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緒緒  言言  

 
Notchシグナルは、種を超えて高度に保存されており、様々な器官や臓器の発生、細胞の運命決定を司る。Notchシ

グナルの興味深い特徴のひとつが、Notchは受容体として働くのと同時に、転写因子として働く点である。Notchは細

胞膜に局在し Notch リガンドを認識するレセプターとして働くが、リガンドが結合すると、その細胞内ドメイン

（intracellular domain：Notch-IC）が切断され核へ移行し、DNA結合分子RBPJと会合することで転写因子として

働く。Notch シグナルの重要性は、Notch 遺伝子欠損マウスの解析や、ヒトにおける Notch シグナルの破綻が先天性

の発生異常やガンなど様々な疾患を引き起こすことからよく知られている。このことから、Notchシグナルによる細胞

運命決定メカニズムの解明やその制御方法の開発は極めて重要な研究課題と言える。Notchシグナルが時空間特異的な

機能を発揮し、様々な細胞の系列決定や恒常性の維持に必須の働きをしていることは明らかであるが、その一方で、   
たった1つのNotchシグナルがどのように多様な細胞の発生や機能を適切、且つ特異的にコントロールしているのか、

その分子メカニズムについてはほとんどわかっていない。 
我々はこれまで、胸腺におけるT細胞の初期発生を制御する転写因子群［1～3］や、末梢におけるTh細胞サブセッ

トの分化を制御する転写因子［4］について、会合分子のプロテオミクス解析を手がかりに、マルチオミクス解析を行

うことでその作用メカニズムを明らかにしてきた。これらの研究成果から、転写因子による遺伝子発現制御メカニズム

として、転写因子は直接 DNA に結合し遺伝子発現を制御するだけでなく、転写因子や co-factor のゲノム上の結合領

域を変化させることで直接的な DNA 結合を介さずに遺伝子発現をコントロールする、という新しいコンセプト   
（co-factor redeployment model）を提示した［5，6］。これまでに行ってきた転写因子によるT 細胞の運命決定メカ

ニズムの解析について、さらに研究を発展させるため、外界からのシグナルと転写因子ネットワークの相互作用につい

て明らかにしたいと考え、T 細胞の異なる発生段階においてステージ特異的な役割を果たす可能性が示唆されている

Notchシグナルに着目した研究を開始した。本研究では、T細胞をモデルとして、Notchシグナルが発生段階特異的な

機能を発揮し、様々な細胞の運命を同時にコントロールする分子メカニズムの解明を目的とする。 
免疫システムは様々な細胞が協調的に働くことで、恒常性が保たれている。その中でも、T細胞は体内に侵入した病

原体（抗原）を認識し、特異的な免疫応答を引き起こす司令塔として働く。T細胞の発生には胸腺と呼ばれる臓器が必

要で、胸腺はT細胞を作り出すためだけに存在する臓器である。骨髄に存在する前駆細胞が胸腺に移入し、胸腺微小環

境から Notch シグナルを受けることで、T 細胞の分化プログラムがスタートする。胸腺に移入した直後の T 前駆細胞

は成熟T細胞のマーカーであるCD4とCD8をどちらも発現していないため、ダブルネガティブ（DN）細胞と呼ばれ

ている。その後、CD4 陽性CD8 陽性のダブルポジティブ（DP）細胞を経て、特異的な抗原を認識するT 細胞抗原受

容体を発現した T 前駆細胞は、CD4 陽性のヘルパーT（Th）細胞または CD8 陽性の細胞障害性T 細胞へと成熟し、

末梢へ移行する（図1）。DN 細胞は細胞表面分子の発現パターンによりDN1 からDN4 に分類することが出来る。胸

腺に移入直後のDN1-DN2a細胞は、その発生や増殖がNotchシグナルに依存しており、また、T細胞系列以外への分

化能（多能性）を有していることから、この発生段階は前期T前駆細胞（Phase1：Notch-dependent、pre-commitment）
と呼ばれている。その後、DN2b-DN3細胞はすでにT細胞への分化が決定づけられているが、さらなる発生にはNotch
シグナルが必須であることから、後期T前駆細胞（Phase2：Notch-dependent、T-lineage committed）と呼ばれてい
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る（図1）。前期T前駆細胞において、NotchシグナルはT細胞の初期発生に重要な転写因子Tcf7やGATA3、Bcl11b
の発現を誘導する。T細胞への運命決定がなされ、後期T前駆細胞に移行すると、Rag1やRag2、Pre-TCRa、CD3と

いった T 細胞抗原受容体の遺伝子再構成やシグナル伝達に重要な分子群を Notch シグナル依存的に発現するが、これ

らの遺伝子は同じようにNotch シグナルを受けている前期T 前駆細胞では活性化されない。しかし、前期T 前駆細胞

でNotch依存的に活性化されていたTcf7やGATA3、Bcl11bはNotchシグナル非依存的に発現が維持されるようにな

る。このように、Notchシグナルの役割は、T細胞分化の最も初期段階であるPhase1とPhase2で異なることが推測

されているが、その作用機序は不明である。そこで本研究では、ひとつのNotchシグナルがどのように発生段階特異的

な機能を発揮するのか、T細胞初期発生をモデルとし、その分子メカニズムの解明を目指す。 
 

 

