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緒緒  言言  

 
免疫系は、自己と非自己を識別し、病原性微生物や悪性新生物より身体を守る高次の生体防御システムである。哺乳

類では、分子パターンの認識を基盤とし生体防御の初期応答を担う自然免疫系に加え、抗原受容体遺伝子の再構成を伴

う多様性に基づいた獲得免疫系が高度に発達しており、自然免疫系と獲得免疫系の両者の協調作用が効果的な生体防御

に必要であることは広く知られている［1］。 
自然免疫系と獲得免疫系の相互作用の場として、リンパ節に代表される二次リンパ組織が極めて重要であり、二次リ

ンパ組織形成の破綻は生命維持に重大な支障を来す。リンパ節は、胎生期のリンパ組織原基において、リンパ球の一種

であるLymphoid Tissue Inducer（LTi）細胞がLymphoid Tissue Organizer（LTo）細胞と呼ばれる間葉系ストロー

マ細胞に出会うことによって開始される［2］。近年、LTi細胞は、自然免疫様の反応様式を備え、自然免疫系と獲得免

疫系の橋渡しに寄与する自然リンパ球（Innate Lymphoid Cell：ILC）の一種であると再定義された［3］。実際、LTi
細胞は、ILC の共通前駆細胞より出現するとともに［4］、その発生は ILC のサブタイプの一つである ILC3 と同様に

転写因子 RORγt に依存する［5］。しかしながら、LTi 細胞は他の ILC 細胞集団とは発生の様式や機能が異なること

も明らかになっており、どのような分子機構によって LTi 細胞と ILC の分岐がもたらされ、LTi 細胞の特徴が形成さ

れるのかその実態は未だ未解明のままである。 
転写因子は、DNA 上の転写調節領域（プロモーター、エンハンサー、サイレンサー）との相互作用を介して遺伝子

発現を制御し、細胞の分化や性質を規定する役割を担っている［6］。複数の転写因子が協調的、あるいは拮抗的に働き、

最終的に遺伝子発現を通して細胞の状態を形作る。本研究では、転写因子とDNA上の転写調節領域の相互作用によっ

て誘導されるゲノム上のエピジェネティックな変化を捉えることで、LTi細胞の分化に関わる分子機構を明らかにする

ことを主たる目的とする。 
 

方方法法おおよよびび結結果果  

 
11．．AATTAACC--sseeqqにによよるる、、オオーーププンンククロロママチチンン領領域域ププロロフファァイイルル解解析析  

LTi 細胞のオープンクロマチン領域を確認するために、胎児腸管よりCD127 陽性インテグリンα４β７陽性RORγt
陽性のLTi細胞を分離し、ATAC-seq法にてNGSライブラリを作製し解析した。また、RORγt-EGFPレポーターマ

ウスを利用し解析した結果、胎児肝臓にはCD127陰性RORγtloとCD127陽性RORγthiのポピュレーションが存在

することを確認し、これらをLTi前駆細胞と仮定し解析に供した。加えて、LTi系列に対する比較対照細胞として、胎

児肝臓内の未熟な ILC/LTi共通前駆細胞集団であるCommon helper-like ILC progenitors（ChILP）（RORγt陰性）、

またLTi以外のRORγt陽性の細胞集団として ILC3、Th17細胞、γδ17細胞、胸腺DP細胞等も解析に供した。こ

れらのサンプルより得られた有意 ATAC-seq ピークの集合をリファレンスとし、各々の細胞集団の持つピークプロフ

ァイルを数値化し主成分分析（Principal component analysis：PCA）を実施した。その結果、胎児期に出現するLTi
細胞は他の細胞集団とは異なる主成分を保有することが明らかとなった（図 1）。また、LTi 細胞は、成体に存在する

ILC3やLTi様細胞（LTi-like）とも異なるオープンクロマチンプロファイルを保有することも明らかとなり、類似した
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細胞と考えられたこれらの細胞群とも異なる系列であることが示唆された。さらに、共通前駆細胞から RORγtlo、そ

してRORγthiと徐々にLTi細胞のプロファイルに近づく傾向が確認され、胎児肝臓に存在するこれらのRORγt陽性

細胞がLTi前駆細胞である可能性は高いと考えられた。 
 

 

