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118. 制御性T 細胞の発生における長鎖非翻訳RNA の役割解明 
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緒 言 

筆者らはこれまで転写因子Foxp3がTregのマスター制御遺伝子であること［1］、転写因子AML1/Runx1がFoxp3と転

写複合体を形成し、Tregによる免疫抑制機構に重要な役割を担っていることなどを報告し［2］、この分野の開拓者とし

て世界のTreg研究を先導してきた。特に最近ではTreg発生におけるエピジェネティクス制御機構に注目して精力的に研

究を展開しており、胸腺におけるTregの正常発生にはクロマチンリモデリングタンパク質SATB1を介したTreg特異的

なエピゲノム形成が必須であることを見出し、報告している［3］。しかしながらSATB1は様々な細胞でユビキタスに

発現しているためどのようにしてTreg特異性を獲得するのかその詳細な分子機構に関してはまだ未知の部分が多く存

在している。 
近年、ヒトにおいてタンパク質をコードするDNA領域の割合が全ゲノムのたった2%であることが明らかとなって以

降、non-coding RNA（ncRNA）と呼ばれるタンパク質をコードしないRNAが高い注目を集めるようになり、その機

能解析が世界中で精力的に行われている。なかでも、Long non-coding RNA（LncRNA）は200塩基以上のncRNAで
あり、転写因子やクロマチンリモデリング因子のリクルート、タンパク複合体のscaffold （足場）など様々な作用機序

を介して標的遺伝子の発現を制御することで極めて広範囲の高次生命現象に関わることが明らかになりつつある［4］。
さらに最近では、癌やアルツハイマー病など様々な疾患でLncRNAの異常発現が観察されており、その関連性が指摘さ

れていることから、新たなバイオマーカーや分子標的治療薬のターゲットとしても期待されている。免疫系、特にTh
細胞分化においてもここ数年でLncRNAの役割に関する報告が増えてきている［5～7］。しかしながら、Tregの発生機

構におけるLncRNAの役割に関してはまだ報告が無く、未知のままである。 
そこで本研究では、Treg発生に必須であるSATB1を介したTreg特異的なエピゲノム形成に関与する新規LncRNA

を同定し、その役割を明らかにすることでLncRNAを標的としたTregの人為的制御による新たな免疫応答制御法の基

礎を確立することを目的とする。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

制御性T細胞（Treg）は免疫自己寛容の確立・維持において重要な役割を担うことが知られており、その発生機構お

よび免疫抑制機構の解明が現在免疫学の重要研究課題のひとつとされている。 
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方法および結果 
 
これまでに SATB1 は胸腺において Treg 前駆細胞（pre-tTreg）で Treg 特異的なエピゲノムを形成することが明ら

かとなっている［3］。そこで、Treg 発生を制御する新規 LncRNA の同定およびその機能解明を目的として、まず

pre-tTregを含む各Treg分化過程におけるLncRNAの発現を次世代シークエンサーにより網羅的に解析した。具体的

には、我々が独自に作製した Foxp3-GFP レポーターマウスを用いてその胸腺から CD4＋CD8＋（DP）細胞、CD3e＋

CD4＋CD8－CD24＋CD25－GFP－（imCD4SP）細胞、CD3e＋CD4＋CD8－CD24＋CD25＋GITR＋GFP－（pre-tTreg）細

胞、CD3e＋CD4＋CD8－CD25＋GFP＋（tTreg）細胞をそれぞれ 2 × 105個までFACS ソーティングで精製・回収した。

その後、それぞれのサンプルから total RNA をカラムで抽出し、cDNA ライブラリーを作製後、次世代シークエンサ

ーに供した。シークエンス後は、FDR が 0.05 以下、FPKM が 1 以上、ゲノム領域が intergenic、コントロールであ

るDP細胞および imCD4SP細胞と比較して発現が2倍以上、の4条件でデータ解析を行った結果、pre-tTreg細胞で

高発現するLncRNAとして108個のLncRNAを候補因子として選出した（図1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図1．pre-tTregで発現が高い新規LncRNAsのヒートマップ 
胸腺における各分化過程の細胞を用いてRNAシークエンスを行った。その後、①FDRが0.05以下、②FPKMが

