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研究成果の概要（和文）：制御性T細胞（Treg）が変動する免疫環境、組織環境に適応して機能する“適応性”
の分子基盤の解明を目指した。Tregの集積を組織選択的に障害するFoxp3 A384T変異マウスの解析から、この変
異は強いTCRシグナルを受けたTregのクローン増殖と組織浸潤を障害することで特定の組織においてエフェクタ
ー型Tregを減少させることを示した。分子的には、この変異はエフェクター型TregにおいてTCRシグナル依存的
なc-Myc発現と細胞増殖を障害することを示した。加えて、Foxp3はTCRシグナルの下流で働く様々な転写因子と
協同してTregのエフェクター分化を促進し、適応性を制御する可能性を示唆した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we sought to elucidate the molecular basis of regulatory T 
(Treg) cell "adaptability", the ability to adapt and function in changing immune and tissue 
environments. Using knock-in mice harboring the Foxp3 A384T mutation, which impairs Treg cell 
accumulation in a tissue-restricted manner, we demonstrated that this mutation impairs the clonal 
expansion and tissue infiltration of effector Treg cells that receive strong TCR signals, thereby 
reducing the number of effector Treg cells in specific tissues. At the molecular level, this Foxp3 
mutation impairs TCR-induced c-Myc upregulation in effector Treg cells and thereby their cell 
proliferation. In addition, our results suggest that Foxp3 promotes Treg activation and effector 
differentiation in cooperation with several transcription factors downstream of TCR signaling.

