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研究成果の概要（和文）：腸関連組織には、レチノイン酸（RA）を産生して腸管免疫を制御する樹状細胞が存在する。
そのRA産生を担う酵素ALDH1A2の遺伝子プロモーター領域はGCリッチで、TATA box近傍には、複数の動物種で塩基配列
がよく保存された転写因子Sp1結合サイトとRA応答配列ハーフサイトがあった。Sp1とRA受容体／レチノイドX受容体が
協調的にこれらのサイトに結合して、RAの存在下でプロモーター活性を増強した。Aldh1a2プロモーター活性化の樹状
細胞サブセットによる違いには、この領域のDNAメチル化ではなく、Sp1やヒストンなどの脱アセチル化抑制によるエピ
ジェネティック制御が関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Retinoic acid (RA)-producing dendritic cells (DC) are present in the gut-related t
issue, and play important roles in the gut immunity. ALDH1A2 is the key enzyme for producing RA in these D
C. The Aldh1a2 promoter region was GC-rich, and contained an Sp1-binding site and an RA response element (
RARE) half-site near the TATA box. Among various animal species, the sequences of this region were well co
nserved. Sp1 and the RA receptor (RAR)/retinoid X receptor (RXR) heterodimer mutually enhanced their bindi
ng to these sites and cooperatively enhanced the promoter activity in the presence of RA. Accordingly, RA 
is an essential co-factor for inducing ALDH1A2 expression in DC. DNA methylation in the Aldh1a2 promoter r
egion inhibited its activation. However, in normal DC subsets and other immune cells, the epigenetic regul
ation by Sp1 or histone acetylation but not DNA methylation appeared to participate in the regulation of R
ALDH2 gene expression.
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１．研究開始当初の背景 
(1)	 樹状細胞（DC）は、ほとんどの組織に存
在し、異物の侵入や組織内の変異を検出して、
免疫反応を誘導、促進または抑制する。我々
は、腸関連二次リンパ系器官には、ビタミン
A をレチノイン酸（RA）に変換する能力を持
つ DC が存在し、T 細胞に抗原提示をする際に
RA を与えることで、小腸組織への移入（ホー
ミング）特異性を与えることを発見した
（Immunity	 21:427,	 2004）。B 細胞に対して
も同様であった（Science	 314:1157,	 2006）。
従って、外界と最大の表面積で接する小腸に
リンパ球を配備するためには、ビタミン A が
必須であること、そして、世界の栄養不良児
を腸感染症による下痢から守るためには、ビ
タミン A補給が欠かせないことが科学的に裏
付けられた。さらに、RA は Foxp3+	 誘導型制
御性 T 細胞の分化を促進し、炎症性 Th17 細
胞の分化を抑制する。従って、DC による RA
産生の制御は、リンパ球の組織特異的配備に
加え、免疫・炎症反応の制御、経口免疫寛容
の成立・維持にも大きな役割を担う。	 
	 
(2)	 我々は、腸の DC における RA 産生能が、
主に酵素 retinal	 dehydrogenase	 2（RALDH2；
正式名 ALDH1A2）の発現に依存していること
を発見した（Immunity	 21:427,	 2004;	 Int	 
Immunol	 21:361,	 2009）。さらに、個々の DC
における ALDH 活性を検定する方法を確立し、
腸間膜リンパ節（MLN）やパイエル板に存在
する RA 産生 DC を同定した。RA 産生 DC は、
成熟型の CD103+	 conventional	 DC	 (cDC)であ
った。また、DC に ALDH1A2 発現を誘導する因
子として、顆粒球・マクロファージコロニー
刺激因子（GM-CSF）が主要な役割を果たし、
RA 自体や Toll 様受容体（TLR）リガンド、IL-4
などが補助的に働くことを明らかにした
（Int	 Immunol	 21:361,	 2009）。実際、これ
らの刺激は、骨髄細胞からFMS-like	 tyrosine	 
kinase	 3	 ligand	 (Flt3L)で分化誘導した DC
（BM-DCFL）や脾臓 DC に ALDH1A2 発現を誘導
した。特に前者においては、RA が必須補助因
子であることを見出した。しかし、ALDH1A2
発現制御の分子機構はほとんど明らかでな
かった。また、何故、特定の DC サブセット
にのみ、ALDH1A2 が発現しているのかも不明
だった。本研究では、これらの問題に取り組
み、種々の免疫学的疾患に対して RA 産生 DC
またはその制御を利用した新たな治療法や
創薬の基盤を構築することを目指した。	 
	 
