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研究成果の概要（和文）：　Ｔ細胞は、免疫反応で細胞分裂を繰り返しても細胞寿命を保つ。染色体末端のテロメアの
伸長酵素（hTERT）の働きによる。本研究では、Ｔ細胞のhTERTの発現調節機構を解析した。増殖休止期のＴ細胞は、転
写因子KLF2がhTERT遺伝子プロモーターに結合して発現を抑制しているが、増殖細胞ではKLF2結合が解かれhTERT遺伝子
が発現する。正常Ｔ細胞では、hTERTプロモーターはDNAメチル化されていないが、白血病Ｔ細胞では同プロモーターが
DNAメチル化されている。DNAメチル化はKLF2のプロモーターへの結合を阻害するため、白血病細胞ではhTERTが発現し
続け腫瘍化維持をしている。

研究成果の概要（英文）： T lymphocytes are exceptional in that they express a telomerase elongation enzyme
 (hTERT), though they are normal. hTERT expression contributes to long-life memory T lymphocytes via senes
cence prevention. We examined molecular mechanism of hTERT gene expression in human T cells. The hTERT pro
moter contains a DNA element which regulates hTERT expression. The transcription factor KLF2 binds to the 
element, resulting in repression of hTERT expression in growth resting cells. In growing cells, KLF2 is no
t associated with the element. DNA methylation of the element is seen in T leukemic T cells. DNA methylate
d element can not bind to KLF2, constitutively expressing hTERT.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 成人Ｔ細胞白血病ウイルス１型 (HTLV-1)
は成人Ｔ細胞白血病の原因となる。HTLV-1 の産
生する分子 Tax1 は、Ｔ細胞の増殖を促しアポト
ーシスを阻害して腫瘍化に重要な役割を果たし
ていることが知られている。細胞の腫瘍化に必
須な細胞不死化に Tax1 がどのように関与する
か調べるために、我々は以前の研究で Tax1 によ
るテロメア伸長酵素(hTERT)の発現に及ぼす
Tax1 の作用を解析した。 
 
(2) その結果、Tax1 は hTERT 遺伝子プロモータ
ーを活性化することを見出した。これは、Tax1
による細胞増殖進行に伴って生ずる現象であっ
た。一連の実験で、細胞増殖休止期のＴ細胞で
は、hTERT 遺伝子の転写を積極的に抑制する DNA
エレメントが hTERT 遺伝子プロモーター中にあ
ることを見出した。本研究ではこの抑制性 DNA
エレメントの機能を中心に解析した。 
 
２．研究の目的 
(1) Ｔ細胞は免疫刺激を受けると細胞増殖を繰
り返す。通常、正常細胞が増殖のため細胞分裂
を繰り返すと、主に染色体末端のテロメアの短
縮を原因として、細胞分裂が停止する細胞老化
状態になる。しかし、Ｔ細胞は正常細胞の中で
例外細胞の一つである。これは免疫記憶として
Ｔ細胞が長期に機能する必要があるためと考え
られている。一方、がん細胞は細胞老化に陥る
ことなく不死化能を獲得して増殖し続ける。Ｔ
細胞もがん細胞も hTERT の発現がテロメアを一
定長以上に保つために働いている。 
 
(2) 正常Ｔ細胞は免疫反応時以外は増殖休止期
で、その時は hTERT は発現していない。hTERT
の不用意な発現は、細胞の不死化を通じてがん
化への危険があるため、休止期のＴ細胞では
hTERT の発現は積極的に抑制されていると考え
られていた。我々は以前の研究で、休止期のＴ
細胞で hTERT 遺伝子の発現抑制に関わるプロモ
ーター・エレメントを見出した。本研究ではそ
の抑制性 DNA エレメントの機能を調べた。 
 
３．研究の方法 
(1) 使用した細胞 
 ヒトＴ細胞白血病株 Jurkat、Kit225 を用いた。
Kit225 は増殖にＴ細胞増殖因子(IL-2)を必要
とし、IL-2 がない培養では増殖休止期に留まる。
ヒト末梢Ｔ細胞を、東京医科歯科大学倫理委員
会承認の下で使用した。 
 
(2) プロモーター・エレメントの機能解析 
 hTERT プロモーターの DNA エレメントに結合
する因子は、酵母ワンハイブリッド法で同定し
た。DNA エレメントへの因子の結合はゲルシフ
ト法、クロマチン免疫沈降法で解析した。DNA
エレメントの転写制御能はルシフェレース遺伝
子発現を指標としたレポーター・アッセイ法で
行った。 
 

(3) KLF2 の測定 
 KLF2 の発現は蛍光抗体法、RT-PCR 法、ウ
ェスタン・ブロッティング法で調べた。KLF2
の機能解析のために siRNA で KLF2 の発現抑
制を行った。 
 
