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研究成果の概要（和文）：DNA配列の変化を伴わない遺伝子発現状態の安定的制御（エピジェネティックな制御）によ
る免疫T細胞機能の制御について研究した。エピジェネティック制御の一つであるヒストンH3のメチル化に必要なEed遺
伝子をT細胞特異的に欠損させたところ、腸管に存在するIELと呼ばれるT細胞の一部に特有なタンパク質群が、サイト
カインであるTGFβの刺激によりCD4陽性T細胞において顕著に誘導されることが明らかとなった。また腸に付随するリ
ンパ節のリンパ球数も増加した。これらのことからT細胞においてエピジェネティックな制御が、腸管免疫系の恒常性
維持に関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The role of epigenetic regulation, which establishes and maintains semi-stable 
gene expression pattern without changes in DNA sequence, in T cell differentiation and function was 
investigated. When Eed, a gene encoding epigenetic factor involved in histone H3 methylation, was deleted 
specifically in T cells, proteins associated with a subset of gut IEL (intraepithelial lymphocytes) were 
highly induced by TGFbeta stimulation in CD4+ T cells. Moreover, the lymphocyte number in gut-affiliated 
lymphnode increased significantly. These results indicated that epigenetic regulation in T cells is 
involved in the homeostasis of gut immune system.

研究分野： 免疫学

キーワード： エピジェネティクス　Eed　IEL　TGFβ　PRC2
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 免疫系を含むすべての細胞の分化や機能
発現は遺伝子発現プログラムの変化を伴う
が、その根底には転写因子の発現や機能の
変化と、それに伴うエピジェネティックな
遺伝子発現制御機構（以下制御機構）の再
編成がある。また遺伝子発現プログラムの
安定的な維持にもエピジェネティックな制
御機構は重要な役割を果たしている。近年
エピジェネティックな制御機構の機能解析
が精力的に行われており、初期分化につい
ては ES 細胞を中心にかなり研究が進んで
いる。しかしそれと比較すると研究開始当
初は T 細胞の分化/機能を含む獲得免疫に
おけるエピジェネティックな制御の役割は
まだ多くの部分が解明されていなかった。 
 エピジェネティックな制御機構において
ヒストン修飾は重要な役割を果たしている。
とりわけ遺伝子発現抑制に関与するトリメ
チル化 H3K27 (H3K27me3)は、クロマチン状
態を検討する際の指標としても用いられる
重要な修飾であり、初期分化に必須である
ことが明らかとなっている。ポリコーム転
写調節複合体の一つである PRC2 は H3K27
をジ/トリメチル化（H3K27me2/3）すること
が知られており、Ezh1/2 を触媒サブユニッ
トとして含む。また Eed、Suz12 の各サブユ
ニットはそれぞれ PRC2 の活性化、およびヒ
ストンへの結合に必要であり、いずれのサ
ブユニットを欠いても PRC2 のヒストンメ
チル化活性は消失する。H3K27me3 はもう一
つのポリコーム複合体である PRC1 をリク
ルートすることも知られており、PRC1 と
PRC2 は部分的に協調して遺伝子発現調節
を行っていると考えられる。 
 研究代表者はこれまでに T細胞の正常な
分化や機能に必須の転写因子である
Ikaros の分子生物学的な解析を行ってき
た。Ikaros による T細胞の分化制御、およ
びリンパ腫抑制の分子機構を明らかにする
ため、ゲノムワイドな遺伝子発現解析と
ChIP-seq を組み合わせた解析を行った。そ
の結果 Ikaros はクロマチン構造変換因子
である Mi-2βの染色体上の局在を限定し、
またその活性を抑えることで T細胞分化を
促し、異常な細胞増殖を抑制していること
が明らかとなった。さらに興味深いことに、
Ikaros による制御が外れた Mi-2βは標的
遺伝子座における H3K27 のメチル化を阻害
することが示された。このことは正常な
H3K27me3 の分布、あるいは正常な PRC2 の
機能が T細胞の正常な分化や機能に必須で
あることを強く示唆した。 
 PRC2 については、研究開始当初 H3K27 メ
チル化を触媒するサブユニットである
Ezh2のT細胞特異的ノックアウトマウスが
作成され、解析されていた。胸腺 DN ステー
ジではたらく Lck-Cre を用いたノックアウ
トでは、DN から DP ステージへの移行が強
く阻害されていた。興味深いことにその原

