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研究成果の概要（和文）：免疫反応の的確な進行には、多種類の細胞が特異的な微小環境を構築し、調和した細胞機能
が発揮されることが不可欠である。微小環境を細胞培養系で再現し、これが制御する転写因子とそのネットワークを解
析することによって、免疫反応を制御する分子機構を解明することを目指した。
IgAへのクラススイッチ組換えを高効率に誘導することができる in vitro 培養実験系を確立し、IgAへのクラススイッ
チ組換えにはRunx転写遺伝子が必須であり、同転写因子が retinoic acid ならびに TGF-β1 信号の下流で機能してい
ること、Runx3が制御性Ｔ細胞の分化・成熟に必要であることなどを見出した。

研究成果の概要（英文）：It is essential for proper for proper progression of immune reaction that construc
tion of specific microenvironment and harmonized function of a variety of immuno-competent cells.   It is 
tried to elucidate molecular mechanisms of such immune reaction by reconstruction of such microenvironment
 in vitro and analyses of transcription factors and their networks regulated by such microenvironment.  
An in vitro culture system that very efficiently induces class switching to IgA was established.  It was f
ound that Runx transcription factors are essential for IgA class switching and they act downstream of sign
als from retinoic acid TGF-beta1, and that Runx3 is essential for differentiation and maturation of regula
tory T cells.  
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１．研究開始当初の背景 
(1) 獲得免疫系の最大の特徴は、その主体と
して働く細胞であるリンパ球において、抗原
認識のための分子、すなわち抗原受容体が機
能を獲得あるいは拡張するために、その遺伝
子が組換えを起こすことである。リンパ球の
抗原受容体、Tリンパ球における T細胞受容
体（以下 TCR）ならびに Bリンパ球における
抗体の遺伝子は、可変部遺伝子の組換え
（V(D)J 組換え）によって部分断片から完成
され、これによって個々の細胞がそれぞれ異
なった抗原を特異的に認識・結合することが
可能となり、免疫系全体として多様な抗原に
対しそれぞれ特異的に反応する基礎を築い
ている。抗体はエフェクター分子として抗原
の中和・除去などの機能も担うが、この機能
を抗原の種類や侵入経路に応じて拡張する
ため、可変部遺伝子の組換えに加え、H鎖の
定常部遺伝子が組換えられる（クラススイッ
チ組換え）。さらに、抗体はその抗原結合の
親和性を高め、より低濃度の抗原を効率よく
中和・除去できるように、可変部遺伝子に高
頻度に突然変異が導入される（体細胞突然変
異）。このような変換の結果は免疫反応の記
憶として残され、同一抗原の再侵入にさし、
生体はより迅速かつ高い効率でこれを排除
できるようになる。 
 
(2) これら３種の遺伝子変換には、それぞれ
特異的な組換え因子である Rag（V(D)J 組換
え）および AID（クラススイッチ組換え、体
細胞突然変異）が必須であるが、その発現が、
リンパ球のそれも特定の分化段階に特異的
に精密に制御されている。さらにこれらの変
換は、各細胞の分化段階や抗原の種類や侵入
経路に応じて必要とされる機能に対応して
特定の標的遺伝子断片にのみ特異的に行わ
れる。クラススイッチ組換えにおいては、抗
原の種類や侵入経路に応じて産生されるサ
イトカイン・リンホカインによる調節を受け、
最もふさわしいクラス・アイソタイプの H鎖
定常部遺伝子が標的となって組換えが進行
する。体細胞突然変異は、抗原と反応して活
性化されたＢリンパ球において発現してい
る可変部遺伝子に特異的導入され、高親和性
を獲得した抗体を発現する細胞のみが選択
され、更なる活性化や記憶の獲得に導かれる。 
 
(3) １次リンパ組織（骨髄、胸腺）はリンパ
球分化のための組織構造、微小環境を提供し、
直接的接触やサイトカイン・リンホカインな
どの液性因子を介する、細胞間シグナルの巧
みな伝達によりこれを制御している。２次、
３次リンパ組織では、免疫性炎症に伴って組
織構造の再構成や新生が起こり、免疫反応の
効率的継続、維持のための微小環境を提供し
ていると考えられており、その制御に重要な
意義を持つものと示唆されていた。 
 