図1．オープンクロマチンプロファイルを用いた主成分分析結果 
ATAC-seq データより、各サンプルのオープンクロマチンプロファイルを算出し、主成

分分析によってサンプル間の類似度を確認した。胎児期に出現するLTi 細胞は、他の細

胞群とは異なる固有のオープンクロマチンプロファイルを保有することが確認された。

また、共通前駆細胞（FL RORγt－ ChILP）からLTi細胞へと徐々に類似度が高まるこ

とが確認され、LTi細胞の分化経路を示していることが示唆された（赤矢印）。 
 
22．．RRoorrcc遺遺伝伝子子領領域域にに出出現現すするるLLTTii細細胞胞特特異異的的エエンンハハンンササーー  

1．にて取得したATAC-seqデータより、LTi細胞に特異的なオープンクロマチン領域を探索した。k-means法を用

いたクラスター分析によって有意な ATAC ピークを分類した結果、胎児期の LTi 系列細胞群（LTi 前駆細胞、LTi 細
胞）において特異的にオープンとなる領域を確認できた（Cluster F、図2a）。このクラスターに含まれる遺伝子領域を

確認した結果、RORγt をコードするRorc 遺伝子領域において、胎児肝臓のRORγthiのLTi 前駆細胞と成熟LTi 細
胞にて特異的にクロマチンがオープンとなる領域が見出された。この領域を LTi 細胞特異的な RORγt エンハンサー

候補領域と考え、Rorc Peak1と命名した（図2b）。我々は既に、RORγt発現に関与するエンハンサー領域を同定し報

告している［7］。今回のATAC-seq解析においても本エンハンサー領域はオープンクロマチン領域として同定され、こ

れをRorc Peak2と定義した。 
33．．RRoorrcc  PPeeaakk11領領域域ににおおけけるる結結合合転転写写因因子子のの探探索索  

Rorc Peak1 領域の DNA 塩基配列より、転写因子結合モチーフの探索を実施した。その結果、複数の転写因子結合

モチーフが見出された。転写因子結合モチーフの存在は必ずしも転写因子の結合を規定するものではないため、当該転

写因子結合モチーフへの転写因子結合を推定するために、ATAC-seqデータより転写因子フットプリント解析を実施し

た。フットプリント解析の結果、レチノイン酸受容体（RAR:RXR）、芳香族炭化水素受容体（AhR）の核内受容体、そ

して転写因子RUNXの結合配列における転写因子フットプリントの存在が確認された（図3a）。さらに、CUT&RUN
法を用いて LTi 細胞における候補転写因子の結合を確認した結果、Rorc Peak 領域における RUNX3 タンパク質の結

合が確認され、RORγtの発現制御におけるRUNX3の関与が考えられた（図3b）。胎児肝臓におけるRUNX3とROR
γt の発現をレポーターマウスにて確認すると、この二つの転写因子の発現には相関性が見出された。発現パターンを

詳細に解析すると、RORγtの発現に先立ちRUNX3が発現する傾向が確認された（図3c）。 
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図2．LTi細胞特異的オープンクロマチン領域 

a）k-means 法によるクラスター分析結果。クラスターF が LTi 系列細胞群において特

異的にオープンとなる遺伝子領域を示す。 
b）LTi 系列細胞特異的オープンクロマチン領域を含む Rorc 遺伝子領域の ATAC ピー

ク。Rorc Peak1がRORγthi以降の分化段階においてオープンとなる。 
 

 
図3．転写因子フットプリント解析によるRorc Peak1結合転写因子の探索 

a） 転写因子フットプリント解析結果。フットプリントは、Tn5 トランスポザーゼによる

DNA切断効率の低い領域として示される。切断効率が低い領域は、転写因子の結合に

よってTn5によるDNA切断から保護されていたと考えられる。クロマチンアクセシ

ビリティの程度とフットプリントの結果から、活性が高いと考えられる領域をフット

プリントスコアとして示した。 
b） LTi細胞における、抗RUNX3抗体を用いたCUT&RUN実施結果。ATAC-seqピー

クに一致する位置にRUNX3の結合が確認された。 
c） レポーターマウスを用いたRORγtとRUNX3の発現解析結果。RORγtとRUNX3

の発現には相関性があると考えられた。また、RORγtの発現に先立ちRUNX3が発

現する傾向が確認された。 
 
44．．RROORRγγtt発発現現ににおおけけるるRROORRγγttのの関関与与  

3．にて実施した転写因子結合モチーフ探索およびフットプリント解析をRorc Peak2へ適用した結果、Rorc Peak2
内に転写因子集積を認めるRORγt結合モチーフを確認した（図4a）。RORγt自身がRORγtの発現を制御する可能

