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研究成果の概要（和文）：NKT細胞は、均一なVα14Jα18受容体を発現し、CD1d分子上に提示された糖脂質抗原
を認識する特殊なリンパ球である。今回、この特徴的なT細胞受容体の遺伝子再構成における分子機構を明らか
にすべく、Vα14プロモーターに結合する転写因子の観点からの解析を加えた。DNA配列解析・プロモーター配列
を用いたDNAプルダウン・未熟NKT細胞のRNA-seq解析などにより、23種類の候補遺伝子を選定し、うち18遺伝子
のノックアウトマウスの作成によりその機能を確認した。その結果、2系統のマウスにおいて、顕著なNKT細胞の
減少が確認され、NKT細胞分化に重要な遺伝子であることが強く示唆された。

研究成果の概要（英文）：NKT cell expresses invariant T cell receptor (TCR) Vα14Jα18 gene and 
recognizes glycolipid antigen presented on MHC class I-like antigen presenting molecule CD1d. In 
this study, to clarify the mechanisms of specific gene rearrangement of TCR Vα14Jα18, we tried to 
find responsible transcription factor(s) by the detection of TCR Vα14 promoter binding proteins. 
After the screening of candidate genes, which can bind to promoter region of TCR Vα14, 18 gene 
knockout mouse lines were generated by the CRISPR/Cas9 system. Severe reduction of NKT cell in the 
thymus and peripheral lymphoid organs was observed in the two knockout lines, suggesting that these 
Vα14 promoter-binding proteins are important for the regulation of NKT cell development.

研究分野： 分子免疫学
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１．研究開始当初の背景 
 NKT 細胞は、均一な抗原受容体 V14J18
鎖によって、抗原提示分子 CD1d 上に提示さ
れた糖脂質を認識し、様々な生理活性を発揮
する極めてユニークなリンパ球である。NKT
細胞への系列決定には V14J18 受容体遺伝
子再構成が極めて重要である。通常の T 細胞
におけるランダム遺伝子再構成とは異なり、
NKT 細胞特異的な遺伝子再構成誘導機構の
存在が示唆されるが、現在のところその制御
機構の詳細は明らかになっていない。クロマ
チン構造を制御するポリコーム群タンパク
質（PcG）の一つ Ring1 遺伝子の欠損によっ
て NKT 細胞が消失することから（図 1）、ク
ロマチン構造の動的な制御が NKT 細胞の分
化に必須であることがわかる。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、以上の背景を基に、NKT 細
胞分化中の TCR V14 遺伝子領域に着目し、
V14J18 特異的遺伝子再構成に寄与するク
ロマチンダイナミクス制御機構を解明する
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、induced leukocyte stem (iLS)技
術（Ikawa T, et al. Stem Cell Rep. 2015）と NKT
細胞クローンマウス(Inoue K, et al. Curr. Biol. 
2005) を併用、あるいは NKT 細胞クローンマ
ウス由来ES細胞（Watarai H, et al. Blood 2010）
を用いて、NKT 前駆細胞の大量確保を試みた
後、以下の検討項目を実施する形で遂行した。 
 
 1. NKT細胞分化に伴うV14J18受容体遺 
  伝子領域クロマチン構造の時間的変容 
  確認 
 2. V14J18 遺伝子再構成部位に集積する
  転写因子・クロマチン制御因子を同定し、
  遺伝子欠損マウスの作製を介して遺伝
  子再構成への関与を検証
 
４．研究成果 
(1) NKT クローンマウス由来造血幹細胞を用 
  いた iLS 細胞の樹立の試み 
 
 研究代表者は、NKT 細胞核移植によって樹
立したNKT細胞クローンマウスを保有してい
る。これは、体細胞のすべてが遺伝子再構成
された NKT 細胞受容体 V14J18 を保有して
おり、このマウス由来の造血幹細胞は NKT
前駆細胞として利用可能である。研究代表者
は、本クローンマウス由来の造血幹細胞に

ID3 遺伝子を強制発現し、Tst-4 細胞上にて未
分化造血幹細胞の大量増殖を試みた（iLS 細
胞: Ikawa T, et al. Stem Cell Rep. 2015）。T 細胞
受容体遺伝子再構成が認められない野生型
マウス由来の造血幹細胞では iLS 細胞の誘導
に成功したものの、V8 あるいは V14J18/ 
V8の再構成遺伝子を保有するクローンマウ
ス由来の造血幹細胞においては、ID3 による
未分化性維持が極めて難しく、NKT 前駆細胞
を大量確保できなかった。 
 そこで、NKT 細胞の核移植によって作製し
た NKT-ES 細胞（Watarai H, et al. Blood 2010）
を使用し、設定した検討項目の解析を実施し
た。 
 
(2) NKT 細胞分化に伴う V14J18 受容体遺 
  伝子領域クロマチン構造の時間的変容 
  確認 
 
 NKT-ES 細胞を OP9/DL1 上で培養し、未分化
な ES細胞から NKT細胞への分化を誘導した。
その分化過程において、経時的に V14 領域
のクロマチン構造変化を、ヒストン修飾を指
標として検出した。その結果、初期状態では
ヘテロクロマチン状態にある V14 遺伝子領
域が、NKT 細胞への分化に伴いユークロマチ
ン状態へ変化することを確認した。また、遺
伝子欠損マウスの解析によって、NKT 細胞の
分化に必須と考えられた PcG の一つ Ring1
の集積も確認された。このことは、NKT 細胞
受容体遺伝子におけるクロマチン構造の動
的制御を介して NKT 細胞の分化が誘導され
る可能性を示唆している。 
 
(3) V14J18 遺伝子再構成部位に集積する
  転写因子・クロマチン制御因子を同定し、
  遺伝子欠損マウスの作製を介して遺伝
  子再構成への関与を検証
 
 V14J18 遺伝子に集積する転写因子・ク
ロマチン制御因子の候補を選択するために、
次の点からの解析を実施した。

1) Vプロモーターを対象とした転写因
子結合配列検索を実施し、V遺伝子
に特異的な転写因子結合配列を同定。

2) V遺伝子モーター領域をbaitとした
DNA プルダウンアッセイを実施し、結
合タンパク質を質量分析にて同定。 

3) VVenus レポーターを保有する
NKT-ES 細胞を用い、T 細胞受容体未発
現のレポーター陽性細胞（NKT 前駆細
胞）の RNA-seq 解析/Single cell RT-PCR
解析にて前駆細胞に特異的に発現して
いる遺伝子の確認。 

 
 これらの解析の結果、V遺伝子の制御に
寄与する可能性が示唆された 23 遺伝子につ
いて、CRISPR/Cas9 システムを用いた遺伝子
欠損マウスの作製を試みた。 
 遺伝子欠損マウスの作製を試みた結果、23



遺伝子中 18 遺伝子について欠損マウスの樹
立に成功した。 
 NKT 細胞、およびその他のリンパ球につい
て、分化状況や機能等を網羅的に解析した結
果、2 系統において NKT 細胞の著減が確認さ
れた。 
 遺伝子再構成時の V遺伝子の選択にこ
れらの候補遺伝子が関与する可能性を考え、
Degital Genomic-PCR にて Vレパトアの偏
りの確認を試みたが、現在までのところ、
V遺伝子選択の偏りを確認できてはいな
い。
 一方、NKT1、NKT2、NKT17 の NKT サブ
セットを解析した結果、1 系統のマウスにお
いて著しい偏りが確認された。このことは、
特定のサブセットの分化において重要な遺
伝子である可能性を強く示唆する。 
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