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研究成果の概要（和文）：ワクチンの基本原理である免疫記憶の詳細な成立機構は未だ解明されていない。免疫
記憶の本体は、抗原特異的な活性化の後、長期にわたり体内で維持される記憶リンパ球である。本研究では、免
疫系での役割が解明されていない新規転写因子Dmrt4が CD8+記憶Tリンパ球に高いレベルで発現されるという独
自の知見に基づいて、当該分子の記憶Tリンパ球における役割を検討した。記憶Tリンパ球の表現型や機能、遺伝
子発現に与える影響について、実験結果の再現性を十分に確認する必要が残るものの、今後の発展につながる有
望な予備的知見を得た。

研究成果の概要（英文）：The detailed mechanism of immunological memory, which is the basic principle
 of vaccines, has not yet been elucidated. The body of immunological memory is the memory 
lymphocytes that are maintained in the body for a long period of time after antigen-specific 
activation. Dmrt4 is a novel transcription factor and its involvement in the immune system has not 
been reported. In this study, based on our own finding that Dmrt4 is highly expressed in CD8 + 
memory T lymphocytes, we investigated the role of Dmrt4 in memory T lymphocytes. Through this 
research project, we have obtained potentially interesting preliminary findings that will lead to 
future development of the research. However, it is still necessary to fully confirm the 
reproducibility of the experimental results regarding the effects on the phenotype, function and 
gene expression of memory T lymphocytes.

研究分野： 免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
過去に感染した病原体の再感染に対し、免疫系はより素早く強力に応答する（免疫記憶）。免疫記憶の本体は抗
原特異的な応答の後、体内で長期間維持される記憶リンパ球である。とりわけCD8+ 記憶Tリンパ球は、ウイルス
や細菌、腫瘍細胞に対する防御に重要な役割を果たす。本研究から、免疫系での役割が不明な新規転写因子が
CD8+ 記憶Tリンパ球の制御に関与する可能性が示唆された。現時点では予備的知見の域を出ないものの、今後検
討を重ねることで、免疫記憶の基本原理の解明とともにワクチンや免疫療法の開発に貢献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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

 
過去に感染した病原体が再び体内に侵入すると、より迅速で強力な免疫応答が生じ、病原体は

速やかに排除される（免疫記憶）。免疫記憶の本体は、抗原特異的な活性化の後、長期にわたり
体内で維持される記憶リンパ球である。記憶リンパ球の分化と維持のメカニズムを解明するこ
とは、ワクチンや免疫療法の開発基盤として、獣医学を含めた生命科学領域に広く資する。 

 
病原体由来の抗原を認識した活性化 Tリンパ球は、爆発的に増殖する。その後、多くの Tリン

パ球は病原体の排除に伴って死滅するが、一部は記憶細胞へと分化し再感染に備える。 
 
研究代表者らは、細菌感染後の Tリンパ球における網羅的遺伝子発現解析から、新規転写因子

Dmrt4 に着目した。Dmrt4 の発現は、未感作 T リンパ球や増殖期および退縮期のエフェクターT
リンパ球で低く、感染から長期間を経た記憶 Tリンパ球で顕著に高かった（図 1）。 
 
 また、正常マウスおよび Dmrt4 欠損マウスに卵白アルブミン発現リステリア菌を感染させ、記
憶期における卵白アルブミン特異的 T リンパ球をクラス I MHC テトラマーで検出したところ、
Dmrt4 欠損マウスでは記憶 Tリンパ球数が顕著に高かった（図 2）。 
 
 以上の予備的知見から、Dmrt4 が記憶 Tリンパ球において何らかの重要な役割を担う可能性が
予想され、本研究計画の提案に至った。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
２．研究の目的 
 

Dmrt4 は性決定に関わる Dmrt 遺伝子ファミリーのひとつとして同定されたが、その後、性決
定への関与は実験的に否定された。現在、神経細胞分化への関与が示唆されていることを除き、
Dmrt4 の生体内での役割はほとんどわかっていない。特に、免疫系での機能については、国内外
を通じ報告がなく、研究代表者らにより初めて検討が開始された萌芽的段階にある。Dmrt4 の標
的遺伝子と新たな機能の解明を目的とした本研究は、免疫学の領域にとどまらず、当該因子に関
する今後の研究に重要な示唆を与える。 

 
T リンパ球免疫応答の過程で、Dmrt4 が記憶期に特異的に発現されるという知見は、Dmrt4 が

記憶 Tリンパ球において、何らかの重要な役割を果たすことを強く示唆する。よって本研究は、
新規転写因子 Dmrt4 が記憶 T リンパ球の分化や維持、機能制御における役割を検討することを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) Dmrt4 の欠損が Tリンパ球免疫応答に与える影響の検討：本研究の予備検討では、Dmrt4 欠
損マウスに直接病原体を感染させ、MHC テトラマーを用いて病原体特異的なリンパ球を検出した。
しかしこの方法では、病原体に由来する特定の抗原に特異的な記憶 T リンパ球の数が非常に少
なく、詳細に解析することは難しい。また、Tリンパ球以外の細胞に発現される Dmrt4 が免疫応
答に与える影響を厳密には排除できない。そこで、モデル抗原である卵白アルブミンを特異的に
認識する OT-I 抗原受容体のトランスジェニックマウスと Dmrt4 欠損マウスを交配し、卵白アル
ブミンに特異的な Dmrt4 欠損 CD8+ T リンパ球を得た。この細胞をレシピエントマウスに養子移
入後、卵白アルブミン発現組換えリステリア菌を感染させ、経時的にレシピエント脾臓中のドナ
ーOT-I T リンパ球の数と表現型をフローサイトメトリーで解析した。Dmrt4 欠損マウスは
C57BL/6マウスに 8 世代戻し交配して、レシピエントマウスと遺伝的背景を一致させた後に本研
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図１. 記憶 T リンパ球にお