２．研究の目的	 
(1)	 マウスとヒトの各 DC サブセットまたは
その前駆細胞が、GM-CSF に反応して ALDH1A2
を発現する能力を持つか明らかにする。また、
ALDH1A2 発現誘導因子 GM-CSF の必要性を
GM-CSF 遺伝子欠損マウスを用いて検証する。	 
	 
(2)	 マウス Aldh1a2遺伝子上流において、転
写開始点を挟んで、GC に富む領域を多く含む

CpG アイランドが存在することを我々は見出
した。Aldh1a2 プロモーター活性の誘導制御
にこの CpG に富む DNA のメチル化がどのよう
な影響を及ぼすか明らかにする。	 
	 
(3)	 CpG 配列に結合する転写因子 Sp1 とこれ
に作用する p38	 MAP キナーゼ（MAPK）が
Aldh1a2 遺伝子の転写活性化に寄与する可能
性を見出したので、その分子機構を解明する。	 
	 
(4)	 ヒト DC またはその前駆細胞から RA 産生
DC 誘導を試み、ALDH1A2 の mRNA 発現と、
ALDEFLUOR 試薬による酵素活性を解析して、
マウス DC の場合との異同を明らかにする。	 
	 
(5)	 これらの解析を統合して、Aldh1a2 プロ
モーターの活性化およびエピジェネティッ
ク制御と、DC 分化および DC 亜集団との関係
を明らかにする。さらに、ALDH1A2 発現 DC を
効率よく誘導できる条件を見出し、炎症性腸
疾患など種々の免疫学的疾患の治療への応
用のための基盤構築を目指す。	 
	 
３．研究の方法	 
(1)	 GM-CSF 欠損マウスの MLN-DC における
Aldh1a2 発 現 お よ び そ の 酵 素 活 性 を
ALDEFLUOR 試薬を用いて検定する。	 
	 
(2)	 各分化系列の DCまたはその前駆細胞を、
末梢リンパ組織、血液、または骨髄から精製
し、GM-CSF と RA などの刺激による Aldh1a2
発現誘導の有無を検定する。その他に T細胞、
マクロファージ、およびマクロファージ様細
胞株などについても検討する。	 
	 
(3)	 Aldh1a2 プロモーター領域のメチル化状
況を、バイサルファイト法を用いて解析する。
一方、人工的にメチル化した Aldh1a2プロモ
ーター・レポーターとメチル化していないも
ので、プロモーター活性の違いを検定する。	 
	 
(4)	 脱アセチル化阻害剤などを用いて、他の
エピジェネティック制御の可能性を検討す
る。	 
	 
(5)	 BM-DCFLを用いて、転写因子 Sp1 と協調的
に働く可能性のある p38	 MAPK の Aldh1a2 転
写活性化における役割を、阻害剤などを用い
て検定する。さらに、COS-7 細胞などに
Aldh1a2 プロモーター・レポータープラスミ
ドを導入して転写活性化の条件を解析する。	 
	 
４．研究成果	 
(1)	 Aldh1a2発現誘導因子としての GM-CSF の
役割：	 我々は GM-CSF 受容体欠損マウスを
用いて、GM-CSF が MLN-DC における ALDH1A2
発現に主要な役割を持つことを報告した。し
かし、このマウスは受容体 common	 β 鎖を欠
損しており、IL-5 受容体も欠いている。そこ
で、我々は新たに GM-CSF 欠損マウスについ



ても解析した。MLN-DC の Aldh1a2発現とその
酵素活性は、少なくとも特定病原体感染のな
い定常状態では、やはり顕著に低下しており、
GM-CSF の役割が再確認できた。但し、我々は
以前、IL-4 や IL-13 も Aldh1a2発現を誘導す
るが、定常状態のマウス MLN-DC の Aldh1a2
発現には必須でないことも見出しており、
Th2 誘導刺激などの特殊な条件下では GM-CSF
の必要性が低下する可能性も考えられた。	 
	 