因は、PRC2 複合体がアクチン重合の制御を
介して TCR（T細胞受容体）シグナルを制御
していることにあった。また DP ステージで
の欠損を起こす CD4-Cre を用いた場合には
細胞分化や機能の異常は観察されず、また
H3K27me3 レベルにも変化が見られなかっ
た。これは Ezh1 が Ezh2 欠損を補ったため
であると考えられていた。したがって当時
PRC2/H3K27me3 の異常が T 細胞の成熟や末
梢での機能にどのような影響を与えるのか
は明らかでなかった。PRC1 のサブユニット
の T細胞特異的ノックアウトマウスについ
てもこれまでに解析がなされ、末梢 T細胞
におけるサイトカイン産生の異常が報告さ
れていた。しかし PRC1 は PRC2 非依存的な
経路でも遺伝子発現制御をしていることが
知られており、PRC1 と PRC2 がどの程度共
通の経路で機能しているのかについては検
討すべき課題として残されていた。以上の
ことを踏まえるとPRC2/ H3K27me3が獲得免
疫や T細胞の機能に果たす役割の解明には、
新たな研究ツールが必要とされていると考
えられた。 
 
２．研究の目的 
本 研 究 で は 前 述 の 制 約 を 超 え て
PRC2/H3K27me3 の T 細胞における生理機能
を解明するために、（１）PRC2 複合体のサ
ブユニットの一つである Eed を標的とした
新規 T細胞特異的ノックアウトマウスの解
析を行うこととした。Eed はマウスゲノム
内にホモログを持たず、Ezh2 ノックアウト
で見られた重複分子による補償という問題
を避けることができると考えられた。また
Eed は PRC2 複合体の形成、機能に必須であ
るため、ノックアウトにより確実に PRC2
の機能を欠損させることが期待できた。 
 Eedは核内でのH3K27メチル化以外にも、
細胞質において他の PRC2 サブユニットと
共にアクチン重合制御を介して TCR シグナ
ルを制御していると考えらており、またイ
ンテグリンや TNF によるシグナル伝達との
相互作用も報告されていた。このように
PRC2 複合体が核質(nucleoplasm)/細胞質
の両方において機能を持つことから、それ
らの機能を分離するために（２）核質特異
的な条件的 Eed 欠損マウスの作成と解析を
試みることとした。 
 
３．研究の方法 
T細胞特異的Eed欠損マウスは、プロモーター
および第1エクソンをLoxP配列ではさんだア
レルをホモにもつEedflox/floxマウスに胸腺
DN2ステージから発現するLck-Cre、もし
くはDN4ステージから発現するCD4-Creト
ランスジェニックマウスを交配したものを用
いた。また核質特異的Eed欠損マウスを作製
するために、Eedが細胞質に保持されるよう
核移行シグナルを変異させさらにERT2（エ
ストロゲン受容体変異タンパク）と融合さ



せた Eed-ERT2 を作成した。次にこの
Eed-ERT2をLoxPサイトで挟まれた転写終
結配列の下流に配置したものをRosa26遺
伝子座に挿入することで、Cre組換えタンパ
ク質の発現により条件的にEed-ERT2を発
現できる系を構築した。最後にこの改変遺
伝子をEedflox/floxと掛け合わせることで、
Cre遺伝子発現によりEedが細胞質に局在
するようにした。以上は理研IMSの谷内一
郎グループリーダーの協力の下に作製され
た。 
解析はフローサイトメーター、細胞培養、
定量的 PCR などを適宜組み合わせて行っ
た。 
 
