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略語一覧  
+ (上つき)：陽性 
– (上つき)：陰性 
high (上つき)：高発現 
low (上つき)：低発現 
–/–マウス：遺伝子欠損マウス 

AICE ： AP-1-IRF composite element (GAAATGA(G/C)TCA あ る い は

TGA(G/C)TCANNNNGAAA) 
A384T Spl+LN細胞：Foxp3A384Tマウスの脾臓およびリンパ節細胞 
A384T Foxp3+ Treg：Foxp3A384Tマウスから取得した Treg 
C2 GlcNAcT：Core 2 β-1,6-N-acetylglucosaminyltransferase 
bp：base pair 

DC：樹状細胞 

EAE：Experimental autoimmune encephalomyelitis 
E-sel lig：E-selectin ligand 
FACS：Fluorescence-activated cell sorter 

FCM：フローサイトメトリー 

FPKM：Fragments Per Kilobase of exon per Million mapped fragments(100
万 Read中で遺伝子のエクソン 1Kbにマッピングされた Tag数) 
GO：Gene ontology 
HBSS：Hanks’ balanced salt solution 

IL-：Interleukin- 
IP：免疫沈降 
IPEX syndrome ： immunodysregulation polyendocrinopathy enteropathy 
X-linked syndrome 
mAbs：モノクローナル抗体 

MGI：Mouse Genome Informatics 
naïve T細胞：CD44lowCD62LhighFoxp3–CD4+ T細胞 
P-sel lig：P-selectin ligand 
R397W Foxp3+ Treg：Foxp3R397Wマウスから取得した Treg 
RV：レトロウィルス 
-RV：-レトロウィルス強制発現 
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SD：標準偏差 
TCR：T細胞受容体 

Treg：制御性 T細胞 

Tconv：通常型 T細胞 

TSS：転写開始点 
WT：野生型 
自己寛容：自己免疫応答抑制機構 
Treg特徴的遺伝子：Foxp3+ Tregで Foxp3– Tconvと比べ発現が高いもしくは低
い遺伝子 (本論文の第二章以降では 2 倍以上発現が高いもしくは低い遺伝子の
ことを Treg特徴的高発現遺伝子、Treg特徴的低発現遺伝子とよぶ) 
 
Footnote 
1. 本論文では抑制能の有無に関わらず便宜的にFoxp3+ T細胞をTregとよぶこ
とにする。 
2. 本論文では Foxp3hCD2マウスを使用しており、hCD2+ 細胞を Tregとして扱
っている。本文中(第七章を除く)においては、混乱を避けるため、hCD2+ 細胞
を Foxp3+ 細胞と記述する。 
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第一章 序論  
第一節 歴史的背景 
1. 制御性 T 細胞 
1-1. 制御性 T 細胞の発見と機能 
	
 免疫系は自己/非自己を区別し、非自己である外来抗原を認識し攻撃、排除す
る一方で、自己抗原を攻撃、排除せず生体の恒常性を維持する洗練されたシス

テムである[1,2]。 
	
 免疫系が自己を認識、攻撃しない仕組みのひとつとして、自己抗原とアフィ

ニティーの高い T細胞受容体(T cell receptor, TCR)を有する T細胞が胸腺で成
熟する過程で胸腺髄質上皮細胞(medullary thymic epithelial cell, mTEC)によ
って提示される自己抗原からのシグナルを受けてアポトーシスを起こす

Negative selectionが知られている[3,4,5]。一方、Negative selectionを逃れた
自己反応性 T 細胞が末梢においても存在することが知られており[6,7]、これら
は自己を攻撃する能力を有するが、通常、ヒト、マウスでは T 細胞が自己を過
剰に攻撃し自己免疫疾患を誘発することはない。以上のことから、末梢におい

て自己に対する免疫応答を抑制する仕組みの存在が示唆されてきたが、その実

体は明らかでなかった。 
	
 末梢における自己免疫応答抑制機構(自己寛容)には、自己反応性 T細胞が末梢
で自己抗原と遭遇することでアナジーを生じる/除去される受動的な自己寛容と、
自己反応性 T 細胞を積極的に抑制する細胞が存在する能動的な自己寛容が存在
すると考えられる。1980年代に、T細胞亜集団の一部を除去した場合に自己免
疫疾患が発症すること、さらに新生児胸腺摘出(Neonatal Thymectomy)によっ
て生じる自己免疫疾患が T 細胞亜集団の移入によって抑えられることが発見さ
れ、T細胞集団内に自己反応性 T細胞を積極的に抑える集団、抑制性 T細胞が
存在すること、また、抑制性 T 細胞による能動的な自己寛容が末梢における恒
常性維持に重要な役割を果たすことが示唆された[8,9,10]。しかしながら、抑制
性 T細胞の実体が何であるかについては依然として不明であった。 
	
 1995年に IL-2 receptor α-chain(CD25)を発現する CD25+ T細胞が CD25– T
細胞により誘発される様々な自己免疫疾患を抑制することが発見され[11]、
2003 年にヒトに生じる致死的な自己免疫疾患である immunodysregulation 
polyendocrinopathy enteropathy X-linked syndrome (IPEX syndrome)および
致死的な自己免疫疾患を発症するマウス Strain である Scurfy マウスの疾患原
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因遺伝子である転写因子 FOXP3(ヒト)/Foxp3(マウス)が CD4+CD25+ 抑制性 T
細胞の分化に重要な役割を果たすことが示されたことで[12,13,14,15,16,17,18]、
末梢において能動的な自己寛容を誘導する実体“Foxp3+CD25+ 制御性 T 細胞
(Regulatory T cell, Treg)”が明らかとなった。さらに、上述したように Foxp3
が欠損することで機能的 Tregが欠損した場合、致死的な自己免疫疾患が発症す
ることから、末梢における自己寛容のうち Tregによる能動的な自己寛容が重要
な役割を果たすことも示された。その後の研究により、Tregは自己寛容ばかり
でなく、外来抗原、癌抗原に対する免疫応答[19,20]、移植抗原に対する免疫応
答[21]など様々な免疫応答を抑制することが明らかとなった[22]。 
	
 様々な疾患における Treg の重要性が示唆されたことから、Treg が免疫を抑
制するメカニズムについて精力的な研究が行われ、Tregは多様なメカニズムで
免疫応答を抑制的に制御することが現在までに示されている。代表的な抑制機

構としては IL-10 などの免疫抑制サイトカイン産生[23]など液性因子による抑
制と、CTLA-4 による樹状細胞上の共刺激分子の発現低下[24,25]など細胞接着
に依存する抑制が知られているが、依然として Tregが in vivoで抑制能を発揮
する分子基盤の全容は明らかでなく、今後のさらなる解析が期待される[26,27]。 
 
1-2. 制御性 T 細胞に特徴的な遺伝子発現調節機構 
	
 Foxp3を欠損した CD4+CD25+ Tregが抑制能をもたないこと[16,18]、Foxp3
を強制発現した T細胞が抑制能を有すること[15] から Foxp3が Tregの抑制能
を制御していることはまぎれもない事実である。また、Tregにおける機能分子
である CD25、CTLA4、GITRなどの発現が Foxp3強制発現により亢進する[15]
ことからも Foxp3 が Treg において重要な転写因子であることが示唆されてい
た。 
	
 一方で、Foxp3 ノックアウト GFP ノックインマウスの解析から Foxp3 が発
現しなくとも GFPを発現し、いくつかの Treg特徴的遺伝子発現パターンを示
す”Wannabe” Treg が分化することが明らかとなってきた[28,29]。さらに、
Foxp3を T細胞に強制発現した場合にMock強制発現 T細胞と比較して発現変
動する遺伝子群および Foxp3 ノックアウト GFP ノックインマウスから取得し
た GFP+ T 細胞において Foxp3+ Treg と比較して発現変動する遺伝子群は、
Foxp3+ Tregにおいて Foxp3– Tconvと比較して発現変動する遺伝子群全てを反
映しないことが明らかとなった[30,31]。これらの報告をもとに、Tregに特徴的
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な遺伝子発現パターンは Foxp3ばかりでなく他のファクターによっても調節さ
れていることが示唆され、そのファクターに関する研究が進んでいった。その

結果、Foxp3は単独ではなくRunx1, NFAT, Eos (Ikzf4), phospho-STAT3, IRF4, 
T-bet, GATA3, RORγt, RORα, Foxo1, Foxo3, Satb1, HIF-1αなど様々な転写因
子と協調/競合して Treg 特徴的な遺伝子発現パターンをつくりだすという報告
[32,33,34,35,36,37,38,39,40,41,42]と、Foxp3 とは独立した Epigenetic な制御
により Treg の遺伝子発現の一部が規定されるという報告[43]がなされ、Treg
特徴的遺伝子群は、Foxp3および Foxp3と協調する転写因子、Foxp3とは独立
した Epigeneticな制御により創りだされると考えられるようになった。 
 
1-3. 制御性 T 細胞の生体内における局在とその意義 
	
 2004年にDr. Thomas SchwarzらのグループはUVにより誘導されるハプテ
ン特異的なTregがハプテンにより誘導される接触過敏症を抑制出来るかを検証
した。彼らは、UV照射した皮膚にハプテンを塗布したマウスから取得したリン
パ節細胞(これらがハプテンの種類特異的な抑制能をもち CD4、CD25を発現す
ることから、Schwarz らはこれらの細胞群をハプテン特異的 Treg としている)
を接触過敏症の感作前に“血管内投与”した場合、接触過敏症の炎症を抑制出

来るが、感作後から惹起前までに“血管内投与”した場合、接触過敏症の炎症

を抑制出来ないことを明らかにした。一方、彼らは、感作後惹起前までにハプ

テン特異的 Tregを惹起部位に“皮内投与”した場合、接触過敏症の炎症を抑制
出来ることを明らかにした。この結果は、ハプテン特異的な Tregが接触過敏症
炎症を抑えるためには、炎症惹起部位に“存在する”ことが重要であることを

強く示唆しており、本研究以降、Tregが抑制能を発揮するためには炎症を抑制
すべき組織に局在することが重要であると考えられるようになった[44,45]。 
	
 その後、マウスおよびヒトにおいて、皮膚、肺、腸管、肝臓、脂肪組織、胎

盤、筋肉などの様々な非リンパ組織において Tregが存在することが示され、そ
れら非リンパ組織に Tregが“存在する”ことで組織における炎症抑制及び恒常
性維持が制御されていることが確認された[46,47,48,49,50,51,52,53]。 
	
 以上の結果から、Tregが非リンパ組織において恒常性を維持する分子基盤を
解明することは、組織の恒常性維持機構および恒常性破綻により生じる炎症性

疾患の発症機構を理解する上で非常に重要であると考えられる。また、マウス

もしくはヒトの Treg が CCR4、E-selectin ligand(E-sel lig)、P-selectin 
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ligand(P-sel lig)、GPR15など非リンパ組織への細胞移動に関わる分子を高発現
していることが示され[53,54,55,56,57,58,59]、Tregは非リンパ組織に移行しや
すく、それにより非リンパ組織における恒常性を維持している可能性が示され

ていた。しかしながら、Tregがそれら非リンパ組織への細胞移動に関わる分子
を高発現する分子基盤は何か？という疑問を含め、Tregの非リンパ組織におけ
る恒常性維持機構の全容は依然として不明であった[55,60,61]。 
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2. 転写因子 BATF 
2-1. 転写因子 BATF の発見 
	
 BATFは 1995年に Epstein-Barr virusにより刺激されたヒト B細胞からク
ローニングされた AP-1 ファミリーに属する転写因子である[62,63]。さらに、
同時期に行われた BATF の機能解析の結果、BATF は他の AP-1 ファミリー転
写因子である JUN や Fos と異なり転写の活性化に関わる Transactivation 
domainをもたず、他の AP-1ファミリー転写因子による転写を抑制するように
働くことが示された。このことから BATF は AP-1 ファミリーによる転写のド
ミナントネガティブレギュレーターと考えられるようになった[63,64,65,66,67]。 
 
2-2. 近年明らかになった BATF の機能 
	
 上述したように、発見当初において、BATFは AP-1ファミリーによる転写を
抑制する働きをもつと考えられていた。しかしながら、2009 年に Batf 遺伝子
欠損(–/–)マウスが作製され、それを用いた研究が進められることで BATFの新た
な機能的側面が明らかとなった。BATF-JUNへテロ二量体は IRF4と(一部 IRF8
とも)協調して AP-1-IRF composite element(AICE :GAAATGA(C/G)TCAある
いは TGA(C/G)TCANNNNGAAA)に結合し、様々な遺伝子の転写を亢進するこ
とで、様々な T細胞/B細胞/樹状細胞サブセット(Th17、Tfh、Th2、Th9、effector 
CD8+ T cell, GC B cell, CD8α+ DC)の機能分化を制御することが示され
[63,68,69,70,71,72,73,74,75,76,77]、BATFは他の転写因子と協調することで転
写を亢進する機能ももつことが明らかとなった。一方、Batf 遺伝子欠損マウス
では脾臓 CD4+ T細胞中の Foxp3+ Tregの割合がやや低下することは知られて
いたが[68]、Tregにおける BATFの機能は依然として明らかでなかった。 
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第二節 本研究の背景と目的 
	
 歴史的背景でも述べた通り、Tregは自己に対する過剰な免疫応答を防ぎ、生
体の恒常性を維持する上で必須の細胞であり、2003年に転写因子Foxp3がTreg
の分化、機能に非常に重要な役割を果たす転写因子であることが示され、その

後、Foxp3の機能解析が精力的に行われてきた[15,16,18]。しかしながら、Foxp3
がどのようにしてTregの機能を調節しているのかその全容は依然として明らか
でなかった。私が本研究を行った研究室では、Foxp3 の新たな機能を明らかに
するため、Foxp3 の変異によって生じるヒトの自己免疫疾患である IPEX に注
目し、ヒト IPEX 患者にみられる Foxp3 の変異が Treg の遺伝子発現および機
能に与える影響を検証した。その結果、Foxp3+ Tregで Foxp3– Tconvと比べ発
現が高いもしくは低い遺伝子(Treg 特徴的遺伝子)のうちほとんどの発現は正常
であるが、一部の遺伝子発現のみに影響をきたす Foxp3変異(Foxp3A384T)を同定
した。Foxp3A384T変異は Foxp3の制御する遺伝子の一部にのみ影響を与える変
異であるが、Foxp3A384Tマウスから取得した Treg(A384T Foxp3+ Treg)は末梢
特に非リンパ組織における恒常性を破綻し、in vivoでの抑制能を欠いていた。
一方で、A384T Foxp3+ Tregの胸腺における分化、in vitroの抑制活性は正常で
あった。Dr. Shohei Horiらは、この原因遺伝子を探る過程で、Tregにおいて
Tconvと比べて発現が高く、naïve T細胞への Foxp3強制発現(-RV)によって発
現上昇し、A384T Foxp3+ TregでWT Foxp3+ Tregと比べ発現が低下している
AP-1 ファミリー転写因子 BATF を同定した[171]。Mock-RV A384T Foxp3+ 
Treg は Foxp3A384Tマウスの脾臓およびリンパ節細胞(A384T Spl+LN 細胞)を
Rag1–/–マウスに移入することで生じる大腸炎を抑制出来ないが、BATF-RV 
A384T Foxp3+ Tregはその大腸炎を抑制し、非リンパ組織における恒常性を回
復した。さらに Batf–/–Foxp3+ Tregは A384T Foxp3+ Tregと同様に末梢特に非
リンパ組織での恒常性を破綻しており、大腸炎抑制能を欠いていた。以上の結

