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研究成果の概要（和文）：免疫が関与する難治性の慢性疾患（成人の喘息、アトピー性皮膚

炎など）の治療法の開発には、免疫記憶細胞の形成の分子機構を明らかにすることが肝要

である。本研究では、メモリーTh1/Th2細胞の形成機構とアレルギー反応・病態形成の制
御に関する解析を行った。その結果、ポリコーム複合体の EZH2やトライソラックス複合
体のMen-1が Th2細胞の分化や機能維持に大きな役割を果たしていることが分かった。 
 
研究成果の概要（英文）：“Immunological Memory” is a central theme in acquired immunity. The 
findings from the research on “Immunological Memory” will contribute to the development of 
more effective and safer vaccines against infectious diseases, as well as can be beneficial to the 
development of therapeutic vaccines for controlling so called pathogenic immune memory cells 
that trigger allergy or autoimmune diseases, and furthermore, to the development of vaccines for 
cancer.  In this study, we found that Polycomb group molecule EZH2 and Trithorax group 
molecules Men-1 control the generation and functional maintenance of Th2 memory cells. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2009年度 6,100,000 1,830,000 7,930,000 

2010年度 4,800,000 1,440,000 6,240,000 

2011年度 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

年度    

  年度    

総 計 14,400,000 4,320,000 18,720,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：免疫学 

キーワード：免疫記憶 

 
１．研究開始当初の背景 
CD4 陽性のヘルパーT 細胞は、産生するサ
イトカインによって少なくとも 3種類、Th1
細胞（IFN-γ産生）、Th2 細胞(IL-4, IL-5, 
IL-13産生)、Th17細胞（IL-17産生）に分
類される。これらの細胞は、それぞれ違った
局面で免疫反応を制御している。さらに、

Th1/Th2/Th17細胞のバランスは、免疫が関
与する様々な病態と密接な関係を持ってい
る。Th2優位の状態は I型アレルギーの発症
と関係があり、臓器特異的自己免疫疾患では
Th1や Th17優位の状態になる。アレルギー
や自己免疫疾患は多因子疾患であり、遺伝的
要因と環境要因が作用することで特定のク
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ロマチン領域にエピジェネティックな変化 が誘導され、その結
果、複数の遺伝子発現変動が起こることで発
症すると考えられる。申請者は、これまでに、
Th2 サイトカイン遺伝子座におけるヒスト
ンのアセチル化、メチル化などを指標に、Th2
細胞分化を担うクロマチンリモデリングの
分子機構に関する研究を行い、転写記憶
(transcriptional memory)に関与すると言わ
れるポリコームやトライソラックス遺伝子
産物の作用機序や Th2 細胞分化のマスター
転写因子である GATA3を含むクロマチンリ
モデリング複合体の機能解析を行ってきた。
ここ 1-2年は、メモリーTh2細胞形成の分子
機構とアレルギー性疾患病態形成における
役割について解析を行い、免疫記憶の維持の
分子機構の一端をクロマチン構造の変換・維
持の観点から明らかにしてきた。 
 
