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研究成果の概要（和文）：免疫疾患関連転写因子ZFAT(zinc-finger gene in AITD susceptibility region / zinc-fin
ger with AT-hook)の胸腺内T細胞分化においてZFATの機能解析を進めた。コンディショナルZFAT欠損マウスの解析から
、ZFATがTCRからの適切な初期シグナリングにおける制御とERKおよびEgrの活性化を介したポジティブセレクションに
必須であることを明らかにした。さらにZFATがp38/JNKシグナル経路の適切な活性化に関与することでアポトーシス感
受性に重要な役割を担うこと明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This research aims to investigate and elucidate the immune system transcription 
network, mainly the newly discovered immune-related transcription regulatory factor, ZFAT (zinc-finger 
gene in AITD susceptibility region), and to understand the molecular mechanism of ZFAT in the development 
of immunological diseases. We have reported that Zfat is required for proper regulation of the 
TCR-proximal signalings, and is a crucial molecule for positive selection through ERK and Egr activities. 
Furthermore, we have demonstrated that Zfat critically participates in the development of DP thymocytes 
through regulating the activities of p38 and JNK.

研究分野：細胞生物学

キーワード： ZFAT　T細胞
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

当研究室にて自己免疫性甲状腺疾患

(AITD)感受性遺伝子として同定した転写

制御因子ZFAT(zinc-finger gene in AITD 

susceptibility region) 遺伝子は18個のC2H2

型zinc-finger motifと1個のAT-hook motifを

含む転写関連因子様タンパク質をコードし、

魚類からヒトに至るまで高度に保存された

遺伝子である。これまでに、ZFATは、マ

ウスおよびヒトにおいてT,B細胞で高発現

しており、白血病細胞株MOLT-4およびマ

ウス線維芽細胞(MEF)における機能的解析

からZFATがアポトーシス制御分子である

ことを報告してきた。また、国内外での報

告によりZFAT遺伝子多型が、自己免疫性

難病である多発性硬化症治療におけるイン

ターフェロンβの応答性および高血圧症に

関連すること、また、日本人・韓国人の背

丈に関連することが示され、ZFATの重要

性が示唆されていた。さらに、ZFAT欠損

マウスの表現型解析と分子レベルでの解析

から、ZFAT欠損マウスは発生初期に胎生

致死となることが判明し、ZFATが正常な

マウス発生過程に必須の遺伝子であること

が示唆されていた。研究開始当初、ZFAT

に関する基礎的知見およびZFATの機能が

明らかになりつつあったが、未だマウス個

体での免疫担当細胞におけるZFATの生理

学的機能の解明には至っていなかった。そ

こで、これまでに得られた研究背景を手が

かりにし、T細胞特異的コンディショナル

ZFAT欠損マウスを対象に、胸腺・脾臓を

中心とした詳細な表現型解析、ZFAT転写

制御ターゲット遺伝子の同定等により、マ

ウス個体におけるZFATの機能的役割の解

明とその機能発現のための分子機序の解明

を試みた。 

 

２．研究の目的 

主に免疫担当細胞に発現するZFATの転写

制御メカニズムを解明することは、免疫関連

疾患の病因・病態の解明へと繋がり、さらに

転写制御をコントロールすることが可能と

なれば先駆的な治療法の開発へと発展させ

ることができると考えられる。このような将

来的な応用を目指して、本研究ではコンディ

ショナルノックアウトマウスを用いたZFAT

の生物学的機能の解明を行った。 

 

３．研究の方法 

(1) コンディショナル ZFAT 欠損マウスの樹立

および表現型解析 

ZFAT の exon 8 の両端に loxP 配列を挿入し

た Zfatflox/flox (Zfatf/f)マウスを樹立し、Lck-Cre 

マウスおよび Cd4-Cre マウスと交配すること

で、Cre/loxP システムを用いた T 細胞特異的

な ZFAT コンディショナル欠損マウス

(Zfatf/f-LckCreマウスおよびZfatf/f-Cd4Creマウ

ス)を樹立した。FACS (flow cytometry) 解析に

より、胸腺内 T 細胞の細胞数等について検討

した。また、胸腺内 T 細胞の in vitro TCR 刺

激によるシグナル経路における分子の発現

量およびリン酸化変動について、抗 CD3 抗体

により刺激後、ウエスタンブロッティング解

析にて検討した。 

(2) 発現アレイ解析および ChIP-seq 解析 

Zfatf/f-LckCre マウス胸腺 CD4+CD8+ double 

positive (DP)細胞および Zfatf/f-Cd4Cre マウス

CD4+ T 細胞の細胞から RNA を抽出後、ラベル

化し、Affymetrix 社製 GeneChip Array にハイブ

リダイズした。変動遺伝子群の取得等のデータ

解析は GeneSpring にて行った。 

 Zfatf/f-LckCre マ ウ ス 胸 腺 CD4+CD8+ 

double positive (DP)細胞(Zfatf/f マウスをコン

トロール)を対象に、新規に樹立した ZFAT モ

ノクローナル抗体を用いて、 ChIP DNA を沈降

精製後、シークエンスを行い、Avadis NGS に

て解析した。 

 

