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研究成果の概要（和文）：がん抑制遺伝子Bcl11bはジンクフィンガー転写因子をコードしており、T細胞分化のさまざ
まな段階において機能する。本研究で、成熟段階でのBcl11bの役割を調べるために、胸腺CD8+細胞でBcl11bの活性を低
下させた。その結果、活性化マーカーを発現し、マイトジェン刺激でIFN-gammaを迅速に産生する自然免疫CD8+胸腺T細
胞が分化した。Bcl11bを欠損した初期T細胞が運命転換し、自然免疫に属するリンパ球、NK細胞になることと併せて考
えると、Bcl11bがT細胞の“自然免疫化”を阻止している可能性を示している。

研究成果の概要（英文）：The transcription factor Bcl11b plays key roles in T cell development and T cell-m
ediated immune responses. We examined thymocytes at and after the DP stage in a series of Bcl11b-attenuate
d mutant mice that carry conditional-knockout and ENU-induced hypomorphic alleles. We show that Bcl11b imp
airment leads to an increased production of TCRbeta highCD44highCD122high innate CD8+SP thymocytes, which 
express Eomes and secrete IFN-gamma rapidly after the stimulation with PMA and ionomycin. Since NKT cells 
in these Bcl11b-mutant mice exhibit developmental arrest at multiple steps, increase of innate CD8SP is no
t likely to be caused by bystander NKT cells. These results indicate that Bcl11b regulates development of 
different thymocyte subsets at multiple stages and prevents excessive innate CD8+SP thymocyte differentiat
ion.
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１．研究開始当初の背景 
(１) 代表者の所属する研究室では、放射線
で誘発したマウス胸腺リンパ腫の解析から
新規がん抑制遺伝子 Rit1/Bcl11b を単離、同
定した。 
 
(２) Rit1/Bcl11b が T 細胞の分化、免疫応答
において様々な役割を果たしていることが
明らかになっている。当研究室ではノックア
ウト(KO)マウスを作製し、Bcll1b がT 細
胞の分化に必須であり(Wakabayashi et al., 
2003; Inoue et al. 2006)、その運命決定に関
与していることを明らかにした(理研 RCAI
河本宏博士らとの共同研究, Ikawa et al., 
2010)。また、Avram らは、DP（CD4+CD8+）
段階で Bcl11b を欠失させると、正の選択が
完全に停止すること、NKT 細胞や制御性 T
細胞(Treg)の分化が停止することを示した。
さらに、CD8+ T 細胞特異的に Bcl11b を欠失
させ、その応答に必須であることを見出して
いる。Avram らの結果は、T 細胞の生存に
Bcl11b が必須で、その欠失によりさまざまな
T 細胞集団が消失することを示している。 
 
(３) 代表者らの研究室では、(ⅰ)KO マウス
の他、(ⅱ) loxP 配列を組込んだ条件欠損マウ
ス(Flox マウス(F); 新潟大学脳研 崎村博士
らとの共同研究)、(ⅲ)化学変異剤 ENU によ
り変異を誘起したマウスを作製し(理研 BRC
権藤博士らとの共同研究)、解析してきた。誘
起された変異体の一つ、Bcl11b タンパク質の
826 番目のセリンをグリシンに置換する変異
(S826G)は、機能喪失型ではなく活性低下型
変異であり、KO/KO では DP が分化しなか
ったのに対し、KO/S826G では-selection が
低下していたが DP が分化した。(ⅰ)-(ⅲ)の
マウスから、Bcl11b の活性を段階的に変化さ
せた一連のマウスを作製した。その結果、T
細胞の正の選択、成熟、NKT 細胞発生にお
いて必要な Bcl11b の活性が異なっているこ
とが判明した(表参照)。さらに、S826G 変異
を有した個体では胸腺 CD8+(CD4－CD8+)
細胞が顕著に減少しており(表参照)、S826G
変異は、CD8 系列に属する T 細胞の発生を
特異的に阻害する優性の変異であることが
示唆された。また、Bcl11b 活性低下の表現型
はマウスの遺伝的背景の影響も受けること
が判明した(表参照)。BALB/c と B6 の間に
修飾遺伝子の多型が存在する可能性を示す
ものである。 