２．研究の目的 
本申請研究では次の 3点の研究を行う。 
(1)ポリコームやトライソラックス群遺
伝子産物による GATA3遺伝子発現制御機
構の解明  
ポリコームやトライソラックス分子は、ショ
ウジョウバエの研究から、複合体を形成しホ
メオボックス遺伝子の発現維持を行ってい
ることがわかった分子で、ほ乳類では脊椎の
発生を調節していることで知られている。
我々は、トライソラックス群に属するヒスト
ンメチル基転移酵素 MLL（H3-K4メチル化特
異的）のGATA3遺伝子座へのリクルートが、
メモリーTh2 細胞の機能維持に必須であるこ
とを報告した（Yamashita et al. Immunity 2006）。
最近、GATA3を発現しないナイーブ T細胞や
Th1細胞では、MLL結合領域にポリコーム複
合体が結合していることが分かった。ポリコ
ームとトライソラックスのどちらが結合し
ているかによって、GATA3の様な細胞分化の
系列決定に重要な転写因子の発現が調節さ
れていることが示唆された。そこで、まず、
(ⅰ)ナイーブ T細胞→エフェクターTh2細胞→メ
モリーTh2細胞の各段階において、MLLとポ
リコーム複合体の結合交換反応を担う分子
機構を解明する。また、(ⅱ)メモリーTh2細胞
に特異的に検出されることが分かった MLL
複合体のコンポーネント（Men1, Pol IIなど）
に関して、特に Th2細胞機能の維持・調節機
能に注目して解析を行う。MLL複合体の会合
分子に関してプロテオーム解析法を用いて
網羅的な同定実験を行う。 
(2)ポリコームやトライソラックス群遺
伝子産物によるメモリーTh1/Th2細胞の
形成機構の解明  
我々は、これまでにエフェクターTh1/Th2細
胞を同系のマウスに移入してメモリー
Th1/Th2細胞を分化させる「メモリーTh1/Th2
マウス」の実験系を樹立して、メモリー
Th1/Th2細胞の形成と機能維持に関する分子
機構の解析を行ってきた（Yamashita et al. 
Immunity 2006, Kimuta et al. J. Immunol. 2007）。
ポリコーム遺伝子欠損マウス(Bmi-1-KO, 
Mel-18-KO, Ring1-B-KOなど)では、メモリー
T細胞の形成に大きな障害があることが分か

った（Yamashita et al. J.Exp.Med. 2008）。この
結果は、ポリコーム分子の存在がメモリー
Th1/Th2細胞の形成に必須であることを物語
っている。機能的なメモリーT細胞が形成さ
れるには、生存(survival)/細胞死アポトーシス
からの回避、増殖(proliferation)、Th1/Th2機能
の維持などのプロセスを経なければならな
い(Nakayama et al. Curr. Opin. Immunol.2008)。
本申請研究では、ポリコーム遺伝子欠損 T細
胞では、これらのどのプロセスに障害があり、
メモリーT細胞の形成ができないのか、その
分子機構を明らかにする。Bmi-1-KOマウス
を用いたこれまでの実験ではアポトーシス
誘導分子Noxaの抑制障害が示唆されている。 
(3)生体レベルでの解析：ポリコームとト
ライソラックスによるアレルギー反応・
病態形成の制御、癌免疫形成の制御。  
メモリーTh1/Th2細胞の形成、機能維持に重
要な分子の遺伝子操作マウス（計画の頁に記
載）を用いて、生体レベルでの解析を行う。
特に、メモリーTh1細胞、Th2細胞依存的な
マウス喘息気道炎症モデル（Yamashita et al. 
Immunity 2006, Nigo et al. Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 2006）を利用して、アレルギー反応・病
態形成における当該分子の役割を生体レベ
ルで解析する。 
 
３．研究の方法 
(1)ポリコームやトライソラックス群遺
伝子産物による GATA3 遺伝子発現制御機
構の解明  
目的の( ⅰ)で記載した、ナイーブ T細胞→エフ
ェクターTh2細胞→メモリーTh2細胞の各段
階において、MLLとポリコーム複合体のTh2
特異的な結合交換反応を担う分子機構を解
明するために、まず、ナイーブ CD4T 細胞
(CD4+CD44low)、in vitroで作成したエフェ
クターTh2細胞、Th1細胞（コントロール）、
メモリーTh2 マウスの生体内で形成された
メモリーTh2 細胞をフローサイトメトリー
や磁気ビーズソーティング法で調製する。こ
れらの方法は我々の研究室で常時利用して
いる実験法である（Yamashita et al J. Biol. 
Chem., 2005, Yamashita et al. Immunity 
2006, Kimuta et al. J. Immunol., 2007）。抗
MLL 抗体、抗 Bmi-1 抗体、抗ヒストンアセ
チル化(H3-K9)抗体、抗ヒストンメチル化
(H3-K4)抗体等を用いて、クロマチン免疫沈
降（ChIP）解析やクロマチン免疫沈降-DNA
アレイ（ChIP-on-chip）解析を行ない、
GATA3 遺伝子座における細胞ステージ別の
ヒストン修飾とMLLと Bmi-1の結合マップ
を作成する。これまでの実験で、GATA3 を
発現しない Th1細胞では Bmi-1が、GATA3
を発する Th2細胞ではMLLが GATA3遺伝
子座と Th2 サイトカイン遺伝子座に結合し
ていることが分かっている。Th2細胞分化に
おいて重要性が示唆されている STAT6, 
STAT5, GATA3 (autoregulation) などの分
子の関与については、それぞれのノックアウ
トマウスから、エフェクターTh2 細胞、Th1
細胞、メモリーTh2 細胞を調製し、MLL と



