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研究成果の概要（和文）：本研究において、CD4陽性T細胞の分化にとって胸腺内CD4+CD8+ (DP) T細胞でのレチ
ノイン酸 (RA)反応性が重要なこと、またRAは標的遺伝子であるCryabの発現誘導とそれに引き続くNF-kBの活性
化を通じてCD4陽性T細胞分化のマスター転写因子であるGata3の発現を誘導している可能性が示された。またRA
反応性の獲得には胸腺内樹状細胞が関与することが示された。
さらに本研究において、CD4陽性T細胞でのGata3の発現はDP T細胞では高くその後は低下するが、その調節には
同遺伝子の２つのプロモーターのうち上流側に位置するプロモーターのヒストン修飾の変化が関わっていること
も示された。

研究成果の概要（英文）：In this study, it was revealed that retinoic acid (RA)-reactivity in thymic 
CD4+CD8+ (DP) T cells is important for proper differentiation of CD4+ T cells. We suggested the 
possible pathway that RA upregulates expression of its target gene Cryab which is involved in NF-kB 
activation and nuclear translocation, and activated NF-kB then induce expression of the Gata3 gene, 
a master regulator of CD4+ T cell-differentiation. It was also shown that thymic dendritic cells are
 implicated in acquisition of the RA-reactivity of CD4+ T cells in the thymus.
We also demonstrated that high level of expression of the Gata3 gene observed in thymic DP T cells 
is downregulated in subsequent differentiation stages of CD4+ T cells and alternation of histone 
modification status in the upstream promoter region of the gene is responsible for the 
downregulation.

研究分野：分子生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
ビタミン A の欠乏により感染症にかかり

やすくなる等、古くからビタミン Aの免疫反

応における重要性は知られていた。免疫反応

の中心的役割を担うT細胞は中枢免疫器官で

ある胸腺で発生し、胸腺内で CD8+の細胞傷

害性 T 細胞、CD4+のヘルパーT 細胞や制御

性 T細胞などへ分化が決定される。その後ヘ

ルパーT細胞は脾臓やリンパ節などの２次リ

ンパ器官に移行し、抗原を提示された後、各

種エフェクターヘルパーT細胞へとさらに分

化し機構を果たす。ヘルパーT細胞の分化に

およぼすビタミン Aの役割は、主に２次リン

パ器官におけるエフェクターヘルパーT細胞

への分化に対して調べられてきたが詳細は

不明であり、胸腺でのヘルパーT細胞の分化

における役割についてはほとんど解明され

ていない。 
我々は、我々により樹立、維持されている

弘前ヘアレスラット (Hirosaki hairless rat: 
HHR) と呼ばれる SDラット (SDR) に由来
する変異ラットについて、その胸腺では

CD4+の制御性 T 細胞の分化が不全でありそ
の原因が同細胞の分化を助ける樹状細胞か

らの Ly49s3 遺伝子（細胞間相互作用に関わ
る）の欠失にあることを報告した<引用文献

①>。さらに、抗原を投与した後のHHR脾臓
では SDR 脾臓に比べて胚中心での濾胞性ヘ
ルパーT細胞 (Tfh) が減少していること、ま
た CD4+のヘルパーT 細胞の分化に重要な転
写因子Gata3の発現がHHRにおいては胸腺
内の CD4+CD8+ (double positive; DP)細胞、
CD4-single positive (SP) T細胞、および脾臓
内の CD4+ T細胞で低下していることも見出
した。 

DP細胞の時期は胸腺での T細胞の分化決
定にとって重要であるが、その後我々は
HHRの DP細胞では、ビタミン Aの代謝物
質であるレチノイン酸（retinoic acid; RA）
を細胞質内に留めておく Crabp1遺伝子の発
現が高い一方、RAの核内受容体である Rara
遺伝子の発現は低いというデータを得て、
HHR の DP 細胞では RA が作用しにくい状
況にあると想像した。 
 
２．研究の目的 
 
上に述べた背景に基づき、我々は正常動物
では「胸腺での DP細胞へのビタミン Aの作

用」→「Gata3の発現とその維持」→「脾臓
でのヘルパーT細胞の分化」という経路が存
在し、HHRでは DP細胞でのビタミン Aの
作用不全によりこの経路の機能が低下して
いるものと考えた。そこで本研究は、HHR
を用いた解析によりこの経路の存在を示し、
ヘルパーT細胞の分化誘導における胸腺内ビ
タミン A の役割を明らかにすることを目的
として立案した。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 細胞の単離：SDR、HHRの胸腺より DP
細胞、CD4-SP T細胞、樹状細胞を、脾
臓より CD4+ T 細胞をマイクロビーズ
(Miltenyi Biotec) を用いて単離した。 

