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研究成果の概要（和文）：細胞分裂を超えた細胞形質の継承過程では非ゲノム情報の継承が必須であるが、非ゲ
ノム情報は可塑性を有し書換えによる細胞形質の改変が可能であり、多様な細胞種を生み出す原理として機能す
る。非ゲノム情報の改変と複製を制御する分子機構の解明は生物学の重要な課題である。本研究では、血球系細
胞分化を対象に非ゲノム情報複製機構の解明を目的とした研究を実施し、Cd8遺伝子発現維持に必須の分子とし
てDot1L、Runx3、Ambra1を同定し、これら分子の機能解析を実施した。また鐘巻との共同研究により新たな研究
手法として薬剤依存的に一過性に標的タンパク質をマウス生体内で分解するマウス生体内AID2法を構築した。

研究成果の概要（英文）：Inheritance of non-genomic information is essential for inheritance of 
cellular phenotype. On the other hand, such non-genomic information has plasticity and can be 
re-wired, thereby it functions as the basic principle for generating diverse cell types. Elucidation
 of the mechanisms that control the modification and precise replication of non-genomic information 
is an important issue in biology. In this research project, we have designed researches to elucidate
 the mechanisms of replication of non-genomic information, by using hematopoietic cell 
differentiation as a model. We identified Dot1L, Runx3, and Ambra1 as a molecule essential for the 
maintenance of Cd8 gene expression by screening gRNA libraries. 
We established the in vivo AID2 system in mice for drug-inducible, temporal degradation of target 
proteins as a new research method for identification and functional analysis of nuclear proteins 
involved in the formation and maintenance of higher-order chromatin structures.

研究分野：分子免疫学

キーワード： 非ゲノム複製　T細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
鐘巻との共同開発した薬剤依存的に一過性に標的タンパク質をマウス生体内で分解するマウス生体内AID2法は応
用範囲が広く、医学や薬学研究に革新的変化をもたらす新規実験手法と言える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) 生物個体の世代間を超えて継承される遺伝情報はゲノム配列に依存し、細胞分裂時の DNA 配
列複製機構や染色体分配機構等のゲノム情報複製機構はこれまでに多くの研究が行われ、基本
原理はほぼ解明された状況にある。一方、多細胞生物の発生過程で起こる細胞形質の継承過程で
は、細胞分裂時にゲノム情報の複製に加え、DNA メチル化やヒストン修飾などの化学修飾性コー
ド、高次クロマチン構造、非コード RNA を含めた非ゲノム情報の継承が必須である。しかしなが
ら、ゲノム情報に比し非ゲノム情報は不安定であり複製時に変化する特徴も有している。非ゲノ
ム情報の可塑性は非ゲノム情報の書き換えによる細胞形質の改変を可能にし、多細胞生物に於
いて同じゲノム情報を持ちながら多様な細胞種を生み出す発生過程や外的環境変化に柔軟に対
応する高次生命機能系の基本原理として機能する。正確な複製が行われるゲノム情報に比し、非
ゲノム情報は状況に応じ改変と複製が緻密に制御される必要があり、その制御機構の破綻は様々
なヒト疾病の発症に関与することから、非ゲノム情報複製制御機構の解明は医学/生物学の重要
な課題である。しかしながら、多様な修飾が多階層での相互干渉する非ゲノム情報の複雑性によ
り非ゲノム情報がどのように複製されるのか、その理解に向けた取り組みは端緒に付いたばか
りである。 
 血球系細胞の分化過程ではある細胞系列への分化決定後に、その系列に特異的な細胞形質の
維持と同時に後の環境に応答した新たな細胞形質の獲得の為の分化可塑性の維持という相反的
な特性が賦与されるが、非ゲノム情報の堅牢性と可塑性はこの制御の中心に位置付けられる。こ
れまでに研究代表者の谷内は Cd4 や Thpok 遺伝子をモデルとした研究を行い、T細胞分化過程で
ゲノム制御領域とその結合因子の活性を介した DNA メチル化状態の制御が T 細胞の運命制御や
細胞分裂後の安定した遺伝子発現に重要であることを報告してきた。研究分担者の河本は、ポリ
コーム群による Pax5 遺伝子座での抑制的ヒストン状態の複製維持が T細胞形質の維持に必須で
あり、ポリコーム群の機能喪失によって T 細胞から B 細胞への細胞形質転換が起こることを報
告した。また谷内はゲノム領域特異的なクロマチン免疫沈降法により、Thpok 遺伝子座内のサイ
レンサー上で Bcl11b 転写因子を中心とした結合因子がアンカーとなり異染色体間の相互作用を
含む３次元的高次クロマチン構造が CD8 陽性 T 細胞特異的に形成されることを観察した。この
ような高次クロマチン構造の形成機構の詳細は未だ不明であり、高次クロマチン構造の複製機
構に関する研究は着手されていない状況であり、局所での非ゲノム情報の複製が高次クロマチ
ン構造の維持に関与するかも明らかではない。高次クロマチン構造を介した遺伝子発現制御が
細胞分化や細胞機能の制御に重要であることに疑いの余地はなく、その複製機構の解明は生物
学での新たな課題と言える。 
 
