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緒緒  言言  

 
リンパ球の一つであるナチュラルキラーT（NKT）細胞は、ナチュラルキラー（NK）細胞マーカーと T 細胞抗原    

受容体（TCR）の両方を発現する T 細胞の一種である。活性化した NKT 細胞は他の免疫細胞を共に活性化すること

で、高い抗腫瘍効果をもたらすことが知られている。この特徴からがん免疫治療法への利用が期待されるが、   

NKT 細胞はヒト末梢血中には 0.01～0.1％しか存在せず、試験管内で治療に必要な細胞数まで増殖させることは   

非常に困難である。我々の研究室では、ヒトNKT細胞由来 iPS細胞を再度NKT細胞へと分化させることでこの問題

に取り組んできており、これまでにマウス生体内に移植したヒト iPS細胞由来NKT細胞が腫瘍細胞の増殖を抑制する 

ことを明らかにした［1］。しかしながら計 40 日間にわたる現行の分化誘導法では（図 1）、最終的に Va24、Vb11、
CD3、CD45 全てを強く発現している NKT 細胞の割合は全体の約 20～30％ほどである。がん免疫治療法の実施に  

向けて、十分な細胞量を安定かつ迅速に供給するためには、工程期間の短縮と誘導効率の改善が次の課題である。   

これまでの現行の分化誘導法では、その分化過程で一体どのような遺伝子発現の変遷をかさねた細胞群が最終的に

NKT 細胞へと分化するのか、不明な点が多かった。我々はそれらの遺伝子群とその発現を制御する領域      

（エンハンサー）を明らかにし、人為的にそれらの遺伝子発現を制御することで、分化誘導期間の短縮と誘導効率の  

上昇が可能となるのではないかと予想した。そこで本研究では、現行の分化誘導過程を用いて、NKT 細胞への分化  

運命を規定する発現制御領域（エンハンサー）を同定し、その制御機構を解明することを目的とした。この成果を   

もとに、ヒト iPS細胞からNKT細胞への新規分化誘導法の開発を目指す。 
 

方方  法法  

 
11.. ヒヒトトNNKKTT細細胞胞由由来来 iiPPSS細細胞胞をを用用いいたたNNKKTT細細胞胞へへのの分分化化誘誘導導  
ヒト NKT 細胞由来 iPS 細胞は通常、iMatrix-511 でコートしたディッシュ上にて、AK02N を用いて培養した。  

分化誘導時には iPS 細胞塊を OP9 フィーダー細胞上にて 13 日間培養し、造血細胞系列への分化誘導を行った。    

続いてそれらの細胞群を回収し、OP9-DLL フィーダー細胞上へと移植し、IL-7、SCF3、Flt-3L を添加した培養液中

で 17 日間培養することで、NKT 細胞系列への分化を誘導した。その後回収した細胞群を IL-7、IL-15 を添加した   

培養液中で10日間維持純化培養を行った（図1）。 

 
図1．ヒトNKT細胞由来 iPS細胞からNKT細胞への分化誘導工程 

分化誘導工程は、iPS 細胞から造血細胞系列への分化誘導、次に NKT 細胞系列

への誘導、最後にNKT細胞の純化培養という3段階で行われる。 
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22.. iiPPSS細細胞胞おおよよびび分分化化誘誘導導後後4400日日目目ののNNKKTT細細胞胞ににおおけけるる遺遺伝伝子子発発現現解解析析  
分化誘導前の iPS 細胞と分化誘導後40 日目のNKT 細胞を用いて、どのような遺伝子の発現が大きく変化している

かを明らかにするために、トランスクリプトーム解析（RNA-seq）を行った。NKT 細胞に関しては、分化誘導後    

40 日目の細胞群を Va24 抗体、Vb11 抗体、CD3 抗体、CD4 抗体で染色したのち、さらに死細胞を識別するために   

7-AAD 抗体を用いて染色した。その後、セルソーターを用いて、Va24 抗体、Vb11 抗体、CD3 抗体、CD4 抗体で    

強く染色している細胞群のみを回収し、NKT細胞として全ての実験に用いた。 
33.. iiPPSS細細胞胞おおよよびび分分化化誘誘導導後後4400日日目目ののNNKKTT細細胞胞ににおおけけるるククロロママチチンンププロロフファァイイリリンンググ  
本研究では、まず分化誘導前の iPS 細胞と分化誘導後 40 日目の NKT 細胞という比較的均一性が高く、細胞数が  