図1．本研究の概要 
 

方方法法おおよよびび結結果果  

 
11．．TT細細胞胞のの初初期期発発生生をを制制御御すするる発発生生段段階階特特異異的的ななNNoottcchhタターーゲゲッットト遺遺伝伝子子のの網網羅羅的的探探索索  
これまで、造血幹細胞から T 細胞への分化における Notch シグナルの役割は、Notch や Notch リガンドの loss-of-

function や gain-of-function の遺伝子改変マウスを用いた、個体レベル（steady-state）での解析が主であった。これ

らの解析からT細胞初期分化におけるNotchシグナルの重要性が明らかになったが、ステージ特異的なNotchシグナ

ルの役割については未だ不明な点が多い。我々は、Cas9 を恒常的に発現するマウスの造血幹細胞を骨髄から精製し、

Notch リガンドを発現するストローマ細胞上で培養することで T 細胞の初期発生を再現する方法と、レトロウイルス

による sgRNA の導入を組み合わせることで、ステージ特異的（Phase1 および Phase2）且つ acute（3 日以内）に

Notch 遺伝子欠損の影響を解析する実験系を独自に確立した。実際に、哺乳類に存在する Notch1～4 遺伝子のうち、 
T前駆細胞に発現しているNotch1およびNotch2を欠失させると、レトロウイスル導入後わずか3日で、重要なNotch
ターゲットであり、T細胞マーカーであるCD25の発現がほぼ完全に消失した（図2）。この実験系を用いてNotch遺

伝子を欠損させたPhase1およびPhase2細胞のトランスクリプトーム解析を行うと、面白いことにNotchターゲット

遺伝子は発生段階によって劇的に変化していることが明らかになった（図3）。 
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図2．T前駆細胞の発生段階特異的なNotch受容体欠損システムの確立 

Cas9 を全身性に発現するマウスの骨髄から造血幹細胞を精製し、Notch リガンドを発現するストローマ

細胞上で培養を行いT細胞の初期発生を in vitroで再現した。Notchシグナルを加えてから2日後、まだ

T 前駆細胞が前期T 前駆細胞期（Phase1）にとどまっている間にNotch 受容体に対する sgRNA をレト

ロウイルスにより導入し、その3日後、Notchターゲット遺伝子であり、T細胞マーカーであるCD25の

発現をフローサイトメーターで調べた（上段）。同様の実験を、造血幹細胞にNotchシグナルを加えてか

ら10日後にsgRNAを導入した、後期T前駆細胞（Phase2）を用いて行った（下段）。 
  

 
 

図3．発生段階特異的なNotchターゲット遺伝子 
A) Notch受容体を欠失させた前期（Phase1）、および後期（Phase2）T前駆細胞を用い

てRNA-seq解析を行った。Notch受容体の欠損によって優位に発現が低下、または上

昇した遺伝子（|Log2FC|＞1、FDR＜0.05、RPKM＞1）の数を示した。 
B) 前期 T 前駆細胞特異的に Notch によって活性化される遺伝子の代表例として Tcf7 遺

伝子座におけるRNA-seqの解析結果を示した。 
C) 後期T 前駆細胞特異的にNotch によって活性化される遺伝子の代表例としてMyc 遺

伝子座におけるRNA-seqの解析結果を示した。 
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22．．発発生生段段階階特特異異的的ななNNoottcchh--IICC//RRBBPPJJ結結合合ゲゲノノムム領領域域のの網網羅羅的的同同定定  
Notchはリガンドを認識した後、細胞内ドメイン（intracellular domain：IC）が切断され核へ移行し、DNA結合タ

ンパクである RBPJ と会合することで、直接ターゲット遺伝子座に結合しその遺伝子発現を制御する。Notch-IC や

RBPJに対するクロマチン免疫沈降（ChIP）解析は抗体のqualityが原因で困難であったが、我々は細胞のクロスリン

クの条件検討と、複数のモノクローナル抗体を混合して使用する事で、Phase1およびPhase2細胞におけるRBPJの

ChIPシークエンス解析を行うことに成功した（図4）。Notch遺伝子欠損により発現の変化する遺伝子（differentially 
expressed genes：DEGs）の周辺には、RBPJの結合シグナルが高頻度に認められた（図4）。さらに、Notch シグナ

ルがPhase1特異的なターゲット遺伝子を制御するメカニズムの一部は、NotchシグナルがPhase1特異的な転写因子

であるPU.1の機能に拮抗しているためである事を明らかにした［7］。 
 

 

 
図4．発生段階特異的なNotch-IC/RBPJ結合ゲノム領域の網羅的同定 

A) 前期 T 前駆細胞特異的に Notch シグナルによって抑制される遺伝子 Cebpa の下

流には、前期T前駆細胞特異的なRBPJの結合シグナルが検出された。 
B) 後期T 前駆細胞特異的にNotch シグナルによって活性化される遺伝子Notch3 の

転写開始点付近には、後期T 前駆細胞特異的なRBPJ の結合シグナルが検出され

た。 
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考考  察察  

 
Notchシグナルの破綻がガンを含む様々な疾患の原因となることから、Notchがそれらの疾患の治療標的となってい

る。しかし、Notch阻害剤は重篤な副反応を引き起こすことから臨床応用は難しいとされている。本研究のさらなる発

展により、Notchシグナルが細胞系列や発生段階特異的な機能を発揮するメ分子メカニズムが明らかになり、今後、標

的細胞の種類や発生段階に選択的な副反応の少ない Notch シグナル制御法に関する新しいコンセプトの創出が期待さ

れる。 
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