２．研究の目的 
(1)本新学術研究領域では非ゲノム情報の複製機構の解明を目的に研究組織が構築された。研究
代表者：谷内、研究分担者：河本はこれまでに血球系細胞の分化過程で、DNA メチル化や抑制的
ヒストン修飾といった非ゲノム情報の複製不全により細胞形質が転換されることを示す成果を
挙げてきた。本研究課題では、先行研究の成果を更に発展させ、1.DNA メチル化維持と細胞分化、
2.ヒストン修飾維持と細胞分化、3.高次クロマチン構造の維持機構 に焦点をあてた課題を設
定し、血球系細胞分化過程での細胞形質の継承と改変を制御する非ゲノム情報複製機構の解明 
を目的とした研究を立案した。 
(2)本新学術研究領域では、公募研究班との領域内共同研究が奨励されている。公募班の鐘巻は
E3ユビキチンリガーゼ活性を有するTIR1タンパク質が植物ホルモンであるAuxin存在下で特異
なデグロン配列を認識しユビキチン化を介しデグロン配列を有するタンパク質がかによるプロ
テオゾームで分解される Auxin Inducible Degron (AID)系を開発した。鐘巻はさらに改良を加
え Auxin 誘導体である 5-ph-IAA と TIR1F74Gバリアントの使用によりタンパク分解のバックグラ
ウンドが解消され、低濃度の 5-ph-IAA で mAID デグロン配列が付与された標的タンパク質が分
解される AID2 法を構築した。AID2 法は試験管内では 5-ph-IAA の投与により 1-2 時間で標的タ
ンパク質が分解され、5-ph-IAA の除去により同一細胞内で標的タンパク質の発現が回復する薬
剤誘導的一過性急速タンパク分解系であり、エピジェネティクス制御分子などが非ゲノム情報
の複製機構にどの様に関与するか解明するには極めて有効は実験手法である。しかしながら
AID2 法をマウス個体にて応用する方法は確立されていない。そこで領域内共同研究としてマウ
ス AID2 法を樹立することを目的として研究を立案した。 
 
３．研究の方法 
(1) 血球系細胞分化過程での非ゲノム情報複製機構の解明 
 本課題では T細胞分化過程での細胞形質の維持に必須の分子の同定を目的に、Crispr/Cas9 を
用いた網羅的な分子機能喪失系を構築し、非ゲノム情報の複製に重要な分子の網羅的探索を行
う方法を行った。標的分子として、谷内は Cd8 遺伝子発現の維持に必須の分子、河本は T細胞系
列細胞での Pax5 の発現抑制維持機構に関与する分子の同定を目的に、それぞれ Cd8 遺伝子発現



低下、Pax5 の発現上昇を指標としたスクリーニングを行う方法を採用した。Cd8 遺伝子発現はフ
ローサイトメトリーでの抗体による CD8 タンパク質の発現で検出可能である。一方で Pax5 遺伝
子発現を容易に検出する為に DsRed 蛍光タンパクを Pax5 遺伝子の 3’UTR に IRES 配列と共にノ
ックインすることで Pax5 レポーターアレルを有する遺伝子改変マウスを樹立する方法を採用し
た。Crispr/Cas9 による gRNA ライブラリーのスクリーニングには、Cas9 発現トランスジェニッ
ク(Tg)マウスをジャクソン研究所から入手し、レトロウイルス gRNA ライブラリーは Salk 研究
所の Ye Zheng 博士から入手した。Cas9 Tg マウス由来の CD8 陽性 T細胞にレトロウイルス gRNA
ライブラリー導入し、CD8 の発現が優位に低下した細胞を分離し、対称群に比し濃縮された gRNA
を NGS 解析により同定する手法で行った。 
 