豊富なサンプルを用いているものの、今後分化誘導途中の細胞群を用いて同様の解析を行う場合、1．分化途中の細胞

が示す不均一性、2．均質な細胞群の数の少なさ、が障壁となると考えた。そのため、将来的に発生する問題を回避   

するため、少数細胞でクロマチンプロファイリングが行えるCleavage Under Targets and Tagmentation（CUT&Tag）
法が有用であると判断し、その導入を行った。CUT&Tag法は2019年にSteven Henikoff教授らによって開発された

Tn5 トランスポザーゼを利用した実験手法であり、条件を満たせば 1 細胞からクロマチンプロファイリングを行える

という大きな利点がある［2］。実験系の最適化を行ったのち、前項目で明らかとなった、大きな発現変化を示す    

遺伝子群に着目し、これらの遺伝子のプロモーターおよびエンハンサー領域における転写活性あるいはエンハンサー 

活性状態を調べるために、これらの指標となる H3K4me1 と H3K27ac の修飾状態を調べた。また、エンハンサーを 

同定するために、エンハンサー領域の指標となるヒストンアセチル化酵素P300の結合状態を網羅的に調べた。 
 

結結  果果  

  
11．．iiPPSS細細胞胞かかららNNKKTT細細胞胞へへのの分分化化誘誘導導にによよっってて発発現現がが大大ききくく変変動動すするる遺遺伝伝子子群群のの同同定定  
分化誘導前の iPS 細胞および分化誘導後 40 日目の NKT 細胞における遺伝子発現状態を、特に変化が大きかった

500 遺伝子に着目して主成分分析（PCA）にて比較した結果、両者は全く異なっていることを示した（図 2A）。また

NKT細胞のbiological replicate間での差は大きくないことから、分化誘導の実験系は問題ないことが確認できた。 
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 

 

 

図2．iPS細胞からNKT細胞への分化誘導に伴う遺伝子群の発現変動 
A） RNA-seqの結果に基づいた主成分分析。iPS細胞（オレンジ）と分化誘導後40日目のNKT

細胞（緑）の類似性は全くなく、また各replicate間の差もほとんど見られない。 
B） 遺伝子発現の変動を示したヒートマップ。iPS 細胞では発現が強く、NKT 細胞では発現が

低い遺伝子群はCluster I、iPS細胞では発現が低く、NKT細胞では発現が高い遺伝子群は

ClusterⅡへと分類される。 
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次に大きく発現変化を示した遺伝子群に着目し、それらの発現変化をヒートマップにて可視化したところ、iPS細胞

と NKT 細胞での発現に差が見られた遺伝子は大きく分けて二つの Cluster を形成していることがわかった（図 2B）。
iPS 細胞でのみ発現が強く、分化誘導後の NKT 細胞では発現が低いものは ClusterⅠへ、iPS 細胞では発現が低く、

NKT 細胞では発現が高くなるものは ClusterⅡへとそれぞれ分類された。これらの Cluster に含まれる遺伝子群の  

特徴を調べたところ、ClusterⅠは細胞の未分化性維持に関わるものが多く、ClusterⅡは免疫細胞の増殖や活性化に 

関与する遺伝子群がほとんどであった。  
22．．NNKKTT細細胞胞へへのの分分化化過過程程ににおおけけるる遺遺伝伝子子発発現現をを制制御御すするるヒヒスストトンン修修飾飾ののダダイイナナミミッッククなな変変動動  
クロマチンを構成するヒストンタンパク質は様々な修飾を受けることにより、遺伝子の発現を制御することが   

わかっている。一般的に、ヒストンH3タンパク質の27番目のリジン残基のトリメチル化（H3K27me3）は転写抑制

に作用しており、反対にヒストン H3 タンパク質の 27 番目のリジン残基のアセチル化（H3K27ac）とヒストン H3  

タンパク質の4番目のリジン残基のモノメチル化（H3K4me1）は転写活性化に作用している。これらのヒストン修飾

は遺伝子の発現状態にあわせて、遺伝子の転写開始点（TSS）では H3K27me3 あるいは H3K27ac が濃縮し、     

エンハンサーではH3K27acとH3K4me1の蓄積がみられることがわかっている。 
そこで、本研究では RNA-seq から明らかとなった分化過程で大きく発現が変動した遺伝子群に着目し、これらの  

