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緒緒  言言  

 
ジェンナーが行った人類初のワクチンは、現在、感染症の予防や治療法として普及しているが、これは我々脊椎動物

の持つ免疫システムの中枢である「免疫記憶」の原理を利用している。生体内で長期間生存する抗原特異的記憶T細胞

は免疫記憶の司令塔としての役割を担っているが、どのような特徴を示す細胞が、いかなるメカニズムで記憶T細胞に

なり、生体内で長期間生存するのか？未だ不明な点が多い。一方、ここ数年間の先行研究にて、T細胞は分化段階（ナ

イーブ→エフェクター→記憶T）に応じて、全く異なる代謝経路を使用していることが示され、代謝物がT細胞の活性

化・機能分化に深く関与していることが推定された［1］。また、我々は脂肪酸代謝酵素の発現量および多くの脂肪酸代

謝物は、ナイーブ→エフェクターの段階で上昇し、エフェクター→記憶T細胞で再度減少することを見出している    
［2，3］。記憶T細胞は静止期の細胞で、活性化したエフェクターT細胞の一部から生まれる。活性化した細胞（ATPの
消費によるAnabolicな代謝中心）からどのように静止期（ATPを産生するCatabolicな代謝中心）の記憶T細胞が生み出

されるのか？もしかしたら、代謝経路をコントロールすることで記憶T細胞の産生を制御できないか？という挑戦的な

疑問に対して答えを出すべく、「免疫記憶を代謝で制御する」ことを目指し研究を推進した。 
 

方方法法おおよよびび結結果果  

 
11．．SSiinnggllee--cceellll  RRNNAA解解析析にによよるる記記憶憶TT前前駆駆細細胞胞のの遺遺伝伝子子発発現現ププロロフファァイイルル  
これまでの我々の研究成果により、エフェクターT 細胞の脂肪酸合成経路を抑えることで効率よく記憶 T 細胞が形

成されることを明らかにしている［4］。また、脂肪酸合成の律速酵素である ACC1 の薬理阻害および遺伝子欠損によ

ってエフェクターT細胞でありながら、記憶T細胞に類似した遺伝子発現プロファイル、および代謝活性を示すことも

見出している。これらの一連の結果から、エフェクター期における脂肪酸合成を抑えることで、効率よく記憶T細胞へ

と分化することが明らかとなった。また、そのメカニズムとして、脂肪酸合成を抑えたCD4＋T細胞は、エフェクター

細胞でありながら記憶 T 細胞に近い代謝プロファイルを示し、エフェクターから記憶 T 細胞へと移行する上での代謝

適応がスムーズにいくことが一因であることが示唆された。 
エフェクターCD8＋T細胞は細胞表面分子の発現パターンから将来記憶CD8+ T細胞への分化能が高い記憶T前駆細

胞（Memory Precursor Effector Cell：MPEC）とエフェクター機能を発揮した後、アポトーシスにより死滅する終末

分化T細胞（Short Lived Effector Cell：SLEC）に大別される［5］。これらの細胞群は、IL-7RaやKLRG1の発現に

加え、mTORCやAMPKの活性レベルの違いにより、記憶T細胞への分化能の違いが規定されていると考えられてい

る。上述の CD4＋T 細胞における脂肪酸合成経路の結果と総合すること、エフェクターCD4＋T 細胞集団の中に記憶 T
細胞へと分化しやすい記憶 T 前駆細胞が存在しており、脂肪酸合成経路を適切にコントロールすることでこの細胞集

団を誘導できる可能性が示唆された。この可能性を検討するため、単一細胞の遺伝子発現プロファイルを解析できる

single-cell RNA解析を行った（図1）。 
図1の右上に示すように、single-cell遺伝子発現解析により、ACC1をはじめとした脂肪酸合成酵素がエフェクター

T細胞ではきれいに2群に分類されることがわかった。また、ナイーブや記憶T細胞ではほとんど全ての細胞が低い発
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現パターンを示した。また、ACC1の発現レベルによってエフェクター細胞集団を分類し、主成分解析（PCA）を行っ