 
２．研究の目的 
 
(１) Bcl11b の正の選択、T 細胞成熟、NKT
細胞発生における機能の詳細とそのメカニ
ズムを明らかにする。 
 
(２) CD8+T 細胞の発生における機能の詳細
とそのメカニズムを解明する。 
 
(３) その他、Bcl11b の免疫系における新規
機能を探索する。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) Bcl11b 変異マウスの樹立と解析 
Bcl11b の機能を DP 段階特異的 Cre トラン

スジーン CD4cre で完全に欠失させると、そ
れ以降の分化が進行しない。そこで、これ以
降の過程でのBcl11bの役割を調べるために、
Flox、S826G、CD4cre の各マウスを交配し、
Bcl11b の活性が DP 以降も部分的に残存して
いるマウス Bcl11bF/S826G CD4cre、Bcl11b F/+ 

CD4cre、Bcl11b +/S826G CD4cre、Bcl11b +/+ CD4cre
の変異マウス(以下、F/S826G CD4cre、F/+ 
CD4cre、+/S826G、+/+とそれぞれ略記)を作
製した。これらのマウスの胸腺 T 細胞分化、
末梢T細胞集団の異常をフローサイトメトリ
ー法により検討した。 
 
(2) Bcl11bの変異よって発現の変化する遺伝
子を同定するために、胸腺 CD8+細胞と、正の
選択の行われる DP 細胞の転写産物をマイク
ロアレイ法により網羅的に調べた。 
 
(3) Bcl11b転写因子の標的を同定するために、
胸腺T細胞においてクロマチン免疫沈降 -シ
ークエンス(ChIP-seq)法を行った。 
本実験は Prof. Rothenberg(カリフォルニア
工科大学)研究室の協力のもとで行った。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) Bcl11b変異の NKT 細胞分化への影響 
 
NKT 細胞特異的なリンガンド、a-GarCerCD1d 
tetramer 複合体を用いて NKT 細胞を特異的
に検出し、NKT 細胞分化を詳細に解析した。 
F/S826G CD4creマウスでは、NKT 細胞が正の
選択を受ける段階で顕著に阻害されており、
これまでの知見と一致していた。 
ところが、+/S826G では CD44<high>NK1.1 
<low>から CD44<high>NK1.1<high>に移行す
る成熟段階において分化が阻害されている
ことが判明した。このことから、Bcl11b は
NKT 細胞の成熟段階においても機能を有して
いることが判明した。 
 

 



(2) 胸腺 CD8+ T の”自然免疫化“ 
 
CD8+T 細胞の発生における機能を調べるなか
で、F/S826G CD4cre の胸腺成熟 CD8+細胞の
表現型が変化していたので、この変化を解析
した。 
① S826G/F CD4cre マウスの胸腺 CD8+細胞
では、CD44、CD122 の発現が上昇しており、
活性型の表現型を呈することが判明した。一
方、エフェクター細胞を特徴づける CD25 は
発現していなかった。 
 
② 抗原刺激に応答しているか調べるため
に、擬似塩基BrdUの取り込みを測定したが、
F/S826G CD4cre の胸腺 CD8+細胞には取り込
まれず、増殖をしていないことが示された。 
 
③ S826G/F CD4cre マウスの胸腺 CD8+細胞
をPMAと Ionomycinで刺激するとIFNを迅速
に産生することが判明した。さらに CD122 や
IFN-gamma の発現を制御する転写因子、Eomes
の発現が検出された。(下図参照) 
 

 
F/S826G CD4cre マウスの胸腺 CD8+細胞が示
す特徴は、Itk, Id3、NF-B1欠損マウスなど
で見られた自然免疫様CD8+T細胞のものと同
一である。 
 