４．研究成果 
(1) 血球系細胞分化過程での非ゲノム情報複製機構の解明 
 Cd8 遺伝子発現維持に必須の候補としてレトロウイルス gRNA ライブラリーの第一スクリーニ
ングにより 36 種の候補分子を得た。その後これら候補分子に
対する特異的な gRNA を設計し、フローサイトメトリー解析で
の CD8 の発現レベルを MFI にて検定する第二スクリーニング
を実施した。再現性、統計的な有意性から上位 8 分子を選別
した。これら 8 分子の機能予測ではタンパク質代謝に関与す
るものを含んでいた為、mRNA レベルでの低下を指標に更なる
選別を行った結果、Dot1l, Runx3, Ambra1 の 3 分子が有力候
補として同定された(図 1)。これら 3 分子は Cd8 遺伝子発現
維持に必須であることが既に報告されている既知の分子であ
り、我々の実験手法が正しく機能し、目的の分子が同定でき
ていることを示す結果であった。一方で Cd8 遺伝子発現維持
に関与する新規分子は同定されなかった。Dot1l, Runx3, 
Ambra1 の 3分子に関して作用機序やCD8陽性 T細胞の機能に
及ぼす影響を解析する為に flox アレルを持つ遺伝子改変マ
ウスを入手し、異なる分化段階で Cre を発現する Cd4-Cre、
E8I-Cre と交配した。また各分子の機能相補性を解析する目
的でダブル変異マウスの作製も行った。その結果Crispr/Cas9
に加え遺伝子ノックアウトでも Dot1l 欠損では細胞分裂が進
むにつれ Cd8 遺伝子発現低下が起こることを確認した。また
DNA メチル化阻害剤やヒストン脱アセチル化酵素(HDAC)阻害
剤投与の影響を検討することによる分子作用機序の検討を計
画したが、領域期間内では全ての結果を得ることは困難であった。 
 
(2)マウス生体内 AID2 法の樹立 
  マウス生体内 AID2 法の確立には TIR1F74Gを発現する Tg マウス系統の樹立、内在性標的タンパ
ク質への mAID 配列の付与が必要となる。TIR1F74G発現 Tg マウスの
作製の為に鐘巻よりイネ(Oryza sativa)由来の OsTIR1F74Gをコード
する cDNA を供与を受け、マウス Rosa26 遺伝子座へのノックイン
挿入により OsTIR1F74G発現 Tg マウス系統を樹立した。OsTIR1F74cDNA
上流には LoxP-STOP-LoxP(LSL 配列)を挿入し、Cre リコンビネース
の発現によるLSL配列の除去によりOsTIR1F74Gが発現する構造を採
用した。したがって適切な CreTg マウスを選別することで細胞種
特異的に OsTIR1F74Gが発現することとなり、細胞種特異的に標的タ
ンパク質を分解することが可能となる。mAID 配列は DNA では 210bp
の長さであり Crispr/Cas9 によるゲノム編集で挿入可能な長さで
ある。AID2 法を検定する為にフローサイトメトリー法により容易
にタンパク質量が測定出来る蛍光タンパク質 Venus を核タンパク
質のSatb1の N末端側に融合させたVenus-Satb1 の Venus と Satb1
のジャンクションに mAID 配列を挿入する方法を採用し、内在性
Satb1遺伝子座からVenus-mAID-Satb1を発現するTgマウス系統を
樹立し、OsTIR1F74GTg マウス系統と交配し、ダブル Tg マウスを作製
した。0.1mg の 5-ph-IAA を成獣マウスに腹腔内投与し、血液中の
T 細胞での Venus-mAID-Satb1 の発現を解析した結果、6-8 時間で
タンパク発現は 10%以下となり、72 時間で回復した(図２a)。 
 次に AID2 法が膜タンパク質に適応出来るか PD-1 分子をモデルに
検討し、PD-1-mAID タンパク質が同様の kinetics で分解され、ま
た MC38 大腸癌株を用いた抗腫瘍免疫応答の解析では AID2 法によ
る PD-1 分解は抗 PD-1 抗体の効果を模倣することが確認された(図
2b)。これらの結果はマウス AID2 法が有効な研究手段であること
を示すものである。 
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