(2)	 GM-CSF に対する cDC と plasmacytoid	 DC	 
(pDC)の反応性の違い：	 BM-DCFLを cDC と pDC
に分画し、GM-CSF で刺激したところ、pDC で
は cDC に比べて遙かに低いレベルでしか
Aldh1a2 発現が誘導されなかった。これは、
in	 vivo で MLN の cDC と pDC で見られる
Aldh1a2発現の違いと相関していた。	 
	 
(3)	 Aldh1a2 プロモーターを包含する CpG ア
イランドと Sp1 の役割：	 マウス Aldh1a2遺
伝子の第１エクソンを含む 1,445	 bp	 (−816
〜+629)	 の領域は CpG アイランドを形成して
いた。Aldh1a2遺伝子の−373〜+182 の領域は、
転写因子 Sp1 の存在下でプロモーター活性を
示した。その GC リッチ配列の一部を欠失し
た−154〜+182 の領域にも、より低いながらも
有意の活性があった（図１）。	 

	 
(4)	 Aldh1a2 発現誘導の分子機構:	 Aldh1a2
発現誘導の分子機構の解析を進めた。In	 vivo
では、血液から小腸組織に移行してきた未熟
DC が、小腸組織の微小環境内で RA や GM-CSF
などの刺激を受けて分化成熟していく過程
で、Aldh1a2発現を獲得してくと考えられた。	 
①	 Aldh1a2 発現に必要な Sp1 の機能発現に
GM-CSF がいかなる寄与をするのか解析した。
BM-DCFLにおいて、GM-CSF による ERK 経路と
p38	 MAPK 経路の活性化は Sp1 の核内移行と
Aldh1a2 発現に必須だった。Sp1 は Aldh1a2
遺伝子上流の GC リッチな−161〜−119、−118
〜−76、および−75〜−40 の領域それぞれに結
合した。しかし、Sp1 による Aldh1a2 プロモ
ーター活性の促進には、特に−57〜−40 の領域
が重要であることが判明した。	 
②	 次に、RA の役割を解析した。小腸粘膜上
皮細胞は ALDH1A1 を発現している。ALDH1A1
は、ALDH1A2 に比べるとレチノイン酸合成酵
素としての活性は低いものの、ある程度の RA
を小腸組織に提供できると考えられる。

Aldh1a2遺伝子上流近傍には、完全な RA 応答
配列（RARE）は存在しなかったが、−49〜−44
の領域は RARE	 half-site と同定できた。さ
らに、ここに実際に RARα と RXRα が協調的
に結合して、RA の存在下、Aldh1a2発現を促
進することが判明した。	 
③	 Sp1とRAR/RXRの関係について解析した。
Sp1 と RARα/RXRα は、互いに協調的に−75
〜−40 の領域に結合し、協調的に Aldh1a2 プ
ロモーター活性を促進した（図２）。	 

	 Aldh1a2遺伝子上流の TATA	 box 近傍に存在
する RARE	 half-site と Sp1 結合部位とその
上流の CAAT	 box 配列を含む 50	 bp 程度の領
域の塩基配列は、マウス、ラット、ヒト、ウ
シ、ニワトリ、そしてゼブラフィッシュなど、
高等動物で種を越えて良く保存されていた。	 
	 
(5)	 ヒト DC における ALDH1A2 発現誘導と
GM-CSF および RA の役割：	 ヒト DC について
も、in	 vitro で RA 産生能を持つ DC の分化誘
導条件を見出した。①ヒト DC では、末梢血
myeloid	 DC	 (mDC)の特定のサブセット（CD1c+	 
mDC）のみが、GM-CSF の存在下で活性型ビタ
ミン D である 1α,25-dihydroxyvitamin	 D3	 
(VD3)の刺激によって、ALDH1A2 を高発現した。
しかし、マウスでは VD3 は同様な効果を示さ
なかった。②この ALDH1A2 発現には、マウス
の場合と同様、GM-CSF と RA、そして p38	 MAPK
の活性化が必須であった。③ヒト ALDH1A2high	 
mDC は、マウスの場合と同様、RA 依存性に T
細胞上に小腸ホーミング受容体の α4β7 イ
ンテグリンと CCR9 の発現を誘導した。	 
	 