果から、Tregに発現する BATFは Tregの末梢非リンパ組織における恒常性お
よび大腸炎抑制能を制御していることが示された[171]。 
	
 しかしながら、BATFがどのようにして Tregの末梢非リンパ組織における恒
常性維持に関わるのか？という疑問を含め、BATFが Tregのどのような機能的
側面に影響を与えるかは依然として不明であった。さらに、本章第一節でも述

べた通り、Tregが非リンパ組織における恒常性を維持する仕組みの全容は明ら
かでなかった。 
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 以上を踏まえ、私は BATF が Treg の表現型にどのような影響を与えるかを
解析することを通して、“Tregに特徴的な非リンパ組織における恒常性維持の分
子機構”を解明するべく研究を開始した。 
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第二章 BATF は Treg による自己免疫疾患抑制に必要である 
第一節 序 
	
 第一章 第二節でも述べた通り、BATF-RV A384T Foxp3+ Treg は A384T 
Spl+LN細胞を Rag1–/–マウスに移入することで生じる大腸炎を抑えることが出

来、また非リンパ組織における恒常性を回復しており、Batf–/– Tregはその抑制
能および非リンパ組織における恒常性を欠くことが明らかになった[171]。しか
しながら、Batf–/– Tregがその他の組織における炎症を抑制することが出来るか
は依然として不明であった。本章では、Tregに発現する BATFが Tregによる
自己免疫疾患抑制能の一端を担っているかを個体レベルで明らかにするために、

Treg 特異的 BATF 欠損マウス(Foxp3GFPCreBatffloxマウス)を作製し、非免疫下
における表現型解析を行った。 
	
 また、BATFが様々な免疫細胞において IRF4と協調して遺伝子発現調節、機
能的分化を誘導するという知見[71,72,73,74,75,76,77]を踏まえ、同様に Tregに
おいても BATFが IRF4と協調して機能(抑制能、恒常性維持能)を制御するかど
うかを検証するため、次に記す二つの実験を行った。 
	
 一つ目の実験では、Treg特異的 IRF4欠損マウス(Foxp3GFPCreIrf4floxマウス)
の非免疫下における表現型解析を行い、その表現型と Treg 特異的 BATF 欠損
マウスの表現型が類似するかどうかを検証した。Treg 特異的 IRF4 欠損マウス
の表現型については既に報告があるが [36,78,79,80]、本研究で使用した
Foxp3GFPCreマウスと先行研究で使用されたFoxp3YFPCreマウスではFoxp3自身
への発現影響が異なることが示唆されていることから[172]、公正を期すために、
本研究では当研究室で作製した Foxp3GFPCreIrf4flox マウスを解析し、

Foxp3GFPCreBatffloxマウスと表現型を比べた。 
	
 二つ目の実験では、BATF-RV A384T Foxp3+ Tregが Rag1–/–マウスに A384T 
Spl+LN 細胞を移入することで生じる大腸炎を抑制出来るというモデルを利用

した。このモデルにおいて AP-1 binding motif(TGACTCA)には結合出来るが
IRF4と協調してAICEに結合することが出来ない変異BATF(H55Q、4xMut)、
IRF4と協調して AICEに結合出来る変異 BATF(E77K)を強制発現した A384T 
Foxp3+ Tregが大腸炎を抑制出来るかを検証することで、BATFと IRF4の協調
が Tregの炎症抑制に寄与するかどうかを検証した[71]。さらに、変異 BATF-RV 
A384T Foxp3+ Treg が野生型 BATF-RV A384T Foxp3+ Treg 同様に A384T 
Foxp3+ Tregにおいて defectがみられる末梢非リンパ組織における恒常性を回
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復出来るかどうかについても同時に検証した。 
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第二節 BATF 欠損 Foxp3+ Treg、IRF4 欠損 Foxp3+ Treg の炎症抑制
能解析 
2-1. 組織炎症と生存率 
 まず、非免疫下において Foxp3GFPCreBatffloxマウス、Foxp3GFPCreIrf4floxマウス

の組織における炎症スコアおよび生存率を調べた。その結果、

Foxp3GFPCreBatffloxマウス、Foxp3GFPCreIrf4floxマウスでは 3 週齢においてコン
トロール群である Foxp3GFPCreWTマウスと比べ、皮膚において有意な炎症が生
じ、さらに、肺においても有意ではないが炎症が生じていた(図 1A)。さらに、
12 週齢に至るまでにその 80%程度が死に至ることが明らかとなった(図 1B)。
Foxp3GFPCreBatfflox マウス、Foxp3GFPCreIrf4flox 間では、生存率、皮膚や肺にお

ける炎症スコアに有意な差はみられなかった(図 1A, B)。以上の結果から、
Foxp3GFPCreBatffloxマウスは Foxp3GFPCreIrf4floxマウスと同程度の組織炎症を含

む致死的な自己免疫疾患様の症状を呈することが明らかとなった。 
 
2-2. リンパ組織の肥大 
 抑制能を有する機能的な Treg を消失し、組織炎症を含む致死的な自己免疫疾
患を呈する Scurfy マウス、 Foxp3–/–マウスでは、 lymphoproliferative 
disorder(脾臓、リンパ節の肥大およびそれらの組織における細胞数増加)が確認
される[16]。これを踏まえて、Foxp3GFPCreBatfflox マウス、Foxp3GFPCreIrf4flox

マウスで同様の傾向がみられるかを検証した。その結果、 3 週齢の
Foxp3GFPCreBatfflox マウス、Foxp3GFPCreIrf4flox マウスにおける皮膚所属リンパ

節細胞数は Foxp3GFPCreWTマウスと比べ大きく増加していることが明らかとな
った(図 1C)。一方、Foxp3GFPCreBatffloxマウス、Foxp3GFPCreIrf4floxマウスの脾

臓細胞数、腸間膜リンパ節細胞数は Foxp3GFPCreWTマウスと有意な差はなかっ
た(図 1C)。また、Foxp3GFPCreBatffloxマウス、Foxp3GFPCreIrf4floxマウス間で皮

膚所属リンパ節細胞数に有意な差はみられなかった(図 1C)。以上の結果から、
Foxp3GFPCreBatfflox マ ウ ス は Foxp3GFPCreIrf4flox マ ウ ス と 同 程 度 の

lymphoproliferative disorderを呈することが明らかとなった。 
  

16



 

第三節 IRF4 と協調出来ない変異 BATF 強制発現 A384T Foxp3+ Treg
の炎症抑制能の検討 
3-1. IRF4 と協調出来ない変異 BATF 強制発現 A384T Foxp3+ Treg の
抑制能解析 
	
 本章第二節において Foxp3GFPCreBatffloxマウス、Foxp3GFPCreIrf4floxマウスが

類似した自己免疫疾患様症状を呈することが示され、BATFおよび IRF4が協調
して Tregの抑制能を制御する可能性が支持された。そこで、私は AP-1 binding 
motifには結合出来るが IRF4と協調してAICEに結合することが出来ない変異
BATF(H55Q、4xMut)、IRF4 と協調して AICE に結合することが出来る変異
BATF(E77K)を用いることで、BATFと IRF4の協調が Tregの抑制能に必要か
を検証した(図 2A)。具体的には、A384T Spl+LN細胞(Ly5.2+)を Rag1–/–マウ

スに移入することで生じる大腸炎がMock、BATFWT(BATF)、BATFE77K(E77K)、
BATFH55Q(H55Q)、BATF4xMut(4xMut)-RV A384T Foxp3+ Treg(Ly5.1+)の共移
入により抑制されるかを検証した。その結果、これまでの報告通り、BATF-RV 
A384T Foxp3+ Tregは A384T Spl+LN細胞移入による体重減少、大腸炎を抑制
した(図 2B, C)。また、E77K-RV A384T Foxp3+ Treg移入群の体重変化率(100x
細胞移入 5週後の体重/細胞移入前の体重)は BATF-RV A384T Foxp3+ Treg移
入群と有意な差はないが、H55Q-RV A384T Foxp3+ Treg、4xMut-RV A384T 
Foxp3+ Treg移入群の体重変化率は BATF-RV A384T Foxp3+ Treg移入群と比
べ有意に低下することが示された(図 2B)。さらに、E77K-RV A384T Foxp3+ 
Treg移入群の大腸炎スコアはBATF-RV A384T Foxp3+ Treg移入群と有意な差
はないが、H55Q-RV A384T Foxp3+ Treg、4xMut-RV A384T Foxp3+ Treg移
入群の大腸炎スコアは BATF-RV A384T Foxp3+ Treg移入群と比べ有意に高い
ことが示された(図 2C)。このことから IRF4 と協調出来ない変異 BATF-RV 
A384T Foxp3+ Tregは BATF-RV A384T Foxp3+ Tregよりも大腸炎抑制能を欠
く(減じる)ことが明らかとなった。以上の結果から、BATFは IRF4と協調して
Tregの抑制能を制御していることが強く示唆された。 
 
3-2. IRF4 と協調出来ない変異 BATF 強制発現 A384T Foxp3+ Treg の
恒常性解析 
	
 IRF4と協調出来ない変異 BATF強制発現 A384T Foxp3+ Tregが末梢リンパ
組織/非リンパ組織において恒常性を維持出来るかどうかを確認するため、3-1.

17



 

の実験の際、細胞移入 5週後に脾臓、腸間膜リンパ節、小腸から細胞を取得し、
CD4+ T細胞中のRV感染(GFP+)Foxp3+Ly5.1+ Tregの割合をフローサイトメト
リー(FCM)で解析した。解析の際、移入前の RV感染効率(Ly5.1+ 細胞中の GFP+ 

細胞の割合)が各群において異なることを考慮し、どの細胞群においても感染効
率 を 100% と 仮 定 し て ノ ー マ ラ イ ズ を 行 い 、 CD4+ T 細 胞 中 の

GFP+Foxp3+Ly5.1+ Tregの割合を算出した。その結果、いずれの組織において
も CD4+ T細胞中の E77K-RV A384T Foxp3+ Tregの割合は、CD4+ T細胞中の
BATF-RV A384T Foxp3+ Tregの割合と有意な差はみられないのに対し、脾臓、
小腸粘膜固有層における CD4+ T 細胞中の H55Q-RV A384T Foxp3+ Treg、
4xMut-RV A384T Foxp3+ Treg、Mock-RV A384T Foxp3+ Tregの割合は CD4+ 
T細胞中の BATF-RV A384T Foxp3+ Tregの割合と比べ有意に低いことが示さ
れた(図 3)。また、腸間膜リンパ節における CD4+ T細胞中の H55Q-RV A384T 
Foxp3+ Treg、4xMut-RV A384T Foxp3+ Treg の割合も CD4+ T 細胞中の
BATF-RV A384T Foxp3+ Tregの割合と比べ減少傾向にあった(図 3)。さらに、
小腸粘膜固有層における CD4+ T 細胞中の H55Q-RV A384T Foxp3+ Treg、
4xMut-RV A384T Foxp3+ Tregの割合は脾臓、腸間膜リンパ節におけるそれよ
りも減少傾向にあった (図 3)。このことから IRF4 と協調出来ない変異
BATF-RV A384T Foxp3+ TregはRag1–/–マウスに移入する条件においてリンパ

組織、非リンパ組織において共に BATF強制発現 A384T Foxp3+ Tregよりも
CD4+ T細胞中の割合が減少することが明らかとなった。また、その割合低下は、
非リンパ組織のひとつである小腸においてより顕著であることも示された。以

上の結果から、BATFは IRF4と協調して Tregの末梢特に非リンパ組織におけ
る恒常性を制御していることが強く示唆された。 
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第四節 考察 
	
 本章において、私は Treg 特異的 BATF 欠損マウスが皮膚や肺における炎症
を含む致死的な自己免疫疾患様症状を呈することを示した。また、Treg特異的
BATF欠損マウスの表現型が Treg特異的 IRF4欠損マウスと類似していること
を示した。以上の結果および BATF と IRF4 が様々な免疫細胞において協調し
て AICE に結合し、機能分化を誘導するという報告[71,72,73,74,75,76,77]を踏
まえて、BATFが IRF4と協調することが Tregの抑制能に重要であるかを検証
した。検証のため、AP-1 binding motifには正常に結合出来るが、IRF4と協調
して AICEには結合出来ない変異 BATF(H55Q、4xMut)に着目し、コントロー
ルとして AP-1 binding motifにも AICEにもWT BATFとほぼ同程度結合出来
る変異 BATF(E77K)を用いた。そして、E77K-RV A384T Foxp3+ Treg は
BATF-RV A384T Foxp3+ Treg とほぼ同程度の大腸炎抑制能をもつ一方、
H55Q-RV、4xMut-RV A384T Foxp3+ Tregは大腸炎抑制能をもたないことを示
した。さらに、lymphopenicな環境にある Rag1–/–マウス内において、脾臓、腸

間膜リンパ節、小腸粘膜固有層のいずれにおいても E77K-RV A384T Foxp3+ 
Tregの CD4+ T細胞中の割合は、BATF-RV A384T Foxp3+ Tregのそれと有意
な差がないのに対し、H55Q-RV、4xMut-RV A384T Foxp3+ Treg の CD4+ T
細胞中の割合は、BATF-RV A384T Foxp3+ Tregのそれよりも脾臓において有
意に低下し、さらに非リンパ組織のひとつである小腸においてより顕著に低下

することを示した。以上の結果から、BATFは IRF4と協調することで Tregの
抑制能、末梢特に非リンパ組織における恒常性を制御している可能性が考えら

れた。 
	
 これまでに様々な免疫細胞において BATF の重要性は明らかになっていたが、
TregにおいてBATFが重要な機能を担っていることを明らかにしたのは本研究
がはじめてである。 
	
 Treg特異的 BATF欠損マウスは様々な非リンパ組織に炎症を呈するが、その
中で最も顕著なものが皮膚炎であった。Dr. Shohei Horiらの解析により、Batf–/– 

Foxp3+ Treg は末梢特に非リンパ組織における恒常性を破綻していることが示
されたのは既に述べたが、非リンパ組織の中でも皮膚において Batf–/– Foxp3+ 
Tregの数が最も顕著に減少することが示されている[171]。Batf–/– Foxp3+ Treg
は in vitroにおいて多少の defectはあるもののWT Foxp3+ Tregとほぼ同等に
effector T細胞の増殖抑制能を有することを考慮すると、Batf–/– Foxp3+ Tregは
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非リンパ組織(特に皮膚)に存在出来ないために、組織(特に皮膚)炎症を抑制出来
ないことが強く示唆された。この仮説は、イントロでも述べた通り、Tregが非
リンパ組織炎症を抑えるためには組織に“存在する ”必要があること
[44,45,46,47,48,49,50,51,52,53]からも強く支持される。 
	
