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研究成果の概要（和文）：制御性T細胞(Treg)は免疫抑制機能に特化したT細胞集団である。ヒトCD4陽性T細胞は
強いT細胞受容体刺激を受けるとFOXP3を一時的に発現するが安定せず、機能的に安定なTregの効率的な誘導が課
題である。本研究ではCRISPR-Cas9による目標遺伝子のノックアウトの影響に関して、単一細胞レベルでゲノム
ワイドなオープンクロマチン解析、網羅的遺伝子発現解析、細胞表面・細胞内タンパク質の定量を組み合わせた
大規模スクリーニングを独自に開発した。in silico解析によりTreg分化誘導の際に生じる生物学的応答シグナ
ル伝達ネットワークを解明し、分化誘導における制御因子の候補の同定に成功した。

研究成果の概要（英文）：Regulatory T cells (Tregs) are a population of T cells that specialize in 
immunosuppressive functions. Although human CD4-positive T cells transiently express FOXP3 upon 
strong T cell receptor stimulation, FOXP3 expression is not stable. Therefore, it remains difficult 
to efficiently induce functionally stable Tregs. In this study, we developed a large-scale screen 
for the effects of target gene knockout using CRISPR-Cas9 by combining genome-wide open chromatin 
analysis, transcriptome analysis and quantification of cell surface and intracellular proteins at 
the single cell level. We revealed the biological response signalling network that occurs during 
Treg differentiation induction and successfully identified candidate regulators of differentiation.

研究分野： 免疫学

キーワード： マルチオミクス解析　シングルセル解析　制御性T細胞　免疫学

  １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、多岐にわたるCRISPR screenを事前に選択肢を狭めることなく一括で行うことができるととも
に、既存の手法で解析可能な影響因子の同定だけにとどまらず、アンバイアスにゲノムワイドな探索が可能とな
ることが期待され、影響因子の探索過程ならびにネットワークの詳述において大幅な技術革新がもたらされうる
と考える。また、誘導に対して正の制御を行うことで安定して効率的な誘導性Tregを分化させることができ、自
己由来の末梢性T細胞から誘導Tregを産生することで自己免疫疾患に臨床応用することが可能となる。逆に、負
の制御を行うことで自己免疫寛容を抑制し悪性腫瘍に対する治療応用が可能となる。

※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、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

制御性 T 細胞(Treg)は免疫抑制機能に特化した T 細胞集団で, 末梢 CD4 陽性 T 細胞の

10%を占め, 異常・過剰な免疫応答を抑制し, 免疫寛容, 免疫恒常性の維持に重要な役割を

果たし, その異常は様々な免疫疾患の原因となる. 申請者の研究室では, 1995 年に Treg の

細胞表面マーカーとして CD25, 2003 年にはマスター転写因子として Foxp3 を同定した. Treg

は自己免疫や炎症性疾患の抑制だけでなく, 臓器移植による拒絶拒否にも重要で, 逆に

Treg 機能の減弱によりがん免疫の強化が可能である.  

Treg の大部分は胸腺で産生されるが, 一部は末梢で通常 T 細胞から分化される. これらの

内在性 Treg に加え、試験管内でも Treg を誘導 (誘導性 Treg) できる. 内在性 Treg と異な

り, 誘導性 Treg は Foxp3 の発現が不安定であり, 人工的に誘導性 Treg を作成する上で問

題となっていた. 申請者の研究室では, Foxp3 の安定した発現にエピジェネティックな制御とし

て Treg 特異的な脱メチル化が重要であることを示した. ヒト CD4 陽性 T 細胞は強い T 細胞

受容体 (TCR) 刺激を受けると FOXP3 を一時的に発現するが, Treg 特異的な脱メチル化領

域が脱メチル化されておらず, FOXP3 の発現は安定せず, 機能的に安定な Treg の効率的な

誘導が課題である. 

また, 次世代シークエンサー (NGS) の急速な技術革新により, scRNA-seq (mRNA を定量) 

や scATAC-seq (オープンクロマチン領域を同定) が開発された. オープンクロマチン領域の

同定により, エンハンサーの同定, ヌクレオソームの配置, 転写因子の結合性に関しゲノムワ

イドな評価が可能となった. しかし, これらの多層的な解析を個別に施行した場合は単一細胞

レベルで情報を結合することが困難であった. これに対し, scRNA-seq と同時に細胞表面タン

パク質を定量する CITE-seq (Cellular Indexing of Transcriptomes and Epitopes by Sequencing) 

が開発された. CITE-seq はオリゴ標識抗体を用いて細胞表面タンパク質マーカーを検出する

ことで scRNA-seq のデータを補完し, mRNA だけでは識別が困難な細胞種の弁別をより頑健

にした. しかし, 細胞表面タンパク質と mRNA は共に転写・翻訳の最終的な産物であり, 遺伝

子発現の制御には言及できなかった. このため, 申請者らは scATAC-seq と細胞表面タンパ

ク質を同時測定する ASAP-seq (ATAC with Select Antigen Profiling by sequencing) ならびに、

scRNA-seq と scATAC-seq と細胞表面タンパク質を同時に測定する DOGMA-seq を開発し

た （Mimitou EP, et al. Nat Biotechnol 2021）.  

