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研究成果の概要（和文）：本研究では、DT40細胞を用いてTETタンパク質による抗体遺伝子再編成機構について
解析した。その結果、TET3欠損株で抗体遺伝子多様化が最も低下していること、さらに偽遺伝子領域のDNAメチ
ル化が亢進していることを見出した。また、TETタンパク質の転写制御についても解析し、3種のTETが異なる遺
伝子発現制御を担うことを明らかにした。またTETの二重変異株を用いた解析ではAIDの発現量低下が見られ、
TETによるAIDの発現制御が示唆された。これらの結果は、TETタンパク質が抗体遺伝子座のDNAメチル化や関連因
子の転写を介して抗体遺伝子再編成を制御していることを示唆している。

研究成果の概要（英文）：In this project, we analyzed the mechanism of immunoglobulin gene 
rearrangements by TET proteins using DT40 cells. We found that immunoglobulin gene rearrangements 
were most reduced in the TET3-deficient cells, and that DNA methylation in the pseudogene region was
 enhanced. We also analyzed the transcriptional regulation of TET proteins and found that the three 
TETs are responsible for different regulation of gene expression. Analysis using a double mutant 
cell of TET showed decreased expression of AID, suggesting the regulation of AID expression by TET. 
These results suggest that TET proteins regulate immunoglobulin gene rearrangements through DNA 
methylation at immunoglobulin locus and the transcription of the related factors.

研究分野： 分子生物学、細胞生物学、免疫学

キーワード： DNAメチル化　クロマチン構造　相同組換え　TETファミリータンパク質　抗体遺伝子

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
抗体遺伝子の再編成は、病原体の排除など、動物の免疫系にとって極めて重要なプロセスであるが、その染色体
レベルの制御機構は依然として不明点が多い。本研究は、DNA脱メチル化酵素TETタンパク質に注目し、これによ
る抗体遺伝子再編成制御機構という新たな知見を得た点で、その学術的意義は高い。また、ニワトリの抗体遺伝
子再編成とヒトの抗体遺伝子再編成のメカニズムは一部をシェアしているものの、完全に同一ではない。TETに
よる抗体遺伝子再編成がニワトリとヒトに共通しているのかどうかを知ることは、抗体遺伝子の進化を理解する
上でも重要である。この意味でも、本研究は新たなパラダイムを拓いたと言える。

※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 
DNA メチル化は重要なエピジェネティクス修飾の一つであり、発生や分化などにおいて重要
な役割を果たしている。特に転写制御への関与は数 多くの報告があるが、その一方で抗体遺伝
子再編成制御への DNA メチル化の関与は殆ど明らかになっていない。DT40 細胞は抗体遺伝子
再編成は 抗体遺伝子再編成研究のモデル細胞として一般的である。本研究では、DNA メチル化
の役割を明らかにする目的で、申請者らは DNA 脱メチル化酵素 TET(Ten-Eleven-
Translocation)ファミリーに属する TET1~3 のノックアウト細胞を DT40 細胞で作製し、抗体
遺伝子再編成制御における TET の機能解析を行う。 
 
２．研究の目的 
DNA メチル化は重要なエピジェネティクス修飾の一つであり、発生や分化などにおいて重要
な役割を果たしている。特に転写制御への関与は 数多くの報告があるが、その一方で抗体遺伝
子再編成制御への DNA メチル化の関与は殆ど明らかになっていない。申請者はこれまでに、鳥
類免疫系細胞である DT40 細胞を用いて染色体構造による抗体遺伝子再編成制御機構を研究し
てきた。DT40 細胞は抗体遺伝子再編成が継続的に起きていることで知られ、抗体遺伝子再編成
研究のモデル細胞として一般的である。そこで DNA メチル化の役割を明らかにする目的で、申
請者らは DNA 脱メチル化酵素 TET ファミリーに属する TET1~3 を DT40 細胞でノックアウ
トした結果、TET3 のノックアウトにより、抗体遺伝子再編成頻度が低下することを明らかにし
た。本研究では、抗体遺伝子再編成制御における TET3 の機能解析を通し、DNA メチル化の役
割を明らかにする 
 
３．研究の方法 
DT40 細胞を用いて作製した TET 欠損株において、抗体遺伝子可変領域の配列解析を行い、遺
伝子再編成が起きているかどうかをサンガー法で解析した。得られた配列データから、DNA 解析
ソフトウエアにより偽遺伝子の同定を行った。また、DNA のメチル化状態はバイサルファイト法
により解析した。様々な遺伝子の転写量は、RT-qPCR で定量した。TET の二重変異株は、単独の
変異株に対し、さらに 2つ目の TET 遺伝子をノックアウトすることで作製した。 
 
