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研究成果の概要（和文）：獲得免疫は、B細胞の抗体とT細胞のT細胞受容体のV(D)J遺伝子再構成に依存する。こ
の遺伝子再構成はRag1/2 により行われるが、その発現制御は未解明である。
T前駆細胞とB前駆細胞でのE2Aを主体とした特異的な転写因子群のChIP-seq解析、ATAC-seq解析の結果から、T細
胞特異的(R-TEn)またはB細胞特異的(R1BとR2B)なエンハンサー領域を見出した。欠損マウスの解析から、T, B細
胞特異的なRagエンハンサー制御が重要であることがわかった。さらにそのエンハンサー活性は転写因子E2Aによ
る３次元ゲノム構造制御、スーパーエンハンサー形成に依存していることがわかり、報告した。

研究成果の概要（英文）：Adaptive immunity relies on Rag-mediated assembly of T cell receptor (TCR) 
and immunoglobulin (Ig) genes. The expression of the Rag1 and Rag2 (Rag1/2) is stringently 
controlled in a cell type-specific manner during lymphocyte development. However, it remains unclear
 how Rag1/2 expression is regulated at a mechanistic level. Here, we used multiple in vivo 
approaches to identify T and B cell-specific regulatory elements that form Rag super-enhancers (SEs)
 and are essential for V(D)J recombination of TCR and Ig genes. Binding of E2A/E-proteins to the 
regulatory elements induces cohesin-mediated looping between enhancer, promoter, and anchor regions,
 resulting in large-scale topological changes for Rag SE formation. Also, E2A and E-protein binding 
facilitates compartment switching of the Rag1/2 gene cluster. Overall, our results demonstrate the 
importance of E-proteins in orchestrating the SEs that drive the tightly regulated Rag1/2 expression
 in adaptive immunity. 

研究分野： 免疫学　遺伝子発現制御

キーワード： 獲得免疫　Rag1 Rag2　T, B細胞　遺伝子再構成　エンハンサー　ゲノム構造　転写因子　E2A
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研究成果の学術的意義や社会的意義
T細胞受容体やB細胞の抗体の遺伝子再構成は、獲得免疫による多様で特異的な免疫反応に必須であり、この再構
成を行うRag1/2の発現制御機構を解明することは、獲得免疫の本質をどうやって手に入れたのかを解明する重要
な鍵となる。本研究ではT, B細胞におけるRag1/2遺伝子のエンハンサー領域を同定し、その領域が転写因子E2A
によるエンハンサー活性制御に依存していることを見出した。このことは、獲得免疫の特徴であるRag1/2発現が
特定の転写因子により誘導され、これがVDJ遺伝子再構成という多様性獲得に大きく貢献しており、この分子機
構が獲得免疫の始まりであると提唱したい。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