４．研究成果 
(1) DNA エレメントに結合する因子 
 hTERT 遺伝子プロモーター中の抑制性 DNA
エレメントに結合する因子を、酵母のワンハ
イブリッド法で探索した。白血細胞由来のラ
イブラリーを用いてスクリーニングしたと
ころ、69 クローンの産物で結合がみられ、そ
の内に 12 クローンが転写因子 Krüpple-like 
factor 2 (KLF2)で最も多い分子であった。 
 大腸菌で作製した KLF2 と glutathion 
S-transferase の融合分子(GST-KLF2)は、ゲ
ルシフト法で DNA エレメントに結合した。
KLF2 を発現している Kit225 細胞に DNA エレ
メントを含むプラスミドを導入し、細胞でも
KLF2がDNAエレメントに結合することをクロ
マチン免疫沈降法で確かめた。ただしこの結
合は培養から IL-2 を除いた細胞が増殖休止
期に認められ、増殖期の細胞では KLF2 の DNA
エレメントへの結合はみられなかった。 
 
(2) hTERT と KLF2 のＴ細胞での発現 
 KLF2によるhTERT遺伝子発現調節機構を調
べるために、正常Ｔ細胞での KLF2 と hTERT
の発現を RT-PCR 法とウエスタン・ブロッテ
ィング法で解析した。その結果、休止期の細
胞で KLF2 は発現していて、その蛋白は核に
局在している。細胞の増殖がはじまると KLF2
の転写は止まり、蛋白は主に細胞質への分布
に変わる。一方、hTERT は休止期の細胞では
発現しておらず、細胞増殖とともにその転写
が生じ、KLF2 の発現とは逆の関係となる。こ
れらの結果は、KLF2 の DNA エレメントへの結
合が、hTERT 遺伝子転写抑制に関与している
ことを示唆している。 
 
(3) KLF2 による hTERT の発現抑制 
 KLF2 の発現を強制的に変動させることに
より、KLF2 の hTERT 遺伝子転写への関与を調
べた。増殖期の KLF2 を発現していない正常
Ｔ細胞に KLF2 を強制発現させると hTERT 遺
伝子の発現は抑制される。一方、休止期の
KLF2を発現している正常Ｔ細胞にsiRNAを導
入して KLF2 の発現を抑制すると、hTERT 遺伝
子の発現が誘導される。これらの結果は休止
期の細胞で KLF2 が hTERT 遺伝子プロモータ
ーに結合して転写を抑制していて、細胞が増
殖すると KLF2 が解離して hTERT 遺伝子の発
現が誘導される機構を示している。 
 
(4) DNA エレメントのメチル化と KLF2の結合 
 Jurkat は KLF2 を発現しておらず、hTERT
を恒常的に発現している。hTERT 遺伝子プロ
モーターをプラスミドで Jurkat に導入する
と、外来導入プロモーターは活性化される。



そこに KLF2 を強制発現させると、正常Ｔ細胞で
みたように、外来導入 hTERT プロモーターの活
性は抑制された。しかし Jurkat の内在性 hTERT
の発現は KLF2 の発現で影響を受けなかった。こ
のことはがん細胞では別な hTERT 遺伝子発現調
節機構がある可能性がある。 
 一般にがん細胞では DNA が CpG でメチル化さ
れていることが多い。DNA メチル化により遺伝
子発現は多くの場合、抑制されることが知られ
ている。hTERT 遺伝子プロモーターの抑制性 DNA
エレメントにも CpG 配列があり、Jurkat、Kit225
で DNA エレメントのメチル化状態を調べた。い
ずれの細胞株でも DNA エレメントの CpG はメチ
ル化されていた。正常Ｔ細胞では同じ DNA 配列
がメチル化されていない。 
 このCpG配列のメチル化とKLF2の結合能との
関連を調べるために、hTERT 遺伝子プロモータ
ーを含むプラスミドを人工的に DNA メチル化し
て Jurkat に導入すると、KLF2 の結合がみられ
ないことがクロマチン免疫沈降法で明らかにな
った。このことは CpG のメチル化により、KLF2
の抑制性 DNA エレメントへの結合が阻害される
ことを示している。DNA メチル化阻害剤
（Zebularine）で KLF2 を発現している Kit225
を脱メチル化すると、hTERT 遺伝子の発現は抑
制される。しかしKLF2を発現していないJurkat
では DNA メチル化阻害剤の影響はなかった。 
 
(5) まとめ 
 休止期の正常Ｔ細胞は、hTERT 遺伝子プロモ
ーターの抑制性DNAエレメントに転写因子KLF2
が結合していて、hTERT 遺伝子の転写は抑制さ
れている。増殖期のＴ細胞では、KLF2 の結合が
はずれ hTERT 遺伝子が発現する。Ｔ白血病細胞
株の抑制性 DNA エレメントは DNA メチル化され
ている。この DNA メチル化は KLF2 の DNA エレメ
ントへの結合を阻害する。このことが白血病細
胞では hTERT 遺伝子の恒常的発現を招き、細胞
の不死化に貢献するものと考えられる。 
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