４．研究成果 
これまでの研究で、DNA 脱メチル化酵素 TET フ
ァミリータンパク質に属する因子の一つである
TET3 のノックアウト DT40 細胞で、抗体遺伝子
座における相同組換えの頻度が低下することを
示す結果を得ていた。本現象のメカニズムをよ
り詳細に明らかにする目的で、まず TET3KO 株の
抗体遺伝子座の配列解析を実施した。その結果、
野生株と比較し、使用される偽遺伝子の数に顕
著な減少が見られることが明らかになった（図
1。「ψ8」などは偽遺伝子の番号。）。このことは、
TET3のノックアウトは偽遺伝子の選択の過程に
も関与している可能性を示唆している。また、
TET3 は DNA 脱メチル化酵素であることから、
TET3ノックアウト株における抗体遺伝子座のメ
チル化状態の解析を行った。解析手法としては
DNA メチル化の標 準的解析法であるバイサルフ
ァイト法を用いた。抗体遺伝子座と、抗体遺伝子
座の変異導入に必須であるとされるシス領域に
ついて調べたが、TET3 ノックアウト株において
メチル化レベルが有意に上昇はしているものの、
絶対的な DNA メチル化レベルは基底レベルであ
った。そこで、偽遺伝子領域の DNA メチル化パ
ターンを解析したところ、偽遺伝子領域 におい
て顕著に DNA メチル化レベルが上昇しているこ
とが判明した（図 2）。興味深いことに、この DNA
メチル化は非 CpG 配列中のシトシンに生じてい
ることも示された。メチル化非 CpG シトシンは、
MeCP2 (methyl-CpG binding protein 2)との結
合能 があり、ヘテロクロマチン状態を誘導する
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図 1: 偽遺伝子の使用パターン 
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図 2: 偽遺伝子領域のDNA メチル化 



 

 

可能性がある。以上から、DT40 細胞の抗体遺伝子多様化には TET3 が中心的に関与し、偽遺伝子
領域のメチル化・脱メチル化を介して制御している可能性が示唆された。 
TET ファミリーの抗体遺伝子多様化機構における機能をさらに明らかにする目的で、TET1・TET2
二重欠損株の解析を行った。その結果、TET1・TET2 二重欠損株では TET3 遺伝子の発現量が低下
していることが明らかになった。次に、TET1・TET3 二重欠損株の解析も行い、TET1・TET3 二重
欠損株においては TET2 遺伝子の発現量が低下していることが分かった。すなわちいずれの二重
欠損株においても、残った TET 遺伝子の発現量が低下していた。こうした結果は、TET タンパク
質同士がお互いに直接的あるいは間接的に転写制御を行っている可能性を示唆している。他に、
これらの二重欠損株においては抗体遺伝子関連因子やクロマチン関連因子の発現量を解析した
ところ、一部の因子で顕著な発現低下が起きていることが明らかになった。これまでに得られた
結果は、TET ファミリータンパク質が偽遺伝子領域の DNA メチル化を制御のみならず、トランス
因子(さらには TET ファミリー自身も)の転写に関与することで、抗体遺伝子の多様化の制御を
行っていることを示唆するものと言える。 
 二重欠損株における TET タンパク質の発現低下は、ゲノム中の 5hmC 量の低下を伴うもので、
TET1・TET2 二重欠損株、TET1・TET3 の二重欠損株のいずれにおいても DNA の脱メチル化反応が
阻害されていると考えられたが、TET1・TET2 二重欠損株、TET1・TET3 二重欠損株では抗体遺伝

子座の転写量は減少しておらず、TET1・TET3 欠
損株においては野生株と有意差がなかった。さ
らに、いずれの二重欠損株においても、ジーン
コンバージョンや体細胞高頻度突然変異、さら
にはクラススイッチ組換えのトリガーとなる
因子として知られ、シチジンデアミナーゼの一
種である AID (activation induced deaminase) 
の発現が低下していることが明らかになった 
（図 3）。AID のプロモーター領域の DNA メチル
化状態を解析したが、野生株といずれの二重欠
損株との間に顕著な変化は確認されなかった。
近年、TETタンパク質がエンハンサー領域のDNA
メチル化を制御している例が報告されている。
本研究の結果は、TET タンパク質が AID のエン

ハンサー領域を制御している可能性を示唆していると考えられることから、今後はこうした点
を解析していく予定である。 
 
 

図 3: 二重欠損株における AID 発現 
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