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研究成果の概要（和文）：転写因子BATFとFoxp3の協調による活性化型制御性T細胞（eTreg）分化・増殖・組織
集積機構の解明に取り組んだ。結果、転写因子BATFとFoxp3の協調による eTreg分化・増殖・組織集積促進にT細
胞受容体（TCR）シグナルが必須であることを明らかにした。また転写因子BATFとFoxp3は協調的にeTreg選択的
に発現する遺伝子、特にリソソーム関連遺伝子の発現を亢進することを示した。以上から、BATFとFoxp3はTCRシ
グナルの下流で協調してリソソーム活性を亢進し不要たんぱく質蓄積を抑制し細胞ストレスを緩和することで、
eTreg分化・増殖・組織集積を亢進する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to elucidate the molecular mechanism of 
BATF/Foxp3-mediated effector Treg cell differentiation, proliferation and tissue accumulation. We 
demonstrated that T cell receptor (TCR) signal was essential for BATF/Foxp3-mediated effector Treg 
cell differentiation, proliferation and tissue accumulation both in vitro and in vivo. Besides, we 
identified BATF/Foxp3 co-target genes which were highly expressed on effector Treg cells and were 
associated with lysosome pathway. Thus, it was suggested that BATF cooperates with Foxp3 under TCR 
signal and promote effector Treg cell differentiation, proliferation and tissue accumulation 
presumably through activation of lysosome pathway.

研究分野： 免疫学

キーワード： 制御性T細胞　Foxp3　BATF　T細胞受容体

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Foxp3が免疫抑制能を有する制御性T細胞に選択的に発現する分子であることから、我々が本研究で明らかにした
BATFとFoxp3の協調による活性化型制御性T細胞分化・増殖・組織集積促進の分子基盤を制御することで、制御性
T細胞のみを選択的に活性化もしくは抑制し様々な疾患治療に役立てることができると思われる。

※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 
 転写因子 Foxp3 を発現する制御性 T 細胞（regulatory T cell, Treg）は過剰な免疫応答を抑制
することで生体の恒常性維持に寄与する。Treg は免疫応答を亢進する通常型 T 細胞
（conventional T cell, Tconv）と同様に抗原刺激による T 細胞受容体（T cell receptor, TCR）
シグナルに応じて増殖し、2 次リンパ組織を巡回する CCR7highCD44low ナイーブ型 Treg から非
リンパ組織に主に集積する CCR7lowCD44highエフェクター型 Treg（eTreg）に分化する。近年、
この eTreg 分化・増殖や組織への集積が障害されると組織炎症や異常な組織修復、代謝異常が
生じることが示され、組織に集積した eTreg は組織の恒常性維持に重要な役割を果たすことが
明らかにされた（Panduro, Annu Rev Immunol, 2016）。このことから eTreg 分化・増殖・組織
集積を制御することで組織に生じる様々な疾患の治療が可能になると思われる。そして、eTreg
分化・増殖・組織集積機構について精力的な研究が行われ、eTreg 分化・増殖・組織集積を制御
する転写因子群（BATF、IRF4 など）が明らかにされてきた（Hayatsu, Immunity, 2017; Sharma, 
Front Immunol, 2018）。しかしながら、これまで解明されてきた eTreg 分化・増殖・組織集積
機構は、Treg に固有のものではなく、Tconv にも共通してみられる機構であった。炎症を亢進
するTconvと抑制するTregの両者に共通する組織集積機構を操作することで組織の疾患治療を
実現することは難しく、Treg に固有のエフェクター分化・増殖・組織集積機構の解明が強く望
まれている。一方、現在でも尚、Tconv にはない Treg に固有のエフェクター分化・増殖・組織
集積機構が存在するのか、存在するのであれば、それはどのようなものかは明らかでない。 
 
 
２．研究の目的 
 申請者らはこれまで転写因子 BATF が eTreg 分化・増殖・組織集積に必須であることを明ら
かにしてきた（Hayatsu, Immunity, 2017）。さらに、Treg における BATF の機能解析の過程で、
BATF が Treg 固有の転写因子 Foxp3 と機能的に協調し eTreg 分化・増殖・組織集積を促進する
ことを明らかにした。Foxp3 が Treg 固有の転写因子であることから、この BATF と Foxp3 の
協調による eTreg 分化・増殖・組織集積促進機構はこれまで明らかでなかった Treg に固有のエ
フェクター分化・増殖・組織集積機構であることが強く示唆される。この機構の解明は、Treg 選
択的な組織集積制御による様々な組織疾患治療に繋がる重要な課題である。そのため、本研究で
は、BATF と Foxp3 の協調による eTreg 分化・増殖・組織集積促進機構の詳細の解明を目指し
た。具体的には、(1) BATF と Foxp3 が協調して eTreg 分化・増殖・組織集積を促進するために
必要な生体内の環境要因の同定、(2) eTreg 分化・増殖・組織集積に寄与しうる BATF と Foxp3
の標的遺伝子群の同定とその機能推定、(3) BATF と Foxp3 の標的遺伝子群の発現制御機構の解
明に取り組んだ。 
 