４．研究成果 
（１）Eed欠損のT細胞分化への影響 
初期解析としてEedをLck-Cre、CD4-Cre
それぞれと掛け合わせたマウスについて、T
細胞分化を検討した。Lck-CreによるEed欠
損（∆Eed（Lck））ではT細胞分化はDN-DP
の移行期で大きく阻害され、single positive 
(SP)ステージまで成熟し、末梢に出て行くT
細胞はごくわずかであった。これはLck-Cre
を用いたEzh2欠損と同様の表現型であり、
TCRシグナル伝達にPRC2複合体が必要で
あることを裏付けていると考えられた。ま
た∆Eed (Lck)の末梢で見られたT細胞はす
べてEedの欠失を逃れた細胞であった。 
 一方CD4-Creを用いてEedを欠損させた
マウス（以下単に∆Eed）ではDP-SPの移行
に若干の阻害が見られた。これもLck-Cre
同様TCRシグナル伝達への影響が原因と考
えられた。CD4+へと分化するOT-II、およ
びCD8+へと分化するOT-Iトランスジェニ
ックマウスとの掛け合わせでは、OT-IIの場
合CD4+へと分化するものの割合が減少し
たのに対して、OT-Iの場合はCD8+へと分化
するものの割合は影響を受けなかった。ま
た通常未熟T細胞は胸腺内において自己抗
原に反応するなどして強いTCRシグナルを
受け取った細胞は細胞死を起こして除去さ
れる（ネガティブセレクション）が、一部
の細胞はそれにより特定のT細胞サブセッ
トへの分化が誘導される。このような「ア
ゴニストセレクション」を受けるサブセッ
トとしてはTreg（制御性T細胞）、iNKT、
そしてCD8αα+ IEL（腸上皮間リンパ球）
が知られている。これらサブセットの胸腺
内での分化も検討したところ、全サブセッ
トともconventional T細胞と比較してより
強く障害されていた。 
 H3K27me3はCD4+およびCD8＋ T細胞
を特徴付ける遺伝子を、発現していない細
胞系譜において修飾していることが知られ
ているが、末梢のCD4＋/CD8＋の比に大きな
差は見られなかった。 
（２）CD4サブセット分化への影響 
ナイーブなCD4+ T細胞は抗原刺激時に受
け取るサイトカインシグナルにより機能的

に異なるいくつかのサブセットへと分化す
ることが可能であり、代表的なものとして
Th1, Th2, Th17, Tregがある。このような
サブセットの分化にEedが必要であるかを
次に検討した。各Thサブセットへの分化を
in vitroにおいてTCR刺激＋サイトカイン
により誘導したところ、いくつか興味深い
現象が観察された。IL-12によりTh1へ誘導
したところ、∆Eedでは野生型と比べはるか
に高いレベルのIFNγが産生されるように
なった。通常Th2誘導時にはIFNγは産生さ
れないが、∆Eedではわずかながら産生が認
められた。これらのことはEedがTh1サブセ
ットへの分化を抑制していることを示唆し
ている。またTh2誘導条件下では過剰な
IL-10産生が認められたが、IL-4に関しては
ほとんど変わらなかった。これらの表現型
はこの時点で発表されたEzh2ノックアウ
トの表現型とも一致するものであった。 
 興味深いことに∆EedナイーブCD4+ T細
胞をTGFβ添加によりTregへと誘導したと
ころ、Treg特異的な転写因子であるFoxp3
とともに、通常は細胞傷害性T細胞に発現し
ているCD8αを過剰に発現した。∆Ezh2のナ
イーブCD4＋ T細胞でも同様な表現型示し
たことから、TGFβ依存的なCD8αの脱抑制
はPRC2複合体の機能欠損によることが明
らかとなった。TGFβはナイーブCD4+ T細
胞のTregへの分化とともにCD4+ CD8αα＋

表現型を示す腸上皮間リンパ球（IEL）の
分化にも関与することが知られている。
IEL分化はIFNγにより亢進することが知ら
れている。実際に∆EedにTGFβに加えIFNγ
を添加したところ、CD8α＋細胞の割合が増
加したことから、IEL分化経路の脱抑制で
ある可能性が示唆された。CD4+ CD8αα＋