たところ、エフェクターT細胞の中でもACC1 Hiの集団と比較してACC1 Loの集団はACC1欠損細胞と遺伝子発現

プロファイルのパターンが近く、徐々に記憶T細胞に近づいていくプロファイルを示した。さらに、ACC1の発現と相

関、もしくは逆相関する遺伝子について解析を進めたところ、相関する遺伝子についてはPrdm1、Casp9、Ltb4r1な

どをはじめとしたアポトーシス遺伝子や細胞疲弊に関する遺伝子群が多く認められた。一方、ACC1と逆相関する遺伝

子については、Klf2、Ccr7、Tcf7およびFoxo1など記憶T細胞で発現が強く認められる遺伝子や、記憶T細胞形成に

重要な遺伝子が多数認められた。これらの因子の記憶T細胞形成、および脂肪酸代謝への作用についてさらに検討する

べく次項目2の実験を進めた。 
 

 
図1．不均一な脂肪酸代謝による記憶T前駆細胞の誘導 

a） Single-cell RNA解析のデータを用いて主成分解析の結果。ACC1 KO≒ACC1 Lo → 記憶T細胞の順に遺伝

子発現プロファイルが近接している結果が示されている。 
b） 脂肪酸合成酵素の単一細胞レベルでの発現。エフェクター細胞ではこれらの酵素はHiとLoに二分されること

が示されている。一方、ナイーブや記憶T細胞はほとんどすべての細胞がLoであることが示された。 
c） Single-cell RNA解析のデータについてACC1の発現と相関もしくは逆相関する遺伝子についてカイジ二乗

検定により解析を行った。ACC1と相関する遺伝子にはアポトーシス、エフェクター機能細胞疲弊に関連す

る遺伝子群が認められるのに対して、ACC1と逆相関する遺伝子については、細胞生存や記憶T細胞形成に寄

与する遺伝子群の集積が認められた。 
 
22．．CCRRIISSPPRR//CCaass99シシスステテムムにによよるる記記憶憶TT前前駆駆細細胞胞へへのの運運命命決決定定をを制制御御すするる遺遺伝伝子子のの同同定定  

1で得られた記憶T前駆細胞を誘導しうる候補因子についてプライマリーT細胞においても高効率で遺伝子欠損を誘

導できるCRISPR/Cas9システムを用いて検討を行った。CRISPR/Cas9システムについては脾臓より回収したナイー

ブCD4＋T 細胞を抗TCRb抗体で20 時間刺激を行い、刺激後の細胞をPBSで2回洗浄を行った。1×10６個の細胞あ

たりに標的となる遺伝子に対する sgRNA と Cas9 タンパク複合体を 1.5 mg の割合で添加し、Neon Transfection 
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system を用いてエレクトロポレーションにより細胞導入を行った。エレクトロポレーションによる細胞導入 24 時間

後に細胞のpassageを行い、合計96時間培養の後、細胞の解析を行った。標的遺伝子については項目1で得られた結

果をもとにTcf7とFoxo1を選別した。理由として、これらの因子は記憶T細胞で高発現していること、および記憶T
細胞形成にも深く関与していることが挙げられる。特に、Foxo1については脂質代謝とのクロストークについても報告

されており、CD4＋T 細胞においても脂肪酸代謝制御によって巧みに制御がなされているのではないかと考えられる。

実際に、これらの因子について CRISPR/Cas9 システムを用いて記憶 T 前駆細胞形成への作用について解析を行った

ところ、Tcf7やFoxo1の遺伝子欠損により細胞生存能の顕著な低下が示された（図2）。また、CCR7の発現をはじめ

とした記憶 T 前駆細胞を特徴づける細胞表面マーカーの発現について FACS 解析を行ったが、細胞生存能の結果と同

様に、Tcf7やFoxo1遺伝子欠損によりその発現レベルの低下が認められた。 
 

 
図2．Foxo1遺伝子欠損による細胞生存能の低下 

コントロールの細胞と比べてTOFA（ACC1阻害）群ではアポトーシス（PI＋AnnexinV＋）

の抑制が認められた。さらにTOFA 群のFoxo1 をCRISPR/Cas9 システムを用いて遺伝子

欠損を誘導するとアポトーシスがコントロール群と同程度まで上昇することが示された。 
 
33．．不不均均一一なな脂脂肪肪酸酸代代謝謝ににフフォォーーカカススししたた記記憶憶TT前前駆駆細細胞胞をを誘誘導導すするるシシググナナルルのの解解明明  
次に、エフェクターT 細胞における不均一な脂肪酸合成がどのようにして誘導されるか検討を行った。はじめに de 

novo 脂肪酸合成を高感度で定量可能なハイスループットなスクリーニングシステムの確立を行った。Bodipy 493/503
プローブを用いて細胞内の脂肪滴をモニタリングすることが可能である。このシステムを用いて細胞内脂肪酸合成の脂