④ さらにマイクロアレイの解析から、
CD8+T 細胞の活性化を示す遺伝子の上昇が認
められたものの、 細胞増殖と関連する遺伝
子群の発現は低下していたことから、抗原刺
激に応答して増殖するエフェクターT 細胞と
は区別されることが明らかになった。 
加えて、自然免疫と関連する遺伝子群や、NK
細胞などで発現する遺伝子群が発現するこ
とが分かった。 
 
(3) クロマチン免疫沈降法による Bcl11b 転
写因子の標的候補の同定。 
 
Prof. Rothenberg のグループでは、これまで
にも Bcl11b 転写因子の ChIP を試みたが、成
功していなかったために、代表者は ChIP の
条件検討を行った。その結果、X社の抗Bcl11b

抗体を用いるとコントロールIgGと比較した
ときに標的配列#1 が 15 倍程度、標的配列#2
が 8倍程度濃縮されたことが定量 PCR法で確
認された。このサンプルを次世代シーケンサ
ーで解析し、Bcl11b 転写因子の標的の候補を
同定した。今後、Bcl11b の機能を阻害した時
に実際に転写活性に影響があるか検討する。 
 
 
(4) 自然免疫様胸腺 CD8+細胞分化の機構 
 
自然免疫様胸腺 CD8+細胞の分化には IL-4 が
重要であることが示されている。Itk や Id2
などの欠損マウスで自然免疫様胸腺 CD8+細
胞が増加する原因は、NKT 細胞またはNKT 
cell といった IL-4 産生細胞が増えるためだ
と考えられている(下図参照)。ところが、
S826G/F CD4creマウスでは、NKT 細胞はむし
ろ減少しており、NKT cell（CD4+ T cell)
も増加していないことから、CD8 陽性胸腺 T
細胞の内因性の要因によって自然免疫様胸
腺 CD8+細胞に分化していると考えられた。す
なわち、CD8 陽性胸腺 T細胞中で Bcl11bが活
性低下することよって自然免疫に属する性
質の発現を抑制できなくなったものと考え
られる(下図参照)。NF-B1 欠損マウスでも、
同様に内因性のメカニズムによって、自然免
疫様胸腺 CD8+細胞が生成していることが報
告されている。 
T 細胞分化の初期において、Bcl11bは自然

免疫に属するリンパ球、NK細胞への分化を抑
制しT細胞への運命を決定することが示され
ている。今回の結果は、T cell がさまざま
なT細胞小集団に分化する際にも自然免疫的
な性質の発現を抑制することを示唆してい
る。 

 
(5) 意義 
 
免疫反応においては、侵入した異物に即座に
反応する自然免疫(Innate Immunity)と、反
応は遅れるが異物の特異的認識を伴う獲得
免疫(Adaptive Immunity)が存在する。典型
的な Tリンパ球や Bリンパ球が獲得免疫を担
うのに対し、NK 細胞等のように自然免疫を担
うリンパ球も存在する。後者に属するリンパ



球の特徴は、異物に侵入に対する予備的活性
化を示す活性化マーカー発現と刺激時の迅
速なサイトカイン産生である。T、Bリンパ球
にも自然免疫の特徴を帯びたサブセットが
存在する。 
 獲得免疫と自然免疫の抗原認識に違いは、
異物を認識する受容体の違い、あるいは、そ
の多様化機構の有無に焦点があてられてき
た。一方、獲得免疫と自然免疫の応答の速さ
の違いやその分子機構についてはこれまで
ほとんど意識されてこなかった。今回の表現
型は、Bcl11bが細胞の予備的活性化を抑制し、
結果として自然免疫の性質を帯びることを
阻止していると解釈できる。本研究は、これ
まで意識されてこなかった獲得免疫と自然
免疫の応答の速さの違いに光をあたるもの
である。 
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