1以上、③ゲノム領域が intergenic領域、④コントロールであるDPおよび imCD4SPと比較して発現が2倍以上、

の4条件で解析を行い、pre-tTregで発現の高い108個の新規LncRNAsを選出した。 
 
次に、SATB1 を介した Treg 特異的なエピゲノム形成に関与する LncRNA をさらに絞り込むため、SATB1 を標的

としたRIP（RNA immunoprecipitation）シークエンスを行うことでpre-tTreg細胞でSATB1と結合しているLncRNA
を網羅的に解析した。具体的には、Foxp3-GFP レポーターマウスの胸腺から pre-tTreg 細胞および imCD4SP 細胞を

FACSソーティングで精製・回収し、細胞を溶解した。その後、抗 IgG抗体もしくは抗SATB1抗体で免疫沈降を行い、

Trizol によって SATB1 と共に沈降してきた RNA を抽出することで SATB1 に結合する RNA を回収した。そして、

cDNA ライブラリーを作製して次世代シークエンサーに供した。シークエンス後は、FPKM が 1 以上、ゲノム領域が

intergenic領域、コントロールである imCD4SP細胞と比較してpre-tTreg細胞のIP後のサンプルで発現が2倍以上、

RNAシークエンスで選出したpre-tTregで発現が高い108個のLncRNAsに含まれる、の4条件でデータ解析を行っ

た結果、興味深いことに21個の新規LncRNAsを機能性のpre-tTreg特異的LncRNAの候補因子として選出した（図

2）。 
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図2．pre-tTregで発現が高く、SATB1と結合する新規LncRNAsのヒートマップ 
pre-tTreg 細胞および imCD4SP 細胞を用いてSATB1 を標的としたRIP シークエンスを行った。

①FPKMが1以上、②ゲノム領域が intergenic領域、③コントロールである imCD4SP細胞と比

較して pre-tTreg 細胞の IP 後のサンプルで発現が 2 倍以上、④RNA シークエンスで選出した

pre-tTreg で発現が高い108 個のLncRNAs に含まれる、の 4 条件で解析を行い、pre-tTreg で発

現が高く、かつSATB1と結合する21個の新規LncRNAsを選出した。 
 

転写因子や修飾酵素など多くのタンパク質は他のタンパク質と相互作用し、複合体を形成することでその機能を果た

すことが知られている。そこで、SATB1によるTreg特異的なエピゲノム形成に関与する共同因子の同定を目的として

既知のクロマチン再構成複合体の構成因子に焦点を絞り共免疫沈降法によりSATB1と相互作用する因子の探索を網羅

的に行った。その結果、転写因子XがSATB1とCD4陽性胸腺細胞において結合することを見出した（図3）。さらに

興味深いことに、RNase A処理を行うことでSATB1と転写因子Xの結合が消失することから、SATB1はRNAを介

して転写因子Xと複合体を形成することが示唆された（図3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図3．SATB1はCD4陽性胸腺細胞においてRNAを介して転写因子Xと結合する 
CD4陽性胸腺細胞由来の細胞溶解液をRNase A処理もしくはそのまま用いてSATB1を標的と

した免疫沈降を行い、その後に転写因子Xで検出を行なった。 
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考 察 

 

本研究によりpre-tTreg細胞で発現が高く、かつ転写因子SATB1と結合する21個の新規LncRNAsをTregの発生

機構に関与する機能的な LncRNA の候補因子として選出できた。さらに、胸腺細胞における SATB1 の結合因子とし

てクロマチン再構成複合体の構成因子の一つである転写因子Xを新たに同定し、その結合にはRNAが必須であること

が明らかとなった。LncRNA はタンパク質複合体のスキャホールド因子として作用することが知られているため、こ

れまでの結果からSATB1 はpre-tTreg 細胞においてLncRNA を介して転写因子X とクロマチン再構成複合体を形成

している可能性が示唆された。今後は、今回選出した21個全てのLncRNAに関してアンチセンスオリゴを用いたノッ

クダウン実験を行うことでSATB1 と転写因子X の結合に関与するLncRNA の同定を試み、さらにはTreg の発生に

及ぼすその役割についても検討を進めたいと考えている。 
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