プロモーター領域におけるヒストン修飾の状態がどのようになっているかをCUT&Tag 法を用いて解析した（図 3）。 

iPS 細胞で発現が強い遺伝子が含まれる ClusterⅠにおいては、TSS における H3K4me1 と H3K27ac の濃縮が強い 

ことに加えて、H3K27me3 の濃縮も見られたことから、バイバレントな状態にあることが明らかとなった（図 3 左）。

NKT 細胞では ClusterⅠの遺伝子群は基本的に転写抑制の指標である H3K27me3 の濃縮が高く、H3K4me1 および

H3K27acの濃縮は圧倒的に低かった。反対に、ClusterⅡに含まれる遺伝子群においては、NKT細胞でH3K4me1と

H3K27acの濃縮が圧倒的に高く、H3K27me3の濃縮はほとんど見られない程度であった（図3右）。これらの結果は、

iPS 細胞から NKT 細胞への分化過程においてヒストン修飾状態のダイナミックな変動を伴う遺伝子発現変化が   

行われていることを示唆している。 

  
図3．転写開始領域（TSS）を含む周辺5kb領域内におけるヒストン修飾の状態 

Cluster I（左）とCluster II（右）に含まれる遺伝子群のTSS周辺5kb領域内におけるH3K4me1、
H3K27ac、H3K27me3 のヒストン修飾の状態を、iPS 細胞（実線）と NKT 細胞（点線）で 

比較した。縦軸はnormalized read densityを示す。  
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33．．iiPPSS細細胞胞かかららNNKKTT細細胞胞へへのの分分化化をを制制御御ししううるるエエンンハハンンササーーのの同同定定ととそそのの活活性性状状態態  
iPS 細胞から NKT 細胞への分化誘導過程において、NKT 細胞への分化誘導に必要な遺伝子群の発現を制御する  

エンハンサーを同定するために、エンハンサー領域の指標となるヒストンアセチル化酵素 P300 に着目した。     

特に、P300 の働きによるエンハンサー領域のヒストンアセチル化（H3K27ac）がエンハンサーの活性化には必要で  

あることが知られている［3］。そこでCUT&Tag法を用いて、P300の結合状態を網羅的に解析したところ、iPS細胞

においてP300の強い結合は6,800ヶ所で認められた。これらの領域におけるヒストン修飾状態を iPS細胞と分化誘導

後のNKT 細胞で比較したところ、NKT 細胞においてはP300 結合領域での非常に高いH3K27ac の蓄積が認められ、

反対に H3K27me3 のレベルは減少していることを見出した（図 4）。これらの結果はエンハンサー領域が機能的に   

活性化していることを示唆するものである。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図4．エンハンサー領域周辺5kb領域内におけるヒストン修飾の状態 
iPS細胞で観察されたP300結合領域の周辺5kb領域内における、H3K4me1、H3K27ac、
H3K27me3 のヒストン修飾の状態を、iPS 細胞（実線）と NKT 細胞（点線）で          
比較した。縦軸はnormalized read densityを示す。 

 
考考  察察  

 
ヒトNKT細胞由来 iPS細胞からNKT細胞への分化誘導過程において、どのような遺伝子発現変遷をたどった細胞

群がNKT細胞へと分化していくのかは依然不明のままである。しかしながら、今回の実験結果から、分化誘導処理で

大きく発現変動する遺伝子群の同定と、それらの遺伝子発現制御がヒストン修飾状態と相関していることを明らか  

にした。加えて、P300 のクロマチンプロファイリングにより、NKT 細胞への分化に寄与するエンハンサー候補を   

明らかにすることができた。今後は、分化誘導過程における経時的な遺伝子発現解析およびクロマチン       

プロファイリングを 1 細胞レベルで行うことで、遺伝子発現変動をより詳細に明らかにするだけでなく、NKT 細胞へ

の分化運命を制御するコアエンハンサーの同定とその機能解析を進めていく。 
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