 本章では、BATFと IRF4が協調してAICEに結合することがTregの抑制能、
末梢特に非リンパ組織における恒常性維持能において重要な役割を果たしてい

ることを示唆した。しかしながら、変異 BATF-RV A384T Foxp3+ Tregの割合
を確認したのは、脾臓、腸間膜リンパ節、小腸粘膜固有層のみであり、この仮

説を検証するためには、その他のリンパ組織・非リンパ組織における変異 BATF
発現 Treg の割合/数を解析する必要がある。この解析のためには、先に Dr. 
Kenneth Murphy らのグループが CD8α+ DC の分化における BATF および
IRF4の協調を解析した際に用いた方法[71]、すなわち、Batf–/– 骨髄細胞に野生

型もしくは変異 BATF を強制発現し放射線照射したマウスに移入して混合骨髄
キメラを作製し、骨髄細胞中の造血幹細胞から分化してくる野生型 BATF 強制
発現Batf–/– Foxp3+ Tregと変異BATF強制発現Batf–/– Foxp3+ Tregの割合を、
非リンパ組織・リンパ組織において比較する方法が適切であると考えられる。 
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図2 変異BATF強制発現(-RV)A384T Foxp3+ Tregによる大腸炎抑制能解析 その1	

(A) 変異BATFとAP-1 binding motif、AICEとの結合の有無。(B,C) 変異BATF-RV A384T 
Foxp3+ Tregによる大腸炎抑制実験。(B) 体重推移。縦軸は細胞移入前の体重を100%と
した時の各群の体重の割合の平均値±SD。(C) 細胞移入5週後の大腸炎スコア。各個体
の大腸炎スコアを表示。(B,C) *p<0.05、**p<0.01、***p<0.005、****p<0.001、n.s.:有意
差なし(p>0.05)。One-way ANOVAによる統計解析を行った。!
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図3 変異BATF強制発現(-RV)A384T Foxp3+ Tregによる大腸炎抑制能解析 その2	

(A,B) 変異BATF-RV(GFP reporter) A384T Foxp3+ Tregによる大腸炎抑制実験。(A)細
胞移入前のA384T Foxp3+ Treg(Ly5.1+)への変異BATF感染効率(GFP+の割合) を100%
とした時の移入5週後の脾臓(Spl)、腸間膜リンパ節(mLN)、小腸粘膜固有層(SI)における
変異BATF感染(GFP+)Ly5.1+細胞のCD4+T細胞中の割合(%)。各群の値および平均値
±SDを記す。*p<0.05、**p<0.01、***p<0.005、n.s.:有意差なし(p>0.05)。One-way 
ANOVAによる統計解析を行った。!
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第三章 BATF は Treg の恒常性維持に関わる分子発現を制御する 
第一節 序 
	
 第二章第四節でも述べた通り、Treg 特異的 BATF 欠損マウスが組織炎症を
含む致死的な自己免疫疾患を発症すること、Batf–/– Tregは末梢特に非リンパ組
織における恒常性を破綻していること、Tregが非リンパ組織炎症を抑えるため
には組織に“存在する”必要があること[44,45,46,47,48,49,50,51,52,53]を踏まえ、
Treg特異的 BATF欠損マウスが組織炎症を生じる原因のひとつが Batf–/– Treg
の非リンパ組織における恒常性破綻である可能性が考えられた。それを踏まえ、

私は本章において BATF が Treg の非リンパ組織における恒常性を維持する分
子機構を解明するべく研究を行った。BATFが Tregの非リンパ組織における恒
常性を維持する機構として、BATFが Tregの増殖、非リンパ組織への移行、生
存を制御する可能性が考えられるが、私は、本研究において主に増殖および非

リンパ組織への移行に着目し研究を行った。 
	
 第二節では、BATF 発現を低下し非リンパ組織における恒常性を破綻してい
る A384T Foxp3+ Tregの増殖、非リンパ組織への移行に関わるケモカイン受容
体発現、非リンパ組織における恒常性維持に関わるサイトカイン受容体発現を

WT Foxp3+ Tregのそれと比較した。さらに、A384T Foxp3+ Tregに BATFを
強制発現することでこれらの表現型が変化するか(回復するか)を検証した。また、
この際、IRF4 との協調能を欠く変異 BATF も用いることで BATF と IRF4 の
協調の重要性も確認した。 
	
 第三節では、Batf–/– Foxp3+ Tregの表現型を解析した。BATFによる Tregの
機能制御機構を網羅的に調べるため、増殖や特定の分子発現のみを検証するば

かりでなく、Batf–/– Foxp3+ Tregの網羅的な遺伝子発現解析も行った。そして、
網羅的遺伝子発現解析から明らかとなった BATF 依存的遺伝子に関して
pathway解析および curationを行い、BATFが非リンパ組織への移行に関わる
複数の Treg特徴的高発現遺伝子の発現を亢進することを明らかにした。 
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第二節 BATF 強制発現 A384T Foxp3+ Treg の表現型解析 
	
 白血球が組織間を移動する際に、組織で産生されるケモカインと、リンパ球

に発現するケモカイン受容体の相互作用が非常に重要な役割を果たす[53,55]。
第一章第一節 1-3.でも述べた通り、Tregは Tconvと比べて皮膚、肺などの非
リンパ組織への細胞移動に関わるケモカイン受容体 CCR4 を高発現しており
[54,56]、CCR4欠損 Tregは皮膚や肺における恒常性を欠き、皮膚炎、肺炎、大
腸炎を抑制出来ないことが示されている[47,81]。 
	
 近年の研究から、CCR4以外のケモカイン受容体の Tregにおける機能解析も
進んでおり、ケモカイン受容体 CXCR3欠損 TregはWT Tregと比較してマウ
ス Experimental autoimmune encephalomyelitis(EAE)モデルにおいて脊髄で
減少し、ConAによって誘導されるマウス肝炎モデルにおいて肝臓で減少するこ
とが示され、それらの非リンパ組織における Tregの減少が CXCR3欠損マウス
で EAE、ConA-iduced hepatitis が悪化する原因であることが示唆されている
[82,83]。また、ケモカイン受容体 CCR6欠損 Tregはマウス EAEモデルにおい
て脊髄で減少すること、大腸で減少し Effector T細胞を Rag2–/–マウスに移入す

ることで生じる大腸炎を抑制出来ないことも示された[84,85]。ケモカイン受容
体 CCR4、CXCR3、CCR6が非リンパ組織への細胞移動に関わる一方、ケモカ
イン受容体 CCR7はリンパ組織への細胞移動に関わる[53,55]。CCR7欠損 Treg
はリンパ節の傍皮質への移行能を欠き、in vivoにおいて免疫応答の感作を抑制
出来ないことが示されている[86,87,88,89]。 
	
 Treg の非リンパ組織における恒常性維持はケモカイン-ケモカイン受容体相
互作用による非リンパ組織への移行ばかりでなく、非リンパ組織における Treg
の維持によっても制御されている[61,90]。2014年に炎症状態で上皮細胞から放
出されるサイトカインである Interleukin-33(IL-33)[91]が炎症時の大腸におけ
る Tregの恒常性維持に重要な役割を担うことが明らかとなっている[90]。 
 
2-1. BATF 強制発現 A384T Foxp3+ Treg の増殖能および表現型解析 
	
 BATF発現が低下している A384T Foxp3+ Tregが非リンパ組織における恒常
性を破綻する機構、BATF-RV A384T Foxp3+ Tregが非リンパ組織における恒
常性を回復する機構を調べるため、Proliferation dye でラベルした Mock-RV 
WT Foxp3+ Treg、Mock-RV A384T Foxp3+ Treg、BATF-RV A384T Foxp3+ 
Treg(Ly5.2+)を放射線照射したマウス(Ly5.1+)に移入し、移入 7日後にドナーRV
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感染細胞の増殖、リンパ組織への細胞移動に関わるケモカイン受容体 CCR7、
非リンパ組織への細胞移動に関わるケモカイン受容体 CCR4、CXCR3、CCR6、
非リンパ組織におけるTregの恒常性維持に関わるサイトカイン IL-33の受容体
ST2の発現を FCMで解析した。 
	
 その結果、Mock-RV A384T Foxp3+ TregではMock-RV WT Foxp3+ Tregと
比べ Proliferation dye– 細胞(増殖した細胞、*注釈)、増殖に伴い CCR7発現が
低下した細胞、CCR4、CCR6、ST2発現が上昇した細胞の割合が低いことが示
された(図 4、図 5A-C)。一方、Mock-RV A384T Foxp3+ Treg、Mock-RV WT 
Foxp3+ Treg間で CXCR3発現が上昇した細胞の割合は変わらなかった(図 4、
図 5C)。以上の結果から、BATF発現を低下する A384T Foxp3+ TregではWT 
Foxp3+ Tregと比べ、非リンパ組織における Tregの恒常性維持に関わる CCR4、
CCR6、ST2の発現および増殖能が低下すること、リンパ組織における Treg の
恒常性維持に関わる CCR7の発現が上昇することが明らかとなった。 
	
 また、BATF-RV A384T Foxp3+ TregではMock-RV A384T Foxp3+ Tregと
比べて、Proliferation dye– 細胞、増殖に伴い CCR7発現が低下した細胞、CCR4、
CXCR3発現が上昇した細胞の割合が高いことが示された(図 4、図 5A-C)。一
方、BATF-RV A384T Foxp3+ TregとMock-RV A384T Foxp3+ Treg間で CCR6、
ST2発現が上昇した細胞の割合は変わらなかった(図 4、図 5C)。以上の結果か
ら、BATF 強制発現により非リンパ組織における Treg の恒常性維持に関わる
CCR4、CXCR3 の発現上昇、リンパ組織における Treg の恒常性維持に関わる
CCR7の発現低下、増殖亢進が誘導されることが明らかとなった。 
	
 これらの結果から、BATF発現を低下する A384T Foxp3+ TregにおいてWT 
Foxp3+ Treg と表現型に違いがあり、BATF 強制発現によってその表現型が回
復するものとして、増殖、増殖に伴う CCR4 発現上昇、CCR7 発現低下が見い
だされた。Foxp3A384Tマウス、Treg特異的 BATF欠損マウスが皮膚、肺を中心
とした自己免疫疾患を呈すること[171](第二章)、A384T Foxp3+ Treg、Batf–/– 
Foxp3+ Treg の数が皮膚において大きく減少すること[171]、CCR4 欠損 Treg
は皮膚や肺に移行出来ず、皮膚や肺における炎症を抑制出来ないこと

[47,54,56,81]から、CCR4 は BATF が発現制御する重要な分子の一つであると
考えられた。 

*注釈 細胞分裂に従って Proliferation dyeの蛍光は希釈されていくため、増殖
した細胞は Proliferation dye– 細胞となる。 
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2-2. IRF4 と協調出来ない変異 BATF 強制発現 A384T Foxp3+ Treg の
増殖能および表現型解析 
	
 IRF4 と協調出来ない変異 BATF(H55Q)-RV A384T Foxp3+ Treg および
IRF4 と協調出来る変異 BATF(E77K)-RV A384T Foxp3+ Treg が、野生型
BATF-RV A384T Foxp3+ Tregと同様の CCR4発現および増殖を示すかについ
て検証した。本章第二節 2-1.と同様に、Proliferation dye でラベルした
Mock-RV A384T Foxp3+ Treg、BATF-RV A384T Foxp3+ Treg、E77K-RV 
A384T Foxp3+ Treg、H55Q-RV A384T Foxp3+ Treg(Ly5.1+)を放射線照射した
マウス(Ly5.2+)に移入し、移入 5日後にドナーRV感染細胞の増殖、CCR4発現
を FCMで解析した。 
	
 その結果、IRF4と協調出来る E77K-RV A384T Foxp3+ Tregは BATF-RV 
A384T Foxp3+ Tregと比べてProliferation dye– 細胞(増殖した細胞)の割合がや
や低いものの、Mock-RV A384T Foxp3+ Treg、H55Q-RV A384T Foxp3+ Treg
と比べ Proliferation dye– 細胞(増殖した細胞)、CCR4を発現上昇した細胞の割
合が高いことが示された(図 6A-D)。また、IRF4 と協調出来ない H55Q-RV 
A384T Foxp3+ Tregの Proliferation dye– 細胞、CCR4を発現上昇した細胞の
割合は Mock-RV A384T Foxp3+ Treg と同程度であり、BATF-RV A384T 
Foxp3+ Treg、E77K-RV A384T Foxp3+ Tregよりも有意に低いことが示された
(図 6A-D)。以上の結果から、BATFは IRF4と協調することで Tregにおいて
増殖およびCCR4発現を誘導し、それにより非リンパ組織移行型のTregが増え、
非リンパ組織における Tregの恒常性が維持されていることが示唆された。 
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第三節 BATF 欠損 Foxp3+ Treg の表現型解析 
	
 これまでは、BATF を発現低下している A384T Foxp3+ Treg において WT 
Foxp3+ Tregと比べ変化する表現型、BATF-RV A384T Foxp3+ Tregにおいて
Mock-RV A384T Foxp3+ Tregと比べ変化する表現型について検証してきた。本
節では、Tregにおいて BATFが制御する遺伝子、分子をより直接明らかにする
ため、Batf–/– Foxp3+ Tregの表現型解析を行った。 
 
3-1. BATF 欠損 Foxp3+ Treg の増殖能解析 
	
 A384T Foxp3+ TregではWT Foxp3+ Tregと比べ増殖能が低下していること、
BATF-RV A384T Foxp3+ TregではMock-RV A384T Foxp3+ Tregと比べ増殖
能が亢進することを踏まえ、BATFが実際に Tregの増殖を制御するかどうかを
検証するために、WT Foxp3+ Tregと Batf–/– Foxp3+ Tregの増殖を比較した。
この際、Batf–/– Foxp3+ TregはWT Foxp3+ Tregと違い CCR7lowサブセットを

欠くこと(141)を考慮し、WT Foxp3+ Tregと Batf–/– Foxp3+ Tregの増殖を公平
に比較するため、これらの細胞に共通に存在する CCR7highサブセットをソート

し Proliferation dyeでラベルした後、T細胞を欠く Cd3ε–/–マウスに移入した。

この際、in vivoにおいてTregが生存する際に必要となる IL-2のソースとして、
Foxp3–  Tconvを同時に移入した。移入した Tregと Tconvは Congenic marker
を使用することで区別した(Treg:Ly5.2+、Tconv:Ly5.1+)。移入 5 日後にドナー
Treg(Ly5.2+)の増殖および CCR7の発現を検証した。その結果、Batf–/– Foxp3+ 
TregはWT Foxp3+ Tregと比べ増殖する割合、CCR7を発現低下する割合が低
いことが明らかとなった(図 7A-C)。このことから、BATFは Tregの増殖およ
び増殖に伴う CCR7の発現低下を亢進することが明らかとなった。 
 
