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研究成果の概要（和文）：NKT細胞はCD1d分子に提示された糖脂質抗原を認識する特殊なリンパ球である。強い抗腫瘍
作用およびアジュバント作用を有し、がん免疫治療の標的細胞として有用である。しかしながら、NKT細胞分化・機能
制御メカニズムは十分に理解されていない。
　本研究において我々は、新規のNKT細胞分化経路としてDN経路を見出した。また、NKT細胞分化初期段階のpreNKT細胞
に発現する転写制御因子として、Ringファミリーを含む15候補遺伝子を同定した。さらに、エピゲノム解析によってNK
T細胞分化に伴うエピゲノム変化を捉えることに成功し、任意の機能を持つNKT細胞の生産にエピゲノム解析が利用可能
であることを示した。

研究成果の概要（英文）：Natural killer T (NKT) cells are characterized by the expression of the single 
invariant Va14 receptor recognizing glycolipid antigens in the association with monomorphic CD1d 
molecule. However, their developmental pathway and molecular basis of their development remain unclear.
Here, we identified the novel developmental pathway for NKT cells directly generated from late DN stage 
precursors bypassing through DP stage and mainly migrated to the liver, but not to the fat, mesenteric 
lymphnode and lamina propria, where DP-derived NKT cells are migrated. We also found that 15 
transcription factors, including Ring family proteins, were selectively expressed in DN-derived preNKT 
cells without surface Va14 receptor. Some of these TFs were shown to be responsible for NKT cell 
development in their knock-out mice. In addition, we succeeded to detect alteration of epigenetic 
modification responsible gene loci that regulate NKT cell development and function during NKT cell 
development.

研究分野：医歯薬学

キーワード： NKT細胞サブタイプ　NKT細胞特異的転写因子　NKT細胞新規分化経路　エピゲノム解析
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１．研究開始当初の背景 
 NKT 細胞は、唯１種類の多様性がない均
一な V14J18 受容体によって糖脂質を認
識する特殊なリンパ球である。腫瘍や感染に
対する防御反応の中心的な役割を担ってお
り、がん免疫治療における標的細胞の一つと
して注目されている。NKT 細胞の分化・機
能を操作し、試験管内で任意の機能を持つ
NKT 細胞を大量に分化誘導することができ
れば、その効果をさらに強めることができる
と期待される。 
 しかしながら、NKT細胞の細胞系列決定・
機能獲得については未だ不明点が多い。これ
までの通説では、NKT 細胞は T 細胞と同様
の分化経路をたどり、胸腺 CD4/CD8ダブル
ポジティブステージでCD1d分子によるポジ
ティブセレクションを受けることでT細胞か
ら分岐し、NKT 細胞に分化するというもの
である。しかし、本研究において、DP ステ
ージの前段階であるDNステージにおいて既
に NKT 細胞への系列決定がなされている事
を見出した。 
 
２．研究の目的 
 本研究においては、(1)NKT 細胞分化プロ
セスを明らかにすることに加え、(2) NKT細
胞系列を決定する遺伝子を同定し、(3) NKT
細胞分化の各ステージにおける遺伝子発現
とエピゲノム状況を確認することにより、任
意の機能を持つ NKT 細胞を生産するための
基盤技術の開発を目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) NKT 分化プロセスの検証 
 通説である NKT 細胞分化の DP 経路とは異
なる分化経路の存在を検証するために、ここ
では胸腺 DP ステージに特異的に Cre リコン
ビナーゼを発現する E8III-Cre マウスを用い
た RAG2 遺伝子欠損マウスあるいは YFP 色素
を発現する ROSA-YFP マウスを用い、各種解
析を実施する。 
① 遺伝子再構成に必要な Rag2 遺伝子を
DP ステージ特異的に欠損させ、DP ステ
ージでの分化阻害を誘導し、NKT 細胞
の分化への影響を確認する。 
② Rosa-YFP マウスを用い、DP ステージの
通過を確認すると YFP 色素を発現する
Fate mapping を実施する。 
③ DP ステージを経ない DN 経路由来 NKT
細胞の特徴を解析する目的で、細胞表
面分子発現、遺伝子発現プロファイル、
細胞機能を検証する。 
 