(2) 抗原の投与：１頭当たり 50 g の KLH 
(keyhole limpet hemocyanin) をアジュ
バント (Complete Freund's adjuvant) 
に混合して皮下投与した。 

(3) ATRA (all-trans retinoic acid) の投与：
SDR、HHR に 10mg/kg、20mg/kg、
50mg/kgの ATRAを腹腔内投与した。 

(4) 細胞培養：胸腺より単離した CD4-SP T
細胞と樹状細胞との混合培養は細胞数

の比率が 4 : 1の条件で行った。脾臓よ
り単離したCD4+ T細胞の活性化はイオ
ノマイシンと PMAを加えることにより
行った。脾臓より単離した CD4+ T細胞
での Fog1遺伝子の発現抑制は同遺伝子
に対する siRNA（sense: GAA GAA AGA 
GGA AAA GGA ATT, antisense: UUC 
CUU UUC CUC UUU CUU CTC）を導
入することにより行った。 

(5) 遺伝子の発現解析：SDR、HHR の胸腺
内DP細胞で発現している遺伝子の網羅
的解析はマイクロアレイにより行い、そ

の後の各遺伝子の発現解析はリアルタ

イム PCRを用いた RT-PCRにより行っ
た。 

(6) タンパク質の解析：NF-kB p65の細胞内
分布の解析は免疫組織化学染色により

行った。SDR脾臓の CD4+ T細胞におけ
る Gata3 と Fog1 の結合は免疫沈降法
とそれに続く Western blot で、また同
細胞での Fog1 遺伝子に対する siRNA
の効果はWestern blotで解析した。 

(7) クロマチン構造の解析：Gata3 遺伝子、
Fog1 遺伝子のプロモーター領域のクロ
マチン構造の解析は、抗メチル化ヒスト



ン抗体、抗アセチル化ヒストン抗体を用

いた Chip解析により行った 
 
４．研究成果 
 

(1) T 細胞におけるレチノイン酸から Gata3
に至る経路の解明 

RA により発現誘導されることが知られて
いる遺伝子の発現状況を HHR胸腺内 DP細
胞で網羅的に解析したところ、Crystallin 
alpha B 遺伝子 (Cryab) の発現が顕著に低
下していた。Cryabは IKKβの活性化を通し
て Gata3遺伝子の発現に重要なNF-kBを活
性化することが知られている。そこで、HHR
胸腺内の T細胞のうち核内に NF-kB p65を
もつ細胞の割合を調べたところ SDR に比し
て減少していた。これらのことから、RA か
ら Cryab の発現誘導、NF-kB の活性化を経
て Gata3 遺伝子の発現に至る経路があるも
のと考えられた。 
そこでこれらの点をさらに追求するため

に、腹腔内への all-trans retinoic acid 
(ATRA)投与実験を行った。対照に用いた
DMSOの投与時には HHR胸腺では SDR胸
腺に比して Crabp1 遺伝子の発現は高く、
Rara、Cryab 遺伝子の発現は低かった。
ATRA投与時には投与量に関わらず HHR胸
腺では Crabp1 遺伝子の発現は高いまま、
Rara遺伝子の発現は低いままであり、RAの
作用低下がうかがわれた。また、ATRAの腹
腔内投与により SDR胸腺では Gata3遺伝子
の発現が上昇したが HHRでは上昇しなかっ
たため、RAの作用により Gata3の発現が制
御されている可能性が考えられた。 

HHR は Ly49s3 遺伝子の欠失により胸腺
で T 細胞の教育に関わる樹状細胞から
Ly49s3の発現が消失している。そこでHHR
胸腺内T細胞のATRA反応性の低下に樹状細
胞が関与しているか否かを探るために HHR、
SDR胸腺より単離した樹状細胞とCD4+ T細
胞との混合培養実験を行った。その結果、T
細胞がどちらの動物に由来しても樹状細胞

