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研究成果の概要：寄生虫感染に対する生体防御やアレルギー疾患に関与する Th2 細胞の分化に

ついて、マスターレギュレーターGATA3 の作用機序を解析した。GATA3 は転写を担う RNA

ポリメラーゼ II および FACT 複合体を染色体へ運ぶ機能を持つことが示唆された。またサイ

トカイン遺伝子の発現制御には DNA 脱メチル化が重要で、T 細胞の分化過程においてその活

性が変化する事、DNA 複製非依存的であること、メチルシトシン結合タンパク質が関与する

事などを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
GATA3 は、T 細胞サブセットの Th2 細胞への
分化という細胞系列決定に必要な転写因子
であるが、遺伝子欠失マウスの作成により、
リンパ球前駆細胞からの T細胞への分化、胸
腺での CD4 陽性細胞分化、乳腺の分化、神経
細胞の分化、腎臓の発生、毛嚢の発生など、
様々な細胞分化過程において、必須であるこ
とが明らかになっている。しかし、その分化
誘導作用の分子機構については、未知な部分
が多い。その作用を発揮するために、どのよ
うな分子群と相互作用するのか、どのような
分子を制御しているのか、遺伝子発現制御に
必要な種々のエピジェネティック機構のど

のようなものを制御しているのか、などの点
である。我々は、本研究課題を申請した時点
で、プロテオミクスの手法を用いて、GATA3
と相互作用すると考えられる分子群を同定
していた。また Th2 細胞分化でのサイトカイ
ン遺伝子のエピジェネティック機構として、
DAN 脱メチル化の重要性に注目していた。 
 
２．研究の目的 
（１）T細胞サブセット分化をモデルとして、
GATA3 と相互作用する分子群の機能解析を手
がかりに、GATA3 による遺伝子制御の分子機
構の解明をおこなう。GATA3 と相互作用する
分子群の候補として、多数の遺伝子が同定さ
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れたが、その中で FACT 複合体と RNA ポリメ
ラーゼ IIの解析をおこなう。RNA ポリメラー
ゼ IIは、mRNA や種々の non-coding RNA を転
写する RNA 合成酵素であり、FACT 複合体は、
RNAポリメラーゼIIがDNA上を移動しながら
転写をおこなう際、ヒストンを DNA から取り
外したり、挿入したりするヒストンシャペロ
ンとして機能することが明らかとなってい
る。 
（２）Th2 細胞でのサイトカイン遺伝子発現
制御において、DNA 脱メチル化制御が、遺伝
子発現量の制御において重要であることを
見出した。DNA 脱メチル化制御機構を解明す
る。 
 
３．研究の方法 
（１）FACT 複合体および RNA ポリメラーゼ
IIと GATA3 による制御 
FACT 複合体を構成する SUPT16h および SSRP1
の cDNA に tag を挿入し、GATA3 存在下、非存
在下で発現させ、局在など解析する。 
（２）Th2 細胞分化に伴い、RNA ポリメラー
ゼ IIが、Th2 サイトカイン遺伝子領域にどの
ように分布するか、クロマチン免疫沈降法を
用いて経時的に解析する。 
（３）Th2 サイトカイン遺伝子発現の制御領
域 CNS-1を欠失したマウス由来の T細胞およ
び胸腺で、成熟した CD4 single positive
（CD4SP）細胞を用い、T細胞サブセット分化
の誘導とサイトカイン遺伝子領域のエピジ
ェネティック構造の変化を解析する。 
 
４．研究成果 
（１）FACT 複合体と GATA3 の相互作用 
FACT 複合体を構成する SUPT16h および SSRP1
を、293T 細胞に発現すると、各々単独に発現
させた場合、発現量が非常に少ない事が認め
られた。両者を発現させると、どちらの分子
も発現量が増大した。単独で存在する状況で
は非常に不安定であることが示唆された。細
胞質分画、核可溶性分画、核不溶性分画に分
け、局在を解析すると、細胞に導入して発現
させた SUPT16h および SSRP1 は、主に細胞質
に局在した。一方、GATA3 は細胞に導入し発
現させた場合、核に局在し、特に不溶性分画
に多く見られる事から、クロマチンに強く結
合する性質を示した。SUPT16h、SSRP1と GATA3
を細胞に導入し発現させた場合、より多くの
SUPT16h および SSRP1 が核に局在することが
認められた。GATA3 の発現量に依存して、核
へ移行したことから、GATA3 が FACT 複合体を
核へ、さらにはクロマチンへリクルートして
いる可能性が示唆された。 
（２）Th2 細胞への分化に伴う RNA ポリメラ
ーゼ IIの局在の変化 
Th2 細胞への分化を誘導する前には、RNA ポ
リメラーゼ IIは、Th2 特異的サイトカインで

