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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、Notch リガンドの下流因子として T 細胞特異的転写因 GATA3 と Runx１を想定し、
それらが胸腺内でのT細胞の分化過程でNotch 発現の動態と相関して発現することを検証した。
同時に胸腺 Notch リガンドの特性を明らかにした。また、両転写因子の過剰発現は分化阻止を
誘導することを示し、分化ステージ特異的に Notch シグナルが制御にかかわっていることが示
唆された。また、ヒト Notch リガンド発現の遺伝子導入マウスを作製した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, we showed that in theT cell developing pathway, GATA3 and Runx1, T cell specific 
transcription factors, are induced to express correlatively to Notch receptor on immature T cell in 
the thymus.  Notch ligand required for T cells development is also characterized. The 
over-expression of these transcription factors impaired the early stage developing pathway. 
Collectively, developing stage specific Notch signaling is suggested regulate the expression of both 
transcription factors. We also established human Notch L transgenic mice.  
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１．研究開始当初の背景 
多分化能を有する細胞が特定の細胞系列に
分化・コミットする過程では、細胞系列特異
的分子の発現制御を伴うが，多細胞生物では
その引き金として組織環境（ニッチ）からの
シグナルは重要である。造血細胞系の中で T
細胞のみが胸腺という特殊環境で分化する
ことから、胸腺ニッチには T細胞特異的分化

誘導能があると考えられてきたが，その分子
レベルの実態は不明であった。1999 年に
Notch1 欠如マウスの解析から、胸腺内 T細胞
の分化過程には Notchシグナルが不可欠であ
ることが明らかとなった。我々は、T 細胞分
化誘導に関わる in vitro および in vivo の
系を駆使して、Notch シグナル誘導に必要な
Notch リガンド（NotchL）は胸腺ニッチ構成



の上皮細胞表面に発現しているが、5 種類の
リガンドのうち、delta like 4（Dll-4）の
みが特異的に T細胞分化誘導に関わっている
ことを、誘導型遺伝子欠損マウスの作製によ
って世界に先駆けて証明した（Nature 
Immunol. 2004. J.Exp.Med. 2008）。Notch シ
グナルの有無は、標的遺伝子としてコンセン
サスを得ている Hes-1/5の発現やそのプロモ
ーター活性をもって評価しているが、必ずし
も本当の Notchシグナルの総和を代表するも
のでなく、他の標的を含めた絡みで議論され
つつある。Notch シグナルは T 細胞以外の分
化段階の異なる様々な細胞において、分化決
定や増殖制御に関わる事が知られている。ま
た、それら細胞は異なる NotchL を発現した
ニッチに存在する。従って、リガンド依存的
に Notchシグナルの下流で起こる現象を分子
レベルで明らかにすることは、多細胞生物個
体に於ける臓器特異的な細胞分化の本質を
理解する上で、重要な課題である。 
 
２．研究の目的 
上記背景に基づき、本研究では我々が蓄積し
てきた知見と実験系を基盤として、ニッチに
軸足をおいた T細胞分化をモデルにして、異
なる NotchL (特に Dll-４と Jagged-1)が誘導
する Notch シグナルの下流にある標的遺伝
子の同定とそのエピジェネティックスを明
らかにし、ニッチ特異的リガンドを介した細
胞分化を理解する一助とする。 
具体的には、シグナル下流因子として GATA
３と Runx1 に焦点を当てて、マウス胎仔胸腺
および胎仔造血幹細胞を用いて Notch シグ
ナルの量的／質的相違による発現状態を検
討する。 

 
３．研究の方法 
（１）T細胞特異的転写因子のエピジェネティ
ックスの解析： 
Notch シグナルの標的遺伝子として Runx1 と
GATA3 に焦点を絞って、胸腺リンパ球の T細胞
系譜への分化過程における発現状態を Notch
受容体との関連で解析する。材料としては胎仔
胸腺および成獣の各分化段階サブセットおよ
び NotchL 発現のストローマ細胞(Dll-1,4, 
Jagged-1,2) と共培養した胎仔肝由来造血幹
細胞（HSC, c-kit+Lin-細胞 ）を使用する。解
析には、flow-cytometry、RT-PC、immunoblot、
Chip assay を主たる手法とする。Notch シグ
ナルに関しては，intra cellular Notch(ICN)
および Hes-1 発現を指標とする。 
（２）異なる NotchL を介したシグナル異同の
探索： 
①マウス胎仔肝臓由来のHSCを各notchリガン
ド（Dll-4、Dll-1, Jagged-1 および Jagged-2）
発現のストローマ細胞（OP9-D4、OPOP9-J1）上
で共培養し、アレイ解析に付す。 

