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１． 研究のねらい 

T 細胞および B 細胞は感染防御において互いに協調し合いながら重要な役割を果たす。T

および B 細胞がその機能を発揮するためには分化・成熟過程においてそれぞれの細胞の運

命が厳格に制御・維持されなければならない。この維持にはクロマチンレベルのエピジェネテ

ィックな転写制御が必要であると考えられ

るが詳細は明らかでない。我々は最近、ポ

リコーム群タンパクが T 細胞の分化過程お

よび成熟後の維持に不可欠であることを見

いだした（未発表）。驚くべき事にポリコー

ム タ ン パ ク 複 合 体 の 構 成 分 子 で あ る

Ring1A および Ring1B を欠いた T 細胞は B

細胞へ運命転換されることが明らかとなっ

たのである（図１）。本研究ではこのポリコ

ームタンパクによる T 細胞系列のアイデン

ティティーの確立及び安定性維持機構を解明することを目的とする。本研究により免疫細胞の

運命維持におけるエピジェネティック制御機構が明らかになるだけでなく、将来的に白血病発

症機序の解明、免疫細胞を用いた新しい細胞療法の開発に結びつくと考えられる。 

  

 

２． 研究成果 

（１）概要 

本研究ではRing1A/Bダブルノックアウトマウスの胸腺細胞を用いてポリコームタンパクがT

細胞の生成過程においてその運命の確立・維持にどのように関わっているかを明らかにする

ことを目的に研究を行った。まず、Ring1A/B の T 細胞分化における機能を明らかにするため

に、Lck-CRE トランスジェニック（Tg）マウスと Ring1A-/-Ring1Bflox/flox マウスを掛けあわせること

により T 細胞特異的 Ring1A/B コンディショナルノックアウト（cKO）マウスを作成した。このマウ

スの胸腺を解析したところ、T 細胞分化が未分化な段階で顕著に阻害されていた。次にこの

マウスの T 前駆細胞の分化能を調べるために、放射線照射した NOG マウスへ移植したとこ

ろ、驚いたことに移植後４〜６週後に骨髄および脾臓において B 細胞様細胞が検出された。こ

の細胞が T 細胞由来であるかどうか確かめるためにゲノム DNA の遺伝子再構成の状態を調

べた。その結果、運命転換された B 細胞では免疫グロブリン（Ig）の DH-JH、VHDH-JH、

V -J 2、 V -J 5 および V 1-J のすべての遺伝子座においてオリゴクローナルな遺伝子再

構成が認められた。また、同様に T 細胞受容体（TCR） D -J 2.6、V -J 2.6 についても多様

図１. Ring1A-/-Ring1B-/- T（前駆）細胞 

   の B 細胞への運命転換 



 