が HHR に由来した場合には Rara、Cryab
遺伝子の発現は低下したことから、HHR 胸
腺内 T細胞のRA反応性の低下には樹状細胞
が関わっているものと考えられた。 
次に脾臓の T細胞に着目した。HHRおよ
びSDR脾臓由来のCD4+ T細胞をイオノマイ
シンと PMA の存在下で培養したところ、

HHR由来のT細胞では IL-4遺伝子の発現が
低下していたが、ここでも Crabp1遺伝子の
発現は上昇し Rara 遺伝子の発現は低下して
いた。さらに HHR脾臓白脾髄の中心動脈付
近（T細胞が分布する領域）の細胞では SDR
に比して核内に NF-kB p65 をもつ細胞の数
が減少していた。これらのことから、CD4+ T
細胞の分化にとって RAへの反応性が重要で
あり、その反応性の獲得には胸腺内の樹状細

胞が関与している可能性が考えられた。 
 
(2) ヘルパーT 細胞の分化過程における
Gata3と Fog1の発現調節と Fog1の重要性 
転写因子Gata3はCD4+ T細胞の胸腺にお
ける初期発生から脾臓におけるヘルパーT細
胞への分化までに重要な役割を果たしてい

るが、Gata3の転写活性を正または負に調節
する転写共役因子 Fog1 もこれら細胞の分化
に関わっている。そこでヘルパーT細胞の分
化に伴う両者の遺伝子発現を検索した。SDR
胸腺内の T 細胞における Gata3 遺伝子の発
現は、DP細胞から CD4-SP T細胞への移行
時に 1/5程度に低下した。脾臓の CD4+ T細
胞での発現レベルは胸腺CD4-SP細胞と同程
度であり、抗原投与前後で大きな変化はなか

った。HHR での発現レベルはすべての分化
段階において SDR より低いものの発現パタ
ーンに差はなかった。一方、Fog1 遺伝子の
発現は SDR、HHRともに DP細胞から脾臓
の CD4+ T細胞まで大きく変化せず、その発
現レベルも両者の間で同程度であったが、抗

原投与後にはSDR脾臓のCD4+ T細胞では 5
倍程度上昇したのに対し、HHR では 2 倍程
度の上昇にとどまった。 
そこで次に Gata3、Fog1 遺伝子の発現変
化の原因を探るため、両遺伝子のプロモータ

ー領域のクロマチン構造の変化を検索した。

抗メチル化ヒストン抗体、抗アセチル化ヒス

トン抗体を用いた Chip解析により、SDRに
おいては胸腺DP細胞ではGata3遺伝子の上
流側プロモーター、下流側プロモーターとも

に活性型クロマチンの特徴を持つが、

CD4-SP細胞以降は上流側プロモーターが不
活性型に変化することが明らかになり、これ

が Gata3 遺伝子の発現低下の原因と考えら
れた。HHR でも両プロモーターのクロマチ
ン構造は SDR と同様な変化を示した。また
前述のようにHHRではすべての CD4+ T細



胞の分化過程において Gata3 遺伝子の発現
は低下していたが、Chip 解析のレベルでは
SDRとHHRの間に顕著な差は認められなか
った。抗原投与後の SDR脾臓の CD4+ T細
胞における Fog1 遺伝子の発現上昇時には同
遺伝子の上流に存在する Gata3 結合配列を
含む領域のクロマチン構造が活性型に変化

していることが明らかになった。これらのこ

とから、ヘルパーT細胞の分化に伴うGata3、
Fog1 遺伝子の発現変化は両遺伝子のプロモ
ーター領域のクロマチン構造の変化により

調節されているものと考えられた。 
さらに、抗原投与後の SDR脾臓の CD4+ T
細胞においては Gata3 と Fog1 が結合して
いることが確認され、また同細胞において

siRNAによって Fog1遺伝子の発現を低下さ
せると Tfh の機能分子である Pd-1、Icos の
遺伝子発現が低下した。以上のことから、Tfh
の分化には胸腺 DP 細胞での RA による
Gata3の発現誘導と脾臓 CD4+ T細胞での抗
原遭遇後の Fog1 の発現誘導が重要であると
考えられた。 
 
(3) 今後の展望 
 今回得られた知見を元に、たとえはゲノム

編集技術等を利用して Crabp1 遺伝子や
Cryab遺伝子をノックアウトすることにより、
ビタミンAとヘルパーT細胞の分化との関連
がさらに明らかになるものと思われる。 
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