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研究成果の概要（和文）：胸腺におけるT細胞の初期発生はNotchシグナルによって誘導される。本研究では、
Cas9を恒常的に発現するマウスの造血幹細胞をin vitroで培養しT細胞の初期発生を再現する方法と、レトロウ
イルスによるsgRNAの導入を組み合わせることで、ステージ特異的、且つacute (3日以内)にNotch遺伝子欠損の
影響を解析する実験系を確立した。その結果、Notchシグナルはステージ特異的にターゲット遺伝子をダイナミ
ックに変化させ、T細胞関連遺伝子をタイミング良く活性化するだけでなく、他の細胞系列に関連する遺伝子の
発現を抑制し、T細胞への運命決定を制御している事が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：One of the most important roles of the thymus is providing Notch ligands to 
the T progenitor cells. Stage-specific activities of Notch signaling in early T cell development are
 suggested by analysis of expression kinetics of individual Notch targets. To clarify stage-specific
 roles of Notch signaling, we employed the CRISPR/Cas9-mdeidated acute and stage-specific gene 
deletion system in pre- and post-commitment pro-T cells. Notch-regulated target genes before and 
after T-lineage commitment change dynamically, and we show that this partially reflects shifts in 
genome-wide DNA binding by Notch-IC/RBPJ complex. 

研究分野： 免疫学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、同じT前駆細胞でも発生段階によってNotchシグナルが制御する遺伝子群がダイナミックに変化す
ることが明らかになった。Notchシグナル経路は、ショウジョウバエから哺乳類まで高度に保存されており、
様々な器官の発生や細胞の運命決定を司る。一方で、Notch関連遺伝子の変異が様々なガン細胞で同定されてお
り、その割合は全ガン細胞の5-10%と言われている。本研究をさらに発展させることで、Notchシグナル経路の異
常がどのように細胞の腫瘍化を引き起こすのか、その分子メカニズムの解明に寄与することが期待される。

※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 

私たちの体は 30 兆個以上の細胞からなると言われている。これらの細胞はたった一つの受
精卵から分裂し、基本的には同じゲノム DNA を持っているにもかかわらず、200 種類以上の性
質の異なる細胞集団として様々な臓器を形成し、恒常性を保っている。幹細胞は外界からのシ
グナルを受けることで、細胞系列特異的な遺伝子発現が誘導され、特定の機能を持った細胞へ
と分化する。幹細胞から特定の細胞系列への運命決定メカニズムの解明は、生命現象を理解す
る上で極めて重要である。すべての免疫細胞は骨髄に存在する造血幹細胞から分化し、免疫細
胞の発生段階は細胞表面分子の発現パターンを単一細胞レベルで調べることで、容易に検出
することができる。さらに、免疫細胞の系列決定を制御できれば、感染症や癌、アレルギー、
自己免疫疾患といった免疫関連疾患の新規治療法の開発にもつながる可能性を秘めている。
このことから、免疫細胞は、細胞の運命決定メカニズム機構を解析する上で非常に良いモデル
であると考えている。 
  Notch シグナル経路は、ショウジョウバエから哺乳類において高度に保存されており、様々
な器官の発生や細胞の運命決定を司る一方で、Notch1 遺伝子の変異が様々なガン細胞で同定
されており、その割合は全ガン細胞の 5-10%と言われている。このことから、Notch シグナル
による細胞運命決定メカニズムの解明やその制御方法の開発は極めて重要な研究課題と言え
る。造血系細胞の発生において、Notch シグナルがリンパ球前駆細胞から T細胞への運命決定
に必須の役割を担っていることが知られている。T 前駆細胞は T 細胞への分化能のみならず、
B 細胞や NK 細胞を含む自然リンパ球、ミエロイド系列への分化能を有していることから、前
駆細胞から T 細胞への運命決定は T 細胞特異的な遺伝子発現の誘導と、多能性や他の細胞系
譜への分化能を排除することによって成立する事を申請者らは報告してきた。胸腺はリンパ
球前駆細胞から成熟 T 細胞を作るために存在する臓器で、胸腺にたどり着いたリンパ球前駆
細胞はその微小環境が発現する Notch リガンドからの刺激を受けることで、T細胞分化プログ
ラムをスタートさせる。Notch 受容体や Notch リガンドの loss-of-function や gain-of-
function の遺伝子改変マウスを用いた個体レベル (steady-state)での解析により、T 細胞
初期分化における Notch シグナルの重要性が明らかにされているが、実際に Notch シグナル
がどのような分子機構で T 細胞の初期発生を誘導するかについてはほとんど明らかにされて
いない。 

 
 