３．研究の方法 
(1) BATF と Foxp3 が協調して eTreg 分化・増殖・組織集積を促進するために必要な生体内の環
境要因の同定 
 これまで eTreg 分化に TCR シグナルが重要であること、転写因子 BATF は TCR シグナルの
下流で活性化し働くことが知られていた（Levine, Nat Immunol, 2014; Iwata, Nat Immunol, 
2017）。このことから BATF と Foxp3 の協調による eTreg 分化・増殖・組織集積促進に TCR シ
グナルが必要である可能性を考え、これを in vivo で検証した。具体的には、卵白アルブミン
（OVA）特異的な TCR を有する OTII トランスジェニック Rag1 欠損マウスと BATF 欠損マウ
スを掛け合わせたマウスから取得した Foxp3 陰性ナイーブ型 Tconv に BATF と Foxp3 の両方
もしくは単独をレトロウィルスにより導入し、congenic マウスに移入した。そして、ホストマ
ウスに OVA を経鼻投与する・しない群を作製し、OVA 投与群（TCR シグナル存在下）で BATF
と Foxp3 の協調による eTreg 分化・増殖・組織集積促進が見えるか、OVA 非投与群（TCR シ
グナル非存在下）で BATF と Foxp3 の協調による eTreg 分化・増殖・組織集積が見えないかを
検証した。 
 また、in vitro においても BATF と Foxp3 が協調して eTreg 分化・増殖を促進するために、
TCR シグナルが重要であるか検証した。具体的には、BATF 欠損マウスから取得した Foxp3 陰
性ナイーブ型 Tconv に BATF と Foxp3 の両方もしくは単独をレトロウィルスにより導入し、抗
CD3 抗体で TCR 刺激を行う・行わないの 2 条件で培養し、TCR 刺激存在下のみで BATF と
Foxp3 の両者を導入した群における eTreg 選択的な分子や細胞増殖が促進されるかを検証した。 
 
(2) eTreg 分化・増殖・組織集積に寄与しうる BATF と Foxp3 の標的遺伝子群の同定とその機能
推定 
 BATF と Foxp3 の標的遺伝子を同定するため、(1)で構築した TCR 刺激存在下で BATF・
Foxp3 の共導入により eTreg 特徴的な分子の発現・増殖が亢進する in vitro 実験系において、
TCR 刺激を与えた①BATF と Foxp3 の両者、②BATF 単独、③Foxp3 単独、④空ベクター導入



ナイーブ Tconv の RNA-seq 解析を行った。 
 また in vivo の eTreg 分化・増殖に寄与する Foxp3 の標的遺伝子を同定するため、以下の実
験系でも RNA-seq 解析を行った。申請者らはこれまで Foxp3 機能欠損変異体である Foxp3R397W

を発現する Treg に野生型 Foxp3 もしくは Foxp3R397W を強制発現し、lymphopenia のマウス
（6Gy の X 線を照射した congenic マウス）に移入した場合、野生型 Foxp3 導入群で Foxp3R397W

導入群と比べ、eTreg 特徴的な分子発現および増殖が顕著に亢進することを明らかにしていた。
この実験系において、野生型 Foxp3 導入群、Foxp3R397W 導入群をホストマウスから単離し、
RNA-seq 解析を行った。 
 
(3) BATF と Foxp3 の標的遺伝子群の発現制御機構の解明 
 これまで BATF はクロマチン状態を変化させることで遺伝子発現を調節している可能性が示
唆されている（Pham, Cell Rep, 2019）。また、Foxp3 はひらいたクロマチン領域に結合し機能
することが示唆されている（Samstein, Cell, 2012）。このことから、BATF が eTreg 特徴的なオ
ープンクロマチン領域を形成し、そこに Foxp3 が結合することで BATF と Foxp3 は協調して
eTreg 特徴的に発現する標的遺伝子を制御しているのではないかと考え、これを検証した。まず、
eTreg 特徴的遺伝子（eTreg で他の T 細胞サブセットと比べ発現が高い遺伝子）が eTreg 選択的
なオープンクロマチン領域（eTreg で他の T 細胞サブセットと比べより accessible な領域）と
関連するかについて、eTreg、ナイーブ型 Treg、エフェクター型 Tconv（Teff）、ナイーブ型 Tconv
の 4 者の RNA-seq・ATAC-seq データを解析することで検証した。次に、BATF 依存的な eTreg
特徴的遺伝子近傍の eTreg 特徴的なオープンクロマチン領域に BATF が結合し、それらをひら
くかについて野生型 Treg、BATF 欠損 Treg の RNA-seq・ATAC-seq・BATF ChIP-seq データ
を解析することで検証した。さらに、BATF 依存的かつ eTreg 特徴的なオープンクロマチン領
域に Foxp3 が結合しているかを検証するため、野生型 Treg、eTreg、ナイーブ型 Treg における
Foxp3 ChIP-seq データを解析した。 
 