(2) NKT 細胞系列決定に関与する遺伝子同定 
 NKT 細胞、およびそのステージ特異的に発
現している転写因子を探索すべく、次の観点
からの解析を実施した。 
① NKT細胞を欠損するCD1d欠損マウスの
DNステージDN4細胞よりランダムに単
一細胞分離を行ったのち、BioMark 

(Fludigm社)を用いたhigh throughput 
qPCR を実施し、発現転写因子を解析す
る。 
 一方、NKT 細胞の核移植によって樹立し
たクローン ES 細胞を利用し、T細胞受容体
C領域に蛍光タンパク質Venus遺伝子を挿
入した ES 細胞およびマウスを作成した
(NKT-Venus)。この ES 細胞およびマウスの
未熟胸腺細胞では、NKT 細胞への系列決定
がなされ V14J18 の発現が開始されると
同時に蛍光を発することから、NKT 細胞へ
の系列決定時期を判定することが可能で
ある。これを用い、系列決定時期に発現す
る転写因子群を次の手法にて検出する。 
② NKT-Venus ES 細胞を OP9/Dl1 システム
にて in vitro で分化誘導し、NKT 細胞
への系列決定がなされる前後の細胞に
対し単一細胞分離を実施する。転写因
子の発現を Single cell RT-PCR にて検
証し、系列決定時期に発現する転写因
子を探索する。 
③ NKT-Venus マウス胸腺において、細胞
表面上の NKT 細胞受容体が陰性かつ
Venus 陽性の細胞を NKT 細胞への系列
決定直後の細胞と規定し、細胞分取後
に RNA-seq 解析にて遺伝子発現プロフ
ァイルを確認する。 
 また、Va14 遺伝子の発現は、NKT 細胞を
規定する因子として極めて重要である。こ
れを制御する因子はNKT細胞の系列決定に
寄与する因子である可能性があるため、次
の形で制御因子の同定を試みる。 
④ NKT 細胞を規定する遺伝子である V14
について、プロモーター配列解析を実
施し、結合可能な転写因子・転写制御
因子を抽出する。 
 

以上の解析で得られた候補転写因子につい
て、次の手法にて遺伝子機能を検証する。 
⑤ NKT-ES 細胞細胞に対し、shRNA を利用
した遺伝子ノックダウンにて NKT 細胞
分化・機能へ寄与する転写因子を選別
する。 
⑥ 候補転写因子に対し、ES細胞を用いた
gene-targeting、あるいはCRISPR/Cas9
技術を用いたゲノム編集を実施し、ノ
ックアウトマウスを作出し NKT 細胞分
化・機能への関与を解析する。 

 
(3) NKT 細胞におけるエピゲノム解析 
 NKT-Venus ES 細胞を用い、in vitro にお
けるNKT細胞分化に伴うエピゲノムの変動を、
修飾ヒストンを対象としたクロマチン免疫
沈降法にて検出する。 
 
４．研究成果 
(1) NKT 細胞分化プロセスの検証 E8III-Cre マ
ウスを用い、胸腺 DP ステージにて Rag2 遺伝
子を欠損させた結果、DPステージにおける
V14J18 遺伝子再構成は消失し、NKT 細胞数



は減少した。このことは通説である DP 経路
の存在を示している。しかしながら、DP経路
を抑制した本マウスにおいて、成熟 NKT 細胞
の存在が確認された。これは DN 経路由来で
あることを強く示唆している(図 1)。 

 
図１.DN 段階における NKT 細胞分化 
 
E8III-Cre マウスを用い、Rosa-YFP と組み合わ
せた Fate mapping の結果、DP ステージを経
ていない YFP陰性の NKT細胞の存在が確認さ
れ、DN 経路の存在が明確化された（図 2）。 
 