研究分野：免疫学

キーワード： 制御性T細胞　自己免疫疾患　免疫寛容

  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、Tregが免疫抑制機能を発現して自己免疫寛容を確立・維持するうえで、TregがTCRを介して組織
抗原を認識することでエフェクター型Tregに分化し、クローン増殖して組織内に浸潤して組織環境に適応するこ
とが重要であることを明らかにした。そして、Tregの適応性を制御する分子機構の一端を解明した。これらの知
見はTregによる免疫制御機構の新たな側面を解明したばかりでなく、組織選択的な自己免疫疾患の発症機序の理
解や治療戦略の開発にもつながる可能性がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 免疫系が免疫学的「自己」（常在細菌や食物など無害な外来抗原も含む）に対して寛容を成立
させる機構を解明することは免疫学における本質的な課題の一つであり、その破綻によって生
じる様々な病態（自己免疫疾患やアレルギーなど）を理解し克服していくためにも重要である。
この「自己」に対する寛容において重要な役割を持つ細胞が制御性 T 細胞（regulatory T cells, Treg）
であり、Treg による免疫制御の破綻によって様々な自己免疫病態が惹起されることが明らかと
なっている。我々は全身性の自己免疫疾患である IPEX 症候群の原因遺伝子として同定された転
写因子 Foxp3 が Treg 特異的なマーカーであり、その分化と機能を司る“マスター転写因子”とし
て機能することを明らかにしてきた（Hori, Science, 2003）。 
 近年、Treg は炎症などの細胞外環境からの様々な撹乱に対して、抑制機能を維持しながら、そ
の表現型（遺伝子発現）を変化させ、炎症環境に適応して適切に免疫応答を制御していることが
明らかにされてきた（Hori, Int Immunol, 2021）。Treg のこの環境適応能力（“適応性”と呼ぶ）は
変動する環境において Treg が生体恒常性を維持するために不可欠であり、その破綻は恒常性破
綻による自己免疫疾患などの病態の惹起に直結する。したがって、Treg の“適応性”を保証するメ
カニズムを解明することは、免疫制御システムの動作原理の理解の一助となるとともに、これを
操作して恒常性破綻に伴う様々な病態の治療にもつながると考えられる。 
 我々はこれまで、この Treg の“適応性”を保証するメカニズムの解明に取り組んできた。具体
的には、IPEX 患者で同定された Foxp3 変異を導入したマウスモデルの作製・解析を通じて、Treg
の“適応性”を特異的に障害することで自己免疫疾患を惹起する Foxp3 A384T 変異を同定した。
そして、Foxp3 A384T 変異は、Treg が増殖・活性化し皮膚、肺などの特定の組織環境に集積する
過程を障害し、これらの組織に炎症を惹起すること、転写因子 BATF の発現抑制が Foxp3 A384T
変異体による Treg の“適応性”障害の一因であることを報告した（Hayatsu, Immunity, 2017）。興味
深いことに、Foxp3 A384T 変異によって生じる炎症には組織選択性と炎症タイプ選択性が見られ
た。すなわち、Foxp3 R397W 変異などの IPEX 症候群患者で見られるあらゆる Foxp3 機能欠失型
変異が、皮膚、肺、肝臓などの多臓器に Th1 型、Th2 型の炎症を惹起するのに対し、Foxp3 A384T
変異は Treg の集積を障害する皮膚、肺などの組織選択的に Th2 型、Th17 型の炎症を惹起する。
一方で、肝臓では Treg の集積を障害せず、炎症も惹起しなかった。このことは、Treg は組織環
境、炎症環境からの何らかのシグナルに対して適応しており、Foxp3 A384T 変異は皮膚や肺など
のその環境由来シグナルに対する Treg の適応を障害しているため、組織選択的かつタイプ選択
的な炎症を惹起することを示唆している。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、Treg が組織環境、炎症環境由来のどのようなシグナルに適応しているのか、また
その適応の分子基盤は何かを明らかにすることを目的とした。 
 我々はこの Treg の適応性を制御する一つの重要な環境由来シグナルとして、自己抗原の認識
による T 細胞受容体（TCR）シグナルに着目した。エフェクターT 細胞において、TCR シグナル
の下流で働く転写因子 BATF が、Treg においても TCR シグナル依存的な Treg のエフェクター分
化と組織集積に寄与すること、Treg のマスター転写因子 Foxp3 はこの TCR シグナル依存的な
BATF 機能を促進する機能を持つことが明らかにされたためである。また我々は、Foxp3 A384T
変異を持つ Treg（A384T Treg）の RNA-seq 解析から、TCR シグナルにより誘導され T 細胞の活
性化やクローン増殖に重要な役割をもつ転写因子 c-Myc の標的遺伝子群の発現が A384T Treg で
低下していることを明らかにした。これらの知見から、我々は Treg が組織の自己抗原を認識す
ることで TCR シグナルを受容し、Foxp3 がその TCR シグナルにより活性化される BATF や c-
Myc などの転写因子と協同することで Treg の組織環境、炎症環境へ適応して抑制機能を発揮し
ており、Foxp3 A384T 変異はそのうち特に c-Myc 経路を障害することで Treg の組織適応性を障
害していると仮説を立て、これを検証するとともにそのメカニズムを明らかにすることで、Treg
の適応性のメカニズムに迫った。 
 我々は Foxp3 A384T 変異マウスにおいて、肺組織における Treg 集積が障害される分子基盤に
迫るため、野生型マウスと Foxp3 A384T 変異マウスの肺 Treg の scRNA+TCR-seq を行った。予
備実験の結果、WT Treg では複数のエフェクター型 Treg（eTreg）クラスターが検出されること、
A384T Treg では特定の eTreg クラスターが欠損していること、WT Treg では A384T Treg で欠損
している eTreg クラスター選択的に発現し、クローン増殖した TCR クロノタイプが検出される
こと、A384T Treg ではその TCR クロノタイプがクローン増殖しないことを示唆する知見を得た。
このことから、Foxp3 A384T 変異は肺組織選択的抗原特異的な TCR を発現する eTreg クローン
のクローン選択が障害され、結果、肺において eTreg 不均一性が維持できず、組織選択的かつ炎
症タイプ選択的な Treg の適応破綻が生じると仮説を立てた。一方で、Foxp3 A384T 変異は肝臓
においては eTreg クローンのクローン選択を障害せず、肝臓には病態を惹起しないと考えた。本
研究では、この仮説を検証することで、組織選択的な及び eTreg クラスター（サブセット）選択
的な Treg 適応のメカニズムとその生理的意義についても追求した。 



 
３．研究の方法 
(1) Foxp3 と BATF の協同による TCR 依存的 Treg 適応性制御メカニズム 
① Foxp3 と BATF が Treg のどのような遺伝子発現やエピゲノムに影響を与えるかを検証するた
め、野生型 Treg、野生型通常型 T 細胞（conventional T cells, Tconv）、BATF 欠損 Treg、Foxp3 機
能欠失変異体である Foxp3 R397W 変異を発現する Treg（R397W Treg）において scMultiome（paired 
snRNA+ATAC-seq）解析を行った。 
② Foxp3 と BATF の協同に必要な TCR シグナルの実態を明らかにするため、TCR シグナルの下
流で発現上昇し、Foxp3 や BATF と相互作用することが知られる転写因子 IRF4 に着目した。そ
して、IRF4 と相互作用できない BATF HKLE 変異体と Foxp3 の両者もしくは単独を BATF 欠損
R397W Treg に導入し、細胞分裂とともに蛍光が減弱する cell proliferation dye（CPD）で染色した
後、X 線照射したマウスに移入して、移入細胞の細胞増加、分裂、eTreg 特徴的分子の発現を評
価することで、BATF と IRF4 の相互作用が、Foxp3 と BATF の協同に重要か検証した。また、
Treg において BATF が Foxp3 や IRF4 と相互作用しているかを検証するため、TCR 刺激を与えた
Treg の核抽出物を抗 BATF 抗体を用いて免疫沈降し、沈降物に対して抗 Foxp3 抗体、抗 IRF4 抗
体を用いてイムノブロットを行なった。 
 