ある IL-4、IL-13 遺伝子およびその遺伝子間
領域には、ほとんど検出されない。ナイーブ
細胞を活性化すると、IL-4 を弱く産生するが、
クロマチン免疫沈降法によるRNAポリメラー
ゼ IIは検出できなかった。Th2 分化誘導にと
もなう活性化後、３日で RNA ポリメラーゼII
の結合が検出された。これはサイトカイン遺
伝子の発現が検出されない時点であるが、
Th2 細胞でのみ遺伝子間領域の non-coding 
RNA の産生が検出された。RNA ポリメラーゼ
IIの結合は、時間とともに増大すること、ま
た遺伝子間領域にも結合が認められる事か
ら、non-coding RNA の産生に重要であること
が示唆された。 
RNA ポリメラーゼ II と FACT 複合体は、転写
による RNA 合成を直接おこなう分子であり、
GATA3 という転写因子が、これらの分子をク
ロマチンまで運ぶ機能を持つ可能性が示唆
された。そして mRNA の産生だけでなく、
non-coding RNAの産生にも必要であることが
示唆された。 
（３）T 細胞サブセット分化におけるエピジ
ェネティック制御 
Th2 細胞特異的に産生されるサイトカイン遺
伝子である IL-4、IL-5、IL-13 は染色体上で
近接して存在する。特のIL-4と IL-13は 10kb
程度しか離れていない。この遺伝子間領域に、
哺乳動物では保存された配列が存在し、CNS1
と呼ばれる。CNS1 欠失マウス由来の Th2 細胞
では、Th2 サイトカインの発現が半分以下に
低下する。野生型と CNS1 欠失マウス由来の
Th1 および Th2 細胞において、転写活性化領
域に見られるヒストンH3リジン 9/14 のアセ
チル化およびリジン4のジメチル化を解析し、
以下のことを見いだした。 
A、Th2 細胞では、IL-4 から IL-13 遺伝子に
かけて、広い領域で、これらのヒストン修飾
が見られた。特に CNS1 と IL-4 遺伝子イント
ロン 2で強い修飾が見られた。 
B、野生型と CNS1 欠失マウス由来の Th2 細胞
を比較した場合、これらのヒストン修飾に差
異はみられなかった。 
野生型と CNS1 欠失マウス由来の Th2 細胞で
は、サイトカイン産生量が大きく異なる事か
ら、これらのヒストン修飾は、遺伝子発現の
ON/OFF には関与しているが、遺伝子の転写量
は規定していないと結論された。 
次に注目したエピジェネティック制御は、
DNA メチル化である。T 細胞サブセットに分
化する前のナイーブ T細胞において、IL-4 お
よび IL-13 遺伝子や、その近傍領域では、プ
ロモーター領域を除いて、DNA はメチル化さ
れている。Th2 細胞への分化にともない、遺
伝子やその近傍領域の脱メチル化が誘導さ
れ、CNS1 とその周辺領域はほぼ 100%の脱メ
チル化が誘導される。CNS1 が欠失している場
合には、脱メチル化の程度が減弱し、CNS1 の



 

 

近傍の脱メチル化では、この傾向が顕著であ
った。CNS1欠失は、CNS1 を loxP 配列により
置き換えて作成されたが、この loxP 配列は
Th2 細胞でも、ほぼ完全にメチル化されてい
た。まとめると 
A、サイトカイン遺伝子転写量と脱メチル化
の程度が相関した。 
B、CNS1 領域は、脱メチル化の誘導に重要で
ある。 
サイトカイン遺伝子の発現量が変化する別
の例として、新生獣 T細胞がある。妊娠を維
持するために、胎子の免疫系は強い免疫応答
である炎症がおこりにくくなっている。その
機序のひとつとして、胎子や新生獣の T細胞
では、IL-4 などのサイトカイン産生が亢進し、
逆に樹状細胞でのIL-12産生能が減弱してい
る。このようなサイトカイン産生パターンに
より、胎子／新生獣 T細胞は Th2 細胞に分化
しやすく、炎症を引き起こす Th1 細胞の分化
は抑制される。我々は、胸腺で成熟した CD4
陽性 CD8 陰性 T細胞（CD4SP 細胞）が、この
ような胎子／新生獣T細胞の性質を保持して
いるのではないかと考えた。CD44 の発現が低
い CD4SP 細胞を分離し、サイトカイン産生能
の高い NKT 細胞を排除して解析に用いた。 
CD4SP 細胞から分化した Th2 細胞は、末梢ナ
イーブ T細胞から分化した Th2 細胞より、
IL-4 や IL-13 の産生量が高かった。Th1 細胞
に分化させた場合にも、特異的サイトカイン
である IFNg について、同様の傾向が見られ
た。さらに Th2 細胞では、ほとんど発現しな
い IFNg の産生が、Th1 細胞ではほとんど発現
しない IL-4、IL-13 の産生が、CD4SP細胞か
ら分化した場合、見られた。これは、CD4SP
細胞から分化したT細胞のサイトカイン産生
量が、末梢ナイーブ T細胞から分化した場合
より多く、サブセット特異的なサイトカイン
産生パターンが維持できなくなっているこ
とを示唆している（図１）。 

