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研究成果の概要（和文）：ヒトTph細胞にて発現する転写因子Sox4とMaf間の制御とヒストン修飾酵素EZH2の機能
を解析した。CXCL13産生を担うSox4はB細胞ヘルプを担うMafの発現を低下させた。関節リウマチ滑膜組織の多重
免疫染色においても、Maf陽性T細胞とSox4陽性T細胞は異なった分布を示した。ヒストン修飾酵素EZH2の阻害に
よりTph細胞によるCXCL13の産生は増強した。CD4陽性T細胞のTGFβ,IL-1β存在化でのCD3/28刺激はEZH2の発現
を増強した。EZH2阻害薬はSox4の発現に影響を与えないものの、CXCL13領域のH3LK27me3のピークを減弱させ
た。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the regulation between transcription factors Sox4 and Maf 
expressed in human Tph cells and the function of histone modification enzyme EZH2. Sox4, responsible
 for CXCL13 production, downregulated the expression of Maf, responsible for B cell-help functions. 
In multiple immunostaining of rheumatoid arthritis synovial tissues, Maf-positive T cells and 
Sox4-positive T cells showed different distributions. Inhibition of the histone modifying enzyme 
EZH2 enhanced CXCL13 production by Tph cells. CD3/28 stimulation of CD4-positive T cells in the 
presence of TGFβ and IL-1β enhanced EZH2 expression. EZH2 inhibitors did not affect Sox4 
expression but attenuated H3K27me3 peak of CXCL13 region.

研究分野： ヒト免疫学

キーワード： ヒト免疫学　Sox4　PD-1　関節リウマチ　転写因子
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Tph細胞はヒトRA研究から同定されたCD４陽性T細胞分画で、CXCL13を大量に産生するなどマウスT細胞には認め
られない性質を有している。さらにTph細胞は関節リウマチのみならず様々な自己免疫疾患や感染症、悪性疾患
などとも関与することが明らかになっている。ヒト免疫細胞を対象とした本研究でTph細胞の免疫分子機構が明
らかになることで、将来的に様々なヒト疾患における免疫機構の理解や新しい治療の開発が期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
(1)関節リウマチ(RA)罹患関節に存在する CD4 陽性 T細胞の研究から、末梢組織で機能するヒト
新規 CD4 陽性 T 細胞分画、peripheral helper T (Tph) 細胞が同定された。Tph 細胞は PD-
1hiCXCR5-の表現型を示し、RA だけでなく様々な自己免疫疾患、感染症、悪性腫瘍においても重要
な役割を果たすことが明らかになっている。Tph 細胞には B細胞ヘルプ活性を担う転写因子 Maf
と CXCL13 産生を担う SOX4 など様々な転写因子が関与することが明らかになってきた。一方で、
それらの転写因子が CD4 陽性 T 細胞でどの様に関連することで細胞機能に関わっているのかは
明らかでなかった. 
(2) ヒストン修飾酵素 EZH2 は H3K27 のトリメチル化を生じることで遺伝子発現を抑制する遺伝
子で、ヒト Tph 細胞にて上昇することが知られていた。一方で Tph 細胞における EZH2 の機能は
明らかでなかった。 
 
 
２．研究の目的 
(1)本研究では、Tph 細胞に関わる転写因子間の制御を明らかにする。 
(2)ヒト CD4 陽性 T細胞におけるヒストン修飾酵素 EZH2 によるエピゲノム制御を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
(1)ヒト CD4 陽性 T細胞に転写因子をレンチウイルスベクターにて発現させ RNA の発現を網羅的
に解析することにより、転写因子間の発現制御を解析する。さらに発現細胞の分布を RA 滑膜組
織の多重免疫染色にて解析する。 
(2)Tph 細胞で上昇しているエピゲノム制御分子 EZH2 の作用を、EZH2 阻害薬ならびに CUT&RUN 法
を用いて解析する。 
 
 
４．研究成果 
(1) 転写因子 Sox4 と Maf の制御機構解析 
①過剰発現による転写因子制御解析 
ヒト CD4 陽性 T細胞を CD3 ならびに CD28 にて刺激し翌日にコントロール、Sox4 または Maf 発