な再構成バンドが検出された。このことは既に TCR 鎖遺伝子再構成を開始していた、すなわ

ち T 系列へ運命決定されていた T 前駆細胞が B 細胞へ運命転換し、多様な遺伝子再構成パ

ターンを持つ B 細胞クローンを生成していることを示している。次に運命転換された B 細胞の

機能を調べるために、Cdkn2a, Ring1A/B TKO マウス胸腺の T 前駆細胞を移植した NOG マウ

スから脾臓の B 細胞を採取し、CSFE ラベルした後 LPS によって刺激した。培養４日後に細胞

を回収し FACS を用いて解析したところ、この B 細胞は正常な脾臓 B 細胞と同様の増殖を示

した。また、培養液中にIgM抗体を産生していた。従ってRing1A/B欠失により運命転換された

B細胞は、少なくともin vitroにおいてB細胞として一定の機能を有することが明らかとなった。

最 後 に T 細 胞 分 化 に お け る Ring1A/B の 役 割 を 明 ら か に す る た め に 、 

LckCRE-Ring1A-/-Ring1Bfl/fl Pax5fl/fl(TKO)マウスを作成し、このマウスの胸腺および脾臓細胞

をFACSによって解析した。驚いたことに胸腺細胞数はコントロールのRing1A-/-Ring1Bfl/flマウ

スとほぼ同程度まで回復していた。このことから T 細胞分化においては転写因子 Pax5 が

Ring1A/B の重要な標的遺伝子の一つであることが明らかとなった。 

（２）詳細 

1) T 細胞特異的 Ring1A-/-Ring1Bflox/flox コンディショナルノックアウト（cKO）マウスの作成およ

び解析 

Ring1A/B の T 細胞分化における機能を

明らかにするために、T 細胞特異的に CRE

タンパクを発現する Lck-CRE トランスジェ

ニック（Tg）マウスと Ring1A-/-Ring1Bflox/flox

マウスを掛けあわせることにより Ring1A/B

コンディショナルノックアウト（cKO）マウスを

作成し解析を行った。このマウスから T 細

胞を作る器官である胸腺を採取し、胸腺細

胞を T 細胞分化マーカーである CD4 および

CD8 で染色した。これをフローサイトメータ

ー（FACS）により解析すると Ring1A 単独の

欠損マウスでは T 細胞分化に全く異常が認められなかったのに対して Ring1A/B cKO マウス

では、T 細胞分化が未分化な CD4-CD8- (Double negative: DN)段階で顕著に阻害されていた

（図２）。この変異マウス由来胸腺細胞の遺伝子発現プロファイルを正常な胸腺細胞と比較し

たところ、ポリコームタンパクのターゲットである p16Ink4a/p19Arf の脱抑制と共に、B 細胞分化に

必須の転写因子である Ebf1、Pax5 及び B 細胞特異的遺伝子（Cd79a, Cd79b, VpreB1, 

など）の脱抑制が見られた。さらに変異マウス胸腺細胞では細胞表面に B 細胞特異的マーカ

ーである CD19 の発現が認められた。そこでこの胸腺 T 前駆（DN3）細胞の B 細胞への分化能

を調べるために LckCre-Cdkn2a-/-Ring1A-/-Ring1Bfl/fl TKO マウスより採取した胸腺 DN3 細胞

を放射線照射した免疫不全マウス（NOG マウス）に移植した。４週間後にマウスを解析したと

ころ、驚くべき事に、骨髄および脾臓から胸腺細胞由来の B 細胞が検出された。この細胞は

表面に IgM を発現していたが TCR の発現は認められなかった（図３）。さらに DN3 細胞だけで

なくより分化の進んだ CD4+CD8+ (Double positive: DP)細胞を移植しても同様の結果が得られ

図２. LckCre-Ring1A-/-Ring1Bfl/fl マウ

ス   



 

た。この結果はポリコームタンパクが T

細胞としてのアイデンティティーの確

立・安定性維持に必須であることを示

唆している。 

次にポリコームタンパクの DP 段階以

降 の 役 割 を 明 ら か に す る た め に

Lck-CRE Tg マ ウ ス の 代 わ り に

CD4-CRE Tgマウスを用いて解析した。

CD4CRE-Ring1A-/-Ring1Bfl/fl マウスの

胸腺、脾臓を調べたところ、いずれにお

いても T 細胞分化は正常で殆ど異常が

認められなかった。この結果はDP段階

以降の分化・成熟に Ring1A/B は必須

でないことを示している。 

 

