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研究成果の概要（和文）：本研究は、サイトカイン遺伝子の発現調節に関わるエピゲノム状態を人為編集するこ
とで、サイトカイン産生を適切に制御する炎症制御法の創成を目指している。IL-22遺伝子発現調節に関わる新
規エンハンサーを同定したところ、転写因子Runx1とRORgtと協調的して転写増強に関与していることが判明し
た。このエンハンサー機能を適切に制御する方法を確立できれば、炎症発症の原因究明と治療法の確立の一助に
なることが期待できる。

研究成果の概要（英文）：IL-22 is a cytokine that plays a pivotal role in regulating tissue 
homeostasis at barrier surfaces. Currently, the molecular mechanisms regulating Il22 gene expression
 are still unclear. Here, we have identified a crucial cis-regulatory element (CNS-32). We 
demonstrated that CNS-32 acts as an enhancer in reporter assays and contains binding motifs for 
Runx1 and RORγt. Mutation of these motifs significantly abrogated the reporter activity, suggesting
 a role for both factors in the control of enhancer-mediated Il22 expression. Overexpression of 
Runx1 promoted IL-22 production by inducing RORγt and IL-23 receptor, all critical to Th22 cell 
induction. Although Runx1 alone enhanced IL-22 production in Th22 cells, it was further enhanced in 
the presence of RORγt. Collectively, our results suggest that IL-22 production is controlled by a 
regulatory circuit in which Runx1 induces RORγt and then partners with RORγt to direct Il22 
expression through their targeting of the Il22 enhancer.
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１．研究開始当初の背景 
 
 敗血症などの炎症性疾患は、ヘルパーT 細
胞による過剰なサイトカイン産生が原因で
発症するが、有効な治療法は確立していない。
本研究は、サイトカイン遺伝子の発現調節に
関わるエピゲノム状態（特に、改変可能な可
逆的な高次クロマチン構造）を人為編集する
ことで、サイトカイン産生を適切に制御する
安全で効率的な炎症制御法の創成を目指し
ている。 
 サイトカイン遺伝子の発現は、プロモータ
ーとエンハンサーなどのシス調節領域との
相互作用により形成される高次クロマチン
構造により調節されている。そこで、本研究
では、IFN-γ-IL-22 遺伝子座に着目した。こ
の遺伝子座には、IFN-γの他に炎症性サイト
カインとしてインターロイキン（IL-22）が並
列して存在している。これらのサイトカイン
を産生するＴ細胞は本来異なっており、２遺
伝子同時に発現することがないよう厳密な
制御を受けている。しかし、多くの自己免疫
疾患では IFN-γと IL-22の同時発現という異
常がみられ、これら炎症促進の相乗効果が炎
症発症の一因と考えられている。 
 これまでの申請者らの研究で、IFN-γ遺伝
子近傍のエンハンサーやインスレーターを
同定し、その機能を明らかにした。本研究で
はさらに、IL-22 遺伝子発現調節に関わる新
規エンハンサーの同定を進めた。さらに、こ
れらの IL-22 エンハンサー領域に特異的に結
合する転写因子の同定も進めた。次いで、こ
れら２つのサイトカイン遺伝子の発現ユニ
ットを分離し厳密に個別制御しているイン
スレーター機能の生理的な役割を解明する
ために、これらインスレーター領域を欠損し
たゲノム編集マウスを作製し、マウス個体で
の解析を進めた。 
 本研究の推進により、IFN-γ-IL-22遺伝子座
のエンハンサーおよび結合転写因子の機能、
さらにはインスレーター機能が解明されれば、
炎症発症の原因究明と治療法の確立の一助に
なることが期待できる。 

２．研究の目的 
 
 我々を含めた多くの研究者の解析から、サ
イトカイン遺伝子の発現は、プロモーターと
エンハンサーなどのシス調節領域との相互
作用により形成される細胞分化特異的高次
クロマチン構造により調節されると考えら
れている。本研究では、サイトカイン遺伝子
発現調節に関与するシス調節領域と、シス調
節領域のゲノム機能を制御している転写因
子をともに同定することで、過剰な炎症反応
の原因となっているサイトカイン異常発現
の原因を究明し、これらの調節機能を適切に
制御できる方法を確立することで安全な炎
症制御法を確立することを研究目的として
いる。 