IELの分化には転写因子ThPOKの発現低
下、それに続く転写因子Runx3の発現上昇
が必要である。実際TGFβ添加した∆Eed 
CD4+ T細胞では野生型と比較してdistal 
promoter由来のRunx3転写産物（dRunx3）
が著明に増加していた。このことはdRunx3
過剰発現によるThpok/Runx3のバランス
の乱れが異常なCD8αの発現上昇につなが
ったことを強く示唆した。Runx転写因子複
合体の関与について検討するためRunx複
合体の必須サブユニットをコードするCbfb
遺伝子の変異を∆Eedに掛け合わせたとこ
ろ、∆Eed∆Cbfbの二重変異細胞ではTGFβ
依存的なCD8αの発現上昇が顕著に抑制さ
れた。またCD4+ CD8αα＋ IELの分化には
T-betの関与も報告されているため、ドミナ
ントネガティブ（DN）型T-betの導入の効
果についても検討したところ、DN-Tbetの
導入でもTGFβ依存的なCD8α発現上昇が
抑制された。上記の知見はEedがIEL分化経
路の抑制に働いていることを明らかにした。 
実際のTGFβ応答における上記の知見の妥
当性について検討するため、野生型細胞を
TGFβ処理して経時的な遺伝子発現変化を



解析した。Eed遺伝子はT細胞活性化後一時
的に発現レベルが2倍ほどに上昇するが、2
日目以降はTGFβ未処理細胞と比較して半
分ほどに低下することが明らかとなった。
このことはPRC2複合体の機能抑制がCD4+ 
T細胞のTGFβ応答において重要であるこ
とが示唆された。またOVA抗原特異的な
TCR（OT-II）をもつ野生型または∆Eedの
CD4+ T細胞を養子移入しOVA経口投与に
よりTGFβ依存的なTreg分化を誘導した
ところ、予備的な結果では∆Eed OT-IIで
はWT OT-IIと比較してCD8αを発現する
細胞が多く見られたことから、in vivoでも
in vitro同様にCD4+ CD8αα+ T細胞の分
化亢進が起きることが示唆された。 
 CD4+ CD8αα＋ IELとTregはともに腸管
免疫系を構成する細胞であり、TGFβ依存的
に分化する。上記のデータはEedがTGFβ受
容に際したCD4+ T細胞の運命決定におい
てIEL分化経路を抑制していることを示し
ている。これらのデータは現在論文投稿準
備中である。∆Eedにおいては腸間膜リンパ
節の細胞数が野生型と比較して約2倍に増
加していた。細胞表面マーカーの解析から
はリンパ球の活性化は亢進していないこと
から、樹状細胞によるリンパ球誘引が考え
られた。IELによる腸上皮層の恒常性維持
の異常による可能性があり、現在さらに検
討を進めている。 
 TGFβは腸管免疫を統合する上でキーと
なる役割を果たしており、本研究により
Eedがその詳細な応答を制御していること
が示された。どのようなシグナルがEed・
PRC2 をどのように制御することにより
Treg分化を抑制しつつIELへと誘導するか
の詳細については今後の課題である。 
（３）核質特異的Eed変異マウスの解析 
Eedはβ7インテグリンの細胞質ドメインと
相互作用することが報告されている。また
Eedを含むPRC2複合体は細胞骨格を制御
することも示唆されていた。上記の両者と
もT細胞の機能に重要な役割を果たしてい
る。したがってT細胞におけるH3K27me3
の役割を詳細に解析するためには、PRC2
機能を細胞質、あるいは核質特異的に不活
性化する必要がある。そこで代表者は核質
特異的にEedを不活性化する系を構築した
（「3．研究の方法」参照）。このような変
異マウス（以下Eed∆nuc）では、期待通り末
梢T細胞においてH3K27me3の顕著な減少
が見られた。また∆Eed（Lck）では顕著な
DN-DP移行の阻害が見られるが、Lck−Cre
誘導によるEed∆nucではこの阻害が緩和さ
れたことから、細胞質におけるEed機能は
期待通り保持されていることが示唆された。
興 味 深 い こ と に CD4-Cre 誘 導 に よ る
Eed∆nucではアゴニストセレクションを受
けるサブセット、とりわけiNKTとCD8αα
+ IELの前駆細胞が野生型と比較して増加
していた。ただしその細胞表面マーカーに

よる表現型は野生型の同じサブセットとは
若干異なるものであった。 
 抗CD3ε/抗CD28抗体による活性化の効
率は、細胞分裂を指標にした場合∆Eedと
Eed∆nucでは大きな差が見られず、野生型と
比較して若干効率が悪かった。従来のPRC2
複合体ノックアウトでは細胞質と核内での
イベントを区別できなかったが、本実験系
ではこれらを分けて解析できる可能性が示
された。 
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