(6)	 DNA メチル化による Aldh1a2 プロモータ
ー活性の制御：	 マウス Aldh1a2 遺伝子の
−373〜+182 の領域をメチル化すると、Sp1 の
結合にはほとんど影響が見られなかったが、
Sp1 によるプロモーター活性促進効果は抑制
された。また、マクロファージ様細胞株であ
る RAW264 では、この領域の CpG 配列のメチ
ル化の割合が高く、GM-CSF と TLR4 リガンド
であるリポ多糖（LPS）の刺激で Aldh1a2 を
発現しなかった。しかし、DNA メチル化阻害
剤である 5-aza-2′-deoxycytidine と培養し
て脱メチル化を促進した後には、これらの刺
激によって Aldh1a2を発現した。従って、こ
の領域の DNA メチル化は Aldh1a2発現を負に
制御することが判明した。	 
	 そこで、GM-CSF 刺激によって Aldh1a2発現
を示す cDC と、発現の低い pDC において、
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Aldh1a2 プロモーターのメチル化の程度に差
があるかどうか解析した。しかし、予想に反
してどちらの場合も、ほとんどメチル化され
ていないことが判明した。さらに我々は、
GM-CSF 刺激で Aldh1a2 を発現する脾臓 DC、
Aldh1a2 を発現しない正常腹腔マクロファー
ジやナイーブ CD4+	 T 細胞においても、この領
域がほとんどメチル化されていないことを
見出した。従って、これらの正常免疫細胞に
おいては、DNA メチル化以外のエピジェネテ
ィック発現制御機構の存在が示唆された。	 
	 
(7)	 DNA メチル化に代わるエピジェネティク
な制御の可能性：	 ヒストン脱アセチル化酵
素（HDAC）阻害剤 mithramycin	 A が、マウス
BM-DCFLにおいて、RAと GM-CSFによる Aldh1a2
発現を強く抑制した。Mithramycin	 A は Sp1
の CpG 配列への結合を抑制することでも知ら
れている。これらのことより、ヒストンや Sp1
などの脱アセチル化の制御が、Aldh1a2 発現
誘導のエピジェネティックな制御に関与し
ている可能性が考えられた。	 
	 
	 以上より、DC の RA 産生能は、ALDH1A2 の
遺伝子プロモーター領域の DNA メチル化、お
よびタンパク質のアセチル化／脱アセチル
化によって制御されうるが、正常の免疫細胞
では、後者が関与する可能性が見出された。
一方、RA 産生能の誘導には、種を越えて RA
と GM-CSF が、RAR/RXR および MAPK-Sp1 を介
して、ALDH1A2+	 DC の分化誘導に関与するこ
とが示唆された（図３）。さらに、Sp1 結合部
位に隣接した CAAT	 box 配列に結合する転写
因子群 NF-Y は、Sp1 や HDAC と相互作用する
ことが報告されており、やはりプロモーター
活性の制御に関与する可能性が考えられる。	 

	 また、ヒト DC とマウス DC で VD3 に対する
反応性の違いが見出され、両者の解析を併せ
て進めていく必要性を改めて示唆した。	 
	 MLNで高いALDH1A2活性を示すDCは成熟型
である。マウス BM-DCFLでは、RA と GM-CSF に
よる基礎刺激に加え、LPS などによる活性
化・成熟誘導刺激が ALDH1A2 発現を増強する。
しかし、同時に炎症性サイトカイン産生も誘
導した。我々は、炎症性サイトカインを誘導
しない活性化・成熟誘導刺激を探索し、その
候補を見出している。今後、これらの刺激が、
マウスおよびヒトで免疫抑制性の RA 高産生
DC を効率良く誘導する系の構築に寄与する
可能性がある。これらの DC は、炎症性免疫

学的疾患などに対する新たな治療や創薬へ
の利用が期待でき、本研究の成果はその必須
の基盤を提供するものと考えられる。	 
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