3-2. BATF 欠損 Foxp3+ Treg の網羅的遺伝子発現解析 
	
 これまでの検証の結果、BATFは Tregの増殖、CCR7の発現低下、CCR4の
発現上昇など Tregにおける様々な機能を制御していることが示された。この結
果を踏まえ、私は BATF が Treg において発現制御する遺伝子群を網羅的に調
べるため、WT Foxp3+ Treg、Batf–/– Foxp3+ Treg、WT Foxp3– Tconv、Batf–/– 
Foxp3– Tconvの RNA-seq解析を行った。RNA-seqは、polyA tailを有するす
べての RNAから cDNAを逆転写により合成し、合成した cDNAライブラリー
の配列を次世代シークエンサーにより読んだ後、読んだ配列のゲノムアノテー
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ションを行うことで、個々の遺伝子の転写量を全ゲノムレベルで定量的に測定

する方法である[92]。 
	
 まず、BATFが Foxp3+ Treg、Foxp3– Tconvにおいて同様に遺伝子発現を制
御しているかを検証するために、WT Foxp3+ Tregで Batf–/– Foxp3+ Tregと比
べ 2倍以上発現が高いもしくは低い遺伝子を抽出し、WT Foxp3– Tconvにおけ
るそれらの遺伝子の FPKM値(Fragments Per Kilobase of exon per Million 
mapped fragments)を Batf–/– Foxp3– Tconvにおけるそれらの遺伝子の FPKM
値と比較した。その結果、WT Foxp3+ Tregで Batf–/– Foxp3+ Tregと比べ 2倍
以上発現が高い遺伝子群、2倍以上発現が低い遺伝子群共にWT Foxp3– Tconv、
Batf–/– Foxp3– Tconv間で FPKM値に有意な差はみられなかった(図 8A, B)。
このことから、Treg における BATF 依存的遺伝子の多くは Tconv 細胞におい
て BATF依存的でないことが示唆された。実際に、WT Foxp3+ Tregにおいて
Batf–/– Foxp3+ Treg と比べて 2 倍以上発現が高い遺伝子の 6%のみが WT 
Foxp3– Tconvにおいて Batf–/– Foxp3– Tconvと比べて発現が 2倍以上高い遺伝
子であり、WT Foxp3+ Tregにおいて Batf–/– Foxp3+ Tregと比べて 2倍以上発
現が低い遺伝子のうち 12%のみが WT Foxp3– Tconv において Batf–/– Foxp3– 
Tconvと比べて発現が 2倍以上低い遺伝子であった(図 8C)。以上の結果から、
BATF は Treg において Tconv で発現制御する遺伝子群とは異なる遺伝子群の
発現を制御している可能性が考えられた。これを踏まえ、私は BATF が Treg
特徴的遺伝子を制御するのではないかと考えた。 
	
 この仮説を検証するため、私はWT Foxp3+ Tregで Batf–/– Foxp3+ Tregと比
べ 2 倍以上発現が高いもしくは低い遺伝子群の WT Foxp3+ Treg における
FPKM値とWT Foxp3– Tconvにおける FPKM値を比較した。その結果、WT 
Foxp3+ Treg で Batf–/– Foxp3+ Treg と比べ 2 倍以上発現が高い遺伝子の WT 
Foxp3+ Tregにおける FPKM値はWT Foxp3– Tconvにおける FPKM値と比べ
て有意に高いこと、WT Foxp3+ Tregで Batf–/– Foxp3+ Tregと比べ 2倍以上発
現が低い遺伝子のWT Foxp3+ Tregにおける FPKM値とWT Foxp3– Tconvに
おける FPKM値に有意な差はないことが示された(図 9A, B)。このことから、
Tregにおいて BATF依存的に発現亢進する遺伝子の多くは Treg特徴的高発現
遺伝子であることが示唆された。実際に、WT Foxp3+ Treg において Batf–/– 
Foxp3+ Tregと比べて 2倍以上発現が高い遺伝子の 41%がWT Foxp3+ Tregに
おいてWT Foxp3– Tconvと比べて発現が 2倍以上高い遺伝子であった(図 9C)。
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以上の結果から、BATFは Tregにおいて Treg特徴的高発現遺伝子の発現を亢
進する機能をもつことが明らかとなった。 
	
 一方、WT Foxp3+ Tregにおいて Batf–/– Foxp3+ Tregと比べて 2倍以上発現
が高い遺伝子は Treg 特徴的高発現遺伝子のうち 10%のみしか占めないことが
示され(図 10A)、in vivoにおける Tregの抑制能、恒常性維持に重要であるこ
とが知られている Treg 特徴的高発現遺伝子 Il2ra[87,93,94]、Ctla4[24,25]、
Ikzf4[35]、Tnfrsf18[95]の発現はWT Foxp3+ Treg、Batf–/– Foxp3+ Tregでほと
んど変わらないことも示された(図 10B-D)。以上の結果から、BATFは、Il2ra、
Ctla4、Ikzf4, Tnfrsf18などとは異なる分子の発現誘導を介して Tregに抑制能、
恒常性維持能を付与していると考えられた。 
	
 次に BATF 依存的 Treg 特徴的高発現遺伝子(WT Foxp3+ Treg で Batf–/– 
Foxp3+ Treg、WT Foxp3– Tconvと比べて 2倍以上発現が高い遺伝子)にどのよ
うな遺伝子が含まれるかを検証するため、WEB-based Gene SeT AnaLysis 
Toolkit(Webgestalt)[96,97]を使用し、これらの遺伝子群の Gene Ontology(GO)
解析[98]、KEGG パスウェイ解析[99,100]、WIKI パスウェイ解析[101]を行っ
た。その結果、どの解析においても Chemokineに関連した GOもしくはパスウ
ェイ、Cell adhesionに関連した GOもしくはパスウェイが有意に見いだされた
(図 11、図 12A, B)。本章第一節でも述べた通り、私は BATFが Tregの非リ
ンパ組織における恒常性を維持する機構のひとつとして BATF が Treg の非リ
ンパ組織への細胞移動を制御する可能性を考えていた。Chemokine 関連分子、
Cell adhesion 関連分子は非リンパ組織への細胞移動に関わる分子であるため、
私は、同定したBATF依存的Treg特徴的高発現遺伝子中に含まれるChemokine
関連遺伝子、Cell adhesion関連遺伝子など非リンパ組織への移行に関わりうる
遺伝子をMouse Genome Informatics(MGI)のGO classificationsに基づいて調
べた[174]。その結果、BATF 依存的 Treg 特徴的高発現遺伝子 73 遺伝子中に
Cell adhesion、Cell migration、Chemokine receptorのいずれかに分類される
遺伝子が 16遺伝子同定された(図 13)。また、これら 16遺伝子中には、非リン
パ組織への細胞移動に関わることが知られている遺伝子 Ccr4、Ccr8、Itgae、
Itgb1、Gcnt1、Gpr15が含まれていた。ここで、これら非リンパ組織への細胞
移動に関わる BATF依存的 Treg高発現遺伝子の機能について簡単に紹介する。
Ccr4は本章第二節においても述べた通り Tregの皮膚、肺への移行に関わるケ
モカイン受容体 CCR4をコードする遺伝子であり、CCR4欠損 Tregは皮膚炎、
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肺炎、大腸炎を抑制出来ないことが示されている [47,53,54,55,56,81]。Ccr8は
Th2 細胞が皮膚へ移行する際に必要であることが示されているケモカイン受容
体 CCR8 をコードする遺伝子である[102]。Itgae は炎症皮膚、腸管粘膜固有層
におけるT細胞の retentionに関わるとされるαEβ7 integrinの構成分子CD103
をコードする遺伝子である[103,104,105]。一方で、CD103欠損 T細胞は腸管粘
膜固有層でも正常に維持されるという報告もあり、T 細胞が非リンパ組織にて
恒常性を維持する際の CD103 の機能は未だ controversial である[103,106]。
Itgb1 は炎症皮膚、肺への白血球移行に関わるα4β1 integrin の構成分子
Integrinβ1 をコードする遺伝子である[107,108,109]。α4β1 integrin のリガン
ドは血管内皮細胞に発現する VCAM-1であり[109]、α4β1 integrinと VCAM-1
の結合は、リンパ球が血管上皮に結合し上皮上をローリングした後組織へ移行

する際に、重要な役割を果たしている[110]。Gcnt1は、血管内皮細胞に発現す
る E-selectin、P-selectinと結合する機能的な E-sel lig、P-sel ligの形成に必要
な糖転移酵素 Core 2 β-1,6-N-acetylglucosaminyltransferase (C2 GlcNAcT)を
コードする遺伝子である[107,109,111,112,113,114]。機能的な E-sel lig、P-sel 
lig発現を欠くα-1,3-fucosyltransferaseVII(Fut7)欠損Tregは皮膚への移行能を
大きく低下しており、皮膚における炎症を抑制出来ないことが報告されている

[48]。すなわち、Tregが皮膚に移行し、皮膚炎症を抑えるためには機能的な E-sel 
lig、P-sel ligの発現が重要であると考えられる[55]。このことから、C2 GlcNAcT
による機能的な E-/P-sel ligの形成も Tregが皮膚に移行し、皮膚炎症を抑える
上で非常に重要な役割を担っていると考えられる。Gpr15 は大腸粘膜固有層へ
の T細胞の移行を制御する分子 GPR15をコードする遺伝子である[57]。 
	
 以上の結果から、BATF は非リンパ組織への細胞移動に関わる遺伝子を複数
含む Treg特徴的高発現遺伝子群の発現亢進に関与することが明らかとなった。 
 
3-3. BATF 欠損 Foxp3+ Treg の表現型解析 
	
 非リンパ組織のうち皮膚において Batf–/– Foxp3+ Tregの数が最も減少するこ
と、Treg特異的 BATF欠損マウスが皮膚および肺を中心とした自己免疫疾患を
発症することを踏まえ、非リンパ組織への細胞移動に関わる BATF依存的 Treg
高発現遺伝子のうち、皮膚、肺への細胞移動に関わると報告されている遺伝子

Ccr4、Gcnt1、Itgb1に着目した。そして、これらの遺伝子によって発現制御さ
れる分子である CCR4、E-sel lig、P-sel lig (E-/P-sel lig)、Integrinβ1が実際に

31



 

BATF依存的 Treg高発現分子であるかどうかを検証することとした。 
	
 Batf–/–マウスは lymphoproliferative disorderの症状を呈すること[171]から、
WTマウスおよび Batf–/–マウスでは in vivoの環境が異なると考えられる。その
ため、Batf–/–マウスから取得した Batf–/– Treg の表現型は BATF 欠損によるも
のなのか、BATF 欠損によって生じる lymphoproliferative disorder により 2
次的に生じたものなのかを区別することが出来ない。そこで、同個体内で WT 
Treg、Batf–/– Tregを共存させ、両者の表現型を同環境下において比較するため、
混合骨髄キメラを作製した。野生型マウス、Batf–/–マウスから取得した骨髄細

胞を放射線照射した野生型マウスに移入し、8~10週間後にドナーの骨髄細胞に
含まれる造血幹細胞から新たに分化してきた WT Foxp3+ Treg、WT Foxp3+ 

Tconv、Batf–/– Foxp3+ Treg、Batf–/– Foxp3– Tconvの表現型を解析した。ドナ
ーWT 細胞、Batf–/– 細胞、ホスト細胞は Cogenic marker を用いて区別した。
解析の際、リンパ組織への移行に関わる CCR7 と共に CCR4、E-/P-sel lig、
Integrinβ1 の発現を FCM にて解析した。結果、WT Foxp3+ Treg では
CCR7lowCCR4+E-sel lig+P-sel lighighIntegrinβ1high サブセットが存在するが、

Batf–/– Foxp3+ Treg、WT Foxp3– Tconv、Batf–/– Foxp3– Tconvではそれらのサ
ブセットはほとんど存在しないことが示された(図 14)。また、コントロールと
して、野生型マウスの骨髄細胞同士を混ぜて混合骨髄キメラを作製した場合で

も、WT Foxp3+ Tregでは、CCR7lowCCR4+E-sel lig+P-sel lighighIntegrinβ1high

のサブセットが存在するが、WT Foxp3– Tconvではそれらのサブセットはほと
んど存在しないことが示された(Data not shown)。以上の結果から、BATF
は Treg特徴的に CCR7発現低下、CCR4、E-/P-sel lig、Integrinβ1の発現上昇
を制御していることが明らかとなった。 
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第四節 考察 
	
 本章において、私は BATF が非リンパ組織における Treg の恒常性を制御す
る分子基盤を探った。 
	
 第二節では、BATFの発現を低下する A384T Foxp3+ TregではWT Foxp3+ 
Tregと比べ非リンパ組織における Tregの恒常性維持に関わる CCR4、CCR6、
ST2 の発現および増殖能が低下すること、リンパ組織への細胞移動に関わる
CCR7の発現が上昇することを示した。さらに、BATF-RV A384T Foxp3+ Treg
ではMock-RV A384T Foxp3+ Tregと比べ、非リンパ組織への細胞移動に関わ
る CCR4、CXCR3 の発現が上昇すること、リンパ組織への細胞移動に関わる
CCR7の発現が低下すること、増殖が亢進することを示した。また、IRF4と協
調出来ない変異 BATF-RV A384T Foxp3+ Treg では CCR4 発現、増殖能が
Mock-RV A384T Foxp3+ Tregと同程度であることを示した。 
	
 第三節では、Tregにおいて BATFが制御する遺伝子群を網羅的に解析するこ
とで、BATFが Tregで発現亢進する遺伝子の半分程度が Treg特徴的高発現遺
伝子であること、また、それらのうちに Ccr4, Gcnt1, Itgb1など非リンパ組織
への細胞移動に関わる遺伝子が複数含まれることを示した。また、混合骨髄キ

メラを作製して、WT Foxp3+ Treg、Batf–/– Foxp3+ Treg、WT Foxp3– Tconv、
Batf–/– Foxp3– Tconvを同個体内で共存させ、WT Foxp3+ Tregと比べ、Batf–/– 
Foxp3+ Treg、WT Foxp3+ Tconv、Batf–/–Foxp3– Tconvでは CCR4、E-/P-sel lig、
Integrinβ1の発現が低く、CCR7の発現が高いことを示した。以上のことから、
BATFはTreg cell-intrinsicにTreg特徴的高発現分子であるCCR4、E-/P-sel lig、
Integrinβ1の発現亢進、Treg特徴的低発現分子である CCR7の発現低下を誘導
していることが明らかとなった。さらに、Batf–/– Foxp3+ TregではWT Foxp3+ 
Tregと比べ、増殖能が低下していることも示した。 
	
 本章の結果から、BATF は Treg において CCR4、E-/P-sel lig、Integrinβ1
などの非リンパ組織への移行に関わる分子を制御することで、Tregの非リンパ
組織における恒常性を制御している可能性が考えられた。ここでは、BATF が
制御するこれらの分子発現がTregでTconvと比べて高い意義について考察する
(BATFが制御するこれらの分子発現がTregで高い理由については次章(第四章)
で検証するため、ここでは触れない)。皮膚、肺、腸管などの非リンパ組織は常
に外来抗原と接する場であり、また、物理的な傷害を容易に受ける。そのため、

外来抗原に対する免疫応答や物理的傷害による自然炎症が頻繁に起きると考え
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られる。非リンパ組織の恒常性を保つためには、そうして起こった免疫応答や