2)運命転換された B 細胞の遺伝子再

構成の解析 

以上の解析から Ring1AB Cdkn2a 

TKOマウスの胸腺T前駆細胞はB細胞

へ運命転換することが示唆された。しかし、このB細胞が本当にT細胞由来であるかどうか明

らかではない。そこで運命転換した B 細胞からゲノム DNA を精製し、PCR 法を用いて TCR

鎖及び IgH, IgL 鎖の遺伝子再構成を調べた。まず、IgH 鎖 DH-JH、VHDH-JH、および IgL 鎖

V -J 、V -J ,について解析を行った。その結果、運命転換された B 細胞では DH-JH、

VHDH-JH、V -J 2、 V -J 5 および V 1-J のすべての遺伝子座においてオリゴクローナル

な遺伝子再構成が認められた。また、同様に TCR D -J 2.6、V -J 2.6 についても解析したと

ころ、いずれにおいても多様な再構成バンドが検出された。このことは、運命転換の頻度は低

いものの、既に TCR 鎖遺伝子再構成を開始していた、すなわち T 系列へ運命決定されてい

た T 前駆細胞が B 細胞へ運命転換し、多様な遺伝子再構成パターンを持つ B 細胞クローン

を生成していることを示している。さらに、この運命転換をよりはっきりと証明するために TCR

鎖および IgH 鎖の両方の遺伝子再構成を１個の細胞から検出する実験系を開発し、少なくと

も５クローンにおいて両方の遺伝子座の遺伝子再構成を検出することに成功した。このことは

T 前駆細胞が B 前駆細胞へ運命転換したことを確証している。 

 

3) 運命転換された B 細胞の機能解析 

運命転換された B 細胞の機能を調べるために、Cdkn2a, Ring1A/B TKO マウス胸腺の DP

細胞を移植した NOG マウスから脾臓の B 細胞を採取し、CSFE ラベルした後 LPS によって刺

激した。培養４日後に細胞を回収し FACS を用いて解析したところ、この B 細胞は正常な脾臓

B 細胞と同様の増殖を示した。また、培養液中の抗体量を解析したところ、IgM 抗体を産生し

ていた。しかし IgG抗体は検出されなかったことから、ポリコームタンパクがクラススイッチに重

要であることが示唆された。従って Ring1A/B 欠失により運命転換された B 細胞は、少なくとも

図３. LckCRE-Cdkn2a-/-Ring1A-/-Ring1Bfl/fl  

   マウスの胸腺T前駆細胞からB細胞へ 

   の運命転換 



 

in vitro において B 細胞として一定の機能を有することが明らかとなった。 

 

4) 胸腺 T 細胞における Ring1B の ChIP 解析  

T 細胞分化における Ring1B の機能を更に詳しく調べるために、正常なマウスより胸腺 T 細

胞を採取し、網羅的なクロマチン免疫沈降（ChIP-on-chip）解析を行った。Ring1B の EBF1, 

PAX5, IRF4 および IRF8 遺伝子の転写制御領域への結合を調べたところ、いずれも胸腺 T 細

胞において高い結合が認められた。同様に H3K4me3 の割合を調べたところ、EBF1 領域には

比較的高い頻度で認められたものの、それ以外の領域には認められなかった。一方、ポリコ

ームタンパクが制御していることが知られている H3K27me3 はすべての遺伝子の転写調節領

域において認められ、Ring1B の結合と一致していた。これら B 細胞関連遺伝子座における

Ring1B の結合および H3K27me3 の結果は ChIP-PCR によっても確認された。このことは

EBF1, PAX5, IRF4 および IRF8 の発現が正常な胸腺 T 細胞ではほとんど認められないことと

一致している。これらの結果から胸腺 T 細胞では Ring1B が少なくとも EBF1, PAX5, IRF4 およ

び IRF8 の発現を直接制御することによって、B 細胞への運命転換を抑制していることが示唆

された。 

 

5)  LckCRE-Ring1A-/-Ring1Bfl/fl マウスと Pax5 fl/fl マウスを掛け合わせると T 細胞分化は回

復するか？ 

これまでの解析から、T 細胞分化過程におけるポリコームのターゲット遺伝子の一つとして

Pax5 が示唆された。そこで T 細胞分化における Ring1A/B の役割を解析するために、 

LckCRE-Ring1A-/-Ring1Bfl/fl Pax5fl/fl(TKO)マウスを作成し、このマウスの胸腺および脾臓細胞

をFACSによって解析した。驚いたことに胸腺細胞数はコントロールのRing1A-/-Ring1Bfl/flマウ

スとほぼ同程度まで回復していた。また T 細胞の各分化段階（DN, DP, CD4SP, CD8SP）の割

合をコントロールの Ring1A-/-Ring1Bfl/fl マウスと比較したところ、いずれにおいても殆ど差が認

められなかった。さらに脾臓の T 細胞についても同様に解析したところ、コントロールと同程度

の成熟 T 細胞が認められた。このことから T 細胞分化においては Pax5 が Ring1A/B の重要

な標的遺伝子の一つであることが明らかとなった。 

 