Bmi-1の結合パターンの変化を調べることに
よって、これらの分子の関与を明らかにする。 
次に、これまでの我々のメモリーTh2細胞の
解析で同定された MLL 複合体のコンポーネ
ントとしての Men1 の機能を明らかにする。
特に、Men1 に関しては、MLL と Pol II 分
子の橋渡しをし、転写活性化部位に MLL 複
合体をリクルートする機能が示唆されてい
る。Men1ノックアウトマウスはすでに入手、
戻し交配済みである。Th1/Th2/Th17 細胞の
分化、メモリーTh1/Th2細胞の形成、GATA3
の発現、メモリーTh2細胞の機能維持に注目
して機能解析を行う。 
(2)ポリコームやトライソラックス群遺
伝子産物によるメモリーTh1/Th2 細胞の
形成機構の解明  
ポリコーム遺伝子欠損マウス (Bmi-1-KO, 
Mel-18-KO, Ring1-B-KOなど)では、メモリ
ーT 細胞の形成に大きな障害があることが分
かった（Yamashita et al. J.Exp.Med., 2008）。
その分子機構を解明するために、この作用に
重要なターゲット遺伝子を同定する分子生
物学的な実験をポリコーム遺伝子欠損マウ
スの T 細胞を用いておこなう。増殖能
(proliferation)に関しては、エフェクターTh2
細胞を同系マウスに移入して 3-7日後（コン
トラクションフェーズに相当）、30 日後（定
常状態のメモリーフェーズ）に BrdUをマウ
スに投与してそれぞれの段階での細胞増殖
能を解析する。また、エフェクターTh2細胞
を CFSEでラベルして同系マウスに戻し、細
胞の分裂状態を 1週間程度経時的に解析する。
生存能(survival）、細胞死（アポトーシス）
に関しては、ポリコーム遺伝子欠損マウスの
T 細胞の種々の遺伝子発現に注目してターゲ
ット遺伝子を同定する。また、組織切片での
TUNEL解析、ex vivoでの PI/AnnexinⅤの
染色像の解析も行う。増殖に関しては、
Ink4a/Arf など、生存に関しては Bcl2, Bclx
など、アポトーシスに関しては、BH3-only 
proteinの Bim, Noxa, Puma, Bak, Bax, さ
らに Fas, FasLなど、ポリコーム分子による
制御が示唆されている分子群に注目し、それ
らの発現を mRNA レベルや蛋白レベルで
real time PCRや細胞内染色法とフローサイ
トメトリーを用いて詳細に解析する。
Bmi-1-KOマウスを用いた実験では Noxaの
関与が示唆されている（Yamashita et al. 
J.Exp.Med., 2008）。これらの一連の実験に
よって、ポリコーム分子の下流でメモリーT
細胞の生存維持機構を担っている機能的タ
ーゲット分子を同定する。 
(3)生体レベルでの解析、ポリコームとト
ライソラックスによるアレルギー反応・
病態形成の制御  
メモリーTh1/Th2 細胞の形成や機能維持に
関して大きな役割を持つことが分かった分
子に関して、この研究で新たに樹立・解析す
る遺伝子操作マウスを用いて、生体レベルで
の解析を行う。特に、我々が樹立したメモリ
ーTh1細胞、Th2細胞依存的なマウス喘息気
道炎症モデルを利用し、アレルギー反応・病
態形成における分子制御機構を生体レベル

で解明する。予定の遺伝子操作マウスとして
は、Men1-KO マウス、GATA3 conditional 
KO マウスがあり、平成 21~22 年度にすで
に生体レベルでの解析ができる状態になっ
ている。 
 