 
４．研究成果 
(1) BATF と Foxp3 が協調して eTreg 分化・増殖・組織集積を促進するために必要な生体内の環
境要因の同定 
 BATF と Foxp3 の協調による eTreg 分化・増殖・組織集積促進に TCR シグナルが必要かに
ついて検証するため、BATF欠損OTIIトランスジェニックRag1欠損マウスより取得したFoxp3
陰性ナイーブ型 Tconv に BATF と Foxp3 の両方もしくは単独をレトロウィルスにより導入し、
cell proliferation dye でラベルした後、congenic マウスに移入した。そして OVA もしくは PBS
をホストマウスに経鼻投与し 5 日後に肺のドナーT 細胞の表現型を解析した。その結果、OVA
を投与したマウスにおいて、BATF 単独導入群では対照群（空ベクターのみ導入群）と比べてド
ナーT 細胞の有意な細胞数増加、eTreg 特徴的な分子である CCR8 や ST2 を発現する分裂した
ドナーT 細胞の増加傾向が見られた。また、BATF と Foxp3 の共導入群では BATF 単独導入群
と比べてこれらの指標がさらに有意に亢進した。一方、Foxp3 単独導入群におけるこれらの指標
は対照群と同程度であった。また、OVA を投与していないマウスにおいては、この Foxp3 と
BATF の協調による細胞増加、eTreg 特徴的分子の発現亢進は観察されなかった。以上の結果か
ら、in vivo において BATF と Foxp3 が協調して eTreg 分化・増殖・組織集積を促進するために
は TCR シグナルが必要であることが示唆された。 
 次に、in vitro においても、BATF と Foxp3 が協調して eTreg 分化・増殖を促進するために
TCR シグナルが必要かを検証した。具体的には、BATF 欠損マウスから取得した Foxp3 陰性ナ
イーブ型 Tconv に BATF と Foxp3 の両方もしくは単独をレトロウィルスにより導入し、固相化
抗 CD3 抗体存在もしくは非存在下で 5 日間培養し、継時的にレトロウィルス導入 T 細胞数の変
化を調べた。結果、固相化抗 CD3 抗体存在下で培養した場合、BATF と Foxp3 の両者を導入し
たナイーブ Tconv は TCR 刺激 1 日後に減少した後培養 5 日目まで継時的に増える一方、BATF
と Foxp3 のどちらか片方を導入したナイーブ Tconv および対照群（空ベクターのみ導入群）は
TCR 刺激 1 日後に減少した後培養 5 日目まで継時的にほとんど増えなかった。さらに、TCR 刺
激 5 日後の BATF・Foxp3 共導入群では他の群と比べて CD103、ST2 などの eTreg 特徴的な分
子の発現が上昇していることが示された。一方、固相化 CD3 非存在下で培養した場合、BATF
と Foxp3 の両者を導入した群、単独で導入した群、対照群全てで培養 5 日後でも細胞数は減少
したままであり、eTreg 特徴的な分子の発現はほとんど見られなかった。以上の結果から、in 
vitro において BATF と Foxp3 が協調して eTreg 分化・増殖を亢進するためには TCR シグナル
が必要である可能性が示された。 
 
(2) eTreg 分化・増殖・組織集積に寄与しうる BATF と Foxp3 の標的遺伝子群の同定とその機能
推定 
 BATF と Foxp3 の標的遺伝子を同定するため、(1)で構築した TCR 刺激存在下で BATF・
Foxp3 の共導入により eTreg 特徴的な分子の発現・増殖が亢進する in vitro 実験系において、
TCR 刺激を与えた①BATF と Foxp3 の両者、②BATF 単独、③Foxp3 単独、④空ベクター導入
ナイーブ Tconv の RNA-seq 解析を行った。その結果、BATF と Foxp3 の両者を導入した群に



