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研究成果の概要（和文）：無細胞系のHDAC阻害試験から、酪酸によるヒストン修飾の亢進は、おもに　Class I 
HDACを介したものであり、Class II HDAC阻害に対する寄与はほぼないものと推測された。酪酸は時系列的に
TregマーカーであるFoxp3を優先的に誘導する事がわかり、主にClass I HDACの中でも、HDAC1およびHDAC3に対
する阻害を介して、Foxp3を誘導している可能性が高いと考えられた。

研究成果の概要（英文）：Butyrate has a potential to inhibit class I HDAC isozymes but not class II 
HDAC isozymes. In time course analysis, butyrate preferentially induce Foxp3, a master regulator of 
regulatory T cells (Treg), but not other master regulators of Th1, Th2 and Th17 (e.g., T-bet, Gata3,
 Ror-gamma t). Treg induction by using HDAC isozyme specific inhibitors revealed that the butyrate 
induce Foxp3 probably through the inhibition of HDAC1 and HDAC3 that belong to class I HDAC.

研究分野：分子細胞生物学、免疫学
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１．研究開始当初の背景 
腸管には多くの末梢リンパ球が集積し

ており、腸管は生体内において最大の免疫

系を形成している。腸管には異物である細

菌が 100 兆個以上も常在している。腸管免

疫系は、常在細菌が体内へと侵入しないよ

う防御する一方で、過剰な免疫応答を起こ

さないよう巧みに制御されている。つまり、

腸管の免疫恒常性は『防御』と『制御』の

バランスによって維持されており、その調

節異常が不可逆的な慢性炎症応答を引き起

こし、炎症性腸疾患（IBD）の病因となる。 

近年の研究から、腸内細菌の定着は免

疫応答の調節に重要であることが判明して

いる。例えば、腸管では、制御性 T 細胞 

(Regulatory T cell: 以下 Treg と略)と呼

ばれる T 細胞サブセットがヘルパーT 細胞

の中で最も大きな割合を占めているが、ク

ロストリジウム属細菌などの定着は腸管に

おける Treg の分化誘導を促進し、炎症やア

レルギー反応を抑制する。しかしながらそ

の分子機構については不明であった。 

腸内細菌は、食物繊維を発酵分解する

ことで、多様な代謝産物を活発に産生して

いる。最近、申請者らは、無菌アイソレー

ター内で飼育したマウス（無菌マウス）に

クロストリジウムを定着させると、腸内発

酵により酪酸が有意に増加することを見出

した。そこで酪酸を配合した特殊飼料をマ

ウスに摂取させたところ、Treg の数が通常

食マウスに比べて顕著に増加した。さらに

酪酸は、Treg のマスター転写因子である

Foxp3 遺伝子プロモーター領域におけるヒ

ストンアセチル化を亢進させることが判明

した。以上の知見から、クロストリジウム

属細菌は、腸内代謝産物として酪酸を産生

することで、Treg の分化誘導を促すことが

明らかとなった。 

酪酸はヒストン脱アセチル化酵素 

(Histone deacetylase: 以下 HDAC)を阻害

することでヒストンのアセチル化を促進し、

遺伝子発現を調節する。実際に、酪酸が

Foxp3 遺伝子プロモーターのヒストンアセ

チル化を亢進することや、比較的緩和な

HDAC 阻害作用を有するプロピオン酸にも

若干の Treg 誘導効果が認められることか

ら、ヒストン修飾を介した Treg 分化促進が

予想できる。 
 
２．研究の目的 

HDAC には 11種類のアイソザイムが存在

し、その構造からクラス I、IIa、IIb、III、

IV に分類される。酪酸はクラス Iおよびク

ラス IIa に対し阻害作用を示すことが報告

されている。本知見から、酪酸の標的とな

る HDAC アイソザイムが、腸管の Treg 誘導

を負に調節しているとの予想が成り立つ。

本研究申請では、HDAC 阻害による Treg 分

化誘導機構を検証することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
まず酪酸による HDAC アイソザイム特異

