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研究成果の概要（和文）：  
   CD4+CD8+DP胸腺細胞のヘルパー/キラー系列へ分化運命を決定する CD4+ヘルパー系列特

異的な ThPOK 転写因子の発現制御機構の解析を行い、キラー系列への分化過程で ThPOK の発現

を抑制する ThPOK サイレンサーを同定した。そこで、本研究課題では ThPOK サイレンサーの活

性制御を理解するために ThPOKサイレンサー結合蛋白質の同定を試みた。アフィニティー精製

により ThPOKサイレンサー結合蛋白質として見出した Bcl11bの機能欠損マウスでは、CD8+キラ

ー系列細胞での ThPOK の脱抑制と CD4+系列への運命転換が検出された。このことから、Bcl11b

が ThPOK サイレンサーの活性制御を介して、分化運命決定機構に機能していると結論した。 

 

研究成果の概要（英文）： 
      It has been shown that any post-selection DP thymocytes differentiate into 

CD4-lineage upon expression of ThPOK, whereas they become CD8-linage cells in the absence 

of ThPOK. Therefore it is crucial to understand how helper-lineage specific expression 

of ThPOK gene is regulated. We have identified a ThPOK silencer in the ThPOK gene that 

is essential to repress ThPOK gene during differentiation of MHC class I selected cells 

toward the cytotoxic-lineage.   

    In order to reveal regulation of ThPOK silencer activity, we performed pull down 

affinity purification with the functional shorter silencer sequences. After molecular 

and biological screening of several candidates obtained by the above approach, Bcl11b 

transcription factor appeared to play an essential role in activating ThPOK silencer. 

Genetic analysis of Bcl11b conditional knock-out mice showed that de-repression of ThPOK 

in both pre-selection thymocyte and in MHC class I selected cells, resulting in cell fate 

conversion of MHC class I selected cells to CD4+ helper lineage cells. These results 

suggested that Bcl11b is central to regulate helper/cytotoxic lineage decision by 

lymphocytes via regulation of ThPOK silencer activity. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 獲得免疫系での自己・非自己形成の重要な

機構として古くから研究されている DP 胸腺細胞

の正と負の選択では、主要組織適合抗原(以下

MHC)上に提示される抗原と T 細胞抗原受容体

(以下TCR)との反応性に端を発するシグナル(以

下 TCR シグナル)により、胸腺細胞の生存(正の

選択)と細胞死(負の選択)が規定される。正と負

の選択の分子機構の理解には、TCR シグナル

から核内での細胞運命決定に至る経路を解明

する必要があるが、最終的な核内標的分子が不

明であることから未だにその解明は進んでいな

い。一方、正に選択された DP 胸腺細胞では、

TCR シグナルの MHC 拘束性を感知して、ヘル

パーT 細胞と細胞傷害性 T 細胞への系列決定

を誘導する核内細胞運命決定機構が存在する。

即ち、TCR シグナルが核内で細胞運命決定機

構に変換されるという点において、DP 胸腺細胞

の正と負の選択機構と系列決定機構は極めて

類似しており、共通の制御機構・分子によって制

御されている可能性が大いに考えられる（図1参

照）。 

 申請者は、胸腺細胞の系列決定を制御する転

写因子ネットワークの解析において顕著な功績

をあげ、特にヘルパーT 細胞への分化を誘導す

るThPOK転写因子の発現がThPOKサイレンサ

ーにより抑制されることを突き止めた。即ち、

ThPOK サイレンサーの機能制御に関与する分

子は TCR シグナルの質的・量的な変化を感知

するセンサーとして機能し、正と負の選択の際に

も同様に TCR シグナルを核内で正と負の選択

決定に変換する機構に関与する可能性が考え

られる。従って、ThPOK サイレンサーに結合す

るタンパク複合体を同定し、TCR シグナルが細

胞運命を決定する核内プログラムに変換される

機構を解明することは、中枢性免疫系自己の確

立の分子機構の解明への大きな糸口となると期

待される。 
 
２．研究の目的 
 
  申請者らは胸腺細胞の系列決定を制御

する転写因子ネットワークの解析において、

特にヘルパーT 細胞への分化を誘導する

ThPOK 転写因子の発現が ThPOK サイレンサー

により抑制されることを突き止めた。即ち、

ThPOK サイレンサーの機能制御に関与する分

子は TCR シグナルの質的・量的な変化を感知

するセンサーとして機能し、TCR シグナルを

核内で正と負の選択決定に変換する機構に

関与する可能性が考えられる。従って、ThPOK

サイレンサーに結合するタンパク複合体を

同定し、TCR シグナルが細胞運命を決定する

核内プログラムに変換される機構を解明す

ることは、中枢性免疫系自己の確立の分子機

構の解明への大きな糸口となると期待され

る。上記の理由から、ThPOK サイレンサーの

結合因子複合体を単離し、TCR シグナルの標

的分子を同定することを目的としている。 
 
３．研究の方法 
 
   ThPOK サイレンサー結合因子を単離す

る目的にて平成 20 年度に実施した研究によ

り、ThPOKサイレンサーの機能に重要な約



40bpの塩基配列を同定した。この配列を含ん

だ合成 DNAを用い EMSA法を行い、試験管内

で ThPOKサイレンサー結合因子複合体との結

合が確認出来たことから、マウス胸腺細胞を

材料にプルダウン法により ThPOKサイレンサ

ー結合因子複合体の粗精製を行った。この方

法で濃縮されたタンパク質について、質量分

析法によりタンパク質の同定を行う(図１参

照)。次に、これらの候補タンパク質に関し

て、1)ウエスタン法によりプルダウン法での

候補タンパク質の濃縮の確認、2) 共免疫沈

降により既存の ThPOKサイレンサー結合因子

である Runx1との結合の有無、3)クロマチン

免疫沈降法(ChIP)法による細胞内での ThPOK

サイレンサーへの結合、という３点を指標に

候補分子の絞り込みを行う(図１参照)。少な

くとも 4種類の ThPOKサイレンサー結合因子

を同定出来たことから、この手法は有効であ

ることは確認済みである。 

 上記の方法で同定した新規 ThPOKサイレン

サーの結合因子の機能解析を行った。同定し

た分子が既知の場合、遺伝子変異マウスの表

現型が発表されているか文献検索した。また、

ThPOK 遺伝子の発現は ThPOK サイレンサーの

活性により正の選択前の胸腺細胞(CD69-DP

胸腺細胞)において既に抑制されていること

から、この場合は CD69-DP胸腺細胞での ThPOK

遺伝子の発現を qPCRにて測定した。この際、

ThPOK サイレンサー結合因子の遺伝子変異マ

ウスが発表されている場合には可能な限り

遺伝子変異マウスの入手を試みた。既存の研

究試料が得られない或は存在しない場合は、

独自に遺伝子変異マウスを作製した。 

 これらの基準を満たした転写因子につい

ては、遺伝子変異マウスを用いて具体的な分

子メカニズムを解析した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
 

  Bcl11b遺伝子変異マウス、ThPOK-gfpレ

ポーターマウスを用い、Bcl11b転写因子機能

障害による、ThPOK 発現、MHC クラス I 拘束

性細胞及び MHC クラス II 拘束性細胞の分化

への影響を解析した。その結果、正の選択前

の DP 胸腺細胞及び CD8+T 細胞で ThPOK 遺伝

子の脱抑制よる発現、MHC クラス I 拘束性細

胞 CD4+系列への部分的な運命転換が検出さ

れた。このことから、Bcl11b が ThPOKサイレ

ンサーの活性制御を介して、分化運命決定機

構に機能していると結論した。 
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