ける Dmrt4 遺伝子の発現。未
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図 2. 卵白アルブミン発

現組換えリステリア菌

をマウスに感染させ、感
染 70 日後に MHC テトラ

マーを用いて検出され

る卵白アルブミン特異
的記憶 T リンパ球数を

Dmrt４欠損マウスと野
生型マウスで比較した。 



究に使用した。 
 
(2) Dmrt4 欠損が記憶 T リンパ球の遺伝子発現に及ぼす影響：Dmrt4 は性決定に関わる Dmrt 転
写因子ファミリーのひとつとして同定されたが、先行研究は非常に少なく、標的遺伝子も明らか
にされていない。本研究では、記憶 Tリンパ球で Dmrt4 の制御を受ける遺伝子を同定するため、
Dmrt4 の欠損によって発現が変動する遺伝子を網羅的に探索した。Dmrt4 欠損 OT-I T リンパ球
および正常 OT-I T リンパ球をレシピエントマウスに養子移入後、卵白アルブミン発現組換えリ
ステリア菌を感染させた。感染 90 日後にドナーT リンパ球をレシピエントマウスの脾臓からソ
ーティングにより単離し、得られた RNAを RNA-seq解析に供した。 
 
４．研究成果 
 
(1) Dmrt4 欠損ナイーブ OT-I T リンパ球を正常マウスに移入した後、卵白アルブミン発現リス
テリア菌を感染させ、1、 6、13 週間後にレシピエント脾臓中のドナーTリンパ球を解析した。
応答のピークである感染１週間後では、Dmrt4 欠損群と対照群の間に細胞数の違いは見られなか
った。しかし、記憶 T リンパ球が分化する感染 6 週間後、および記憶 T リンパ球の維持期であ
る感染 13 週間後において、Dmrt4 欠損群の細胞数が対照群に比べ減少していた。 
 

CD8+ エフェクターT リンパ球は KLRG1 と CD127 をマーカーとして、大きく KLRG1hiCD127loと
KLRG1loCD127hiの亜集団に分けられ、記憶形成に伴って徐々に KLRG1loCD127hi細胞が優位となる。
これらのマーカーを用いた表現型解析の結果、感染 1-13 週間後のいずれのタイムポイントにお
いても、Dmrt4 欠損群と対照群の間に違いは認められなかった（図 3および 4）。 
 

 

 

記憶 T リンパ球は様々な表面マーカーの発現によって

いくつもの亜集団に分類される。そこで、二次リンパ組織

の間を循環するために必要な接着分子であるCD62L、遊走

や局在に影響を与えるケモカイン受容体 CXCR3 および

CX3CR1、さらに細胞傷害活性の指標として使われる KLRG1

の発現を、感染 6 週および 13 週間後の記憶 T リンパ球で

検討した。その結果、Dmrt4欠損群と対照群の間で、これ

らの分子の発現に基づく亜集団構成に明確な違いは認め

られなかった（図 5および 6）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3. KLRG1 と CD127 に基づく表現型の経時的変化 図 4. KLRG1 と CD127 で定義される各亜集団の頻度 

ns, not significant 

図 5.記憶 Tリンパ球の表現型
解析（感染 6 週間後） 



 

 

 

(2) Dmrt4 は転写因子であることから、その欠損は記憶 Tリンパ球に何らかの遺伝子発現の変化

をもたらすと期待される。Dmrt4 欠損 OT-I Tリンパ球および野生型 OT-I T リンパ球をレシピエ

ントマウスに移入後、卵白アルブミン発現リステリア菌を感染させ、感染 90 日後のドナーT リ

ンパ球を用いて RNA-seq解析を行なった。両群で FPKM値が 5以下の低発現遺伝子を除外した後、

群間で 2倍以上の発現変動が見られた遺伝子を抽出した。その結果、Dmrt4 欠損 Tリンパ球で発

現が上昇した遺伝子として、149遺伝子、同様に、Dmrt4 欠損 Tリンパ球で発現が低下した遺伝

子として 135遺伝子が抽出された。 

 
(3) 本研究の結果から、Dmrt4 が記憶 Tリンパ球の数を制御する可能性が示唆された。Dmrt4 の
欠損は、Tリンパ球の数を減少させたが、感染 1週間後のエフェクター細胞の数には影響を及ぼ
さなかった（図 3）。この結果は、Dmrt4 の発現が記憶期にほぼ特異的に見られるという定量的
PCRの結果と一致する（図 1）。 

 
一方で、マウス交配スケジュールの遅れから、これらの結果については、1度の実験検討しか

できていない。今後、同様の感染実験を繰り返し、再現性を注意深く確認する必要がある。 
 
同様に、RNA-seq解析も各群 n=1 の解析を 1度実施したのみであり、再現性に加え、定量的 PCR

による遺伝子発現の確認が不可欠である。さらに、標的遺伝子の同定には、Dmrt4 との相互作用
を ChIP あるいは ChIP-seq 解析で検証することも重要である。ChIP-seq に利用可能な抗 Dmrt4
抗体が存在しないため、in vitroで活性化させた T リンパ球に対しレトロウイルスベクターを
用いてタグ付加 Dmrt4 を過剰発現させ、抗タグ抗体を用いてクロマチン免疫沈降を行う予定で
ある。 
 

 

 

 

 

 

 

 

図 6. 記憶リンパ球における各亜集団の頻度（感染 6 週間後）ns, not significant 
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