的阻害活性の評価を行った。ここでは、HDAC

アイソザイムに対する酪酸の半数阻害濃度

（IC50）を測定し、酪酸によって選択的に

阻害されるアイソザイムを特定した。  

次に、酪酸が Foxp3 の転写を選択的に促

進することで、Foxp3 タンパクの発現を促進

するか調べるため、マイクロアレイシステム

を用いて mRNA レベルを網羅的に解析した。 

さらに、Tregの分化誘導に関与するHDAC

の特定を試みた。現在までに多くの HDAC

阻害薬が開発されており、広域スペクトル

を有するHDAC阻害剤以外にも、各々のHDAC

を選択的に阻害する薬剤が開発されている。

そこで、HDAC に対して酪酸と同様かまたは

より選択性の高い阻害剤を用いて、Treg 分

化に対する効果を調べた。 
 
４．研究成果 

 1 mM 濃度の酪酸は、試験管中でクラス I 

HDAC である HDAC1、HDAC2 および HDAC3 に対



して、90%以上の阻害活性を示した一方、ク

ラス II HDAC である HDAC6 や HDAC9 にはほと

んど阻害活性を示さなかった。またクラス

III HDAC である Sirt1に対しても同様にほと

んど阻害活性を示さなかった。大腸組織の酪

酸の濃度は 0.1 mM 程度であったことや、本

濃度の酪酸は in vitro での Treg 誘導を促進

することから、酪酸による Treg 誘導は、ク

ラス I HDAC の阻害作用を介している可能性

が高いと考えられた。  

 

 
図 1. 酪酸の HDAC アイソザイムに対する阻害活性 

  

 次に、マイクロアレイによる酪酸応答遺伝

子の網羅解析を行った。酪酸による Foxp3 

mRNA 発現誘導は、処理後 2日目に顕著に認め

られた一方、Th1 のマスター転写因子である

Tbx21 の増加はわずかであった。Gata3 につ

いては、酪酸処理で未処理よりも増加してい

るものの、コントロールに比べて発現レベル

は同程度であった。また、Rorc については、

処理後 1日目からすでに、酪酸処理で未処理

と比べて発現レベルが低かった。以上のこと

から、酪酸は T 細胞において、Foxp3 の転写

を選択的に促進する事で、Treg 分化を誘導す

ると考えられた。 
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図２．酪酸処理後の、各ヘルパーT細胞マスター転写因

子の mRNA 発現レベル 

 

 酪酸がクラス I HDAC を阻害し、Foxp3 mRNA

の転写を促進する事で、Treg 分化を誘導する

可能性が高いと考えられた。ここではさらに、

酪酸による Foxp3 誘導に関する責任 HDAC ア

イソザイムを調べるため、クラス I HDAC に

対して阻害作用を示す薬剤を用いて、Treg 分

化誘導試験を行った。クラス I HDAC である

HDAC8 に対し特異的に阻害作用を示す

PCI34051 は低濃度から細胞毒性を示さない

高濃度のいずれにおいても、Treg 誘導作用を

示さず、酪酸による Treg 誘導は HDAC1、HDAC2

および HDAC3のいずれかを介したものである

と考えられた。次に、HDAC3 特異的阻害剤で

ある RGFP966 で処理したところ、濃度依存的

な Treg 誘導効果が認められた。しかしなが

ら、RGFP966 による Treg 誘導割合は、酪酸に

よる Treg 誘導割合をしたまわっており、

HDAC3 以外の他のクラス I HDAC も Treg 分化

を担っていると考えられた。そこで、HDAC8

以外のクラス I HDAC に対して阻害作用を示

す Mocetinostat、MS-275、CI-994 で処理し

た所、酪酸と同程度もしくはそれ以上の割合

で Treg 誘導が認められた。HDAC2 に対する

siRNA を導入した所、HDAC2 の発現は 75%程度

まで減弱し、Treg マーカーである Foxp3 の発

現も減弱していた。 

 以上のことから、酪酸によるTreg誘導は、

クラス I HDAC である HDAC1 と HDAC3 の阻害

を介している可能性が高いと考えられた。現

在クラス I HDAC の阻害剤として、本研究で

使用した Mocetinostat や CI-994 などが、癌

治療のための候補薬剤として臨床試験で検

討されている。本研究成果は、これら HDAC

阻害剤が、癌治療のみでなく、Treg 誘導を介

したIBDの治療につながる可能性を示してい

る。また、現在クラス I HDAC 阻害剤につい

て、HDAC1 および HDAC2 をそれぞれ選択的に



阻害する薬剤は開発されていないが、HDAC2

阻害が Treg 誘導をむしろ阻害してしまう点

を考えると、HDAC1 と HDAC3 に対して選択的

な阻害剤を開発することができれば、より効

率的な Treg 誘導剤として利用できる可能性

がある。 
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