４．研究成果 

(1) 胸腺内 T 細胞分化における ZFAT の機能

解析 

① T細胞特異的ZFATコンディショナル欠損

マウス(Zfatf/f-LckCre マウス)を対象とした表

現型解析およびポジティブセレクションに

おける検討 

免疫担当細胞 T 細胞の ZFAT の機能解析を

目的として、Cre/loxP システムを用いた T 細

胞特異的な ZFAT コンディショナル欠損マウ

スの樹立を試みた。Zfatflox/flox (Zfatf/f)マウスと

Lck-Cre マウスを交配し、Zfatf/f-LckCre マウス

を樹立した。表現型解析の結果、Zfatf/f-LckCre

マウスでは胸腺内 CD4+CD8+ double positive 

(DP)細胞数、CD4+ single positive (CD4SP)細

胞数および CD8+ single positive (CD8SP)細胞

数が著しく減少しており、末梢 CD4+細胞お



よび CD8+細胞においても細胞数の著しい減

少が示された(図１)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

胸腺内のT細胞分化過程におけるポジティ

ブセレクションについて、抗 CD69 抗体およ

び抗 TCR抗体染色による分離で FACS 解析

した結果、Zfatf/f-LckCre マウスではポジティ

ブセレクションの阻害が示された(図２)。ま

た、 Zfatf/f-LckCre マウスと T cell antigen 

receptor (TCR)トランスジェニックマウスと

の交配によって、ポジティブセレクションの

阻害が回復されるかどうかを検討したが、ポ

ジティブセレクションの阻害が回復される

ことはなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

さらに、Zfatf/f マウス および Zfatf/f-LckCre

マウスの胸腺内 CD4+CD8+  double positive 

(DP)細胞における抗 CD3 抗体刺激後のウエ

スタンブロット解析から、Zfatf/f-LckCre マウ

スでは、TCR からの刺激応答における

ERK1/2、MEK1/2 および c-Raf のリン酸化の

抑制が示された。また CD3のリン酸化も抑

制されたことからの CD3のリン酸化阻害を

伴う、MEK-ERK 経路の活性化の減弱が明ら

かとなった(図 3)。 

また、Zfatf/f-LckCre マウスでは Egr1,Egr2

および Egr3 の TCR 刺激による発現上昇の阻

害が認められた。MEK1/2 阻害剤である

U0126 存在下では TCR 刺激による Egr1 と

Egr2 の発現上昇が抑制されたことから、Zfat

が MEK-ERK 経路を介した TCR 刺激による

Egr1 と Egr2 の発現上昇に必須であることが

示唆された。Zfatf/fマウスと Zfatf/f-LckCre マウ

スの胸腺内DP細胞におけるEgr1,Egr2および

Egr3 の mRNA は、TCR 刺激前では差異が認

められなかったが、TCR 刺激後では発現上昇

の抑制が示された。 Zfatf/f-LckCre マウスの胸

腺内 DP 細胞における TCR 刺激前の Egr タン

パク質量の減少は、Egr タンパク質に対して、

Zfat がターンオーバーもしくは分解に関与し

ている可能性が示唆された。 

ZFAT が TCR からの適切な初期シグナリン

グにおける制御とERKおよびEgrの活性化を

介したポジティブセレクションに必須であ

ることを明らかにした。(Ogawa M et al, PLoS 

One, 2013) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

② 胸腺内 CD4+CD8+ double positive (DP) 細

胞における ZFAT 発現抑制によるアポトーシ

ス感受性への影響 

胸腺内 CD4+CD8+ double positive (DP)細胞

数の著しい減少を示すT細胞特異的コンディ

ショナル ZFAT 欠損マウス(Zfatf/f-LckCre マウ

ス)を用いて、胸腺内 DP 細胞における ZFAT

のアポトーシス感受性への関与を検討した。

その結果、Zfatf/f-LckCre マウスの胸腺内 DP

細胞では、in vitro 培養系においてカスパーゼ
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【図１】 Zfatf/f-LckCre マウスの胸腺 T 細胞分化障害およ

び末梢 T 細胞数減少 (a,b) Zfatf/fマウスと Zfatf/f-LckCre マ
ウスの胸腺 CD4+ CD8+ double negative (DN)細胞、CD4+ 
CD8+ double positive (DP)細胞、 CD4+ single positive 
(CD4SP)および CD8+ single positive (CD8SP)の割合およ