 
胎子／新生獣では、胸腺で分化したT細胞が、
高いサイトカイン産生能を維持したまま、末
梢に移行するが、成獣では、末梢に移行する

際の成熟過程において、サイトカイン産生能
の減弱とそれにともなうサブセット特異性
の獲得が誘導されると考えられた。 
CD4SP 細胞と末梢ナイーブ T細胞のサイトカ
イン産生能の差異について検討した。ヒスト
ン H3リジン 9/14 のアセチル化およびリジン
4のジメチル化に差異は認められなかった。
DNA 脱メチル化を比較したところ、CD4SP 細
胞から分化した Th2 細胞では、脱メチル化が
より強く誘導されていた。しかも Th1 細胞に
誘導した場合にも、脱メチル化がある程度誘
導された。分化誘導にともなう脱メチル化を
経時的に解析したところ、CD4SP 細胞を分化
させた場合、CNS1 領域では、誘導後３日で
60-80%脱メチル化が誘導されたのに対して、
末梢ナイーブ T細胞から分化した場合、誘導
後３日では、ほとんど脱メチル化は誘導され
ず、７日で誘導された。このような、脱メチ
ル化誘導の特徴は、CD4SP 細胞の分化に伴う
サイトカイン産生の特性と相関し、DNA メチ
ル化制御がサイトカイン産生に重要である
ことを示唆した。 
脱メチル化の分子機構は未知である。DNA 複
製において、親鎖のメチル化パターンを娘鎖
にコピーするメチルトランスフェラーゼ活
性を持つ Dnmt1 を、抑制することにより、娘
鎖の脱メチル化を誘導し、それを鋳型として
もう一度DNAが複製されると完全な脱メチル
化が誘導されたことになる。このような DNA
複製に依存した脱メチル化について、どのよ
うな分子群が関与するのか、不明であるが、
さらにDNA複製を必要としない脱メチル化も
認められる。特にサイトカイン産生など、短
時間に発現が誘導される遺伝子において、
DNA 複製非依存的脱メチル化が誘導される。
この脱メチル化の分子機構に関しては、いく
つかの仮説は提起されているものの、関与す
る酵素や反応過程も不明である。T細胞サブ
セット分化は、T細胞活性化にともなう細胞
増殖も誘導されるため、脱メチル化誘導のタ
イミングからは、どちらの脱メチル化機構が
関与しているのか判別できない。 
CFSE により分化誘導前の細胞を染色し、FACS
を用いて染色強度で細胞を分離する方法を
用いて、分化誘導後 36時間で、細胞分裂し
ていない細胞と１回分裂した細胞を分取し、
DNA 脱メチル化の状態を解析した。CD4SP 細
胞から Th2 細胞に分化させた場合、細胞分裂
していない細胞でも、25%程度の脱メチル化
が認められ、DNA 複製を介さない脱メチル化
機構の関与が示唆された（図２）。 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
メチルシトシン結合タンパク質群はメチル
化されたシトシン残基を認識し、転写抑制を
担うDNAメチル化酵素やヒストン脱アセチル
化酵素を染色体上にリクルートすることが
しられている。MBD2 はメチルシトシン結合タ
ンパク質のひとつであり、クロマチン免疫沈
降法を用いて、CNS1 領域への結合を解析した。
CD4SP 細胞の CNS1 領域に MBD2の結合が認め
られ、CD4SP 細胞の分化に伴う迅速な脱メチ
ル化に関与することが示唆された。 
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