(2) TCR 依存的 Treg 適応性制御における Foxp3/c-Myc の役割とメカニズム 
① Foxp3 A384T 変異による Treg の c-Myc 発現障害や増殖障害が、活性化する前のナイーブ型
Treg（central Treg, cTreg）で生じるのか、それとも eTreg に分化した後で生じるのかを検証する
ため、野生型及び A384T マウスから単離した CCR7highCD62Lhigh cTreg と CCR7lowCD62Llow eTreg
を CPD でラベルし、抗 CD3 抗体と抗原提示細胞（antigen presenting cells, APC）存在下、非存在
下で培養し、c-Myc 発現と細胞分裂を評価した。 
② Foxp3 A384T 変異による eTreg の細胞分裂障害が、c-Myc 発現低下で説明できるかを検証す
るため、ノックダウン効率の異なる複数の Myc に対する microRNA を野生型の eTreg に導入し、
CPD ラベル後、抗 CD3 抗体と APC 存在下で培養した。この時、コントロールベクターを導入し
た A384T eTreg も同様に培養した。そして、c-Myc 発現と細胞分裂を評価した。 
③ Foxp3 A384T 変異が eTreg の c-Myc 発現を障害するメカニズムを明らかにするため、野生型
マウス、A384T マウスから取得した cTreg、eTreg において RNA-seq、Foxp3 CUT&Tag 解析を行
った。 
④ A384T Treg で発現上昇し、A384T Foxp3 が WT Foxp3 よりも近傍に強く結合している遺伝子
の 1 つであり、Myc 発現を抑制することが知られている Blimp1（Prdm1）に着目した。そして、
単離した WT eTreg に Blimp1 を強制発現し、CPD ラベル後、抗 CD3 抗体と APC 存在下で培養
し、c-Myc 発現を定量 PCR で評価した。 
 
(3) Treg 適応性制御における eTreg 不均一性とクローン選択のメカニズムと生理的意義 
① A384T マウスの肺で eTreg が減少し炎症が惹起される一方、肝臓では eTreg が減少せず炎症
が惹起されない分子基盤を明らかにするため、WT マウスと A384T マウスの肺と肝臓の Treg の
scRNA+TCR-seq を行った。 
② scRNA+TCR-seqにより同定された WTマウスでは肺組織選択的に検出され、Gata3+Il1rl1+ Th2
型 eTreg の表現型を示し、A384T マウスの肺では欠損する eTreg クローンに着目した。そして、
このクローンが発現するクロノタイプ#4 をクローニングした。次に、クロノタイプ#4 を発現す
る Treg クローンが肺組織選択的に集積するかを検証するため、内因性の TCR を発現しない Rag1
欠損マウスの骨髄細胞にクロノタイプ#4 を導入した後、コンジェニックマーカーで区別できる
野生型マウス由来骨髄細胞と共に Rag1 欠損マウスに投与することで、レトロジェニックマウス
を作製した。そして、脾臓、腸間膜リンパ節、皮膚所属リンパ節、肺所属リンパ節、肺、大腸に
おいて、全 Treg 中のクロノタイプ#4 発現 Treg が占める割合を調べた。 
③ scRNA+TCR-seq によって同定された TCR クロノタイプのうち、Tbx21+Cxcr3+ Th1 型 eTreg に
選択的に発現していた TCR クロノタイプ#1 に着目し、これをクローニングした。そして、TCR
クロノタイプ#1 が 1 型 eTreg への分化を促進するか検証するため、クロノタイプ#4 と同様にレ
トロジェニックマウスを作製した。そして、脾臓、肺において、野生型マウス骨髄由来のポリク
ローナルな Treg と、クロノタイプ#1 のみを発現する Rag1 欠損骨髄由来のクロノタイプ#1 をモ
ノクローナルに発現する Treg の表現型を比較した。 
④ クロノタイプ#1 が 1 型 eTreg 分化を促進するメカニズムの 1 つとして、Th1 応答の促進に関
わる樹状細胞サブセット cDC1 に着目した。そして、これまで 1 型 eTreg 分化に必要とされてき
た IFN-γ と独立に、1 型 eTreg 分化に cDC1 が必要かを検証するため、野生型マウス、Ifng 欠損
マウス、cDC1 を欠損する Batf3 欠損マウス、Ifng x Batf3 二重欠損マウスを作製し、それらのマ
ウスの eTreg 中の T-bet+ eTreg の割合を評価した。 
 