 

３． 今後の展開 

以上の結果から、ポリコームタンパクが Pax5 の発現を抑制することにより T 細胞系列へ決

定後の運命維持に重要な働きをすることが明らかとなった。ただし、ポリコームが重要なのは

胸腺 DP 細胞段階までで、これ以降は必須でない。今後は Ring1AB-DKO, Ring1AB 

Cdkn2a-TKO および Ring1AB Pax5-TKO の胸腺細胞の遺伝子発現を比較することにより、ポリ

コームの機能を明らかにしたい。現在行なっている RNA-Seq と ChIP-Seq 解析を組み合わせる

ことにより、正常な T 細胞分化過程において、あるいはポリコームを欠損させることによって起

こるB細胞への分化転換過程においてエピジェネティックな変化がどのように起こっているのか

を網羅的に解析する。また、ポリコームの標的遺伝子として EBF1 も予想されるが、EBF1KO マ

ウスと Ring1A/B DKO マウスを掛け合わせることにより、PAX5 と同様に T 細胞分化が回復す

るのかどうか検討する。このようにして T 細胞と B 細胞が生成される過程でポリコームがどのよ



 

うに働いているのかを明らかにしたい。また、ポリコームは白血病との関連も示唆されているの

で将来的には白血病の発症機構の解明に結びつくように努力したい。 

 

 

４． 評価 

（１）自己評価 

（研究者） 

本研究では Ring1A/B ダブルノックアウトマウスの胸腺細胞を用いてポリコームタンパクが T

細胞の生成過程においてその運命の確立・維持にどのように関わっているかを明らかにする

ことを目的に研究を行った。上記の通り、Ring1A/B ダブルノックアウトマウスの T 前駆細胞は

B 細胞へ運命転換することが明らかとなった。また、転写因子である Pax5 が T 細胞分化にお

けるポリコームタンパクの最も重要な標的遺伝子の１つであることも明らかとなった。途中、実

験系の確立やマウスの掛け合わせなどに予想以上に時間がかかる部分もあったが、ほぼ当

初の計画通り、データを得ることができた。研究費も予定通り執行された。現在論文を作成し

ており、投稿の準備中である。今後速やかに publish 出来るよう努力したい。また、このさきが

け領域では様々な仲間と出会い、見聞を広めることができた。領域内での共同研究も進行中

である。今後は細胞分化におけるエピジェネティック制御機構の解明に取り組み、免疫細胞に

とどまらず、様々な細胞の分化・発生過程にポリコームを含めたエピジェネティクスがどのよう

に関与しているのか明らかにしたい。また、正常な分化過程から逸脱した白血病などがんの

発症機構の解明にも取り組み、新しい治療法の開発に結びつくよう努力したい。 

 

（２）研究総括評価（本研究課題について、研究期間中に実施された、年２回の領域会議での

評価フィードバックを踏まえつつ、以下の通り、事後評価を行った）。 

（研究総括） 

T細胞および B細胞がその機能を発揮するためには分化・成熟過程においてそれぞれの細

胞の運命が厳格に制御・維持されなければならない。しかしその詳細は明らかでなかった。伊

川氏はポリコーム群タンパクが T 細胞の分化過程及び成熟後の維持に不可欠であることを見

出した。ポリコーム（PRC1）の構成因子である Ring1AB のノックアウトマウスが、T 細胞から B

細胞への運命転換の表現型を示したのである。また、ポリコームの重要な標的として Pax5 を

同定した。このことより、ポリコームがT 細胞の分化状態の維持に必要であることの発見、また、

免疫細胞の細胞系譜決定の機構の一つを解き明かしたその功績は大きい。伊川氏は免疫に

限らず細胞の分化・発生過程のエピジェネティックなメカニズムに関心があり、研究レベルも高

く、その解明は基盤的研究なのでいずれ治療に結びつく社会・経済的波及効果が期待でき

る。 
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