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研究成果の概要（和文）：E2A転写因子は核内でdot状の構造体（foci）を形成し、染色体ルーピングを介してT
細胞受容体遺伝子の組換えを誘導する可能性が想定された。その分子機構を明らかにすることを目的として、
E2Aの機能的複合体の構成因子を同定した。そのうちヒストンアセチル化酵素であるCBP/p300が、E2A fociと共
局在し、E2A fociの形成に必要であった。さらに、E2AあるいはCBP/p300のノックダウンによりE2Aによる染色体
ルーピングが阻害された。以上の結果から、E2A fociはCBP/p300に依存して形成されること、E2AとCBP/p300は
染色体ルーピングに必要であることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：E2A transcription factor was found to form nuclear dot-like structures 
called E2A foci, we thus postulated that E2A induces TCRβ gene rearrangement by chromosome looping.
  To elucidate the molecular mechanism underlying E2A foci formation, we identified factors that 
constitute the functional E2A transcription factor complex.  Among them, histone acetyltransferases 
CBP/p300 were found to colocalze with E2A foci and to be required for E2A foci formation.  Knockdown
 of E2A or CBP/p300 leads to abrogation of chromosome looping.  These results indicate that E2A foci
 formation is dependent on CBP/p300 and E2A or CBP/p300 are essential for chromosome looping.

研究分野：生化学、分子生物学、免疫学
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１．研究開始当初の背景 
細胞分化における遺伝子の転写や組換え

の制御には、ヒストン修飾をはじめとするエ

ピジェネティックな制御が重要な役割を果

たす。我々はこれまで、抗原受容体遺伝子の

再構成を対象に研究を行い、多くの抗原受容

体遺伝子に結合配列を持つ bHLH 転写因子

E2A が、ヒストンアセチル化酵素である

p300/CBP をリクルートすることによって組
換えを誘導することを報告して来た（Agata et 
al. Immunity 2007, Sakamoto et al. J.Immunol. 
2012）。 
一方、細胞分化における遺伝子発現の変化

には、染色体のルーピングによってエンハン

サーとプロモーター等の転写制御領域の接

近状態が変化することも重要であることが

明らかにされつつある。我々は、E2A転写因
子がヒストンアセチル化を上昇させること

に加え、染色体ルーピングによっても組換え

を誘導することを見出した。さらに、染色体

ルーピングが起きる時期特異的に、E2Aが転
写因子ファクトリーと考えられる dot状の核
内構造体（E2A foci）を形成することがわか
った。そこで、核内構造を維持したまま染色

体領域を可視化する 3D-DNA FISHと、免疫
染色法を組み合わせた Immuno-FISH 解析

を行い、E2Aがこのような「場」の形成を介
して、染色体ルーピングによって標的遺伝子

を会合させる可能性が示唆された（図１）。 

 
２．研究の目的 
そこで本研究では、E2A がどのようにし

て染色体ルーピングを起こし、組換えを誘導

するか、その分子機構をさらに明らかにする

ことを目的として、E2Aとクロマチン上で相
互作用する真に機能的な複合体をクロマチ

ン免疫沈降法（ChIP）条件下で精製し、質量
分析によって構成因子を同定する。さらに同

定された因子について、E2A fociの形成に関
与するかノックダウンにより絞り込みをか

ける。得られた候補因子について 3D-FISH
等の染色体構造解析により E2A による染色
体ルーピングに関わるか機能解析を行う。 

 
３．研究の方法 
（1）E2A による染色体ルーピングに関わる
因子を同定するため、クロマチンに結合した

E2Aと機能的に相互作用する複合体を ChIP
条件下で精製し、質量分析によって構成因子

を同定した。 
（2）質量分析によって同定された E2Aの機
能的な複合体構成因子の中から、E2A fociの
形成に必要な因子をmiRNAによるノックダ
ウンを行い、E2A fociの消失を指標に同定し
た。 
（3）同定された因子について miRNA によ
るノックダウンにより、E2A fociの消失とと
もに染色体ルーピングが阻害されるか

3D-FISHにより検討した。 
 
４．研究成果	

（1）クロマチンに結合した E2Aと機能的に
相互作用する複合体の構成因子の同定 

E2A とクロマチン上で相互作用する真に
機能的な複合体を ChIP条件下で精製し、質
量分析によって構成因子を同定することを

計画した。そのためには、均一で比較的多数

の細胞が必要であり、通常は適した細胞株に

目的遺伝子を安定的に発現させた細胞を用

いるが、T 細胞受容体遺伝子の再構成に伴う
染色体構造変化を誘導できる細胞株は存在

しないため、組換え酵素である RAG2ノック
アウトマウスの胸腺細胞を用いる予定であ

った。しかしながら、当該マウスの繁殖に問

題が生じ、解析に必要と思われる個体数

（30-50匹程度）を得ることが困難であった。 
そこで T 細胞系の細胞株を多数解析し、

E2Aが核内で dot状の構造体を形成し、さら
にその細胞株で発現している E2A の標的遺
伝子が、E2Aの dot状構造体に近接するもの
を選択した。それらの細胞株を用いて E2A
とクロマチン上で相互作用する機能的な複

合体を ChIP条件下で精製し、質量分析を行
ったところ、ヒストンアセチル化酵素である

CBP/p300 や、染色体ルーピングに関わる
Mediatorなどの転写制御因子や、Runxなど
の転写因子を同定した。 
 
（2）E2A foci の形成に必要な複合体構成因
子の同定 
さらにこれらの因子が E2A fociと共局在

することを免疫染色で確認した（図２）。 
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そこで RAG2 ノックアウトマウスの胸腺細
胞で、レトロウイルスを用いて miRNAによ
るノックダウンを行った。その結果、E2Aの
ノックダウンで E2A foci は減弱したが、
CBP/p300 は影響を受けなかったのに対して、
CBP/p300 をノックダウンすると CBP/p300
の減弱とともに E2A foci も減弱することが
認められた（図３）。このことは、CBP/p300
が E2A foci の形成に必要であることを示唆
している。 

 
（3）E2A foci の形成に必要な複合体構成因
子の染色体ルーピングへの関与の検討 

RAG2ノックアウトマウスの胸腺細胞で、
レトロウイルスを用いてmiRNAによるノッ
クダウンを行い、T 細胞受容体遺伝子の染色
体ルーピングを Immuno-FISH 解析により

検討した。その結果、E2Aと CBP/p300どち
らのノックダウンによっても、染色体ルーピ

ングが阻害されることが認められたことか

ら、CBP/p300が E2Aによる染色体ルーピン
グに必要であることが示唆された。 
以上の結果から、E2A foci は CBP/p300

に依存して形成されることや、E2A と

CBP/p300 は染色体ルーピングに必要である
ことが明らかになった。このことは、ヒスト

ンのアセチル化が染色体構造変化に影響す

る可能性を示唆するものであり、今後その分

子機構に関してさらなる検討を行っていき

たい。 
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