２．研究の目的 

胸腺に移入した
直後のT前駆細胞は
成熟T細胞のマーカ
ーである CD4と CD8
をどちらも発現し
ていないダブルネ
ガティブ (DN)と呼
ばれるフェノタイ
プを示す。DN 細胞は
さらに細胞表面の
CD25 と c-Kit の発
現パターンにより
DN1 から DN4に分類
することが出来る。
胸腺に移入直後の
DN1-DN2a 細胞はそ
の 発 生 や増殖が
Notch1 に依存して
おり、また、T 以外
の細胞系列への分
化能を有していることから、この発生段階は Phase1 (Notch-dependent, pre-commitment)と
呼ばれている。その後、DN2b-DN3 細胞はすでに T 細胞への分化が決定づけられているが、さ
らなる発生には Notch シグナルが必須であることから、Phase2 (Notch-dependent, T-
committed)と呼ばれている。胸腺移入直後の DN1 細胞において、Notch シグナルは転写因子
Tcf7 や GATA3 の発現を誘導することで、B 細胞への分化能を排除するのと同時に、ミエロイ
ド系列への分化能の維持をサポートする PU.1 の機能を減弱させるとともに、その発現を抑制
する。DN2a 後期になると、Notch シグナルは GATA3, Tcf7, Runx1 と協調的に働き、Bcl11bの
発現を誘導する。Bcl11bは zinc finger 型転写因子で、自然リンパ球やミエロイド系列への



分化能をシャットオフすることで T 細胞への運命を決定づける。T 細胞への運命決定がなさ
れ、Phase２に移行した DN2b-3 細胞は、Rag1 や Rag2 といった T細胞受容体の遺伝子再構成に
関わる遺伝子群や、Pre-TCRaや CD3 などの pre-T 細胞受容体からのシグナル伝達に重要な分
子群を Notch シグナル依存的に発現する。しかし、Phase1 で Notch依存的にコントロールさ
れていた Tcf7や GATA3、Bcl11bは Notch シグナル非依存的に発現が維持される(図 1)。 
 このように、Notch シグナルは T細胞分化の最も初期段階である Phase1 と Phase2 で異なる
ターゲット遺伝子を制御する事が示唆されていた。そこで本研究では、Notch シグナルがどの
ように発生段階特異的な機能を発揮するのか、T細胞初期分化をモデルとしその分子メカニズ
ムを明らかにする事を目的とした。 

 
 
３．研究の方法 

Cas9 を恒常的に発現する
マウスの骨髄から造血幹細
胞精製し、Notch リガンドを
発現するストローマ細胞上
で培養する方法と、レトロウ
イルスによる sgRNA の導入
を組み合わせることで、最も
初期の T 前駆細胞 (Phase1
およびPhase2)においてステ
ージ特異的に Notch を欠失
させる方法を独自に確立し
た 。 哺 乳 類 に 存 在 す る
Notch1-4遺伝子のうち、リン
パ球前駆細胞に発現する
Notch1および Notch2を欠失
させると、レトロウイスル導
入後わずか 3 日で、重要な
Notch ターゲットであり、T
細胞マーカーである CD25 の
発現がほぼ完全に消失した 
(図 2)。この培養系を用いる
ことで、Phase1 と Phase2 においてそれぞれ Notch 受容体を欠損させ、その効果をトランスク
リプトーム解析により明らかにした。さらに、Notch 複合体の DNA 結合サブユニットである
RBPJの結合ゲノム領域を ChIP-seq解析により網羅的に同定し、ステージ特異的な Notch ター
ゲット遺伝子との関連を解析した。 

 
４．研究成果 

我々は、Cas9を恒常的に発現するマウスの造血幹細胞を骨髄から精製し、Notch リガンドを
発現するストローマ細胞上で培養することで T 細胞の初期発生を再現する方法と、レトロウ
イルスによる sgRNA の導入を組み合わせることで、ステージ特異的 (Phase1 および Phase2)
且つ acute (3日以内)に Notch 遺伝子欠損の影響を解析する実験系を独自に確立した。この
実験系を用いて Notch 遺伝子を欠損させた Phase1 および Phase2 細胞のトランスクリプトー
ム解析を行うと、面白いことに Notch ターゲット遺伝子は発生段階によって劇的に変化して



いることが明らかになった (図 3)。 
Notch はリガンドを認識し

た 後 、 細 胞 内 ド メ イ ン 
(intracellular domain; IC)
が切断され核へ移行し、DNA
結合タンパクである RBPJ と
会合することで、直接ターゲ
ット遺伝子座に結合しその
遺伝子発現を制御する。
Notch-ICや RBPJに対するク
ロマチン免疫沈降 (ChIP)解
析は抗体の qualityが原因で
困難であったが、我々は細胞
のクロスリンクの条件検討
と、複数のモノクローナル抗
体を混合して使用する事で、
Phase1 および Phase2 細胞に
おける RBPJの ChIPシークエ
ンス解析を行うことに成功
した。Notch 遺伝子欠損によ
り発現の変化する遺伝子 
(differentially expressed 
genes; DEGs)の周辺には、
RBPJ の結合シグナルが高頻
度に認められた (図 4)。さら
に、トランスクリプトームと
ChIP-seq 解析の結果を統合
的に解析し、Notch シグナル
が Phase1 特異的なターゲッ
ト遺伝子を制御するメカニ
ズムの一部は、Notch シグナルが Phase1 特異的な転写因子である PU.1 の機能に拮抗している
ためである事を明らかにした①。 
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