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緒　言

　細胞の分化･活性化の過程において、その分化系列、または活性化に特異的な転写因子は、新たな遺伝子発現プログ
ラムを発動し、同時に他の系列へのプログラムを抑制することで細胞の運命を適正に制御すると考えられている。この
制御の破綻は、分化異常、活性化異常や細胞の癌化などを引き起こすと考えられる。T 細胞は獲得免疫の中心的な免疫
細胞であり、T 細胞受容体(TCR)により特異的な抗原を認識して活性化し、炎症に応じて様々なエフェクター T 細胞へ
と分化する。この活性化･分化には、転写因子群のネットワークによる調整が必須であることが知られている。bHLH
型転写因子 E2A は、二量体を形成し DNA に結合することで標的遺伝子の発現を制御する。一方、Id 因子は E2A と
二量体を作り DNA 結合を阻害することで、E2A の機能を制御する１）。この E-Id 因子のバランスは、T 細胞の分化･活
性化を制御する重要な転写制御の軸であるが、それがどのようにエンハンサー機能を変化させ、高次クロマチン構造を
変えるのか、未だ明らかにされていない。この研究課題に取り組むため、Id 因子である Id2/Id3 欠損 T 細胞を用いて、
E-Id 因子のバランスの破綻がどのように T 細胞の活性化に影響を与えるのか、さらに活性化 T 細胞からリンパ腫への
進展はどのような分子メカニズムで行われるのか、分子生物学手法を用いてその分子機構の解明を行った。このモデル
はヒト検体では解析が不可能であり、モデルとして非常に意義のある研究となりうる。

方法および結果

１．ChIP-seq 及び RNA-seq 解析によるエンハンサー解析と遺伝子発現
　Id2/Id3 欠損 T 細胞では、ナイーブ CD4T 細胞が刺激なしに活性化し、濾胞性ヘルパー T（TFH）細胞へと分化し
てしまう。さらにこの TFH 細胞は、NKT 細胞や gamma-deltaT 細胞などの自然免疫型の T 細胞に必須の転写因子で
ある PLZF ２）を高発現しているため、自然型濾胞性ヘルパー T（innate TFH）細胞と名付けた。さらに、T 細胞特異
的 Id2/Id3 欠損マウスでは、８〜12 ヶ月齢マウスにおいて半数近くで T 細胞リンパ腫を発生する３）。この T 細胞リン
パ腫細胞は、innate TFH 細胞から発生すると考えられることから、どのようにして、活性化 T 細胞がリンパ腫へと変
貌していくのか、その分子機構を探るため、野生型 CD4SP 細胞、Id2/Id3 欠損（ダブルノックアウト: dKO）CD4SP
細胞、そして Id2/Id3 欠損リンパ腫細胞を用いて ChIP-seq（ヒストン H3K4 me1/2, H3K27Ac）解析及び、RNA-seq
解析を行い、エピジェネティック制御と遺伝子発現を検討した。
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図 1． エンハンサー（H3K4me2）とアクティブ（H3K27ac）マーカー：ChIP-seq
Control と Id2/Id3 dKO CD4 細胞、リンパ腫細胞におけるエンハンサー解析。

　エンハンサーマークである H3K4me2（ジメチル）及びアクティブマーカーである H3K27ac（アセチル化）の ChIP-
seq 解析の結果、活性化型である dKO CD4SP 細胞や野生型 CD4SP 細胞（ナイーブ T 細胞）に比較して、Lymphoma
細胞では、その絶対数の減少が認められた（図 1）。さらに H3K4me2 と H3K27ac の結果を合わせて、アクティブエン
ハンサーについても解析を行った。

図 2． アクティブエンハンサー解析
エンハンサー領域のうち、アクティブのものの解析と絶対数。

　結果、K4me2、K27ac 両方（＋）であるアクティブエンハンサーの絶対数は、活性化型である dKO CD4SP 細胞で
増加するのに対して、Lymphoma 細胞では明らかに減少していた（図 2）。通常、がん細胞では全体の遺伝子発現が上
昇し、細胞が活性化していることから、エンハンサーの数及びアクティブエンハンサーの絶対数は増加していると予想
していたが、驚いたことに実際は全く逆の結果であった。

２．ATAC-seq 解析によるオープンクロマチン領域の同定
　細胞のプログラムは遺伝子発現により規定されている。細胞分化において、エンハンサー領域のクロマチンアクセシ
ビリティの変動は、遺伝子発現に先立って起こる（Regulome 調節）。こうしたエンハンサーのアクセシビリティを評
価するため、ATAC-seq（Assay for Transposase-Accessible Chromatin using sequence）を行い４）、ゲノムワイドに
オープンクロマチン領域を同定し、さらにプロモーターとエンハンサー領域を転写開始点からの距離で分離し、解析を
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行った。ChIP-seq 解析と同様に、野生型 CD4SP 細胞、Id2/Id3 欠損 CD4SP 細胞と Id2/Id3 欠損リンパ腫細胞を使用
し、ATAC-seq 解析を行った。