 

２．研究の目的 

本研究は, 申請者のこれまでの研究成果に基づき, 世界に先駆けて CRISPR-Cas9 による

900 種類もの目標遺伝子のノックアウトの影響に関して, 単一細胞レベルでゲノムワイドなオー

プンクロマチン解析, 網羅的遺伝子発現解析, 約 270 種の細胞表面ならびに約 50 種の細胞

内タンパク質の定量を組み合わせた大規模スクリーニングを行うことが可能であり, 多層的デ

ータの統合解析により Treg 分化誘導の際に生じる生物学的応答シグナル伝達ネットワークを

解明できヒトにおける Treg 分化誘導過程において重要な分子の同定を目的とする. さらに特

定のエピトープを認識するオリゴ標識抗体で細胞内外のタンパク質, 転写因子, リン酸化タン

パク質を標識することで, タンパク質の局在・タンパク質のリン酸化や転写因子の直接定量に

よる評価を目指す.  

 

 



３．研究の方法 

・ ヒト CD4 陽性 Naïve T 細胞の Treg 誘導における ASAP-seq および CITE-seq の施行 

ヒト CD4 陽性 Naïve T 細胞に対して CRISPR-Cas9 に

よるノックアウトを行い, Treg 誘導刺激を加えた後に

ASAP-seq と CITE-seq を同時に行う. 細胞表面・細

胞内染色タンパク質を検出するとともに, タンパク質

のリン酸化や転写因子もオリゴ標識抗体で定量する.  

・ ASAP-seq および CITE-seq の in silico 解析 

各ノックアウト遺伝子によるコントロールに対する摂動

を in silico で解析するパイプラインを独自に作成する. 

発現変動解析・共発現解析・ネットワーク解析・クラスター解析・系統解析を epigenome・

transcriptome・proteome に関して別途に行うと共に, 三層を結合させて多面的にシグナル

伝達機構の詳細を解明する. また, オープクロマチン情報から各転写因子の結合性やモチ

ーフ解析を評価し, 転写因子の直接定量も併用し, 目標遺伝子と転写因子との関連を評価

する. これにより, Treg 誘導における正の制御因子と負の制御因子の同定ならびに Treg 誘

導刺激において各因子が果たす転写・翻訳制御の役割について詳細を解明し, Treg 誘導

刺激に対する生物学的応答シグナル伝達ネットワークを明らかにする。 

 

４．研究成果 

シングルセルレベルで、右に示すようにプールさ

れた細胞から取得されたハッシュタグオリゴ(HTO)

の情報を用いて良好に分けることが可能となって

いる。上図はHTOを用いたUMAPでの次元削減

を示し、下図はHTOの発現によるheatmapを示し

ている。 

WNNを用いた多層的データを次元削減した情

報からも当初から期待されていた無刺激条件や

CD3KO条件がクラスターとして出現するとともに、

いくつかの条件で特定の動きを示していることが

検出できている。各色が各KO条件を示している。 

また、オープンクロマチン情報や遺伝子発現情

報と共に、細胞表面蛋白だけではなく細胞内蛋

白を検出することに精度よく成功している。FOXP

３の変動を代表例として右図に示しているが、無

刺激条件やCD3KO条件ではTreg誘導が行われ

ていないことが担保されるとともに、細胞内蛋白と

遺伝子発現の情報がよく相関していることが示さ

れており、Treg分化に重要な遺伝子の候補を絞り

込むことに成功している。 

また各KO条件がCITE-seqにて遺伝子発現変

化と蛋白発現変化が、ASAP-seqにてオープンクロマチン情報と蛋白発現変化がよく相関していることを

確認しており、Treg分化に重要な標的遺伝子の絞りこみに成功しており、当初の予定を達成している。 



この技術を最大限に活用するためにCRISPR screenをin silicoで

行うパイプラインの開発を継続している。本手法を確立すること

で、多岐にわたるCRISPR screenを事前に選択肢を狭めることなく

一括で行うことができるとともに、既存の手法で解析可能な影響因

子の同定だけにとどまらず、トランスクリプトームレベルならびにエ

ピゲノムレベルにどのような変化をもたらすかをアンバイアスにゲノ

ムワイドな探索が可能となることが期待され、影響因子の探索過程

ならびにネットワークの詳述において大幅な技術革新がもたらされうると考える。 

また、本手法で同定したTreg分化誘導におけるネットワークのハブとなる因子の検証解析の追加を検

討している。同定したTreg分化誘導における制御因子をノックアウトした細胞を用いて、エフェクターT細

胞との共培養などにより抑制能に関する機能解析で検証を継続したいと考えている。 

これらにより、Treg誘導における正の制御因子と負の制御因子の同定ならびにTreg誘導刺激におい

て各因子が果たす転写・翻訳制御の役割についての詳細を解明し、ヒトCD4陽性ナイーブT細胞にお

けるTreg誘導刺激に対する生物学的応答シグナル伝達ネットワークの全体像を明らかにしていくことが

可能であると考えている。 
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