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研究成果の概要（和文）：本研究は申請者が独自に発見した新規ヒストン修飾制御因子Xの免疫応答での意義を
明らかにするものである。分子Xは核小体に局在し、抑制性のヒストン修飾であるH3K27me3のバランスをゲノム
ワイドに制御する。申請者は本研究おいて①分子XがB細胞クラススイッチの指向性を制御すること、さらに②マ
クロファージでこれまで知られてないかった「炎症プライミング」の制御に寄与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This study clarifies the significance of the novel histone modification 
regulator X, which was discovered by us, in immune responses. Molecule X is localized in the 
nucleolus and controls the balance of the repressive histone modification H3K27me3 genome-wide. In 
this study, we have revealed that 1) molecule X controls the orientation of B cell class switching, 
and 2) contributes to the control of "inflammatory priming" in macrophages.

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
分子XはヒストンH3と類似した配列を持ち、まるで「ヒストンを模倣するかのように振る舞う」ことでH3K27me3
修飾のバランスを制御する。このようなヒストンを模倣し、エピゲノム制御を行う因子の報告は初であり、我々
は分子Xが乳がんの形成・進展に必要であることを明らかにしてきた。本研究成果では分子Xが乳がんのみなら
ず、自然免疫応答やB細胞クラススイッチなどの免疫応答の制御にも寄与することを明らかにした。この「ヒス
トンを模倣する」という新たなエピジェネティクス制御機構をより深く理解することにより、生体恒常性のしな
やかな制御を見出すとともに、新たなエピジェネティクス創薬に繋が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。
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１．研究開始当初の背景 
（1）新規ヒストン修飾制御因子XによるH3K27me3
修飾制御メカニズムの解明 
申請者は留学先にて新規ヒストン修飾制御因子とし

て「核小体タンパク質 X」を同定し、転写抑制性のヒ
ストン修飾である H3K27me3 修飾の責任酵素と相互
作用することを見出した。さらに申請者は「分子X は
H3K27me3 修飾を負に制御する」ことを発見し、乳
癌の形成・進展における本現象の重要性を示してきた。
興味深いことに分子 XはヒストンH3と類似した配列
を持っており、申請者は、分子Xはヒストンを模倣し、
ヒストン修飾自体を制御するような「内在性ヒストン
模倣因子」として機能していると考えている。しかし、
本メカニズムの生体での機能は不明な点が多い。 
 
（2）感染への免疫応答におけるエピジェネティクス制
御の意義と分子Xの役割 
リンパ球をはじめとする免疫細胞はその分化・成熟の過程で多様性を獲得し、生体防御に寄与

する。B細胞受容体の形成は遺伝子再構成と呼ばれるゲノムの改変が行われており、その制御に
は H3K27me3 修飾をはじめとしたエピジェネティクスの変化が重要であることが知られてい
る(Xu Z et al., Nat. Rev. Immunol., 2012)。一方で、近年、ウイルス感染時のエピジェネティ
クスの変化の重要性が指摘されている(Wang X et al., Eur. J. Immunol., 2021)。以前から一部
のウイルスタンパク質がヒストン修飾機構を撹乱して免疫逃避
を図ることが知られており(Trakhoxsky A et al., J. Exp. Med., 
2018)、エピジェネティクス制御を接点とした宿主-ウイルス連
関が注目を浴びている。大変興味深いことに、申請者は独自の解
析から「分子Xが SARS-CoV2 ORF8 タンパク質と結合する」
ことを発見し、SARS-CoV2 感染が分子 X を介してエピジェネ
ティクス制御やその他の細胞機能に影響を及ぼしている可能性
を見出した。このエピジェネティクスへの影響が、COVID-19 の
病態の悪化や後遺症の形成に寄与している可能性が考えられる
が、現在メカニズムやその意義は明らかになっていない。 さら
に最近の申請者の解析から、分子 X は自然免疫応答自体を強力
に抑制することもわかったが、その詳細なメカニズムは不明であ
った。 
 

(3) B 細胞の機能におけるエピジェネティクス制御の意義 
B 細胞は感染に対する液性免疫応答に必須であり、抗体産生を担う形質細胞へ分化すること

で、抗体を介した生体防御反応に重要な役割を果たす。B細胞の分化や機能の制御にはDNAメ
チル化やヒストン修飾等のエピジェネティクス制御が重要だが、その動的な制御機構には不明
な点が多い。H3K27me3 修飾は B 細胞の分化や、クラススイッチ (class switch 
recombination: CSR) 等の機能の制御に重要であることが知られている。我々の予備実験から
も H3K27me3 修飾は IgA へのクラススイッチに抑制的に働いていることがわかった。興味深
いことに、データベース解析から分子 X は CSR が盛んに生じていると考えられるプレ胚中心 
B 細胞や、または B 細胞リンパ腫細胞で高発現していることが明らかになったが、分子 X の B
細胞の分化や機能に与える影響は不明である。 
 