自然炎症が効率よく鎮静化される必要がある。私は BATF 依存的に Treg が非
リンパ組織への移行に関わる分子を高発現する生理学的な意義は、非リンパ組

織に Tregが効率的に移行し、効率的に組織炎症を抑える事で、非リンパ組織の
恒常性を維持するためであると考えている。 
	
 本章において私は BATFが Tregの増殖を亢進していることを示した。では、
BATFはどのようにして Tregの増殖を亢進しているのであろうか。Tregが in 
vivoにおいて増殖する際には、IL-2および抗原提示細胞である樹状細胞(DC)と
の相互作用が必要であることが示されている[87,93,94,115]。本章第三節で行
ったRNA-seq解析の結果、IL-2の受容体であるCD25をコードする遺伝子 Il2ra、
IL-2シグナルの下流で重要な役割を果たす STAT5A、STAT5Bをコードする遺
伝子 Stat5a、Stat5b発現は Batf+/+ Foxp3+ Treg、Batf–/– Foxp3+ Treg間で差
がみられないことが示されていること(図 10B、Data not shown)から、WT 
Foxp3+ Treg、Batf–/– Foxp3+ Treg間で IL-2による増殖には大きな差はないと
考えられる。また、この考察は in vitroでTCR刺激を入れるためのAnti-CD3//28 
Beadsおよび IL-2存在下で培養した場合に、WT Foxp3+ Treg、Batf–/– Foxp3+ 
Treg間で増殖がほとんど変わらないこと(Data not shown)からも支持される。
それでは、BATF は Treg と DC との相互作用に影響を与えているのであろう
か？本章にて私が同定した非リンパ組織移行に関わるとされている BATF 依存
的 Treg高発現分子である CCR4、E-/P-sel lig、Integrinβ1によって構成され
るα4β1 integrin のリガンドもしくは受容体としてしられる CCL17・
CCL22(CCR4 ligand)、E-selectin(E-sel ligの受容体)、P-selectin(P-sel ligの
受容体)、VCAM-1(α4β1 integrinのリガンド)をコードする遺伝子(Ccl17、Ccl22、
Sele、Selp、Vcam1)の発現分布をマウスの多様な免疫細胞の網羅的トランスク
リプトーム解析データベースである Immunological Genome Project (Immgen) 
データベース[116,117]を用いて調べたところ、Ccl17、Ccl22、Selp、Sele、Vcam1
は非リンパ組織、リンパ組織を問わず様々な樹状細胞亜集団にも高発現してい

ることが示されていた(Data not shown)。以上の結果から、BATF は Treg
において CCR4、E-/P-sel lig、Integrinβ1を発現亢進することで Tregと DCの
相互作用を促進し、結果 Tregの増殖が亢進する可能性が考えられた。この考察
は、CCR4 が抗原に感作された T 細胞と活性化した DC の結合を促進するとい
う報告からも支持される[118]。今後、二光子励起顕微鏡を用いて、WT Foxp3+ 
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TregもしくはBatf–/– Foxp3+ TregとDCの相互作用を皮膚および皮膚所属リン
パ節においてライブイメージングすることで、より直接的に BATF が Treg と
DCの相互作用に寄与しているかを明らかに出来ると期待している。 
	
 本章において BATF 発現を低下する A384T Foxp3+ Treg では ST2、CCR6
などの非リンパ組織における恒常性維持に関わる分子の発現が低下していたが、

BATFを A384T Foxp3+ Tregに強制発現した場合でもこれらの分子発現は有意
に上昇しなかった。このことから、A384T Foxp3+ Tregには BATFの発現低下
とは独立に ST2、CCR6 が発現低下する機構が存在する可能性が示された。一
方、A384T Foxp3+ Tregでは CXCR3などの発現はWT Foxp3+ Tregと同等で
あるが、BATF強制発現により CXCR3の発現は亢進した。このことから、BATF
により発現制御される分子の中に、BATF 発現低下により発現影響を受けやす
い分子(CCR4 など)、発現影響を受けにくい分子(CXCR3 など)が存在する可能
性も示された。しかしながら、これらの可能性については本研究ではこれ以上

追求していない。 
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図4 BATF-RV A384T Foxp3+ Tregの表現型解析 その1	

Proliferation dyeでラベルしたMock-RV(Thy1.1 reporter) WT Foxp3+ Treg (Mock-RV 
WT, Ly5.2+)、Mock-RV A384T Foxp3+ Treg (Mock-RV AT, Ly5.2+)、BATF-RV(Thy1.1 
reporter) A384T Foxp3+ Treg (BATF-RV AT, Ly5.2+)を放射線照射したマウス(Ly5.1+)に
移入し、7日後に移入したRV感染Foxp3+ Treg(Ly5.2+Thy1.1+)の表現型解析を行った。
脾臓におけるドナーRV感染細胞の代表的なFCM解析例。!
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図5 BATF-RV A384T Foxp3+ Tregの表現型解析 その2	

Proliferation dyeでラベルしたMock-RV(Thy1.1 reporter) WT Foxp3+ Treg (Mock-RV 
WT, Ly5.2+)、Mock-RV A384T Foxp3+ Treg (Mock-RV AT, Ly5.2+)、BATF-RV(Thy1.1 
reporter) A384T Foxp3+ Treg (BATF-RV AT, Ly5.2+)を放射線照射したマウス(Ly5.1+)に
移入し、7日後に移入したRV感染Foxp3+ Treg (Ly5.2+Thy1.1+)の表現型解析を行った。!
(A-C) 脾臓におけるドナーRV感染細胞(Ly5.2+Thy1.1+)中の(A) Proliferation dye–細胞の
割合(%)、n=6、(B) CCR7の発現が低下した細胞の割合(%)、n=6、(C) CCR4、CXCR3、
CCR6、ST2の発現が上昇した細胞の割合(%)。各個体における割合および平均値±SDを
表示。*p<0.05、***p<0.005、****p<0.001、n.s.:有意差なし(p>0.05)。One-way ANOVA
による統計解析を行った。!
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図6 変異BATF-RV A384T Foxp3+ Tregの表現型解析	

Proliferation dyeでラベルしたMock-RV(GFP reporter) A384T Foxp3+ Treg (Mock-RV 
AT, Ly5.1+)、BATFWT-RV(GFP reporter) A384T Foxp3+ Treg (BATF-RV AT, Ly5.1+)、
BATFE77K-RV(GFP reporter) A384T Foxp3+ Treg (E77K-RV AT, Ly5.1+)、BATFH55Q-
RV(GFP reporter) A384T Foxp3+ Treg (H55Q-RV AT、Ly5.1+)を放射線照射したマウス
(Ly5.2+)に移入し、5日後に移入したRV感染細胞(Ly5.1+GFP+)の表現型解析を行った。!
(A) 脾臓におけるドナーRV感染細胞(Ly5.1+GFP+)中のProliferation dye–細胞の割合(%)、
n=4、各個体における割合および平均値±SDを表示。 (B) (A)の統計検定結果。!
(C) 皮膚所属リンパ節におけるドナーRV感染細胞(Ly5.1+GFP+)中のCCR4発現が上昇し
た細胞の割合(%)、n=4、各個体における割合および平均値±SDを表示。 (D) (C)の統計
検定結果。(B, D) *p<0.05、***p<0.005、****p<0.001、n.s.:有意差なし(p>0.05)。One-
way ANOVAによる統計解析を行った。!
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図7 Batf–/–CCR7highFoxp3+ Tregの増殖およびCCR7発現推移解析	

Proliferation dyeでラベルしたWTおよびBatf–/–マウス由来CCR7high Foxp3+ Treg(Ly5.2+)
をFoxp3– Tconv(Ly5.1+)と共にCd3ε–/–マウスに移入し、5日後に移入したTreg (Ly5.2+)の
表現型解析を行った。!
(A) 脾臓におけるドナーTreg(Ly5.2+)の代表的なFCM解析結果。!
(B) 脾臓(Spl)、皮膚所属リンパ節(pLN)、腸間膜リンパ節(mLN)におけるドナー
Treg(Ly5.2+)中のProliferation dye–細胞の割合(%)、n=6、各個体における割合および平
均値±SDを表示。(C) 脾臓におけるドナーTreg(Ly5.2+)中のCCR7highサブセット、CCR7low

サブセットの割合(%)、n=6、各個体における割合および平均値±SDを表示。(B, C) 
***p<0.005、****p<0.001、n.s.:有意差なし(p>0.05)。TTESTによる統計解析を行った。!
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図8 Batf–/– Foxp3+ Tregの網羅的遺伝子発現解析 その1!
(A-C) WT Foxp3+ Treg、Batf–/– Foxp3+Treg、WT Foxp3– Tconv、Batf–/– Foxp3– Tconvの
RNA-seq解析。(A) WT Foxp3+ TregでBatf–/– Foxp3+ Tregと比べ2倍以上発現が高い遺
伝子群のWT Foxp3– Tconv、Batf–/– Foxp3– Tconv間でのFPKM値比較。n=176。n.s.:有
意差なし(p>0.01)。(B) WT Foxp3+ TregでBatf–/– Foxp3+ Tregと比べ2倍以上発現が低い
遺伝子群のWT Foxp3– Tconv、Batf–/– Foxp3– Tconv間でのFPKM値比較。n=103。n.s.:
有意差なし(p>0.01)。(A, B) Mann-Whitney UTESTによる統計検定を行った。Box-and-
Whisker Plotを表示。(C) WT Foxp3+ TregでBatf–/– Foxp3+ Tregと比べ発現が2倍以上
高いもしくは低い遺伝子群をWT Foxp3– Tconv、Batf–/– Foxp3– Tconv間の発現比で分類
した。WT Foxp3– TconvでBatf–/– Foxp3– Tconvと比べ2倍以上発現が高い遺伝子(赤色)、
2倍以上発現が低い遺伝子(青色)、2倍未満しか発現が変わらない遺伝子(黒色)を表示。!
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図9 Batf–/– Foxp3+ Tregの網羅的遺伝子発現解析 その2!
(A-C) WT Foxp3+ Treg、Batf–/– Foxp3+Treg、WT Foxp3– Tconv、Batf–/– Foxp3– Tconvの
RNA-seq解析。(A) WT Foxp3+ TregでBatf–/– Foxp3+ Tregと比べ2倍以上発現が高い遺
伝子群のWT Foxp3+ Treg、WT Foxp3– Tconv間でのFPKM値比較。n=176。
***p<0.0001。(B) WT Foxp3+ TregでBatf–/– Foxp3+ Tregと比べ2倍以上発現が低い遺伝
子群のWT Foxp3+ Treg、WT Foxp3– Tconv間でのFPKM値比較。n=103。n.s.:有意差な
し(p>0.01)。(A, B) Mann-Whitney UTESTによる統計検定を行った。Box-and-Whisker 
Plotを表示。 (C) WT Foxp3+ TregでBatf–/– Foxp3+ Tregと比べ発現が2倍以上高いもしく
は低い遺伝子群をWT Foxp3+ Treg、WT Foxp3– Tconv間の発現比で分類した。WT 
Foxp3+ TregでWT Foxp3– Tconvと比べ2倍以上発現が高い遺伝子(赤色)、2倍以上発現
が低い遺伝子(青色)、2倍未満しか発現が変わらない遺伝子(黒色)を表示。!
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図10 Batf–/– Foxp3+ Tregの網羅的遺伝子発現解析 その3!
(A-E) WT Foxp3+ Treg、Batf–/– Foxp3+Treg、WT Foxp3– Tconv、Batf–/– Foxp3– Tconvの
RNA-seq解析。(A) WT Foxp3+ TregでWT Foxp3– Tconvと比べ発現が2倍以上高いもし
くは低い遺伝子群をWT Foxp3+ Treg、Batf–/– Foxp3+ Treg間の発現比で分類した。WT 
Foxp3+ TregでBatf–/– Foxp3+ Tregと比べ2倍以上発現が高い遺伝子(赤色)、2倍以上発
現が低い遺伝子(青色)、2倍未満しか発現が変わらない遺伝子(黒色)を表示。(B) Il2ra、
(C) Ctla4、(D) Ikzf4、(E) Tnfrsf18のWT Foxp3+ Treg、Batf–/– Foxp3+ Treg、WT Foxp3– 
TconvにおけるFPKM値。平均値±SDを表示。n=2。!
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図12 BATF依存的Treg高発現遺伝子のパスウェイ解析!
(A, B) WT Foxp3+ TregでBatf–/– Foxp3+ Tregと比べ2倍以上発現が高い かつ WT 

Foxp3+ TregでWT Foxp3– Tconvと比べ2倍以上発現が高い遺伝子群のパスウェイ解析。
(A) KEGG pathwayを使用。(B) WIKI pathwayを使用。!
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図13 BATF依存的Treg高発現遺伝子の一覧!
(A, B) WT Foxp3+ TregでBatf–/– Foxp3+ Tregと比べ2倍以上発現が高い かつ WT 

Foxp3+ TregでWT Foxp3– Tconvと比べ2倍以上発現が高い遺伝子群の一覧。緑色で
マークされる遺伝子はMGIのGene Ontology (GO) classificationsにおいてCell 
adhesion、Cell migration、Chemokine receptorのいずれかに分類される遺伝子。!