現レンチウイルスベクターにて遺伝子導入を行った。遺伝子導入 4日後に蛍光タンパク質 Venus
を発現する細胞をソーティングし、RNA を抽出した(n=3)。RNA-seq にて網羅的に遺伝子発現を解
析したところ、ヒト CD4 陽性 T細胞に対する Sox4 遺伝子過剰発現は Maf の発現を低下させた。
このことは、CXC13 産生に関与する Sox4 遺伝子が高発現する時には B 細胞ヘルプ活性に関与す
る Maf 遺伝子発現が低く、Sox4 の発現が低下するにつれ Maf が上昇する事を示唆する。 
 

 
②RA 滑膜組織の多重免疫染色 
 RA 滑膜組織を Sox4(赤)、Maf(緑)、CD3(青)の三重染色
にて染色したところ、Maf を高発現する T細胞と Sox4 を
高発現する細胞をみとめ、①で示唆された排他的な関係
が示唆された。リンパ濾胞構造の中心部では Maf 陽性(緑
矢印)の T細胞が多い傾向にあるのに対し、リンパ濾胞の
周辺部にかけては Sox4 陽性（白矢印）の T細胞が多い傾
向にあった（図 1）。すなわち、リンパ濾胞周辺部では Sox4
による CXCL13 産生が優位なのに対して、リンパ濾胞中心
部ではCXCL13産生からMafによるB細胞ヘルプ活性に切
り替わる可能性が示唆された。 
 
 

図 1 RA 滑膜多重蛍光免疫染色   
 
③RA 炎症関節 CD4 陽性 T細胞の scRNA-seq 解析 
CD4 陽性 T細胞を RA炎症関節よりソートした後に Chromium Next GEM 5’プラットフォーム

にて scRNA-seq を行った。教師なしクラスタリングを行ったところ、FoxP3・CD25 陽性の Treg
分画や PD-1・CXCL13 陽性の Tph 細胞分画が示された（図 2）。一方で、転写因子 Sox4 は scRNA-
seq での検出が困難であった。扁桃 CD4 による BCL6 発現など、転写因子の RNA 発現の検出が
scRNA-seq で難しい場合があることが知られており、Sox4 もそれに該当すると考えられた。
scRNA-seq により同定された Tph 分画からは、Maf、TOX、TOX2 などの転写因子が検出された



（図 2）。①での Sox4 の過剰発現は両者ともに TOX、TOX2 の発現を誘導したが、Maf の過剰発現
は TOX、TOX2 の発現に大きな影響は与えなかった。この事から、Sox4 はこれらの転写因子の上
流に存在する可能性が示唆された。 

図 2 RA 罹患関節 CD4 陽性 T細胞の scRNA-seq 解析. PD-1 ならびに CXCL13 を発現する Tph 細胞
を赤丸で示す。Tph 細胞による Maf, TOX, TOX2 遺伝子を発現が認められる。 
 
(2) ヒストン修飾酵素 EZH2 による Tph 細胞機能解析 
健常人 CD4 陽性 T細胞を様々なサイトカイン存在下で CD3/CD28 刺激したところ、CD3/CD28 刺

激にて EZH2 発現が認められ TGFβと IL-1β存在下で増強した（図３）。この条件に EZH2 阻害薬
を加 

 
 
 
 
図 3 健常人CD4陽性 T細胞によるEZH2 
mRNA の発現.示された条件で刺激され
た健常人 CD4 陽性 T 細胞における遺伝
子発現を qPCR で測定した。GAPDH にて
標準化している。TGF-β+IL-1β存在化
の CD3/CD28 刺激 24時間後に EZH2の発
現が増強している。n=3, *;p<0.05, 
**:p<0.01 
 

 
えたところ CXCL13 産生が増強したことから、EZH2 は Tph 細胞において CXCL13 産生などの機能
を低下させる可能性が示唆された。興味深いことに EZH2 阻害薬は転写因子 Sox4 の発現には影
響せず Sox4 非依存的に CXCL13 産生を制御していると考えられた。EZH2 による H3K27 のトリメ
チル化を検討するために、EZH2 阻害薬の有無で H3K27me3 ピークを CUT&RUN 法にて検討したとこ
ろ、CXCL13 領域に H3K27me3 のピークを認め、そのピークは EZH2 阻害薬にて減弱した(図 4）。こ
の事から、EZH2 は転写因子 Sox4 を介さずに CXCL13 領域のエピゲノムを直接制御し Tph 細胞の
機能を抑制する役割を持つと考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 CXCL13 領域の H3K27me3 ピーク. 赤は Homer プログラムにより検出された、EZH2 阻害剤
にて有意に低下する H3K27me3 ピークを示す。 
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