免疫機構はウイルスや細菌などの病原体に対する生態防御機構であり、自然免疫と獲得免疫の

協調作用により炎症反応が起こる。自然免疫は病原体の共通のパターンを認識して炎症を起こ

す一方、獲得免疫は病原体の抗原を特異的に認識し特異的な炎症反応を惹起する。この機構はワ

クチンとして利用されている。T 細胞と B 細胞は獲得免疫の中心的な役割を担い、T 細胞受容

体（TCR）と抗体(Ig)の V(D)J 遺伝子再構成によって、多種多様な抗原を認識することができる。

この V(D)J 遺伝子再構成は、Rag1/Rag2 (Recombination activating gene)分子により行われる

ため、Rag1/2 は胸腺と骨髄内の T/B 前駆細胞でのみ発現を認める。この事は、Rag1/2 の発現が

獲得免疫リンパ球への分化の一番の特質であり、この発現制御を解明することが【獲得免疫の始

まり】の分子機構を解き明かす鍵となる。 

2017 年に申請者は、T 細胞と自然リンパ球の違いは転写因子 E2A と Id2 の転写制御バランス

により形成され、E2A は T 細胞分化のためのエンハンサーレパトアを確立していることを報告

した（Miyazaki Immunity 2017）。この事から T 細胞と自然リンパ球の違いに着目し、獲得免

疫の本質は、Rag1/2 発現による V(D)J 遺伝子再構成であるというシンプルな考えに至った。そ

こで、Rag1/2 の発現制御を解明する事で獲得免疫リンパ球への分化の開始点を明らかにするこ

とを考えた。 
 
２．研究の目的 

本研究では、Rag1/2 遺伝子の発現機構を解明する事で、造血幹細胞から獲得免疫リンパ球であ

る T, B 細胞への分化の開始点とその制御因子を明らかにし、【獲得免疫の始まり】の分子機構を

解明することを目的とする。そして Rag1/2 遺伝子は、T, B 細胞の分化段階でのみ発現してお

り、他の免疫細胞では全く発言していない。つまり、非常に細胞種特異的な遺伝子発現制御機構

が存在すると考えられ、この制御機構の解明は、特異的な遺伝子発現はどのように制御している

のだろうか？という、最も基本的で重要な生物学的疑問点の解明にも繋がる。特に最近の研究か

ら、転写因子とゲノム構造制御の協調作用が適切な遺伝子発現に必要であることがわかってき

た事からも、こうしたリンパ球特異的な Rag1/2 発現においても転写因子とゲノム構造制御が貢

献していることが予想される。 
 
３．研究の方法 
2017 年の報告で、E2A が T細胞と自然リンパ球の違いを作り出していることから、T/B 前駆細胞

での E2A の結合部位を手掛かりに、Rag1/2 のエンハンサー領域を探した。また同時に、T, B 前

駆細胞での ATAC-seq (オープンクロマチン領域を同定)データを統合して解析した。Rag1/Rag2

遺伝子座においては、pro-T 細胞と pro-B 細胞では E2A の結合部位が異なり、また ATAC-seq

解析によるエンハ

ンサー部位もそれ

に一致することが

示された（図１）。

また自然リンパ球

においては、これ

らのエンハンサー

は形成されておら 【図 1】 



ず、やはり E2A によるエンハンサー機能調節が、遺伝子再構成を誘導することを強く示唆し

た。この T細胞特異的(R-TEn)、または B細胞特異的(R1B-, R2B-En) なエンハンサーが本

当に機能しているのかを証明するため、CRISPR/Cas9 を用いてエンハンサー領域の欠損マウ

スを作製した。 

また、R-TEn における E2A の結合を特異的に阻害する為、E-box の変異マウス(R-TEn-E-box-

mut)を作製した。そして、E2A によるエンハンサー活性、３次元ゲノム構造への影響、さら

にはゲノムループ形成およびその維持に関わる分子であるコヒーシン、CTCF の ChIP-seq 解

析を行った。また ROSE algorithm を用いて、スーパーエンハンサー解析を行った。 

 
４．研究成果 

研究方法で示した様に、T 細胞特異的エンハンサー(R-TEn)欠損マウスと B 細胞特異的エンハン

サー（R1B/R2B）欠損マウスを解析した。R-TEn 欠損マウスでは、胸腺の未熟 T 細胞の数が減少

し、分化障害による成熟 T 細

胞（CD4T 細胞と CD8T 細胞）の

欠損を認めた。分化障害は、

（図２）上段に示す様に

CD4+CD8+ (DP) 細 胞 で の

positive selection の障害

と、CD4-CD8-の DN3 細胞での

-selectionの障害を認めた。

またこれらは、Rag1/2 の顕著

な発現低下による TCRと

TCRの遺伝子再構成障害が原因

であった（図２）。興味深いこと

に、骨髄の B 細胞分化は全く障

害を受けておらず、また Rag1/2

の発現低下も認めなかった。こ

のことから、R-TEn は T 細胞特異

的なRag1/2のエンハンサー領域

であることが証明された。 

次に、R1B/R2B エンハンサー欠損

マウスを解析した。図 3 に示す

様に、R1B/R2B のそれぞれの単独

の欠損マウスでは、B 前駆細胞での軽度の分化障害を認めるだけであったが、R1B/R2B 両方の欠

損マウスでは、B 細胞分化が pro-B の段階で障害され、IgH の遺伝子再構成の障害と Rag1/2 の

発現低下を認めた。また、R1B/R2B 欠損マウスでは、胸腺の T細胞分化は正常であった。以上の

ことから、T, B 細胞とも Rag1/2 を発現して TCR と Ig の遺伝子再構成を行うにもかかわらず、

全く異なる細胞種特異的なエンハンサー領域を利用して Rag1/2 の発現を厳格に制御しているこ

とがわかった。 

【図２】 



最近の研究から、転写因子によ

るエンハンサー制御と３次元ゲ

ノム構造変換が遺伝子発現に重

要であることがわかってきた事

から、エンハンサー機能欠損が

ゲノム構造にどう影響があるの

かを調べる為、R-TEn 欠損 DP 細

胞を使って、in situ HiC 実験を

行った。結果、野生型 DP細胞で

は、エンハンサー領域を含めた

Rag1/2 遺伝子座は、活性化

TAD(Topological associating 

domain)に含まれていたが、R-

TEn 欠損 DP 細胞では TAD は形成

されず、エンハンサー領域は不

活 性 型 コ ン パ ー ト メ ン ト

（compartment B）に含まれていた（図 4）。 

このことは、エンハンサー活性により細胞種特異的なゲノム構造が形成され、それによって

Rag1/2 遺伝子が発現できる様になることを意味している。 

では、一体どんな転写因子がこの領域の活性を制御し、ゲノム構造を変容させているのだろう

か？様々な遺伝子改変マウスのデータを解析した結果、この研究のきっかけであった E2A の可

能性が高いことがわかった。そこで、R-TEn 領域の E2A の結合配列（E-box）の変異マウス(R-

TEn-E-box-mut)を作製した。この E-box 変異マウスでは、転写因子 E2A そのものの機能には影

【図３】 

【図４】 



響を与えない事から他の標的遺伝子の発現による間接的な影響は無視でき、また他の転写因子

の結合は阻害しないことから、純粋に E2A のこの領域の結合だけを阻害できる。興味深いこと

に、R-TEn-E-box-mut マウスでは R-TEn 欠損マウスと全く同様に、胸腺の T細胞分化障害と

Rag1/2 発現低下を認めた（図 5）。 

このことは、R-TEn のエンハンサー活性が転写因子 E2A の結合に依存していることを意味し

ており、当初の目的であった、【獲得免疫と自然免疫の違いを作り出すものは何か？】とい

う疑問点に、非常に明確に答える結果であった。 

これらの結果をもとに、細胞種特異的な Rag1/2 の遺伝子発現とゲノム構造制御の重要性に着目

した。そこで、Rag1/2 を発現しないマクロファージと T,B 前駆細胞(pro-T と pro-B 細胞)のゲ

ノム構造を比較した。予想していた以上に、マクロファージでは、Rag 遺伝子座近辺のゲノム構

造は、pro-T/-B 細胞とは大きく異なり、エンハンサーを含めた Rag 遺伝子座は不活性型のコン

パートメント Bに存在していた。さらに興味深いことは、マクロファージにおいては活性化 TAD

の境界（TAD boundary）が Rag1 と隣の Traf6 遺伝子の間に形成され、活性化コンパートメン

（compartment A）と不活性型コンパートメント（compartment B）が分けられていた（図 6）。 

これらの実験結果は、2020 年に Science Immunology誌に発表した。 

【図５】 

【図６】 
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