４．研究成果 
(1) Foxp3 と BATF の協同による TCR 依存的 Treg 適応性制御メカニズム 
① scMultiome（paired snRNA + ATAC-seq）解析を行った結果、遺伝子発現をもとに作製したUMAP
上でも、クロマチンアクセシビリティをもとに作製した UMAP 上でも、BATF 欠損 Treg や R397W 



Treg では野生型 Treg で見られる Ikzf2+胸腺由来 eTreg クラスターが欠損することが示された。こ
のことから、Foxp3 と BATF は遺伝子発現レベルでも、エピゲノムのレベルでも Ikzf2+ eTreg 分
化に必要であることが示された。BATF 欠損 Treg では、Ikzf2+ eTreg クラスターを含む、AP-1 モ
チーフを持つOCR のアクセシビリティが特に高いクラスターが特異的に欠損した。一方、R397W 
Treg では Ikzf2+ eTreg クラスターに加え、NFAT、NFκB や IRF4 などの TCR シグナルの下流で働
く転写因子のモチーフを持つ OCR のアクセシビリティが特に高い活性化 Treg クラスターも減
少することが示された。このことから、Foxp3 は BATF のみならず TCR シグナルの下流で働く
NFAT、NFκB、IRF4 などとも段階的に協調し、Treg の活性化とエフェクター分化に関わる可能
性が示唆された。 

続いて、Foxp3 と BATF のゲノムへの結合と、Foxp3 及び BATF 依存的な OCR の関連を調べ
るため、Treg と Tconv における BATF ChIP-seq 解析、eTreg と cTreg における Foxp3 ChIP-seq 解
析と scMultiome の統合解析を行なった。結果、Treg 選択的 BATF 結合領域（BATF ChIP-seq にお
いて BATF peak が Treg > Tconv であるゲノム領域）と eTreg 選択的 Foxp3 結合領域（Foxp3 ChIP-
seq において Foxp3 peak が eTreg > cTreg であるゲノム領域）が重複した領域は、BATF 欠損や
Foxp3 R397W 変異によりクロマチンアクセシビリティが低下することがわかった。以上の結果
から、Foxp3 や BATF は直接的に OCR のアクセシビリティを亢進している可能性が示唆された。 
 
② IRF4 と相互作用できない BATF HKLE 変異体と Foxp3 の両者もしくは単独を BATF 欠損
R397W Treg に導入し、細胞分裂とともに蛍光が減弱する CPD で染色した後、X 線照射したマウ
スに移入した。移入細胞の細胞増加、分裂、eTreg 特徴的分子の発現を評価した結果、Foxp3 と
BATF による協調的な ST2、CD103、ICOS の発現上昇と細胞分裂促進は BATF HKLE 変異体を用
いた場合に見られなくなった。また、免疫沈降－ウエスタンブロット解析の結果、BATF 抗体に
よる免疫沈降物中に Foxp3、IRF4 タンパク質が含まれることが明らかとなり、BATF は活性化
Treg において Foxp3 や IRF4 と相互作用することが示された。以上から、Foxp3 は BATF と IRF4
の相互作用依存的に、BATF と協同し、eTreg 特徴的な分子の発現や Treg の増殖を促進すると考
えられた。 
 
(2) TCR 依存的 Treg 適応性制御における Foxp3/c-Myc の役割とメカニズム 
① 野生型及び A384T マウスから単離した cTreg と eTreg を CPD ラベルし、抗 CD3 抗体と APC
存在下で培養し、c-Myc 発現と細胞分裂を評価した結果、A384T eTreg において WT eTreg と比
べて、c-Myc 発現と細胞分裂が障害されていた。一方、A384T cTreg と WT cTreg の間で c-Myc 発
現と細胞分裂には差がなかった。このことから、Foxp3 A384T 変異は、eTreg 選択的に c-Myc 発
現を障害することで、そのクローン増殖を障害する可能性が示唆された。 
 