４．研究成果 
(1)ポリコームやトライソラックス群遺
伝子産物による GATA3 遺伝子発現制御機
構の解明 
ナイーブT細胞→エフェクターTh2細胞→メ
モリーTh2細胞の各段階において､MLLとポ
リコーム複合体の Th2 特異的な結合交換反
応を担う分子機構を解明するための実験を
行った。抗MLL抗体､抗 Bmi-1抗体､抗ヒス
トンアセチル化(H3-K9)抗体､抗ヒストンメ
チル化(H3-K4)抗体等を用いて､クロマチン
免疫沈降（ChIP）解析やクロマチン免疫沈降
-DNAアレイ（ChIP-on-chip）解析を行ない､
GATA3 遺伝子座における細胞ステージ別の
ヒストン修飾とMLLと Bmi-1の結合マップ
を作成した｡STAT6依存性のMLL結合領域､
STAT6 結合領域､転写を正に制御する HAT 
complex の STAT6 結合領域への結合が分か
った。GATA3 遺伝子座における、細胞分化
ステージ特異的なMLLと Bmi-1の結合マッ
プおよび STAT6 などによる制御機構を明ら
かにし、論文発表を行った(Onodera et al. J. 
Exp. Med. ,2010)。また、GATA3のChIP-Seq
解析をＴh1/Th2細胞で行い、多くの GATA3
と STAT6の両方が関与する Th2特異的遺伝
子を同定した(Horiuchi et al. J. Immunol., 
2011)。さらに、ＥＳ細胞、Ｂ細胞、ナイー
ブＴ細胞、エフェクターTh2細胞の各段階に
おける、Meninとポリコームの Bmi1複合体
の結合遺伝子の網羅的同定に関する実験を
ChIP-sequence法を用いて解析した。ポリコ
ームやトライソラックス分子による遺伝子
発現調節に関して、GATA3 遺伝子座を始め
多くの遺伝子領域で数多くの知見を得た（論
文作成中）。GATA3 複合体の新規会合分子
ChD4 がプロテオーム解析で同定され、その
分子をレトロウイルスやレンチウイルスで T
細胞に強制発現させ、Th1/Th2分化、メモリ
ーTh1Th2 細胞の in vivo での形成と機能解
析を行い、新規分子の機能を細胞レベルで解
析した。ノックアウトマウスを作成中である。 
(2)ポリコームやトライソラックス群遺
伝子産物によるメモリーTh1/Th2 細胞の
形成機構の解明  
次に､これまでの我々のメモリーTh2 細胞の
解析で同定された MLL 複合体のコンポーネ
ントとしてのMen1の機能を明らかにするた
めの実験を行った｡特に､Men1 に関しては､
MLLと Pol II分子の橋渡しをし､転写活性化
部位に MLL 複合体をリクルートする機能が
示唆されている｡Men1 ノックアウトマウス
を用いて解析しメモリーTh1/Th2 細胞の形
成､GATA3 の発現､メモリーTh2 細胞の機能
維持に注目して機能解析を行った｡さらに､
メモリーTh2細胞特異的に発現する MLL複
合体の新規の会合分子を網羅的にプロテオ
ームの手法を用いて解析した｡Th17 細胞の



分化自体にも Menin が必要な事が分かり、
この分化制御機構をまず解析し、Th17 細胞
分化にMen1が必要なことが分かった。また、
ポリコームの EZH2 ノックアウトマウスを
樹立し、解析をはじめた。Th1/Th2細胞の形
成や機能維持に関する研究を行った。EZH2
ノックアウトマウスでは、まず、Th1/Th2細
胞とも形成が上昇していることが分かった。 
(3)生体レベルでの解析、ポリコームとト
ライソラックスによるアレルギー反応・
病態形成の制御  
ポリコームの EZH2 ノックアウトマウスを
樹立し、メモリーTh1/Th2細胞の形成や機能
維持に関する研究を行った。EZH2ノックア
ウトマウスでは、Th2細胞の分化が亢進して
おり、マウス喘息気道炎症モデルを利用し、
アレルギー反応・病態形成における分子制御
機構を生体レベルで解明するための実験を
行ったところ、炎症が増悪した。メモリー
Th1/Th2 細胞の形成や機能維持に関しても
大きな役割を持つことが分かった。遺伝子操
作マウスとしては、Men1-KO マウス、EZH2 
conditional KO マウスなどを用いた。
Men1-KO マウスでは、TH17 誘導性の炎症
は抑制されていた。 
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