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研究成果の概要（和文）：制御性T(Treg)細胞におけるId2/Id3による転写制御機構を解明するために、本研究で
はId2/Id3欠損Treg細胞を用いてATAC-seq解析を行い、クロマチンアクセシビリティーを検討した。野生型Treg
細胞と比較し、Id欠損Treg細胞では、エンハンサー領域のアクセシビリティーが大きく変化し、Motif解析の結
果から、E2Aの結合配列が高頻度に認められた。さらにE2Aの結合は、CXCR5やIL-10などのエフェクター分子のエ
ンハンサーを直接制御していることが示唆された。これは、Id因子がE2Aの転写活性を拮抗阻害することに一致
し、Id因子による転写制御の重要性を示すものである。

研究成果の概要（英文）：We previously demonstrated the importance of transcriptional regulation by 
Id2 and Id3 in the immune suppression by regulatory T cell (Treg). Treg cell-specific deletion of 
Id2 and Id3 results in the spontaneous systemic Th2 inflammation, which closely resemble human 
allergic disease such as atopic dermatitis and bronchial asthma. To clarify the transcriptional 
regulation in Treg cell by Id-protein, we performed ATAC-seq analysis using Id-deficient Treg cells.
 We found the significant changes in chromatin accessibilities in regulatory regions in Id-deficient
 Treg cells, compared to wild-type Treg cells. A motif analysis for de novo open chromatin regions 
in enhancers showed E-box motif, which is supposed E2A binding. Together with the E2A ChIP-seq data,
 we suggest that Id-proteins antagonize E2A enhancer activity in regulatory regions of gene loci of 
effector molecules such as Cxcr5, Ctla4, and Il-10 to suppress the terminal differentiation of Treg 
cells.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 転写制御
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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 
	 bHLH型転写因子である E蛋白質は、リンパ

球分化•活性化において重要な機能を担って

おり、その欠損は	重症の免疫不全症を引き

起こす。E	蛋白質は、	ホモ-またはヘテロダ

イマーを形成してエンハンサー領域にある

E-box 配列に結合し、エンハンサ	ー領域のプ

ライミングを行うことで、標的遺伝子の発現

を制御する。一方、Id	蛋白質は	HLH	ドメイ

ン は保持しているが、basic	領域を欠損し

ており、E	蛋白質とヘテロ	ダイマーを形成

することでその	DNA	結合能を阻害する。Id2

は NK 細胞や樹状細胞の分化に必須であり、

Id3 は T 細胞の選択やメモリー形成に重要な

機能を担っている。さらに制御性 T(Treg)細

胞の活性化により Id 蛋白質の発現が大きく

変化することから、Treg 細胞特異的に Id2 と

Id3 を欠損させたマウス（Id2f/fId3f/fFoxp3Cre）

を作製し、Treg 細胞による炎症制御における

Id2/Id3 の機能を検討した。	

	 驚いたことに Id2f/fId3f/fFoxp3Creマウスは、

ヒトのアレルギー性疾患（アトピー性皮膚炎、

気管支喘息、好酸球性食道炎）と類似の病態

を自然発症した。詳細なマウスの解析から、

E-Id 蛋白質による転写制御軸が、制御性 T細

胞の分化および活性化、局在および維持にお

いて必須であることが明らかとなり、報告し

た	(Miyazaki et.al., Nat.Immunol.2014)。	
	 Id	蛋白質による	E	蛋白質の転写活性制

御が	 Treg	 細胞の炎症抑制に重要であり、

Id2/Id3がナイーブTreg細胞から活性化型の

エフェクターTreg 細胞への分化を制御する

Gate Keeper としての役割を持つことが示唆
されたが、その制御における転写制御機構、

つまり、エンハンサーレパトアや 3次元的な

クロマチン相互作用による転写制御メカニ

ズムはまだ未解明のままである。本研究では、

Treg	細胞における	Id	蛋白質による転写	

制御機構のエピジェネティック制御を明ら

かにすることに取り組んだ。	

 
２．【研究の目的】  
Treg	細胞における	Id	蛋白質による転写	制

御機構のエピジェネティック制御を明らかに

する。	

(1)Id2/3欠損Treg細胞におけるクロマチンア

クセシビリティの同定	(Regulome解析)	
(2)	Id2f/fId3f/fFoxp3Cre	マウスのTreg細胞及び

野生型Treg細胞において、Regulome解析と遺
伝子発現解析を統合したエピジェネティック

制御の解析	

 
３．【研究の方法】 
 (1)クロマチンアクセシビリティの検討 
Id2f/fId3f/fFoxp3Creマウスおよび野生型マウス

から Treg 細胞を単離し、ATAC-seq (Assay 
for Transposase Accessible Chromatin uinsg 
sequencing) を行って、Id2/Id3欠損及び野生型
Treg細胞におけるオープンクロマチン領域を
同定する。 
(2) Regulome解析 
野生型 Treg 細胞と比較して、Id2/Id3 欠損
Treg 細胞でクロマチンアクセシビリティの変化が