②ノックダウン効率の異なる複数の Myc に対する microRNA を導入した WT eTreg、コントロー
ルベクターを導入した A384T eTreg を CPD ラベル後、抗 CD3 抗体と APC 存在下で培養し、c-
Myc 発現と細胞分裂を評価した。結果、WT eTreg において c-Myc の発現低下と CPD の蛍光強度
が逆相関することが示された。さらに、WT eTreg における c-Myc 発現と CPD の蛍光強度をもと
に作製した回帰直線の 95%予測区間内にコントロールベクターを導入した A384T eTreg が含ま
れた。以上から、A384T eTreg の増殖障害が、c-Myc の発現低下で説明できることが明らかとな
った。 
 
③ 野生型マウス、A384T マウスから取得した eTreg において RNA-seq、Foxp3 CUT&Tag 解析を
行った。結果、A384T eTreg で WT eTreg と比べ、c-Myc をコードする Myc 発現が低下している
ことが確認された。また、Myc 遺伝子を含む TAD（topologically associating domain）内では WT 
Foxp3 と A384T Foxp3 の間でゲノムへの結合に差はなかった。一方、Blimp1 をコードする Prdm1
遺伝子座において、A384T Foxp3 が WT Foxp3 よりも強く結合する領域が見つかった。また、
Prdm1 発現は、A384T eTreg で WT eTreg よりも上昇していることが示された 
 
④ WT eTreg に Blimp1 を強制発現し、コントロールベクターを導入した A384T eTreg とともに、
CPD ラベルした後、抗 CD3 抗体と APC 存在下で培養し、c-Myc 発現を定量 PCR で評価した。
結果、Blimp1 の強制発現により WT eTreg の c-Myc 発現は低下し、コントロールベクターを導入
した A384T eTreg と同程度になることが示された。このことから、A384T eTreg では Blimp1 発現
が亢進しているため、c-Myc 発現が低下している可能性が示唆された。 
 
(3) Treg 適応性制御における eTreg 不均一性とクローン選択のメカニズムと生理的意義 
① scRNA+TCR-seq 解析の結果、WT マウス肺においてはクローン増殖した Treg が特定のエフ
ェクター型 Treg クラスターに検出されたが、A384T マウス肺ではそのようなクローン増殖した
Treg が欠損していた。WT マウス肺においてクローン増殖した Treg を含むエフェクター型 Treg
クラスターにおいては、TCR シグナル下流で誘導される遺伝子（Nr4a1、Pdcd1 など）、組織浸
潤・定着に関わる遺伝子（Cxcr6、Ccr8 など）が高発現していた。実際、Nr4a1 によりコードさ
れる Nurr77 の発現は WT マウス肺の Treg に選択的に高発現しており、組織浸潤型 Treg は WT
マウス肺選択的に高頻度で検出され、循環型 Treg は A384T 変異により影響を受けなかった。一



方、肝臓においては、WT マウスと変異マウス両者においてクローン増殖した Treg は少なく、
循環型の Treg のみが検出された。以上の結果から、A384T マウスでは、強い TCR シグナルを受
けて組織内に浸潤して増殖した Treg クローンが欠損することで肺組織選択的に炎症が起こると
考えられた（図）。 

 
② TCR クロノタイプ#4 について TCR レトロジェニックマウスを作製・解析した結果、この TCR
を発現した CD4+ T 細胞はほぼ全て Treg に分化すること、Treg 中のクロノタイプ#4 発現 Treg の
割合は、肺で大腸よりも、肺所属リンパ節で皮膚所属リンパ節、腸管膜リンパ節よりも高いこと
がわかった。このことから、クロノタイプ#4 は肺由来の抗原ペプチドを認識する TCR である可
能性が示唆された。 
 
③ TCR クロノタイプ#1 について TCR レトロジェニックマウスを作製・解析した結果、脾臓に
おいてクロノタイプ#1 を発現する eTreg はポリクローナルな eTreg と比べ、CXCR3 陽性の割合
が高く、ST2 妖精の割合が低いことがわかった。このことから、TCR クロノタイプ#1 は Th1 型
eTreg への分化を促進する TCR であることが示唆された。 
 
④ 野生型マウス、Ifng 欠損マウス、Batf3 欠損マウス、Ifng x Batf3 二重欠損マウスを作製し、そ
れらのマウスの eTreg 中の T-bet+ eTreg の割合を評価した結果、それぞれの単独欠損マウスでは
野生型マウスと比べて T-bet 陽性 eTreg の割合が低下すること、Ifng x Batf3 二重欠損マウスでは
Ifng 欠損マウスと比べて T-bet 陽性 eTreg の割合が低下することが示された。このことから、cDC1
は IFN-γとは独立に 1 型 eTreg 分化に関わる可能性が示唆された。 
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