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研究成果の概要（和文）：　細胞の分化・系列決定過程における系列状態の維持にはクロマチンの修飾やDNAのメチル
化などのエピジェネティック制御機構が深く関与している。しかしその詳細は明らかでない。本研究により、DNAのメ
チル化に重要な働きをするNp95がT細胞分化に必須であることを我々は見いだした。Np95のT細胞分化における機能を調
べるために、T細胞特異的Np95欠損マウスを作成し解析したところ、T前駆細胞段階で分化が顕著に阻害されていた。こ
のT前駆細胞では本来発現するはずのない遺伝子の発現が誘導されていた。このことから、DNAメチル化はT細胞分化過
程において特にT前駆細胞の運命維持に重要であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Epigenetic regulations, such as chromatin modification or DNA methylation play 
key roles in the maintenance of committed cells during differentiation. However, exact mechanisms are yet 
to be determined. Here we found that the Np95, which is shown to regulate the DNA methylation, is 
critical for early T cell differentiation. The T cell development in thymus of T-cell specific 
Np95-deficient mice was severely impaired at the early differentiation stage. Derepression of genes which 
are not normally expressed in thymic T cell progenitors were found. These results suggest that the Np95 
is essential for the maintenance of T cell fate.

研究分野： 免疫学
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１．研究開始当初の背景 
 T 細胞を含む全ての血液・免疫細胞は造血
幹細胞から作られる。その過程で多能性の造
血幹細胞は徐々に分化能が限定されていき、
最終的にT細胞にしかなれない前駆細胞にな
る。この分化運命は、いったん決定されると
厳格に維持される。この運命の維持にはクロ
マチン修飾やDNAメチル化などのエピジェネ
ティックな制御機構が重要であると考えら
れるが、その詳細は明らかでなかった。申請
者らは DNA のメチル化に必須である Np95
（Uhrf1）が T 細胞分化に重要であることを
見いだした（未発表）。T 細胞特異的 Np95 欠
損マウスの胸腺を解析したところ、T 細胞が
未分化な段階で顕著に阻害されていたので
ある（図 1）。Np95 は DNA 複製の際、既にメ
チル化された DNA アリルに特異的に結合し、
DNA を維持するために必要なメチル化酵素
Dnmt1 を DNA 上に呼びこむ因子であるとされ
ている。しかし T細胞分化における機能は不
明であった。そこで、本研究では T細胞特異
的 Np95 欠損マウスや Dnmt1 欠損マウスを解
析することにより、DNA メチル化による T 前
駆細胞の運命維持機構を明らかにすること
を目的とした。 
 
２．研究の目的 
 造血幹細胞は様々な系列決定過程を経て、
最終的にT細胞にしかなれない前駆細胞にな
る。申請者らは最近この最終的な系列決定に
Bcl11b という転写因子が必要であることを
明らかにした（Ikawa et al. Science, 2010）。 
 一般に、細胞はひとたび系列決定が起こっ
た後は他の系列へ分化することはない。系列
決定状態の維持にはクロマチン修飾やDNAの
メチル化などのエピジェネティックな機構
が作用していると考えられる。しかし、T 細
胞系列へ決定された後の運命維持のメカニ
ズムは知られていない。そこで、本研究では
前駆細胞が T細胞系列へ決定された後の “T
系列の細胞”としてのアイデンティティー
が維持されるメカニズムを解明することを
目指す。具体的には、Np95 の T細胞分化にお
ける標的遺伝子を解析することによって、T
細胞系列への運命決定・維持に Np95 を含め
たDNAメチル化修飾がどのように関わってい

るのかを明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、T細胞特異的 Np95 欠損マウス
や独自に開発したT細胞分化培養系を用いて
Np95のT細胞系列への運命決定や運命維持に
おける役割、すなわち Np95 の標的遺伝子を
含めた分子機構を明らかにする。具体的には、
以下の２項目を中心に研究を行う。 
(1) Np95 の標的遺伝子の解析 
Np95 欠損胸腺細胞の遺伝子発現プロファイ
ルをコントロールの胸腺細胞と比較するこ
とにより、ゲノム網羅的に遺伝子発現を解析
する。さらに網羅的なクロマチン免疫沈降法
（ChIP-seq 法）を用いてヒストンタンパクの
修飾状態を調べたり、MeDIP-seq 法を用いて
DNA メチル化状態を調べることにより標的遺
伝子を絞り込む。次に、これら標的遺伝子候
補の中から転写因子やエピジェネティック
制御因子など興味深い遺伝子を抽出し、この
機能を解析する。その際には in vitro にお
ける培養系（TSt-4/DLL1 ストローマ細胞との
共培養系）を用いる。 
(2) 培養系を用いた DNAメチル化の T細胞分