 そこで、IFN-γ-IL-22遺伝子座に含まれる２
つのサイトカイン（IL-22と IFN-γ）の発現開
始時、発現調節に必要な高次クロマチン構造
の形成に関与する新規エンハンサーやイン
スレーターなどのシス調節領域の同定を進
めた。さらに研究を進展させるために、我々
が新規に同定したエンハンサーに特異的に
結合する転写因子の検索を行った。 
 
３．研究の方法 
 
 シス調節領域の網羅的スクリーニングが
可能な次世代シークエンサーを用いた新規
スクリーニング法である Self-transcribing 
active regulatory region-sequencing（STARR-seq
法）を駆使して、IL-22 遺伝子近傍の新規エ
ンハンサーの同定を進めた。 
 さらに研究を進展させるために、我々が新
規に同定したエンハンサーに特異的に結合
する転写因子の結合配列を、データーベース
検索に基づいたアルゴリズム解析法
（Genomatix）により同定した。 
 マウスＴ細胞の初代培養細胞を行い、これ
らの細胞を分化させることで、Ｔ細胞レベル
で同定したエンハンサーと転写因子の機能
解析を行った。さらに、マウス個体レベルで
のシス調節領域の機能を明らかにする目的
で、これらの機能領域を CRIPSR/Cas9 ゲノム
編集法で欠損させたマウスを作製し、欠損に
よる効果を解析した。 
 
４．研究成果 
 
 シス調節領域の網羅的スクリーニング方
で あ る Self-transcribing active regulatory 
region-sequencing（STARR-seq 法）を駆使し
て、IL-22 遺伝子座に新規エンハンサーの同
定を進めた。その結果、IL-22遺伝子上流 32kb
に新規エンハンサーを同定できた（図１）。
レシフェラーゼ転写活性測定法で解析した
ところ、このエンハンサーは IL-22 遺伝子の
プロモーターに作用することで転写活性を
強く促進していることが確認できた（図２）。 
 

図１．IL-22 エンハンサーの検索 
 
 さらに研究を進展させるために、我々が新
規に同定したこの IL-22 遺伝子エンハンサー
に特異的に結合する転写因子を、Genomatix
プログラムを駆使して検索した。その結果、
その他多くのヘルパーＴ細胞サブセットの
機能調節に関わる転写因子として知られて



いる Runx1と RORtが、このエンハンサーに
特異的に結合し、転写活性の増強に関与して
いることが明らかになった。これにより、
IL-22遺伝子は、上流 32kbに新規エンハンサ
ーとRunx1とRORtとの結合により転写調節
されていることが判明した（図３）。 

 
図２．IL-22 エンハンサー活性の同定 
 
 一方で、IFN-γ 遺伝子は、転写因子 T-bet
が IFN-γエンハンサーに結合することで転写
調節されている。そこで、これら２遺伝子の
中間に位置するインスレーター配列をゲノ
ム編集により欠損したマウスを作製し、両遺
伝子の発現調節に与える影響を解析した。そ
の結果、インスレーター欠損により、厳密な
発現制御に異常をきたし、本来発現しない T
細胞において IL-22 遺伝子発現が見られ、一
方で IFN-γ遺伝子発現が下がるという制御異
常が観察された。これまでの研究で、新規エ
ンハンサーとその結合転写因子 Runx1 と
RORtを同定でき、さらに、これらのユニッ
トを分離しているインスレーターの機能を
あきらかに出来たことから、IFN-γ-IL-22遺伝
子座の関与する炎症制御機構の解明という
目標に向けて、さらなる研究の進展が期待で
きると考える。 

 
図３．Th22 細胞における Runx1 と RORt によ
る IL22 遺伝子の転写活性化 
 

 本研究の最終目的は、サイトカイン遺伝子
の発現調節に関わるエピゲノム状態（特に、
高次クロマチン構造）を人為編集することで、
サイトカイン産生を適切に制御する安全で効
率的な炎症制御法の創成することにある。本
目標遂行のため、今後は同定した新規エンハ
ンサーと転写因子Runx1とRORtが、どのよう
なメカニズムで発現に必要なＴ細胞分化特異
的な高次クロマチン構造を形成できるのか、
その分子機構の解明を進める。そのために、
高次クロマチン構造の解析に必要な
chromosome conformation capture法を駆使し分
化特異的高次クロマチン構造の決定を行う。
解明後は、この高次クロマチン構造を分子標
的としたエピゲノム編集法の確立を目指す。
このエピゲノム編集法用いてマウスモデルで
検証実験を行い、炎症制御に向けた治療法の
確立を目指す。 
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