WT Foxp3+ > WT Foxp3– and WT Foxp3+ > Batf–/–Foxp3+!
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図14 Batf–/– Foxp3+ Tregの表現型解析	

WTマウス、Batf–/–マウスの骨髄細胞を放射線照射したWTマウスに移入し、8-10週間後
にドナー由来WT Foxp3+ Treg、WT Foxp3+ Tconv、Batf–/– Foxp3+ Treg、Batf–/– Foxp3– 
Tconvの表現型をFCMにて解析した。ドナー由来WT細胞、Batf–/–細胞、ホスト由来WT細
胞はCongenic marker(Ly5.1+Ly5.2+、Ly5.1+Ly5.2–、Ly5.1–Ly5.2+)により判別した。FCM
解析の代表例。 !
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第四章 BATF と Foxp3 は相互依存的に転写制御領域に結合する 
第一節 序 
	
 第三章までの研究から BATF は Ccr4、Gcnt1、Itgb1 など非リンパ組織への
細胞移動に関わる遺伝子を含む複数のTreg特徴的高発現遺伝子の発現を亢進し
ていることが明らかとなった。しかしながら、BATFがどのようにして Treg特
徴的高発現遺伝子の発現を亢進しているのか、その分子基盤は依然として不明

であった。そこで私は本章において“転写因子 BATF が Treg において特徴的
なゲノム結合能を獲得することで、Treg特徴的高発現遺伝子の発現を亢進する”
という仮説にたち、その仮説の検証を試みた。 
	
 第二節では、BATFの Treg特徴的なゲノム結合領域を同定するため、Treg、
Tconvにおいて BATF結合ゲノム領域を全ゲノムレベルで探索した。その結果、
Tconvと比べて TregにおいてBATFがより強く結合するゲノム領域(Treg選択
的 BATF 結合領域)を同定し、さらに、その領域の 66%に Foxp3 も結合するこ
とを明らかにした。 
	
 第三節では、第二節の結果を踏まえ、転写因子 Foxp3が Treg選択的な BATF
結合を誘導するかどうかを検証した。その結果、Foxp3依存的な BATF結合領
域が存在し、それらが Treg 特徴的 BATF 高結合領域の 46%を占めることを示
した。このことから、Foxp3 は Treg 選択的な BATF 結合の一部を誘導してい
ることが明らかとなった。 
	
 第四節では、第三節の結果を踏まえ、転写因子 BATFが Foxp3のゲノム結合
を誘導するかを検証した。その結果、BATF依存的 Foxp3結合領域が存在する
ことを示した。また、それら BATF 依存的 Foxp3 結合領域の一部は Foxp3 依
存的 BATF 結合領域と重複することを示した。すなわち、Treg には Foxp3、
BATF が相互依存的に結合する領域(Foxp3-BATF 相互依存結合領域)が存在す
ることが明らかとなった。ここまでで、Foxp3および BATFは互いをゲノムに
リクルートし合うことで、お互いに転写因子としての機能を高め合う可能性が

考えられた。 
	
 第五節では、同定した Foxp3-BATF 相互依存結合領域の特性解析を行った。
まず、Foxp3-BATF 相互依存的結合領域がゲノム上のどのような位置に存在す
るかを検証し、これらが転写開始点(TSS)から遠位の Intergenicもしくは intron
に存在することを示した。そこで、これらの領域がエンハンサー領域である可

能性を考え、実際に細胞特異的エンハンサー領域と相関がみられる細胞特異的
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DNAaseI高感受性領域(ここでは Treg特異的 DNaseI高感受性領域)、p300結
合 領 域 と 重 複 す る か を 検 証 し た

[119,120,121,122,123,124,125,126,127,128,129,130]。その結果、Foxp3-BATF
相互依存的結合領域は Treg において DNaseI 高感受性であるが Tconv では
DNaseI 感受性がないもしくは低い領域(Treg 特異的 DNaseI 高感受性領域)と
84%重なること、Tregにおける p300結合領域と 68%重なることを示した。さ
らに、これら Foxp3-BATF 相互依存結合領域の周囲に、第三章第三節におい
て同定した非リンパ組織への細胞移動に関わる BATF 依存的 Treg 特徴的高発
現遺伝子 Ccr4、Gcnt1、Itgb1が含まれることを明らかにした。 
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第二節 Treg、Tconv 間での BATF ゲノム結合パターンの比較解析 
2-1. Treg 選択的 BATF 結合領域の存在 
	
 本章第一節でも述べた通り私は“転写因子 BATFが Tregにおいて特徴的な
ゲノム結合能を獲得することで、Treg特徴的高発現遺伝子の発現を亢進する”
という仮説にたち、まず、転写因子 BATF が実際に Treg において特徴的なゲ
ノム結合パターンを示すのかを調べることとした。 
	
 BATF が結合するゲノム領域、結合強度を全ゲノムレベルで同定するため、
ChIP-seq 解析を用いた。ChIP-seq は、転写因子などの核内因子が結合するゲ
ノム領域およびその因子のゲノムへの結合強度(度合)を全ゲノムレベルで明ら
かにする方法である[131,132,133]。具体的には、(1) 転写因子などの核内因子
が結合したゲノム DNAをソニケーションし、(2) 断片化 DNAのうちある核内
因子が結合する DNA 断片のみをその核内因子に対する特異的な抗体を用いる
ことで免疫沈降し、(3) 免疫沈降した DNA断片からライブラリーを作製し、そ
れらの配列を次世代シークエンサーで読み、(4) 読んだ配列情報のゲノムアノテ
ーションを行い、実際にある核内因子が結合する領域およびその結合強度(度合)
をゲノム上に表示されるピークおよびピークの高さとして同定する方法である。 
	
 私はまず、Treg、Tconvにおける BATFのゲノム結合パターンを全ゲノムレ
ベルで比較するため、Foxp3+ Treg、Foxp3– Tconvにおける抗 BATF抗体を用
いた ChIP-seq解析を行った。その結果、Tconvと比べ Tregにおいて BATF結
合ピークが有意に高いゲノム領域(Treg 選択的 BATF 結合領域)を 1626 領域、
Treg と比べ Tconv において BATF 結合ピークが有意に高いゲノム領域(Tconv
選択的 BATF結合領域)を 456領域、Tregおよび Tconvで BATF結合ピークの
高さに有意な差がみられないゲノム領域(共通BATF結合領域)を 9733領域同定
した(図 15A)。この結果から、BATF結合領域の多くは Treg、Tconv間で保存
されているが、BATF は一部 Treg で Tconv とは異なるゲノム結合パターンを
示すことが明らかとなった。 
 
2-2. Treg 選択的 BATF 結合領域のモチーフ解析 
	
 第一章でも述べた通り、転写因子は特徴的な DNA 配列に結合することが知
られており、この DNA 配列を転写因子結合モチーフとよぶ[134,135,136]。あ
る転写因子が結合する領域において転写因子結合モチーフを検索することでそ

の転写因子と協調して DNA に結合する転写因子を推測することが出来る
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[134,135,136]。そこで、私は同定した Treg選択的 BATF結合領域、共通 BATF
結合領域、Tconv選択的 BATF結合領域に他にどのような転写因子が結合しう
るかの手がかりを得るため、Regulatory Sequence Analysis Tools (RSAT)を使
用してこれらの領域に有意に enrichされるモチーフ解析を行った[137,138]。そ
の結果、Treg 選択的 BATF 結合領域に見いだされる上位 5 モチーフに BATF
が他の AP-1 ファミリー転写因子とヘテロダイマーを形成して結合する AP-1 
binding motif (TGACTCA) [62,63,71,139]、Tregにおいて高発現し Tregの機
能的分化を司る転写因子 Foxp3を含む Forkhead(FKH) box protein familyが
結合する FKH binding motif (AAACAA) [139,140,141,142]が含まれていた 
(図 15B)。また、これらのモチーフは共通 BATF結合領域の上位 5モチーフに
は存在しなかった(図 15C)。このことから、BATF は Treg 選択的に AP-1 
binding motif、FKH binding motifが存在するゲノム領域に結合することが示
唆された。 
	
 一方で、Tconv 選択的 BATF 結合領域にも上位 5 モチーフに FKH binding 
motifが含まれていた(図 15D)。このことから、Tconv選択的 BATF結合領域
にも FKHファミリーの転写因子が結合する可能性が考えられたが、本研究では
Tregにおいて BATFがもつ機能について注目して研究を進めたため、Tconv選
択的 BATF 結合領域についてはこれ以上追求していない。また、Treg 選択的
BATF結合領域、共通 BATF結合領域、Tconv選択的 BATF結合領域には、ETS
ファミリー転写因子結合モチーフ、SP/KLFファミリー転写因子結合モチーフ、
RUNX ファミリー転写因子結合モチーフなど様々なモチーフが見つかり(図
15B-D)、ETS、RUNX、SP/KLF などの転写因子も BATF 結合領域に結合す
る可能性が示唆された。しかしながら、本研究ではその可能性についてもこれ

以上は追求していない。 
 
2-3. Treg 選択的 BATF 結合領域への Foxp3 の結合 
	
 本章第二節 2-2.においてTreg選択的BATF結合領域にFKH binding motif
が enrichされたことを踏まえ、Treg選択的 BATF結合領域に Foxp3が結合す
るかを検証することとした。 
	
 この際、BATF が IRF4 と協調して AICE に結合し様々な免疫細胞の機能分
化を誘導すること[63,68,69,70,71,72,73,74,75,76,77]、BATFが IRF4と協調す
ることが Treg の機能分化においても重要であることが示唆されていたこと(第
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二章、第三章)、IRF4は Foxp3と協調して Tregの機能分化を誘導することが
示唆されていたこと[36,78]を踏まえ、Foxp3、IRF4、BATF の三者が Treg に
おいて協調し、Tregの機能分化を制御する可能性を考え、まず、抗 Foxp3抗体、
抗 IRF4 抗体を用いた Treg、Tconv における ChIP-seq 解析を行い、Foxp3・
IRF4・BATFの結合領域の重複を確認した。その結果、Treg、Tconvどちらに
おいてもBATF結合領域と IRF4結合領域は大きく重複することが示された(図
16A, B)。また、Tregにおいて Foxp3結合領域が IRF4結合領域と大きく重複
することも示された。さらに、IRF4結合の有無に関わらず、TregにおけるBATF
結合領域および Foxp3結合領域は大きく重複することが示された(図 16A)。以
上の結果から、BATFはTregにおいても IRF4と協調して働く可能性が示され、
また、Foxp3が IRF4と協調するという過去の報告が支持された。さらに、BATF
はTregにおいて IRF4の有無に関わらずFoxp3と協調して働く可能性が示され
た。 
	
 次に、Treg 選択的 BATF 結合領域のどの程度に Foxp3 が結合するかを検証
した。その結果、Treg 特徴的 BATF 高結合領域 1626 領域中 1070 領域(66%)
に Foxp3が結合することが明らかとなった(図 17A)。 
	
 Treg 選択的 BATF 高結合領域を Foxp3 が結合する領域(1070 領域)、Foxp3
が結合しない領域(556領域)に分けて、それらの領域におけるモチーフ解析を行
ったところ、Foxp3が結合する Tregs選択的 BATF結合領域にのみ上位 5モチ
ーフに FKH binding motifが見いだされた(図 17B, C)。この結果から、Treg
では BATFを FKH binding motifが存在するゲノム領域へリクルートする機構
が存在する可能性が示された。また、Foxp3 が結合する、結合しないに関わら
ず Tregs選択的BATF結合領域には上位 5モチーフにAP-1 binding domainが
見いだされた(図 17B, C)。BATFは単独ではなく他の AP-1ファミリー転写因
子とへテロダイマーを形成し、AP-1 binding motif に結合すること
[62,63,71,139]から、Treg では BATF が他の AP-1 ファミリー転写因子とヘテ
ロダイマーを形成し、AP-1 binding motifが存在するゲノム領域への結合して
いる可能性が示された。 
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第三節 Treg 選択的 BATF ゲノム結合の Foxp3 依存性解析 
3-1. Foxp3 依存的な BATF 結合領域の存在 
	
 本章第二節 2-3.の解析結果から、Tregでは BATFを FKH binding motifが
存在するゲノム領域へリクルートする機構が存在する可能性が示されたこと、

Foxp3が Treg選択的に高発現する転写因子であり FKH binding motifに結合
することを踏まえ、私は“転写因子 Foxp3が FKH binding motifが存在するゲ
ノム領域に BATF をリクルートすることで、Treg 選択的 BATF 結合領域の形
成に関わる”という仮説を考えた。 
	
 まず、Foxp3が Tregにおける BATF結合を誘導するかを検証するため、FKH 
binding motifへの結合能を欠損するFoxp3変異(R397W変異)を有するR397W 
Foxp3+ Treg[171]における BATF結合ゲノム領域を ChIP-seqにより全ゲノム
レベルで同定し、WT Foxp3+ Tregのそれと比較した。この際、Foxp3が X染
色体上の遺伝子であることから X-inactivation が生じることを考慮して、機能
的なTregを持たないため致死的な自己免疫疾患を呈するFoxp3R397W/Y雄もしく

は Foxp3R397W/R397W雌マウスからではなく、WT Foxp3+ Tregが存在するため致
死的な自己免疫疾患を発症しない Foxp3WT:GFP/R397W:hCD2 雌マウス(*注釈)から
R397W:hCD2 Foxp3+ Tregを調製して用いた。これにより炎症による影響を避
けて、Foxp3の BATFゲノム結合への寄与を検証することが出来る。 
	
 結果、WT Foxp3+ Tregと比べ R397W Foxp3+ Tregにおいて BATF結合ピ
ークが有意に低下するゲノム領域(Foxp3依存的 BATF結合領域)を 940領域、
WT Foxp3+ Tregおよび R397W Foxp3+ Tregで BATFピークの高さに有意な
差がみられないゲノム領域(Foxp3非依存的BATF結合領域)を 8741領域同定し
た(図 18A) 。一方で、WT Foxp3+ Tregと比べ R397W Foxp3+ Tregにおいて
BATF結合ピークが有意に上昇するゲノム領域は存在しなかった(図 18A)。こ
のことから、Foxp3 は Treg における BATF ゲノム結合の一部を誘導すること
が明らかとなった。 
 
 
 
*注釈 Foxp3WT:GFP/R397W:hCD2マウスは、WT Foxp3の下流にGFPレポーターが、
R397W Foxp3の下流に hCD2レポーターがノックインされたマウスである。 
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3-2. Foxp3 依存的 BATF 結合領域のモチーフ解析 
	
 Foxp3依存的 BATF結合領域にどのような転写因子結合モチーフが存在する
かを本章第二節 2-2.と同様に RSATを用いて解析した[137,138]。その結果、
Foxp3依存的 BATF結合領域には上位 5モチーフに AP-1 binding motif、FKH 
binding motif[62,63,71,139,140,141,142]が見いだされた(図 18B)。また、これ
らのモチーフは Foxp3非依存的BATF結合領域の上位 5モチーフには存在しな
かった(図 18C)。このことから、BATFは Foxp3依存的にAP-1 binding motif、
FKH binding motifが存在するゲノム領域に結合することが示された。 
 
3-3. Foxp3 依存的 BATF 結合領域への Foxp3 の結合 
	
 本章第三節 3-2.において Foxp3 依存的 BATF 結合領域に FKH binding 
motif が enrich されたこと、Foxp3 は FKH binding motif に結合すること
[139,140,141,142]を踏まえ、Foxp3依存的 BATF結合領域に Foxp3が実際に結
合するかを検証した。その結果、Foxp3依存的 BATF結合領域 940領域中 621
領域(66%)に Foxp3 が結合することが明らかとなった(図 19A)。また、Foxp3
依存的 BATF結合領域を Foxp3が結合する領域(621領域)、Foxp3が結合しな
い領域(319領域)に分けて、それらの領域におけるモチーフ解析を行ったところ、
Foxp3が結合する Foxp3依存的 BATF結合領域にのみ上位 5モチーフに FKH 
binding motifが見いだされた(図 19B, C)。この結果から、Foxp3が BATFを
FKH binding motifが存在するゲノム領域へリクルートする可能性が示された。
また、Foxp3が結合する、結合しないに関わらず Foxp3依存的 BATF結合領域
には上位 5モチーフに AP-1 binding motifが見いだされた(図 19B, C)。この
ことから、Foxp3は何らかの機構で BATFの他の AP-1 family転写因子とのヘ
テロダイマー形成、AP-1 binding motifが存在するゲノム領域への結合を促進
している可能性が示された。 
 
3-4. Treg 選択的 BATF 結合領域と Foxp3 依存的 BATF 結合領域の重複 
	
 Treg 選択的 BATF 結合領域が実際に Foxp3 依存的に作成されるのかを検証
するため、Treg選択的 BATF結合領域と Foxp3依存的 BATF結合領域との重
複を調べた。その結果、Tregs選択的 BATF結合領域 1626領域中 Foxp3依存
的にBATFが結合する領域が 749領域(46%)を占めることが明らかとなった(図
20)。この 749領域を Treg選択的 Foxp3依存的 BATF結合領域とよぶ。以上
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から、Foxp3は Treg選択的 BATF結合の誘導に関わることが示された。また、
Tregs選択的BATF結合領域 1626領域中 877領域(54%)はFoxp3依存的BATF
結合領域とは重複しなかったことから(図 20)、Treg 選択的 BATF 結合には
Foxp3非依存的に誘導されるものも存在することが示された。 
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第四節 Foxp3 ゲノム結合の BATF 依存性解析 
4-1. BATF 依存的な Foxp3 結合領域の存在 
	