び細胞数 (c) Zfatf/f マウスおよび Zfatf/f-LckCre マウス脾

臓における CD4+ T 細胞、CD8+ T 細胞および B 細胞の細

胞数 

a b 

c 

【図 2】 Zfatf/f-LckCre マウスの胸腺 T 細胞分化における

ポジティブセレクションの阻害 
Zfatf/fマウスと Zfatf/f-LckCre マウスの胸腺細胞の CD69

と TCRによる分離。Zfatf/f-LckCre マウスでは、P-I, P-II, 
P-III のいずれの過程においても割合の低下が示された。

【図 3】胸腺 T 細胞における TCR からのシグナル経路 
Zfatf/f-LckCreマウスの胸腺細胞ではTCRからのシグナル

経路の白抜き矢印で示しているリン酸化の抑制が示さ

れた。 



3 の活性化を伴うアポトーシス細胞が増加し

ており、ZFAT 欠損によるアポトーシス感受

性の増大が示された。さらに、Zfatf/f-LckCre

マウスの DP 細胞では、p38 および JNK のリ

ン酸化が亢進しており、MEKK4 および

MKK3/6 のリン酸化および Gadd45αの亢進も

認められた。Zfatf/f-LckCre マウスを用いた in 

vivo における TCR 刺激での解析から、TCR

刺激による DP 細胞のアポトーシス感受性の

増大も示された。また、Zfatf/f-LckCre マウス 

の DP 細胞を用いた in vitro 培養系での TCR

刺激でもアポトーシス細胞の増加が認めら

れ、JNK のリン酸化亢進の延長が示された。

胸腺内 DP 細胞において、ZFAT が Gadd45α- 

MEKK4 - MKK3/4/6 - p38/JNK シグナル経路

の適切な活性化に関与することにより、アポ

トーシス感受性に重要な役割を担うことが

明らかとなった。 (Ishikura S et al, J Cell 

Biochem, 2014) 

 

③ 胸腺内 CD4+CD8+ double positive (DP)細

胞における発現アレイ解析および ChIP-seq

解析 

T 細胞特異的 ZFAT コンディショナル欠損

マウス(Zfatf/f-LckCreマウス)のDP細胞の網羅

的発現プロファイル取得のため、発現アレイ

解析を行った。さらに、ZFAT の機能発現に

おける分子メカニズムを明らかにするため

に、ChIP-seq 解析を試みた。新規に樹立した

10種の抗ZFAT抗体を用いて、ChIP (chromatin 

immunoprecipitation: クロマチン免疫沈降)法

の実験条件を最適化し、Zfatf/f-LckCre マウス

の胸腺細胞において ChIP-seq 解析を行い、

ZFAT 転写制御活性領域の同定を試み、ZFAT

のゲノム結合候補領域を同定した。今後、こ

れまでに得られている発現変動遺伝子群の

情報もあわせて、ZFAT が直接的に転写制御

する遺伝子を同定することにより、ZFAT が

担う分子制御機構の詳細な解明へと繋げて

いくことが必要である。 

 

(2) 末梢 T 細胞における ZFAT の機能解析 

末梢 T 細胞の ZFAT の機能解析では、コン

ディショナル ZFAT 欠損マウス(Zfatf/f-Cd4Cre

マウス)の解析から、IL-2R と IL-7R の発現抑

制を伴う末梢の CD4+ T 細胞および CD8+ T 細

胞が著しく減少することが示された。さらに、

末梢ナイーブ T 細胞の FACS 解析等による表

現型解析によって、コンディショナル ZFAT

欠損マウスの末梢 T 細胞数の減少における、

ナイーブ CD4+ T 細胞とメモリーCD4+ T 細胞

の比率について検討した結果、コンディショ

ナルZFAT欠損マウスのナイーブCD4+ T細胞

とメモリーCD4+ T 細胞はコントロールマウ

スと同様の割合を示した。ZFAT が欠失した

末梢 CD4+ T 細胞数の減少はナイーブ CD4+ T

細胞とメモリーCD4+ T 細胞に特異性はなく、

いずれの CD4+ T 細胞も減少していることが

明らかとなった(図 4)。 

また、ZFAT 欠失による末梢 CD4+ T 細胞の

網羅的発現プロファイル取得のため、発現ア

レイ解析を行った結果、免疫関連分子を含む

発現変動遺伝子群が得られ、末梢 T 細胞にお

ける ZFAT の分子機序解明のための基礎的情

報を取得した。ZFAT を欠失したナイーブ

CD4+ T 細胞の in vitro TCR 刺激時では細胞増

殖阻害およびアポトーシス細胞の増加が示

され、TCR 刺激による正常な T 細胞の増殖が

抑制されることが明らかとなった。(Doi K et 

al, Biochem Biophys Res Commun, 2012) 
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