 
２．研究の目的 
上記の背景から、分子XはH3K27me3 修飾の制御を介し、抗体産生で重要なB細胞クラス

スイッチ、または新型コロナウイルス等のウイルス感染への自然免疫応答や病態の形成に関与
していると推察した。本研究では「新規ヒストン修飾制御因子分子 X によるヒストン修飾制御
機構がB細胞クラススイッチや自然免疫応答に及ぼす影響を明らかにすること」を目的とする。 
 
 
 
 
 
 



３．研究の方法 
研究項目 1：自然免疫応答における分子Xの役割  
申請者は「分子 Xが二重鎖 RNAアナログ polyI:C への自然

免疫応答を強力に抑制している」ことを見出したが、その機序
は不明である。 
まず、分子 X 欠損 Raw264.7 細胞を用いた RNA-seq によ

るトランスクリプトーム解析を行い、polyI:C 刺激の有無の各
状況で分子X依存的に発現が変動する遺伝子群を特定する。ま
たウイルス dsRNA 認識に重要である「TLR3 経路」および
「RIG-I/MDA5-経路」への影響を調べるため、各受容体やアダ
プター分子の発現、局在、リン酸化等の翻訳後修飾をウエスタ
ンブロット法や免疫染色法で調べる。なおHEK293T や A549
細胞等の上皮系の細胞でも同様の現象が見られるか確認する。 
さらにマクロファージ特異的分子 X ノックアウトマウスを

樹立し、マクロファージを分取してウイルス感染への免疫応答
を評価し、個体レベルでの感染実験も試みる。 
 
研究項目 2：B細胞クラススイッチ(CSR)における分子Xの役割 
マウス B細胞リンパ腫細胞株CH12F3-2A では、IL-4, TGF-

 b, CD40L の刺激により IgMから IgA への CSRが誘導される
ことが知られており、CSRの解析に汎用される（右図）。 
まず分子 X が CSR に与える影響を調べるために、分子 X 過

剰発現および欠損 CH12F3-2A 細胞を樹立し、IL-4, TGF-b, 
CD40L の刺激で誘導されるCSRの効率を調べる。そのために
免疫グロブリンをコードする IgH 領域の遺伝子再構成を PCR
法で確認し、CSR特異的な転写産物をRT-qPCR法により検出
し、さらに細胞表面の IgMおよび IgA の発現をフローサイトメ
ーターで調べる。さらに分子 X 過剰発現および欠損 CH12F3-
2A 細胞について、IgH 領域での H3K27me3 修飾や分子 X の
局在を ChIP-qPCR により調べ、エピジェネティクス制御と
CSRの新たな制御機構の連関を明らかにする。 
 
４．研究成果 
研究項目 1：自然免疫応答における分子Xの役割 
分子 X 欠損 Raw264.7 細胞を用いた RNA-seq を行ったところ、分子 X の欠損によって

poly(I:C)への自然免疫応答が全般的に亢進することが明らかとなった。具体的にはエンリッチ
メント解析から、IFN-a、IL-6, TNF など幅広いパスウェイに影響を及ぼしていることがわかっ
た。次に TLR3 経路およびRIG-I/MDA5経路への経路への影響を調べた。各種受容体やアダプ
ターの発現は分子 X 欠損のみでは変化はないものの、poly(I:C)刺激によってアダプター分子の
一つである TBK1のリン酸化(活性型)が顕著に亢進することがわかった。興味深いことに分子X
の欠損による自然免疫応答の亢進はマクロファージや単球系の細胞で見られるものの、
HEK293T や HeLa, A549 などの上皮系の細胞では見られなかった。 
 分子 Xは核小体に局在する分子で、リボソーム 60Sの補助因子でもある。そのため、我々は
分子 Xが欠損することで核小体の機能に影響が出ているのではないかと考えた。実際分子 X欠
損細胞ではリボソーム RNA(rRNA)の転写が減少し、核小体ストレスマーカーp38 のリン酸化
が亢進していた。以前より核小体と炎症惹起の関連は示唆されていたものの、詳細な分子メカニ
ズムは不明であった。rRNAの転写に必須である TIF-IA/RRN3分子は特定のストレス環境で分
解され、その後 IkB の分解を介してNF-kB の活性化に寄与することが知られている。我々は分
子 X のみならず、RRN3 の欠損によっても、同様な自然免疫応答の増強(プライミング)が生じ
ることを見出した。近年の報告からミトコンドリアや ERなどでのオルガネラストレスが生じた
場合に、ミトコンドリア DNA が細胞質内に漏れこんで、cGAS-STING 経路に認識されること
によって自然免疫応答をプライミングすることが知られている。我々の解析から、分子 X の欠
損による自然免疫応答にも cGAS-STING 経路が関与することを見出しており、現在その詳細な
機序を調べている。 
 
研究項目 2：B細胞クラススイッチ(CSR)における分子Xの役割 
1.クラススイッチの誘導に伴って、分子Xの発現は一過性に減少する。 
CH12F3-2A 細胞に IgA への CSR を誘導するように IL-4, TGF-b, CD40L(CIT 刺激)を加え