肪滴への寄与について解析したところ、ACC1欠損細胞ではほぼ完全にシグナルが消失した（図3a）。これは細胞内の

脂肪滴の形成はde novo脂肪酸合成に完全に依存していることを意味している。 
このシステムを用いて、様々なサイトカインの影響について解析したところ、各サブセット特異的なサイトカイン

（Th1では IL-12、Th2では IL-4、Th17では IL-6）によってde novo脂肪酸合成の強度が規定されていることがわか

った。そこで、サブセット特異的なサイトカインの濃度を調節し、脂肪酸合成酵素や記憶T細胞形成に関与する遺伝子

の発現について解析を行ったところ、脂肪滴の結果と同様にACC1やScd2の発現がサブセット特異的なサイトカイン

の濃度依存的に上昇することが示された（図3b）。同様に、細胞疲弊と関連の深いPrdm1の発現も IL-12や IL-4の濃

度依存的な増加が認められた（図3b）。一方、記憶T細胞形成に必須の転写因子Tcf7は IL-12や IL-4の濃度依存的に

低下することが示された（図3b）。これらの結果と一致して、記憶T前駆細胞を特徴づける細胞表面マーカーCCR7と

CD137 の発現についても FACS 解析を行ったところ、記憶 T 前駆細胞を示す CCR7hiCD137lo の細胞集団はサブセ

ット特異的なサイトカインの濃度依存的に減少することが示された。  

コントロール
TOFA (ACC1阻害)

sgControl sgFoxo1

AnnexinV

PI
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図3．不均一な脂肪酸代謝を制御するサイトカインシグナルの同定 
a） コントロールおよびACC1 欠損T細胞における細胞内脂肪滴の結果。ACC1欠損により脂肪滴の形成

が劇的に低下していることが示された。 
b） サブセット特異的なサイトカインの濃度を調節した際の脂肪酸合成酵素、Tcf7 およびPrdm1の遺伝子

発現レベルの結果。ACC1、Scd2およびPrdm1の発現はIL-12やIL-4の濃度依存的に発現上昇するのに

対して、Tcf7の発現はこれらのサイトカインの濃度依存的な発現低下が認められた。 
 

考考  察察  

 
本研究課題では、記憶T前駆細胞がどのような遺伝子プロファイルを示し、またどのようなシグナルを受けて誘導さ

れるかについて中心に取り組んだ。Single-cell RNA 解析の結果から、エフェクターT 細胞は脂肪酸合成に関連する酵

素群の高い細胞集団と低い細胞集団に分類されることが示された。これまでの研究で明らかにしているエフェクター細

胞の脂肪酸合成を抑制することで記憶 T 細胞の形成が促進されることを併せて考えると、エフェクター期において記

憶T 細胞へと分化するポテンシャルの高い記憶T 前駆細胞が de novo 脂肪酸合成のレベルにより分類可能なことが推

察された。実際に脂肪酸合成の律速酵素であるACC1の発現を指標に相関解析を行うと、Tcf7やFoxo1といった記憶

T細胞形成に必須の因子はACC1と逆相関し、Casp9やPrdm1などのアポトーシスや細胞疲弊に関連する因子は相関

する結果が示された。このことからエフェクター期において、脂肪酸合成のレベルが比較的低い細胞集団は遺伝子発現

レベルの観点からも記憶T細胞への分化ポテンシャルの高いことが示された。また、CRISPR/Cas9システムの解析に

よって、Tcf7 やFoxo1 は記憶T 前駆細胞の細胞生存能、および特徴的な細胞表面分子の発現（CCR7 Hi/CD137 Lo）
に影響を与えることが明らかとなった（図 4）。このような不均一な脂肪酸代謝がどのようにして記憶 T 前駆細胞をか

たちづくる遺伝子発現プロファイルに影響を与えているかは依然として不明であるが、Foxo1はPIP2/PIP3（ホスファ

チジルイノシトールリン酸）-Akt経路によって制御されていることから、脂肪酸合成経路によってつくりだされるPIP
を感知し、記憶T前駆細胞とエフェクター細胞の振り分けを行うスイッチとして作用しているのかもしれない。 
また、サブセット特異的なサイトカイン勾配がエフェクターT細胞における不均一な脂肪酸代謝をつくりだす要因と
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なっていることを見出した。今後は、de novo脂肪酸合成がPIP2/PIP3バランスに与える影響、およびサブセット特異

的なサイトカインシグナルとPIP2／PIP3－Akt－Foxo1シグナルの関連について研究を進めることで、記憶T前駆細

胞分化における脂肪酸代謝 checkpointの全容を明らかにしたいと考えている。 
 

 
図4．不均一な脂肪酸代謝による記憶T前駆細胞の誘導 
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