図２.DP を経由すると YFP 陽性になる Fate 
mapping 実験で YFP 陰性 NKT を検出 
 
DN経路由来NKT細胞の特徴を解析した結果、
Th1 サイトカインの発現が高いことが確認さ
れた。遺伝子発現解析の結果、パーフォリン
/グランザイム系の細胞障害におけるエフェ
クター分子の高発現が認められ、実際に本 DN

図３.DN 由来 NKT 細胞は細胞傷害活性を有す 
経路由来NKT細胞は高い細胞障害活性を有し

ていることが確認された。（図 3） 
 興味深いことに、DP 由来 NKT 細胞は脾臓
に集積するのに対して、DN由来 NKT 細胞は主
として肝臓に集積したが、DP 由来 NKT 細胞が
存在する消化管、腸間膜リンパ節、脂肪組織
には検出できなかった。 
 このことは、分化経路の相違によって細胞
機能および生体内での役割の違いを示して
いる（図 4） 
 
図４.DN由来NKT細胞とDP由来NKT細胞は異

なる組織分布をする 
 
これらの事実は、通説であった DP 経路に 
加え、新しい分化経路である DN 経路の存在
を証明するものである。加えて、分化経路の
違いによって生体内での役割が異なる可能
性に言及するものであり、今後、NKT 細胞研
究に新しい視点を提示した。 
 
(2) NKT 細胞系列決定に関与する遺伝子同定 
 Biomark、Single-cell RT-PCR、RNA-seq 解
析、プロモーター配列解析によって、系列決
定に関与する候補転写因子を同定した。また、
shRNA を用いた機能スクリーニングによって、
系列決定・機能への関与が疑われた遺伝子群
（表１）について、KO マウスを作出・あるい
は導入し、解析した。 
 

（注）RNA-seqによる遺伝子選択基準：

Tet-Venus+>Tet+Venus+ (>10倍)（preNKTにて高

 

 

 



発現）,Tet-Venus+>NKT-KO thymocytes（>10倍）
（preNKT細胞に高発現）のうち、転写因子・
転写制御因子として考えられるものを抽出 
 

 現在、抽出した全ての転写因子で解析中で
あるが、その１例として、V14 プロモーター
に結合し、転写制御に寄与する Ring ファミ
リー分子の欠損マウスにおいて、NKT 細胞の
消失が確認され、Ring ファミリー分子が NKT
細胞分化に極めて重要であることが確認さ
れた（図５）。 

図５.Ring ファミリーKO マウスにおける NKT
細胞の消失 
 
(3) NKT 細胞におけるエピゲノム解析 
 NKT 細胞分化に伴うエピゲノムの変動を、
修飾ヒストンを標的としたクロマチン免疫
沈降法で検出した。NKT 細胞に特異的な受容
体 V14J18 プロモーター領域におけるヒス
トン修飾を検証した結果、NKT 細胞への系列
決定（NKT-Venus ES における Venus 発現）の
亢進時期において、V14J18 プロモーター
部ヒストン H3 の K9Ac 修飾の増加および
K27Me3 の減少が確認された（図 6）。このこ
とは、エピゲノム状況がヘテロクロマチン状
態からユークロマチンへの転換がなされて
いることを示唆し、エピゲノム状況によって
NKT 細胞の分化を捉えることが可能であるこ
とを示している。 
 

図６. NKT 細胞分化に伴う V14J18 プロモ
ーター領域エピゲノム変化 
 
 また、NKT 細胞の機能として重要な IFNの
プロモーター部におけるエピゲノム状況を
検索したところ、NKT 細胞の系列決定に遅れ
る形で H3K9 のアセチル化が亢進することが
確認された（図７）。 
 このように、NKT 細胞の分化に伴うエピゲ
ノム状態を検証することにより、NKT-iPS や
NKT-ES細胞におけるNKT細胞の性状を標的と
した選別法の確立に寄与すると期待される。 
 
 

 
図７.NKT 細胞分化に伴 IFNプロモーター領
域エピゲノム変化 
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