おいてのみ、他の実験群と比べて大きく発現亢進する遺伝子群が同定され、その中に Il1rl1、
Itgae などの eTreg 選択的に発現する遺伝子が含まれることが明らかとなった。さらに、BATF
と Foxp3 の両者を導入した群においてその他の実験群と比べて大きく発現亢進する遺伝子群に
ついて Gene Ontology 解析を行ったところ、これらの遺伝子群にリソソーム関連遺伝子が多く
含まれていることも示された。以上の結果から、in vitro の TCR 刺激存在下で BATF と Foxp3
は協調的に eTreg 特徴的な遺伝子、特にリソソーム関連遺伝子の発現を亢進することが示唆さ
れた。 
 また in vivo の eTreg 分化・増殖に寄与する Foxp3 の標的遺伝子を同定するため、Foxp3R397W

を発現する Treg に野生型 Foxp3 もしくは Foxp3R397W を強制発現し lymphopenia のマウスに
移入し、5 日後に単離したドナーTreg の RNA-seq 解析を行った。その結果、野生型 Foxp3 を
導入した群で Foxp3R397Wを導入した群と比べ発現亢進する遺伝子の中に Ccr8、Il1rl1、Itgae な
どの eTreg 選択的に発現する遺伝子が含まれることが明らかとなった。さらに、野生型 Foxp3
導入群で Foxp3R397W導入群と比べて有意に発現亢進する遺伝子群について Gene Ontology解析
を行ったところ、これらの遺伝子群にリソソーム関連遺伝子が多く含まれていることも示され
た。以上の結果から、Foxp3 は in vivo において eTreg 特徴的な遺伝子、特にリソソーム関連遺
伝子発現を亢進することが示唆された。 
 
(3) BATF と Foxp3 の標的遺伝子群の発現制御機構の解明 
 BATF が eTreg 特徴的なオープンクロマチン領域を形成し、そこに Foxp3 が結合することで
BATF と Foxp3 は協調して eTreg 特徴的に発現する標的遺伝子を制御しているという仮説を検
証した。まず、eTreg 特徴的遺伝子（eTreg で他の T 細胞サブセットと比べ発現が高い遺伝子）
が eTreg 選択的なオープンクロマチン領域（eTreg で他の T 細胞サブセットと比べより
accessible な領域）と関連するかについて、eTreg、ナイーブ型 Treg、エフェクター型 Tconv
（Teff）、ナイーブ型 Tconv の 4 者の RNA-seq・ATAC-seq データを解析することで検証した。
結果、eTreg 特徴的遺伝子近傍には eTreg 選択的なオープンクロマチン領域が、Teff と eTreg で
共通してみられるオープンクロマチン領域や Teff 選択的なオープンクロマチン領域よりも多く
存在することが明らかとなった。次に、BATF 依存的な eTreg 特徴的遺伝子近傍の eTreg 特徴
的なオープンクロマチン領域に BATF が結合し、これらの領域をよりひらくかについて野生型
Treg、BATF 欠損 Treg の RNA-seq・ATAC-seq・BATF ChIP-seq データを解析することで検
証した。結果、BATF 依存的な eTreg 特徴的遺伝子近傍の eTreg 特徴的なオープンクロマチン
領域の 4 割程度に BATF が結合すること、BATF が結合する eTreg 特徴的なオープンクロマチ
ン領域の accessibility は BATF 欠損によって有意に低下することが示された。さらに、BATF
依存的かつeTreg特徴的なオープンクロマチン領域にFoxp3が結合しているかを検証するため、
野生型 Treg、eTreg、ナイーブ型 Treg における Foxp3 ChIP-seq データを解析した。結果、BATF
依存的かつ eTreg 特徴的なオープンクロマチン領域には Teff と eTreg で共通してみられるオー
プンクロマチン領域と比べ Foxp3 の結合が多くみられること、また、この Foxp3 結合は eTreg
で顕著にみられることが明らかとなった。以上の結果から、BATF は eTreg 特徴的な遺伝子近
傍に存在する eTreg 選択的オープンクロマチン領域をひらき、そこに Foxp3 が結合することが
明らかとなった。 
 
本研究により、BATF と Foxp3 が協調的に eTreg 分化・増殖・組織集積を促進するためには TCR
シグナルが必要であることが示された。また、BATF と Foxp3 は協調的に eTreg 特徴的な遺伝
子、特にリソソーム関連遺伝子の発現を亢進することが示された。さらに、BATF は eTreg 選択
的なオープンクロマチン領域の accessibility を亢進すること、Foxp3 はその BATF 依存的かつ
eTreg選択的オープンクロマチン領域に結合することが明らかとなった。今後は、BATFとFoxp3
が協調的に制御する遺伝子が実際に eTreg 分化・増殖・組織集積に寄与するかについて検証を
進めたい。 
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