② 各 Notch リガンドの細胞外と内を入れ替え
たキメラ Notch リガンドを作製して、HSC との
共培養系に持ち込み、T細胞分化誘導に必要な
リガンド領域を決定する。 
（３）異所的 NotchL 発現による T 細胞分化誘
導と HSC 増殖への影響: 
Notch リガンド特異的notchシグナルのT細胞
分化への影響効果をin vivoの組織特異的ニッ
チの影響として解析するために、異所的に
NotchL 発現する遺伝子操作動物を作製する。
具体的には、骨髄特異的発現を期待して活性化
a１コラーゲン遺伝子近位プロモーター下に組
み込んだ Jagged-1 および Dll-4 遺伝子をマウ
ス受精卵に常法により導入する（財団法人実験
動物中央研究所との共同研究で進める）。 
 
４．研究成果 
(1)Notch シグナル量は、Notch および GATA3
の発現を制御する。 
①Notch 分子と GATA3 および Runx1 転写因子
発現の相関： 
胸腺内に移入した直後の HSC（DN1, CD2）は
Notch を高発現している。Notch シグナルの直
下にある pTa が発現開始すると(CD3,4 分化ス
テージ)、T 細胞系譜にコミットすると同時に
Notch の発現および Notch シグナル（ICN およ
び Hes-1 同定）が下がり始める。この分化ステ
ージはNotch発現とNotch シグナルが 低下す
る時機と一致する。GATA3 の発現も同様の変化
を示した。 
②胸腺特異的GATA3およびRunx1のプロモータ
ー領域 
GATA3およびRunx1遺伝子は共に2つのプロモ
ーター領域をもち、胸腺内分化過程では GATA3
は1aをRunx1ではproximalを使用することを
明らかにした。なお、GATA3 の胸腺内発現は DN
ステージを除いて低かった。 
③Runx1 過剰発現の T細胞分化過程への影響 
胸腺 T 細胞型 distal Runx1 の過剰発現トラン
スジェニックマウスを作製して、胸腺内 T細胞
の分化への影響を調べたところ，未熟分化過程
(DN から DP)が阻止された。しかし、末梢 T 細
胞型 proximal Runx1 の過剰発現ではそのよう
な分化阻止はみられなかった。また、1b プロ
モーターによる GATA3 トランスジェニックマ
ウスでも胸腺内での分化異常は観察されなか
った。 
 以上、胸腺内分化過程では、Notch シグナル
はその下流のGATA3およびRunx1の発現開始に
は必要であるが、T細胞系譜として分化するた
めには抑制的に作用することが示唆された。
Notch 発現を制御する機構解明が今後の課題
となった。 
(2)T 細胞分化誘導 Notch シグナルと Notch リ
ガンドの差異： 
Notch リガンドのうち、T 細胞を分化誘導する
Dll-4およびJagged-2と出来ないJaggex-1の



キメラ分子を発現するストローマ細胞を作製
し、HDC の T細胞系譜での分化誘導能をしらべ
た。その結果、細胞外ドメインのうち、fringe
修飾を受けた Notch と分子相互作用ができる
領域を持つリガンドのみ（Dll-4 と Jagged-2）
が、T細胞分化誘導能をもつ Notch シグナルを
いれることが出来た。 
(3) Notchシグナルと造血幹細胞の生存維持
に関する研究では，骨髄特異的にヒトNotch
リガンド遺伝子を発現するトランスジェニ
ックNOGマウス（hD1-NOGおよびhJ1-NOG Tgマ
ウス）を樹立した。後者では移植ヒト臍帯血
幹細胞が効率良く増殖・維持された。ヒト造
血腫瘍細胞におけるcancer stem cellの解析
やNotch シグナルの腫瘍化へのin vivoモデ
ルとしても有用である。 
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