(4) このように組換えそのもの、すなわちこ

れに必須な因子（最終分化・活性化では AID
遺伝子など）の発現と、組換え標的の特異性
が正しく制御されてはじめてリンパ球が正
しく分化成熟して機能を獲得し、あるいは効
率的・効果的な免疫反応を起こすことができ
る。さらにこれに引き続くリンパ球の選択や
記憶細胞への分化も、微小環境によって、き
め細かくしかも実に巧みに制御されており、
その調節機構を明らかにすることは、免疫系
の機能発現を理解する上で重要かつ不可欠
な課題である。さらに、クラススイッチ組換
えの標的制御や免疫記憶獲得機構の解明は
IgE や IgA の特異的産生抑制あるいは増強を
可能にし、アレルギー疾患克服や特定免疫の
増強による疾患予防への新たな展開が期待
できるものであり、国内外の研究者が競って
これを明らかにしようと試みている重要な
課題であるが具体的成果をあげているもの、
ことに微小環境の構築を視野に入れている
ものは未だ稀であった。 
 
２．研究の目的 
(1) 免疫反応が効率よく的確に進行するた
めには、多種類の細胞がリンパ節の胚中心な
どの特異的な構造を構築し、この構造に由来
する微小環境からの信号によって個々の細
胞における転写ネットワークが制御され、調
和した細胞機能が発揮されることが不可欠
である。本研究では、微小環境を細胞培養系
で再現しつつ、これが制御する転写因子とそ
のネットワークを解析することによって、免
疫反応を制御する分子機構を解明すること
を目指した。 
 
(2) 本研究では、本研究代表者らがこれまで
明らかにしてきた成果、すなわち Tリンパ球
の分化段階において TCR 可変部遺伝子断片
領域のクロマチン構造がヒストンのアセチ
ル化によって開かれた構造となり、その結果
組換え前転写（GT）が誘導・維持されて組換
えにつながること、IgE へのクラススイッチ
組換えが転写因子 E2A に強く依存しており
抑制性転写因子である Id2 がこのクラス特異
的に GT ならびに組換えを抑制すること、
Pax5 が AID 遺伝子発現のキーとなる分子で
あり Id2 がこれを機能的に抑制すること、組
換えとクロマチン構造の開放は強く相関す
るものの、これだけでは組換えの誘導には至
らず、転写そのものが組換えに必要であり、
この転写が組換え系因子の誘引に必要であ
ることなどを基礎とし、細胞培養系とこれら
転写因子などの遺伝子導入マウスや破壊マ
ウスのリンパ球などを用いて構築された、特
異的な遺伝子の組換えなどを指標とする実
験系を材料とし、主に抗原刺激後の免疫反応
を制御する分子機構を解析する。標的遺伝子
特異的実験系の構築はこれまでの成果によ
ってはじめて可能になったもので、国外にお
いても注目された成果でもあり、基本的結果
の再現性も報告されている。 



 
(3) 本研究代表者らは上記エフェクター細
胞側の解析に加え、リンパ節Ｔ細胞領域のス
トローマ細胞株樹立や自己免疫炎症時の微
小環境の分子細胞生物学的解明などの場の
解析においても成果も得ている。本研究はこ
れらをもとにして、微小環境を細胞培養系で
再現し、これが制御する転写因子ネットワー
クを解析することによって、免疫反応を制御
する分子機構を解明することを目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) Ｂリンパ球の最終分化・活性化における
転写ネットワークの解析を行いつつ、リンパ
節ストーマ細胞株の樹立によるリンパ球活
性化のための微小環境の再現を目指した。再
現された微小環境における遺伝子発現を解
析するとともに、共培養系によってリンパ球
活性反応を再現することで、ストローマ側と
リンパ球側の双方における、相互作用とその
間における転写ネットワーク制御機構を解
明する。これらの結果を総合して免疫反応の
制御の分子基盤を明らかにしようと試みた。 
 