　更に、H3K4me2（エンハンサー）を母集団とし、H3K27ac, ATAC-seq の結果を合わせて、アクティブエンハンサー
でありオープンクロマチンであるエンハンサーについて、３種類の細胞での比較を行った。

図 3． ATAC-seq によるオープンクロマチン領域の解析
ATAC-seq 解析によるオープンクロマチン領域の解析（プロモーターとエンハンサー）。

　結果、Id2/Id3 欠損 T 細胞では、アクティブエンハンサーでありクロマチンアクセシビリティがあるエンハンサー
（active open enhancer）の絶対数が増加し、さらに新たなエンハンサー領域が open に変化した（図 3、4）。一方、リ
ンパ腫細胞では、逆に active open enhancer が減り、絶対数も明らかに減少した。このことは癌化すると、新たな
Regulome が形成されるよりも、エンハンサーを失う傾向が強いことを意味する。

図 4． オープンアクティブエンハンサー
ATAC-seq 解析と ChIP 解析によるオープンアクティブエンハンサー解析。
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３．T 細胞リンパ腫と p19/Arf の発現抑制
　緒言で述べたように、T 細胞特異的 Id2/Id3 欠損マウスでは、８〜12 ヶ月齢マウスにおいて半数近くで T 細胞リン
パ腫を発生することを報告してきた３）。しかし、３〜４月齢では、リンパ腫の発生を認めないことから、新たな分子機
構がリンパ腫発生に必要であることが想定された。しかしながらその分子機構は未だ明らかでない。リンパ腫の
RNA-seq 法によるトランスクリプトーム解析から、Id2/Id3 欠損 T 細胞では p19/Arf が高発現している一方、複数の
Id 欠損リンパ腫細胞では p19/Arf の遺伝子発現が低下していることを見出した３）。p19/Arf は、p53 依存的に細胞周期
を制御していることで知られ、また腫瘍抑制因子として非常に有名である５）。このことから、p19/Arf の発現抑制がリ
ンパ腫発生の原因ではないかと考え、Id2/Id3 欠損マウスと Ink4a/Arf（Cdkn2a 遺伝子）のトリプルノックアウト

（TKO）マウスの作製を試みた。

図 5． Id2/Id3 Ink4a-Arf TKO マウスの生存曲線とリンパ腫発生
左）Id2/Id3 Ink4a-Arf TKO、Id2/Id3 dKO、Ink4a-Arf KO、 control マウスの生存曲線。
右）TKO、dKO マウスの脾臓写真。

　結果、Id2/Id3/Ink4a-Arf TKO マウスでは、４〜５ヶ月齢で死亡した（図 5）。Ink4a-Arf や Id2/Id3 dKO マウスで
は、６ヶ月齢ではリンパ腫の発生を認めない一方、４ヶ月齢の Id2/Id3/Ink4a-Arf TKO マウスではその殆どが、リン
パ腫の発生を認めた。以上の結果は、Id2/Id3 欠損 T 細胞からのリンパ腫の発生には、Ink4a-Arf の発現抑制が大きく
関与していることを証明する結果である。

考　察

　以上の結果から、Id2/Id3 の欠損がエンハンサーの機能、つまり Regulome 調節に影響を及ぼし、T 細胞を活性化の
状態に変化させていることが明らかになった。リンパ腫細胞との比較から、エンハンサーの数は低下し、オープンクロ
マチン領域も減少しており、癌細胞への変化は単に活性化が極端になっているのではなく、活性化細胞の持つ
Regulome を失い、先鋭化すると考察される。つまり癌細胞特異的な Regulome は、活性化 T 細胞と overlap する一
方、そこからエンハンサーを失う傾向があると推察される。更に Ink4a-Arf の発現が、活性化 T 細胞からリンパ腫へ
の癌化を抑制していることが示唆されたが、では何故、Ink4a-Arf の発現抑制が起こるのか？その分子機構を解明でき
れば、細胞の癌化の道筋の解明に繋がる重要な発見と考えられ、現在、解析を進めている。
　今回の癌化のモデルは、ヒトのサンプルでは行うことが不可能である。何故なら、癌化する origin の細胞が同定さ
れないこと、またその origin の活性化 T 細胞を in vivo から集めることが困難であるからである。今回のマウスモデル
では、それらの問題を解決し、癌化に繋がる過程の分子機構を詳細に解析することが可能であり、基礎研究として大変
意義深い研究課題であると言える。
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