化における研究 
我々は、以前に B細胞分化に必須の転写因子
である E2A や EBF1 の欠損マウスから多能前
駆細胞株を作製した（Ikawa et al. Immunity 
2004, Ikawa et al. JEM 2006）。これらの
細胞はストローマ細胞と特定のサイトカイ
ン依存的に増殖するだけでなく、B 細胞以外
の全ての細胞への分化能を維持している。こ
れはいわば多能性血液前駆細胞株であり、こ
のような細胞株は他に例を見ない。また、
EBF1欠損造血前駆細胞をT細胞分化を支持す
る TSt-4/DLL1 ストローマ細胞と共培養する
と６日間でT細胞系列への決定を誘導できる。
そこでこの培養系にDnmt1の特異的阻害剤で
ある、RG108 を加えることにより、DNA メチ
ル化のT細胞系列への運命決定における役割
を解析する。 
 
４．研究成果 
(1) 胸腺細胞各分画における Np95 の mRNA の
発現パターンを調べたところ、CD4-CD8-(DN)
→CD4+CD8+(DP)→CD4+CD8-(CD4SP)あるいは
CD4-CD8+(CD8SP)と分化が進むにつれて発現
が減少することが明らかとなった。DN の中で
も特に DN3 と DN4 で Np95 の発現が高いこと
ことから、T 細胞系列への決定およびその運
命維持に重要な働きをしていることが示唆
された。そこで、Np95 の T細胞分化における
標 的 遺 伝 子 を 調 べ る た め に 、
LckCre-Np95fl/fl マウスおよびコントロー
ルの Np95fl/fl マウス胸腺から DN3細胞をソ
ーティングし、RNA-seq 解析を行った。その
結果、Np95 欠損マウスの DN3 細胞において
Gfi1b, Irf7, Irf9 などの発現が有意に上昇
していた。これらの発現上昇は定量的 RT-PCR
を用いて確認された（図２）。またクロマチ図 1 Np95 欠損マウスの T 細胞分化障害 



ン免疫沈降を用いて胸腺T前駆細胞における
ヒストンH3K27me3修飾を調べたところ、Np95
欠損マウスではこれらの遺伝子座において
有意に減少していた。このことから Np95 は
Irf7, Irf9などの発現を抑制することによっ
てT細胞分化を促進していることが示唆され
た。 
 
(2) Lckcre-Tg マウスを用いて T 細胞特異的
Dnmt1 欠損マウスを作成したところ、DN3 か
ら DP 段階への T 細胞分化過程に異常が認め
られた（図３）。従って、DNA メチル化は DN2
までの運命決定には必須ではないが、それ以
降の分化に重要であることが示唆された。次
に Dnmt1, Np95 DKO マウスの胸腺を解析する
と、細胞数はそれぞれ単独の欠損マウスと比
べて更に細胞数が 1/3 程度に減少していた。
正常な胸腺細胞と比べると約 1/20 に激減し
ていた。また、T細胞分化は DN 段階で停滞し
ていた。DN 段階をさらに詳しく調べると主に
DN3 段階で分化が停止していた。これらの結
果からDnmt1とNp95は互いに協調しながらT
細胞分化を促進していることが明らかとな
った（図３）。 
 
(3) EBF1欠損造血前駆細胞をTSt-4/DLL1スト
ローマ細胞と共培養し、T細胞へ分化誘導を行
った。ここへDnmt1の特異的阻害剤である
RG108を添加した。６日後に細胞を回収しFACS
により表面抗原マーカーを調べたところ、コ
ントロールのDMSOを加えた細胞はDN2への分
化が認められた。一方、RG108を加えた細胞も
コントロールと同程度にDN2細胞が生成され
た。細胞数にも影響はなかった。このことは
少なくとも多能前駆細胞からDN2へのT系列へ
の決定過程においてDnmt1は必須でないこと

を示唆している。この分化誘導系で
MeDIP-chip解析を行ったところ、どの遺伝子
座においてもDNAメチル化はそれほど変化し
ていなかった。一方、先述したようにT細胞特
異的Dnmt1欠損マウスの胸腺細胞では、DN3か
らDP段階へのT細胞分化過程に異常が認めら
れた。従って、DNAメチル化はDN2までの運命
決定には必須ではないが、それ以降の分化に
重要であることが示唆された。 
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