 本章第三節で Foxp3依存的に Treg選択的なBATFゲノム結合の半分程度が
誘導されたことを踏まえ、逆に、BATF依存的に Foxp3ゲノム結合が誘導され
るかを検証した。そのため Batf–/– Foxp3+ Tregにおける Foxp3結合ゲノム領域
を ChIP-seqにより全ゲノムレベルで同定し、WT Foxp3+ Tregのそれと比較し
た。結果、WT Foxp3+ Tregと比べ Batf–/– Foxp3+ Tregにおいて Foxp3結合ピ
ークが有意に低下するゲノム領域(BATF依存的 Foxp3結合領域)を 615領域、
WT Foxp3+ Tregおよび Batf–/– Foxp3+ Tregで Foxp3結合ピークの高さに有意
な差がみられないゲノム領域(BATF非依存的Foxp3結合領域)を 6235領域同定
した(図 21A) 。一方で、WT Foxp3+ Tregと比べ Batf–/– Foxp3+ Tregにおい
て Foxp3 結合ピークが有意に上昇するゲノム領域は存在しなかった(図 21A)。
このことから、BATFは Foxp3ゲノム結合の一部を誘導することが明らかとな
った。 
 
4-2. BATF 依存的 Foxp3 結合領域のモチーフ解析 
	
 BATF依存的 Foxp3結合領域にどのような転写因子結合モチーフが存在する
かを本章第二節 2-2.、第三節 3-2.と同様にRSATを用いて解析した[137,138]。
その結果、BATF 依存的 Foxp3 結合領域には上位 5 モチーフに FKH binding 
motif 、AP-1 binding motifが含まれていた(図 21B)。また、これらのモチー
フは BATF非依存的 Foxp3結合領域の上位 5モチーフには存在しなかった(図
21C)。このことから、Foxp3 は BATF 依存的に AP-1 binding motif、FKH 
binding motifが存在するゲノム領域に結合することが示唆された。 
 
4-3. BATF 依存的 Foxp3 結合領域への BATF の結合 
	
 本章第四節 4-2.において BATF 依存的 Foxp3 結合領域に AP-1 binding 
motifが enrichされたこと、BATFは他の AP-1ファミリー転写因子とヘテロダ
イマーを形成し、AP-1 binding motifに結合すること[62,63,71,139]を踏まえ、
BATF依存的 Foxp3結合領域に BATFが実際に結合するかを検証した。その結
果、BATF依存的 Foxp3結合領域 615領域中 479領域(78%)に BATFが結合す
ることが明らかとなった(図 22A)。また、BATF依存的 Foxp3結合領域をBATF
が結合する領域(479 領域)、BATF が結合しない領域(248 領域)に分けて、それ
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らの領域におけるモチーフ解析を行ったところ、BATFが結合する BATF依存
的 Foxp3結合領域にのみ AP-1 binding motifが見いだされた(図 22B)。この結
果から、BATFが Foxp3を AP-1 binding motifが存在するゲノム領域へリクル
ートする可能性が示された。また、BATF が結合する、結合しないに関わらず
BATF 依存的 Foxp3 結合領域には FKH binding domain が見いだされた(図
22B, C)。このことから、BATFは何らかの機構で、Foxp3の FKH binding motif
が存在するゲノム領域への結合を促進している可能性が示された。 
 
4-4. Foxp3-BATF 相互依存的結合領域の存在 
	
 本章第三節で同定した Treg 選択的 Foxp3 依存的 BATF 結合領域と本章第
四節で同定した BATF依存的 Foxp3結合領域が重複するかを検証した。その結
果、重複するFoxp3-BATF相互依存的結合領域が198領域同定された(図 23A)。
これにより、Treg では BATF が Foxp3 と相互依存的に一部のゲノム領域に結
合することが明らかとなった。また、Foxp3-BATF 相互依存的結合領域におけ
るモチーフ解析の結果、上位 5モチーフに FKH binding motif、AP-1 binding 
motif がこの領域に見いだされることが示された(Data not shown)。これに
より、Foxp3および BATFはそれぞれ FKH binding motifが存在するゲノム領
域、AP-1 binding motifが存在するゲノム領域にお互いをリクルートし合って
いる可能性が示された。 
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第五節 Foxp3-BATF 相互依存的結合領域の特性解析 
5-1. Foxp3-BATF 相互依存的結合領域の転写開始点から距離の解析 
	
 本章第二節から第四節までの結果から、BATFの Treg特徴的なゲノム結合
パターンとして、BATFが Foxp3と相互依存的に一部のゲノム領域に結合する
ことを見いだしてきた。本節では、同定した Foxp3-BATF相互依存的結合領域
がどのような領域なのかについて検証することとした。転写因子は転写開始点

(TSS)上流の近接に存在するプロモーター領域および TSS から遠位に存在する
エンハンサー領域に結合することで転写を促進する[123]。そこで、まず、
Foxp3-BATF相互依存的結合領域がTSSからどの程度の距離に存在するのかを
Genomic Regions Enrichment of Annotations Tool(GREAT)を用いて検証した
[143]。その結果、Foxp3-BATF 相互依存的結合領域は、Treg において Foxp3
が結合する全領域、Treg において BATF が結合する全領域、Treg において
Foxp3および BATFが共に結合する領域いずれと比べた場合でも、TSSから±
5Kb の領域にはほとんど結合せず、TSS から±5〜500Kb の領域に多く結合す
ることが示された(図 23B)。実際に、Foxp3-BATF相互依存的結合領域がどの
ような領域に属するかを Bioconductor にて提供されている R パッケージ
ChIPseeker を用いて解析した[173]。その結果、Foxp3-BATF 相互依存的結合
領域は TSSから 3Kb以上離れた Distal Intergenic regionおよび 2nd以降の
Intron 部分に主に集積することが明らかとなった(図 23C)。以上の結果から、
Foxp3-BATF 相互依存的結合領域は主に TSS から遠位の Intron、Intergenic
の領域に存在することが明らかとなった。 
 
5-2. Foxp3-BATF 相互依存的結合領域と Treg 特異的 DNaseI 高感受性
領域、p300 結合領域との重複 
	
 Foxp3-BATF相互依存的結合領域がTSSから遠位の位置に存在することが示
されたため、次にこれらの領域が実際に転写を制御するエンハンサー領域であ

る可能性を検証することとした。エンハンサー領域は、プロモーターおよびレ

ポーター遺伝子を組み込んだベクターのどの位置に挿入してもレポーター遺伝

子の転写活性をあげるゲノム領域としてレポーターアッセイにより同定されて

きた[123]。一方、近年行われた網羅的なゲノム/エピゲノム解析によりエンハン
サー領域はヒストン修飾 H3K4me1 がみられる領域、アセチルトランスフェレ
ース p300結合領域、細胞特異的な DNaseI高感受性領域と相関することが明ら
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かとなってきた[119,121,122,123,124,125,126,127,128,129,130]。	
  
	
 私は Foxp3-BATF相互依存的結合領域 198領域が、エンハンサー領域となり
うるかを検証するべく、Treg特異的 DNaseI高感受性領域、Tregにおける p300
結合ゲノム領域と Foxp3-BATF相互依存的結合領域の重複を調べることとした。
Treg特異的DNaseI高感受性領域は、ENCODEに登録されている Foxp3+ Treg
および Foxp3– Tconv における DNase-seq のデータ[144,145]を基に、Foxp3+ 
Tregにおいて Foxp3– Tconvと比較して有意に DNaseI感受性のピークが高い
領域として同定した。また、Tregにおける p300結合ゲノム領域は、Tregにお
いて抗 p300抗体を用いて ChIP-seq解析を行うことで同定した。 
	
 結果、Foxp3-BATF 相互依存的ゲノム結合領域のうち 84%が Treg 特異的
DNaseI 高感受性領域と、68%が Treg における p300 結合領域と重複すること
が示された(図 24A, B)。また、Foxp3-BATF 相互依存的ゲノム結合領域(198
領域)のうち、60%(118 領域)が Treg 特異的 DNaseI 高感受性領域および p300
結合領域の両方に重複することも示された(Data not shown)。以上の結果か
ら、Foxp3および BATFは相互依存的にエンハンサー領域複数箇所に結合して
いることが示唆された。 
 
5-3. Foxp3-BATF 相互依存的結合 p300 結合 Treg 特異的 DNaseI 高感
受性領域近傍に存在する遺伝子の発現解析 
	
 Foxp3-BATF 相互依存的結合領域の 60%が p300 結合 Treg 特異的 DNaseI
高感受性領域に結合することが示されたため、私は Foxp3および BATFが相互
依存的にこれらの領域に結合することで、周囲の遺伝子の転写を亢進している

可能性を考えた。そこで、Foxp3-BATF相互依存的結合領域のうち Tregで p300
が結合し、Treg特異的 DNaseI高感受性である領域 118領域の周囲の遺伝子発
現をWT Foxp3+ Treg、WT Foxp3– Tconv、Batf–/– Foxp3+ Treg間で比較した(図
24C, D)。その結果、近傍遺伝子中にWT Foxp3+ Tregにおいて Batf–/– Foxp3+ 
Tregよりも発現が 2倍以上高く、かつWT Foxp3+ TregにおいてWT Foxp3– 
Tconvと比べて発現が 2倍以上高い遺伝子として、既に第三章において非リン
パ組織への細胞移動に関わる BATF 依存的 Treg 高発現遺伝子として同定して
いた Ccr4、Gcnt1、Itgb1が含まれることが明らかとなった(図 24C, D、図 25-
図 27)。一方、第三章において BATF非依存的 Treg高発現遺伝子であること
が明らかとなっていた Il2ra遺伝子座周囲には Foxp3-BATF相互依存的結合領
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域は存在しなかった(図 28)。これらの結果から、Foxp3および BATFが協調し
て Ccr4、Gcnt1、Itgb1の転写を促進する可能性が考えられた。さらに、Ccr4、
Gcnt1、Itgb1周囲に存在する Foxp3-BATF相互依存的結合領域には IRF4も結
合していることが示された(図 25-図 27)。以上から IRF4もこれらの分子発現
に寄与する可能性が考えられたが、それについては本研究では検証していない。

一方で、近傍遺伝子中にはWT Foxp3+ TregにおいてWT Foxp3– Tconvと比較
し発現上昇する遺伝子がいくつか確認されたものの(図 24D)、近傍遺伝子の多
くの発現はWT Foxp3+ Treg、Batf–/– Foxp3+ Treg間で変わらなかった(図 24C)。
このことから、BATF は Foxp3-BATF 相互依存的結合領域の近傍に存在する
Ccr4、Gcnt1、Itgb1以外の多くの遺伝子の発現制御には関わらないことが示さ
れた。 
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第六節 考察 
	
 本章において、私は BATF が非リンパ組織への細胞移動に関わる遺伝子を含
む一部の Treg特徴的高発現遺伝子の発現を促進する分子基盤を探った。 
	
 第二節では、Treg選択的に BATFが強く結合する領域(Treg選択的 BATF結
合領域)を 1626領域同定し、その領域の一部に Foxp3も結合すること、Foxp3
が結合する Treg選択的 BATF結合領域には FKH binding motifが有意に存在
することを見いだした。 
	
 第三節では、Treg選択的 BATF結合領域のうち、746領域(46%)で Foxp3依
存的に BATF結合が亢進することを示した。また、Foxp3依存的に BATF結合
が低下する領域は存在しなかったことから、Foxp3は BATFゲノム結合の一部
を促進することが示された。 
	
 第四節では、BATF依存的に Foxp3結合が亢進する領域(BATF依存的 Foxp3
結合領域)を 615領域同定し、その領域の一部に BATFも結合すること、BATF
が結合するBATF依存的Foxp3結合領域にはAP-1 binding motifが有意に存在
することを見いだした。さらに、Treg 選択的 Foxp3 依存的 BATF 結合領域と
BATF 依存的 Foxp3 結合領域の重複する領域(Foxp3-BATF 相互依存的結合領
域)が 198領域存在することを示した。 
	
 第五節では、Foxp3-BATF相互依存的結合領域に着目し、これらの領域が TSS
から遠位の Intergenicもしくは Intron領域に存在することを示した。また、エ
ンハンサー領域と重複することが報告されている、細胞特異的 DNaseI 高感受
性領域(本研究では Treg 特異的 DNaseI 高感受性領域)、p300 結合領域と
Foxp3-BATF 相互依存的結合領域は大きく重複することを示し、Foxp3-BATF
相互依存的結合領域の多くがエンハンサー領域である可能性を示した。さらに、

p300が結合する Treg特異的DNaseI高感受性領域かつ Foxp3-BATF相互依存
的結合領域の周囲には第四章で既に示していた BATF 依存的 Treg 高発現遺伝
子である Ccr4、Gcnt1、Itgb1が含まれることを示した。 
	
 本章の結果から、Foxp3が BATFの一部ゲノム領域への結合を促進すること
で Treg 選択的な BATF 結合領域を形成していることが示された。興味深いこ
とに Foxp3 依存的 BATF 結合領域は Foxp3 が結合する領域、Foxp3 が結合し
ない領域の 2領域に分けられ、Foxp3が結合する領域には FKH binding motif
が上位モチーフとして見いだされるものの、Foxp3が結合しない領域には FKH 
binding motifが上位 5モチーフに見いだされないことが明らかとなった。以上
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の結果から、Foxp3が結合する Foxp3依存的 BATF結合領域では FKH binding 
motifが存在する領域に Foxp3が BATFをリクルートしている可能性が考えら
れた。 
	
 では、Foxp3が結合しない Foxp3依存的 BATF結合領域はどのようにして形
成されるのであろうか？Serine43のリン酸化を欠く BATFは JUNとヘテロダ
イマーを形成するが、AP-1 binding motifに結合出来ないこと[146]、本研究に
より Foxp3が結合しない Foxp3依存的 BATF結合領域に AP-1 binding motif
が上位モチーフとして見いだされることを考慮すると、Foxp3 は何かしらの機
構で BATFのリン酸化を誘導し、BATFの AP-1 binding motifへ結合を促進し
ている可能性が考えられる。 
	
 また、BATFが Foxp3の一部ゲノム領域への結合を促進することも示された。
興味深いことに BATF依存的 Foxp3結合領域は BATFが結合する領域、BATF
が結合しない領域の2領域に分けられ、BATFが結合する領域にはAP-1 binding 
motifが上位モチーフとして見いだされるものの、BATFが結合しない領域には
AP-1 binding motifが上位 5モチーフに見いだされないことが明らかとなった。
以上の結果から、BATF が結合する BATF 依存的 Foxp3 結合領域では AP-1 
binding motifが存在する領域に BATFが Foxp3をリクルートしている可能性
が考えられた。では、BATFが結合しない BATF依存的 Foxp3結合領域はどの
ようにして形成されるのであろうか？Foxp3 はリン酸化、アセチル化、ユビキ
チン化など様々な翻訳後修飾を受けることが知られており[147]、リン酸化およ
びアセチル化により Foxp3 のゲノム結合が促進されることが示唆されている
[147,148,149,150]。この報告と BATF が結合しない BATF 依存的 Foxp3 結合
領域に FKH binding motifが上位モチーフとして多数見いだされることを考慮
すると、BATFは何かしらの機構で Foxp3のリン酸化もしくはアセチル化を誘
導し、Foxp3の FKH binding motifへ結合を促進している可能性が考えられる。 
	