みられる領域を同定し、遺伝子発現のデータ

や E2Aや CTCFの ChIPseqのデータと合わせ
て、調節領域を統合的に解析する。また同定

した調節領域におけるモチーフ解析を行い、

どのような転写因子群がそのオープンクロ

マチン領域に結合しエンハンサー機能に関

与しているのかを検討する。 
 
４．【研究成果】  
(1) オープンクロマチン領域の同定と遺伝子発

現制御 

野生型と Id2/3 dKO マウスから Treg 細胞を

単離し、ATAC-seq を行った。その結果、野

生型と Id2/3dKO のそれぞれにおいて、お

よそ 57000 カ所のオープンクロマチン領

域を同定した。そのうち、約 47000 カ所

は、両者でオープンな領域であることが

判明した。（図１） 
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                図１ 



 

野生型と Id2/3 dKO のそれぞれのオープン

クロマチン領域のゲノム上での分布を検討

したところ、両者とも約４０%がイントロン、約３

５％が intergenic 領域、約２０%がプロモータ

ー領域に分布していた。(図２) 
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           図２ 

 

野生型と Id2/3dKO の間でオープンクロマ

チン領域のシグナルを比較してみると、クロ

マチンアクセシビリティの変化が見られた。

（図３） 

 

             図３ 

 

そして、Id2/3欠損 Treg 細胞におけるクロマチ

ンアクセシビリティのシグナルを、野生型 Treg 細

胞のものと比較して３倍以上増加、または減少し

た領域の遺伝子発現と比較検討した。その結果、

クロマチンアクセシビリティが３倍以上増加また

は減少した領域の遺伝子の発現量も有意に増

加または減少しており、クロマチンアクセシビ 

リティの変化と遺伝子発現の変化は有意に相関

していた(図４)。このことは、E-Id 因子によるエン

ハンサー機能調節が、Treg 細胞における遺伝

子発現プログラムを変化させ、それによりエフェ

クターTreg 細胞へと分化させている可能性を示

唆する。 
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                  図４ 

 

(2) オープンクロマチン領域における E2A の機

能異常 

野生型 Treg 細胞と Id2/Id3 欠損 Treg 細胞

においてエンハンサー領域のクロマチンア

クセシビリティが２倍以上増加または減少し

ていた領域を抽出し、転写因子結合配列の

モ チ ー フ 解 析 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、

Id2/Id3 欠損 Treg 細胞においてクロマチン

アクセシビリティが２倍以上増加した領域で

は、E2A, Erg, Runx1 の結合配列が有意に

高頻度に認められた。一方、クロマチンアク

セシビリティが２倍以上減少した領域におい

ては Erg, BORIS, Runx1 の結合配列が見

出された（図５）。Id2/Id3 欠損 Treg 細胞に

おいて E2A の結合配列である E-box 配列

が高頻度にみられた結果は、Id2/Id3 の阻



害作用が欠損したことにより、E2A の DNA

結合能が亢進しエンハンサー機能が過剰

になっている可能性を示唆しており、Id 因

子により E2A の活性が制御されることの必

要性を直接示す結果であった。 
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            図５ 

 

(3) E2A によるエフェクター分子の発現制御 

   遺伝子発現解析の結果、野生型と比較して

Id2/Id3 欠損 Treg 細胞において発現量が２

倍以上変化している遺伝子群のうち、特にエ

フェクターTreg(eTreg)細胞で高発現する

エフェクタ ー分子などに注目した（図６）。結

果、Id2/Id3 欠損により、Gzma(GranzymeA), 

IL-10, Pparg, Cxcr5, Cxcr3, Ctla4 などの

eTreg で特徴的なエフェクター分子の高発現

を認めた。 

 

図６ 

 

加えて、遺伝子発現とクロマチンアクセシビリテ

ィの変化を組み合わせて解析を行った。UCSC

ゲノムブラウザを利用して、RNAseq と ATACseq

のデータをアップロードし、データを可視化する

ことも行った。特に着目した遺伝子座に E2A が

CTLA4, CXCR5, IL10 などの eTreg 細胞で高

発現するエフェクター分子の発現調節を制御し

ている可能性が示唆された（図７）。 
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ル Treg 細胞から、活性化型の eTreg 細胞
へと分化する過程において、E-Id転写制御
軸が Gate Keeper としての機能を果たし
ていること、そして、Tregの活性化に伴っ
て、Id2/Id3 の発現量が変化し、それによ
り E2A のエンハンサー機能が亢進するこ
とで eTreg細胞に必要なエフェクター分子
の発現が上昇する、という生理的な転写制

御機構の役割を解明することができた。 
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