たところ、6時間後には分子X mRNAの発現が有意に減少することがわかった。このときクラ
ススイッチに必須であるDNAデアミネースAID をコードするAicda 遺伝子の発現は 6時間か
ら 24 時間にかけて誘導され、逆の傾向となることが明らかとなった。どの因子が分子 X の発
現減少に重要なのか調べたところ、IL-4 と TGF-bが発現低下に寄与していることがわかった。 



 
2. 分子 Xの欠損により IgAへのクラススイッチが促進する。 
クラススイッチを誘導する過程で分子Xの発現が減少すること意義を調べるため、CH12F3-

2A 細胞に CRISPR-Cas9 システムを導入し、分子 Xを欠損した細胞を構築した(図 5A)。まず
コントロール細胞と分子 X 欠損細胞について、CIT 刺激を行い、免疫グロブリン重鎖コード領
域でのDNA組換えを調べたところ、分子X欠損細胞では IgMから Ig A にクラススイッチする
際に組換えが起きた際に生じる Su-Sa ジャンクション由来の PCR 産物の量が優位に増加して
いた(図 2B)。またこの時、細胞表面の免疫グロブリンのサブタイプを評価したところ、分子 X
欠損CH12F3-2A 細胞では組換え効率の増加に伴って IgA 陽性細胞の割合が優位に増加してい
ることが明らかとなった(図 2C)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
3. 分子 Xは CIT 刺激によるAID 発現誘導を制御する。 
分子 X の欠損により IgA へのクラススイッチが亢進する機序として、我々はクラススイッチに
必須である DNA デアミネース AID の発現に注目した。AID は抗原刺激や CD40L の刺激によ
って誘導され、クラススイッチや体細胞突然変異など B 細胞の多様性を生む現象で必須の分子
である。分子X欠損細胞でCIT 刺激に伴うAicda 遺伝子の発現変動を調べたところ、分子X欠
損細胞ではAicda の発現誘導が有意に亢進していた(図 3A)。これは転写のみならずタンパク質
のレベルでも顕著にその発現亢進が認められた(図 3B)。さらに抗AID 抗体を用いたクロマチン
免疫沈降から、分子 X 欠損細胞では AID の Sa 領域へのリクルートが有意に増加していること
がわかった(図 3C)。以上から分子Xは AID の発現誘導を抑えることで、IgAへのクラススイッ
チを抑制することが示唆された。 

 
既にCH12F3-2A細胞のみならずマウス脾臓由来のプライマリB細胞を用いた解析からも分

子 Xがクラススイッチの指向性を制御することを見出している。さらに我々は B細胞特異的タ
モキシフェン誘導型分子X欠損マウス(分子 Xfl/fl CD19-CreERT2)の樹立に成功し、B細胞での
クラススイッチの「指向性」を制御するメカニズムを今後生体レベルで明らかにしてゆく。 



５．主な発表論文等

〔雑誌論文〕　計2件（うち査読付論文　1件／うち国際共著　1件／うちオープンアクセス　1件）

2023年

2023年

〔学会発表〕　計1件（うち招待講演　0件／うち国際学会　1件）

2023年

〔図書〕　計0件

〔産業財産権〕

〔その他〕

－

６．研究組織

７．科研費を使用して開催した国際研究集会

〔国際研究集会〕　計0件

所属研究機関・部局・職
（機関番号）

氏名
（ローマ字氏名）
（研究者番号）

備考

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

Nucleolus dysfunction-induced DNA leaking alters innate immune response under nutrition starvation

 ４．発表年

 １．発表者名
Ken Takashima

 ３．学会等名
JSICR/MMCB 2023（国際学会）

 ２．発表標題

10.1111/1348-0421.13108

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
HPV vaccines induce trained immunity and modulate pro‐inflammatory cytokine expression in
response to secondary Toll‐like receptor stimulations

Microbiology and Immunology 65～74

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 オープンアクセス  国際共著
オープンアクセスとしている（また、その予定である） 該当する

 ４．巻
Yamaguchi Mako、Mtali Yohana S.、Sonokawa Hitomi、Takashima Ken、Fukushima Yoshimi、Kouwaki
Takahisa、Oshiumi Hiroyuki

68
 １．著者名

NOP16 is a histone mimetic that regulates Histone H3K27 methylation and gene repression

bioRxiv -

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
10.1101/2023.06.13.544862

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

無

 １．著者名  ４．巻
Takashima Ken、Lee Dian-Jang、Trovero Maria Fernanda、Rothi M. Hafiz、Mistry Meeta、Zhang
Ying、Li Zhouyihan、Davis Christopher P.、Li Zilan、Natale Julia、Schmid Ernst、Al Haddad
Joseph、Hoffmann Gabriela Brunsting、Dietmann Sabine、Sui Shannan Ho、Oshiumi Hiroyuki、
Lieberman Judy、Greer Eric Lieberman

-

 ２．論文標題  ５．発行年



８．本研究に関連して実施した国際共同研究の実施状況

共同研究相手国 相手方研究機関

米国 Washington University in St.
Louis

Boston Children's Hospital Harvard Medical School


