写　ゲノムの3次元構
造

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ゲノムの3次元構造の評価は、白血病、そのほかの腫瘍、遺伝性疾患の分類に寄与できると想定される。今回、
ヒトThymoD領域を同定でき、5種類のＢ細胞系・Ｔ細胞系白血病細胞株及び正常Ｔ細胞を用いた構造解析で、同
領域の近接性を示すtopologically associated domain (TAD)に違いがあることが示された。転写に影響する異
なる阻害剤を用いた検討で、新生RNA転写を抑制すると、TAD構造および周囲のクロマチン修飾に影響を与えるこ
とが判明した。ThymoD転写、DNAメチル化、クロマチン制御、TAD形成の制御機構を理解することで、疾患の分
類、治療応用への展開へとつなげていく。

※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 
T細胞は、感染防御、がん免疫、アレルギー、自己免疫疾患、生活習慣病など多くの病気に関わ
るだけでなく、変異により免疫不全、白血病・リンパ腫を発症する。申請者らは、Bcl11b のス
ーパーエンハンサー上で転写される非コード RNAである ThymoD（thymocyte differentiation 
factor）を発見し、これが T細胞の系列決定に必須であることを示した。ThymoDの転写を停止
させたマウスでは、Bcl11bの発現が低下して T細胞分化異常を来す複合型免疫不全症を生じる
だけでなく T細胞系悪性腫瘍を発症する(Isoda et al. Cell 2017)。ThymoDの転写領域はクロマ
チン修飾、Cohesin複合体、Ctcfなどのリクルート促進し、スーパーエンハンサーの活性化、相
分離を誘導し、Bcl11bとのループ形成に関与することを示してきた。ThymoD転写により、新
たな3次元構造の変化を生じ、ThymoD-Bcl11bの近接性を示す topologically associated domain 
(TAD)を形成し、核膜の抑制領域から核内の転写領域に局在を変化させる。しかしながら、
ThymoD転写領域は T細胞の系列決定期に低メチル化状態となることが確認されたが、脱メチ
ル化機構の詳細については未解明であった。 
 
２．研究の目的 
このような背景のもと、ThymoD 転写によるスーパーエンハンサー活性化の初期メカニズムを
明らかにし、「核内局在の変化」を時間空間的に可視化する。ヒトにおける ThymoD領域の変異
が与えるゲノムの構造変化をHi-C法により評価し、診断、病態解析、治療応用へ展開するため
の研究基盤を確立することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)ThymoD 転写とゲノムの３次元構造の検討 
B 細胞系及びＴ細胞系白血病細胞株を用いて ThymoD-BCL11B 領域のクロマチンの状態を ATAC-
seq、転写産物を RNA-seq、ChIPseq による RNA ポリメラーゼ II の結合状態及びヒストン修飾、
3次元構造を捉える Hi-C 法を実施した。 
アクチノマイシン D、BRD4 阻害剤、CDK7 阻害剤を添加しゲノムの 3次元構造に変動を認めるか、
時間軸での解析を実施した。 
 
(2)ThymoD 転写とメチル化制御機構の解明 
スーパーエンハンサー上で生じる非コード RNA ThymoD 転写が DNA メチル化に影響するか検討を
行った。前述の阻害剤をそれぞれを添加し、ChIP-seq による脱メチル化に関わる TET2 の結合状
態、ヒストン修飾、3次元構造の変化を Hi-C 法、ゲノムのメチル化状態について target capture 
バイスルファイトシークエンス法を用いて実施した。 
 
(3)ThymoD 転写領域にリクルートされる候補分子の同定 
白血病細胞株に dCas9-APEX2 システムを用いた標的ゲノム周辺の蛋白質修飾法を用いたプロテ
オミクス解析の準備を行った。 
 
４．研究成果 
(1)ThymoD 転写とゲノムの３次元構造の検討 
ThymoD 転写産物、BCL11B スーパーエンハンサーの活動性はＴ細胞系白血病細胞株で高く、B 細
胞系白血病細胞株では抑制されていた。3種類の T細胞系白血病細胞株間でも転写量、オープン
クロマチン、ヒストン修飾に差異があり、活性化状態に差があることを確認した(図１)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
図 1 ThymoD-BCL11B領域のオープンクロマチン、ヒストン修飾、転写産物 



さらに、５種類の細胞株及び正常Ｔ細胞に対して Hi-C 法を実施した。B 細胞白血病細胞株にお
いて ThymoD-BCL11B 領域の TAD 形成がなされないのに対して、正常Ｔ細胞及びすべての T 細胞
性白血病細胞株においては TAD 形成を確認できた。3 種類の T 細胞性白血病細胞株において
ThymoD-BCL11B 領域のドメイン構造が異なることを確認した（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2)ThymoD 転写とメチル化制御機構の解明 
アクチノマイシン D、BRD4 阻害剤、CDK7 阻害剤それぞれを添加し ThymoD 転写を停止させ、時間
軸で TET2 の結合状態、ヒストン修飾を ChIP-seq 法で評価すると、時間経過とともに TET2 の結
合状態、ヒストン修飾状態の減弱を確認している(図３)。同じ時間経過で 3次元構造を Hi-C 法
を用いて解析すると、アクチノマイシン D でループ形成の減弱およびドメイン構造の崩れを確
認した（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3)ThymoD 転写領域にリクルートされる候補分子の同定 
白血病細胞株に dCas9-APEX2 システムを用いた標的ゲノム周辺の蛋白質修飾法を用いたプロテ
オミクス解析の準備を行った。一部の細胞株に dCas9-APEX2 の導入に成功し、標的領域に対する
sgRNA 発現プラスミドの作成を終えている。 

 

図 2 T細胞性白血病細胞株、正常 T細胞の TADs 

 
図 3 阻害剤添加後のヒストン修飾 

 
図 4 阻害剤添加後の TAD構造 
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