(2) 細胞培養系において、転写因子などの遺
伝子導入マウスや破壊マウスのリンパ球な
どを用いて構築された、特異的な遺伝子の組
換えなどを指標とする実験系を材料とし、Ｂ
リンパ球の最終分化・活性化における遺伝子
変換（体細胞突然変異とクラススイッチ組換
え）の必須因子である AIDの発現制御の転写
ネットワークを解析した。これまでの研究成
果により、Ｂリンパ球分化・活性化のマスタ
ー因子である Pax5 が AID 遺伝子の発現に必
須であるがこれだけでは特異的制御を説明
できないことと、この遺伝子の制御領域と考
えられる部位を明らかにしていたので、Pax5
と協調して制御に関与する因子の同定を試
みた。 
 
(3) 次に、クラススイッチ組換えの標的制御
に関与する転写ネットワークの解析、免疫反
応を制御する微小環境を試験管内培養系で
再構築する準備などを行い、Ｂリンパ球が抗
原刺激を受けた後の免疫反応について、動員
される転写ネットワークを解析しつつ、微小
環境の再構築とこれによる免疫制御の再現
を試みた。 
 
(4)  免疫反応、特に抗原刺激を受けた後の
Ｂリンパ球の最終分化に関連する現象すな
わち、クラス変換、体細胞突然変異導入と高
親和性抗体産生細胞の選択、液性免疫記憶の
獲得などを誘導できる微小環境の再現に努
めつつ、リンパ球の側における転写ネットワ
ーク制御について、クラススイッチ組換えの
標的制御、体細胞突然変異導入、高親和性抗
体産生細胞の選択、液性免疫記憶の獲得、の
それぞれに関与するものに切り分けつつ解
析を進めた。 

 
(5) リンパ球の側における転写ネットワー
ク制御について解析を進め、Id2, 3、Runx2, 3、
SIP、CEBPなど免疫反応の制御への関与が予
想されている転写因子をはじめとする各種
遺伝子の破壊マウスのＢリンパ球を上記微
小環境再現系における共培養やRAG2遺伝子
破壊マウスへの移植によって反応を評価し、
それぞれの反応に関与する因子の同定を試
みた。 さらに、同定された因子に対して、
これに結合し、これを制御する可能性のある
因子を検索した。 
 
４．研究成果 
(1) 正常マウスマウスの脾臓Ｂリンパ球を
LPS と各種リンホカインの添加で刺激して、
IgA へのクラススイッチ組換えを高効率に誘
導することができる in vitro 培養実験系を確
立した。必要な刺激としては、April、IL-5、
retinoic acidならびに TGF-β1であり、これら
が協調して働くことが重要であることを見
出した。 
 
(2) この結果から、個体内で最も多く産生さ
れているにもかかわらず効率よい試験管内
誘導法が見出されていなかった IgAへのクラ
ススイッチ組換えが、腸管という特異的微小
環境に依存していること、本研究で見出され
た方法がその微小環境を再現できているこ
とが強く示唆される。 
 
(3) この試験管内誘導系と Runx 転写遺伝子
破壊マウスのＢリンパ球を用いた実験から
IgA へのクラススイッチ組換えには Runx 転
写遺伝子が必須であり、同転写因子が retinoic 
acidならびに TGF-β1信号の下流で機能して
いることが示された。 
 
(4) April、IL-5、retinoic acidならびに TGF-
β1 の添加により IgA へのクラススイッチ組
換えを高効率に誘導することができる  in 
vitro 培養実験系を確立した。この結果は、個
体内で最も多く産生されているにもかかわ
らず効率よい試験管内誘導法が見出されて
いなかった IgAへのクラススイッチ組換えが、
腸管という特異的微小環境に依存している
こと、本研究で見出された方法がその微小環
境を再現できていることを示している。 
 
(5) 転写因子 Runx3 を欠損したリンパ球を
持つマウスは、前腫瘍性病変である自己免疫
性の炎症性腸炎を高頻度に発症することを
見出した。Runx3 が制御性Ｔ細胞の分化・成
熟に必要であり、Runx3 の欠損によって制御
性Ｔ細胞の機能不全に陥るため、正常な動物
では抑制されている腸炎が生ずることが判
明した。 
 
(6) 再現された免疫反応の微小環境を、そこ
から抽出された分子信号（ligand 結合、液性



因子）による刺激によって代替し、上記で確
定された転写ネットワークをそれぞれの免
疫反応に対し特異的に誘導できるか否かに
ついて検討することができた。 
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