AhR RUNX

RAR/RXR

FL
 C
hI
LP

RO
Rγ
tn
eg

FL
 R
OR

γt
hi

ATAC‐peak

Footprint

Footprint 
score

Rorc Peak1
ATAC‐peak

Footprint

Footprint 
score

Rorc Peak1 Rorc Peak2

Fetal gut LTi
ATAC‐seq peak

Fetal gut LTi
CUT&RUN‐seq 
(anti‐RUNX3)

Fetal gut LTi
Input

a b c

EGFP(RORγt)

td
To
m
at
o(
RU

NX
3)

In
te
gr
in
 α

4β
7

Fetal liver, Lin‐ Gated cells

3



 

性を考え、RORγtを欠損するRORγtレポーターマウスを交配作製し解析した（図4b）。RORγtを欠損したマウス

においてもRORγt-EGFPloの細胞集団は確認された。一方、RORγt の欠損によりRORγt-EGFPhiの細胞集団は消

失した。この結果は、RORγtloからRORγthiに移行する段階でRORγt が関与している可能性を示すと考えられた。 
 

 
 

図4．RORγtによるRORγtの発現制御 
a） Rorc Peak2における転写因子フットプリント解析結果。Rorc Peak2においてRORγt

結合モチーフが確認され、フットプリント解析の結果当該モチーフへの転写因子結合が

示唆された。 
b） RORγt欠損マウスにおけるRORγtレポーターの発現確認。RORγtを欠損するマウ

スでは、ChILP においてRORγt レポーターhigh のポピュレーションを欠損する。こ

れは、RORγtによるRORγt発現上昇の機構が失われた結果を示している可能性があ

る。 
 

考考  察察  

 
リンパ節形成において重要な役割を果たすLTi細胞については、その分化に関わる細胞内分子機構は十分に解明され

たとは言い難い状況にある。本研究では、オープンクロマチン領域を同定するATAC-seq法を基盤としてLTi細胞の分

化を規定する分子機構の解明を試みた。本研究の結果、LTi細胞は他のRORγt陽性細胞集団とは異なる固有のオープ

ンクロマチンプロファイルを保有することが明らかとなった。また、Rorc 遺伝子領域に LTi 細胞特異的エンハンサー

が存在することが示唆され、エンハンサー候補領域へのRUNX3の結合も確認されたことから、RUNX3とこのエンハ

ンサー領域の相互作用を介して転写因子 RORγt の発現が制御され、その結果 LTi 細胞の分化が誘導される可能性が

ある。我々は既に、転写因子RUNX と複合体を形成するCBFβ2 分子がLTi 細胞の分化に関わることを報告している

［7］。さらに最近、RUNX3のリプレッサー活性を高める変異を導入したマウスを作製することによってLTiが消失す

ることを確認した（Kojo S et al., unpublished information）。これらの情報からRUNX3がLTi細胞の分化に関わっ

ており、その機構として、LTi細胞に存在するエンハンサー領域を介してRORγtの発現制御に寄与している可能性が

あると考えられた。 
本研究において、LTi 細胞の保有するオープンクロマチンプロファイルは、類似した細胞集団と考えられる成体の

ILC3 やLTi 様細胞とは異なることが見出された。この結果は、LTi 細胞が胎生期においてのみ分化誘導されるとの解

釈も可能であり、胎生期、特に胎児肝臓内の環境因子がLTi細胞の分化や性質を規定するうえで重要である可能性も考

えられる。現時点では、本研究で見出したエンハンサー領域・転写因子結合モチーフの重要性については依然として不

明である。LTi細胞分化の更なる分子機構の解明により、転写因子活性化の上流因子としての環境因子の役割なども明
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らかになる可能性がある。これらをより詳細に解明するために、まずは今後エンハンサー領域欠損・変異導入マウスの

作製等による更なる詳細解析が求められる。 
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