 Foxp3のアセチル化には TIP60、p300、SIRT1、HDAC6などが関わること
が知られているが、Foxp3のリン酸化を誘導する因子は同定されておらず[147]、
また、BATFのリン酸化を誘導する因子も同定されていない[146]。今後、R397W 
Foxp3+ Treg における BATF のリン酸化解析、Batf–/– Foxp3+ Treg における
Foxp3 のアセチル化、リン酸化解析を行い、また、Foxp3、BATF の翻訳後修
飾に関わる因子を同定することで、Foxp3 および BATF の相互依存的な DNA
結合の詳細な機構が明らかになっていくと期待される。 
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 本章において、Foxp3-BATF 相互依存的結合領域は、エンハンサー領域と重
複することが報告されている細胞特異的DNaseI高感受性領域(本研究ではTreg
特異的 DNaseI高感受性領域)、p300結合領域と大きく重複することを示した。
しかしながら、Foxp3-BATF 相互依存的結合領域がエンハンサー活性を有する
かの検証は十分ではない。周囲に Ccr4、Gcnt1、Itgb1 など既に BATF 依存的
に発現亢進されることが知られている遺伝子が存在する Foxp3-BATF相互依存
的結合領域に関しては、レポーターアッセイを行い、これら遺伝子のプロモー

ター領域と共に転写活性をあげるかについて検証することで、実際に

Foxp3-BATF相互依存的結合領域がエンハンサー領域かを検証出来る。 
	
 予想と反し Ccr4、Gcnt1、Itgb1遺伝子以外の Foxp3-BATF相互依存的結合
領域の周囲に存在するほとんどの遺伝子発現は WT Foxp3+ Treg、Batf–/– 
Foxp3+ Treg間で変わらなかった。しかしながら、エンハンサー領域は TSSか
ら Megabase 以上離れた領域に存在することも知られている[121,151]ため、
Foxp3-BATF 相互依存的結合領域が隣接する遺伝子ではなくより離れた遺伝子
の発現を制御するエンハンサーである可能性は残る。 
	
 本章においてFoxp3とBATFが相互依存的にゲノムに結合する領域が存在す
ることは示されたが、Foxp3および BATFが直接複合体を形成しゲノムに結合
するかは依然として明らかでない。私が本研究を行った研究室では HEK293細
胞に Foxp3および BATFを強制発現して、抗 Foxp3抗体で免疫沈降(IP)した場
合、BATFが IPされてこないという結果を得ている。このことから少なくとも
Foxp3および BATFは修飾なしに直接複合体を形成するのではなく、何かしら
の翻訳後修飾もしくは第三者を介して結合する可能性が示唆されている。 
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図15 WT Foxp3+ Treg、WT Foxp3– TconvにおけるBATFのゲノム結合パターン比較	

(A) WT Foxp3+ TregにおいてWT Foxp3– Tconvよりも有意に(p<1e–6)BATF結合ピーク
が高い領域(Treg選択的BATF結合領域:1626領域)、 有意に(p<1e–6)BATF結合ピークが
低い領域(Tconv選択的BATF結合領域:456領域)、両者でBATF結合ピークに有意な差が
みられない領域(共通BATF結合領域:9733領域)。(B) Treg選択的BATF結合領域におけ
るモチーフ解析。(C) 共通BATF結合領域におけるモチーフ解析。(D) Tconv選択的BATF
結合領域におけるモチーフ解析。(B-D) 上位5モチーフ、モチーフが含まれる領域数、モ
チーフに結合する転写因子群名、sig:–log10(p-value*number of computed false 
positives)を表示。!
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図16 WT Foxp3+ Treg、WT Foxp3– TconvにおけるBATF、IRF4、Foxp3結合領域の
重複	

(A) BATF ChIP-seq、IRF4 ChIP-seq、Foxp3 ChIP-seq解析により同定されたWT 
Foxp3+ TregにおけるBATF、IRF4、Foxp3結合領域の重複。(B) BATF ChIP-seq、IRF4-
ChIP-seqにより同定されたWT Foxp3– TconvにおけるBATF、IRF4結合領域の重複。!
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図17 Treg選択的BATF結合領域とFoxp3結合領域の重複	

(A) Treg選択的BATF結合領域(1626領域)とFoxp3結合領域との重複(1070領域)。!
(B) Foxp3結合Treg選択的BATF結合領域におけるモチーフ解析。 (C) Foxp3非結合
Treg選択的BATF結合領域におけるモチーフ解析。(B,C) 上位5モチーフを表示。!
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図18 WT Foxp3+ Treg、R397W Foxp3+ TregにおけるBATFのゲノム結合パターン比較	

(A) WT Foxp3+ TregにおいてR397W Foxp3+ Tregよりも有意に(p<1e–6)BATF結合ピー
クが高い領域(Foxp3依存的BATF結合領域:940領域)、 両者でBATF結合ピークに有意な
差がみられない領域(Foxp3非依存的BATF結合領域:8741領域)。(B) Foxp3依存的
BATF結合領域におけるモチーフ解析。 (C) Foxp3非依存的BATF結合領域におけるモ
チーフ解析。(B,C) 上位5モチーフを表示。!
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図19 Foxp3依存的BATF結合領域とFoxp3結合領域の重複	

(A) Foxp3依存的BATF結合領域(940領域)とFoxp3結合領域との重複(621領域) !
(B) Foxp3結合Foxp3依存的BATF結合領域におけるモチーフ解析。(C) Foxp3非結合
Foxp3依存的BATF結合領域におけるモチーフ解析。(B,C) 上位5モチーフを表示。!
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図20 Treg選択的BATF結合領域とFoxp3依存的BATF結合領域の重複	

Treg選択的BATF結合領域(1626領域)とFoxp3依存的BATF結合領域(940領域)の重複
(Treg選択的Foxp3依存的BATF結合領域:749領域)。!
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図21 WT Foxp3+ Treg、Batf–/– Foxp3+ TregにおけるFoxp3のゲノム結合パターン比較	

(A) WT Foxp3+ TregにおいてBatf–/– Foxp3+ Tregよりも有意に(p<1e–6)Foxp3結合ピーク
が高い領域(BATF依存的Foxp3結合領域:615領域)、 両者でFoxp3結合ピークに有意な
差がみられない領域(BATF非依存的Foxp3結合領域:6235領域)。(B) BATF依存的
Foxp3結合領域におけるモチーフ解析。 (C) BATF非依存的Foxp3結合領域におけるモ
チーフ解析。(B,C) 上位5モチーフを表示。!
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図22 BATF依存的Foxp3結合領域とBATF結合領域の重複	

(A) BATF依存的Foxp3結合領域(615領域)とFoxp3結合領域との重複(479領域)。!
(B) BATF結合BATF依存的Foxp3結合領域におけるモチーフ解析。(C)BATF非結合
BATF依存的Foxp3結合領域におけるモチーフ解析。(B,C) 上位5モチーフを表示。!
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図23 Foxp3-BATF相互依存的結合領域の特性解析 その1	

(A) Treg選択的Foxp3依存的BATF結合領域(749領域)とBATF依存的Foxp3結合領域
(615領域)の重複(Foxp3-BATF相互依存的結合領域:198領域)。(B) Tregにおける
Foxp3-BATF相互依存的結合領域(Foxp3-BATF co-dependently binding)、Foxp3結合
領域、BATF結合領域、Foxp3・BATF両者が結合する領域(Foxp3-BATF co-binding)の転
写開始点(TSS)からの距離(Kb)。縦軸はTSSからある距離に存在する転写因子結合領域
の割合を示す。(C) Foxp3-BATF相互依存的結合領域のゲノム上の位置情報。<=は0~を
意味する。Distal Intergenicは遺伝子領域から遺伝子外に3Kb以上離れた領域を示す。!
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図24 Foxp3-BATF相互依存的結合領域の特性解析 その2	

(A) Foxp3-BATF相互依存的結合領域中のTreg特異的DNaseI高感受性領域(DNaseI 
HS site in Foxp3+ Treg)、Treg・Tconvで共通にみられるDNaseI高感受性領域(DNaseI 
HS site in both)、Treg・Tconvで共にDNaseI非感受性の領域 (Non-DNaseI HS site in 
both)の割合。(B) Foxp3-BATF相互依存的結合領域中のTregにおけるp300結合領域、
p300非結合領域の割合。(C, D) Treg特異的DNaseI高感受性かつp300が結合する
Foxp3-BATF相互依存的結合領域近傍遺伝子のFPKM値比較。赤線はy=2xおよび
y=0.5xの直線。(C) WT Foxp3+ TregとBatf–/– Foxp3+ Treg間での比較。(D) WT Foxp3+ 
TregとWT Foxp3– Tconv間での比較。!
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第五章 BATF は Foxp3 と協調して非リンパ組織への細胞移動に関わる
分子の発現を亢進する 
第一節 序 
	
 第三章において、BATF は Treg において非リンパ組織への細胞移動に関わ
る Treg特徴的高発現分子である CCR4、E-/P-sel lig、Integrinβ1の発現上昇、
リンパ組織への細胞移動に関わる CCR7 発現低下、増殖を亢進することが明ら
かとなった。また、第四章において、CCR4、Integrinβ1 をコードする遺伝子
Ccr4、Itgb1、機能的な E-/P-sel ligの発現に関わる C2 GlcNAcTをコードする
遺伝子Gcnt1遺伝子座の周囲を含む複数箇所にFoxp3およびBATFが相互依存
的に結合するゲノム領域が存在することが明らかとなった。以上を踏まえ、私

は Foxp3および BATFが協調して Tregにおけるこれらの表現型および増殖を
制御する可能性を考え、本章にて検証した。 
	
 第二節では、Foxp3 が CCR4、E-/P-sel lig、Integrinβ1 の発現上昇、CCR7
発現低下および増殖に関わるかを検証した。 
	
 第三節では、Foxp3および BATFが協調して CCR4、E-/P-sel lig、Integrinβ1
の発現上昇、CCR7 発現低下および増殖を亢進するかどうかを検証するため、
Foxp3単独、BATF単独もしくは Foxp3-BATF両者を naïve T細胞に RVを用
いて強制発現し、それらを放射線照射したマウスに移入した後、移入した RV
感染細胞の表現型を解析した。 
	
 これらの解析の結果、Foxp3 および BATF は協調して Treg 特徴的高発現分
子である CCR4、E-/P-sel lig、Integrinβ1 の発現上昇、CCR7の発現低下、増
殖を亢進することが明らかとなった。 
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第二節 R397W Foxp3+ Treg の表現型解析 
	
 Foxp3が CCR4、E-/P-sel lig、Integrinβ1発現を亢進するかを検証するため、
FKH binding motifへの結合能を欠損する Foxp3変異(R397W変異)に着目した
(第四章第三節参照 )。Foxp3 の R397W 変異をノックインしたマウス

(Foxp3R397Wマウス)は Foxp3 ノックアウトマウスとほぼ同様の自己免疫疾患様
症状を呈すること(141)、また、R397W Foxp3 を強制発現した T 細胞は Mock
強制発現 T細胞とほぼ同等の遺伝子発現パターンを示すこと(141)から、R397W 
Foxp3+ Tregは Foxp3依存的遺伝子をほとんど誘導出来ないと考えられる。そ
のため、R397W Foxp3+ Tregは Foxp3依存的な分子を同定するのに有用である。
第四章第三節でも述べた通り、炎症による効果を除き Foxp3により制御される
分子を同定するため、Foxp3R397W/Y マウスや Foxp3R397W/R397W マウスではなく

WT Foxp3+ Treg が 存 在 す る た め 自 己 免 疫 疾 患 を 呈 さ な い

Foxp3WT:GFP/R397W:hCD2 マウスを用いた。 Foxp3WT:GFP/R397W:hCD2 マウスの

R397W:hCD2 Foxp3+ Tregと Foxp3WT:GFP/WT:hCD2マウスのWT:hCD2 Foxp3+ 
Tregとの間で、CCR4、E-/P-sel lig、 Integrinβ1の発現をリンパ組織への細胞
移動に関わる CCR7とともに比較した。その結果、R397W:hCD2 Foxp3+ Treg
では、WT:hCD2 Foxp3+ Treg と比べて、CCR7lowCCR4+E-sel lig+P-sel 
lighighIntegrinβ1highの亜集団が大きく減少していることが示された(図 29A)。
以上から、Foxp3は BATF同様に非リンパ組織への細胞移動に関わる CCR4、
E-/P-sel lig、Integrinβ1の発現上昇、CCR7の発現低下を促進することが示さ
れた。 
	
 また、BATFが Tregの増殖を亢進していることを踏まえ、Foxp3も Tregの
増殖に寄与しうるかを検証するため、R397W Foxp3+ TregとWT Foxp3+ Treg
間で増殖中の細胞に発現する Ki67を発現する細胞の割合を比較した。その結果、
R397W Foxp3+ TregではWT Foxp3+ Tregと比較して Foxp3+ 細胞中の Ki67+ 
細胞の割合が低いことが示された(図 29B)。以上の結果から、Foxp3は BATF
同様に Tregの増殖を亢進することが示された。 
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第三節 Foxp3 と BATF による増殖、非リンパ組織恒常性に関わる分子の
協調制御 
	
 第三章第三節、本章第二節にて Foxp3および BATFは共に CCR4、E-/P-sel 
lig、Integrinβ1 の発現上昇、CCR7 発現低下、増殖を亢進することが明らかと
なった。また、第四章にて Ccr4、Gcnt1、Itgb1 の周囲の領域を含む複数のゲ
ノム領域に Foxp3と BATFが相互依存的に結合することが示されていた。以上
のことから、私はFoxp3およびBATFが協調してCCR4、E-/P-sel lig、Integrinβ1
の発現上昇、CCR7 発現低下、増殖を亢進する可能性を考えた。その可能性を
検証するために、Foxp3(Thy1.1 reporter)単独、BATF(VEX reporter)単独もし
くは Foxp3-BATF両者を naïve T細胞(Ly5.2+)に RVを用いて強制発現し、そ
れらを放射線照射したマウス(Ly5.1+)に移入した後、7日後に移入した RV感染
T細胞(Thy1.1+VEX+Ly5.2+)の表現型を解析した。その結果、Foxp3-RV T細胞
では CCR4、E-/P-sel lig 、Integrinβ1、CCR7の発現、増殖がほぼMock-RV T
細胞と変わらない一方で、BATF-RV T 細胞では、Mock-RV T 細胞と比べて
CCR4、Integrinβ1発現、増殖が有意に上昇し、CCR7の発現が有意に低下する
ことが示された(図 30、図 31A-C)。また、BATF-RV T細胞では、Mock-RV T
細胞と比べて有意ではないもののE-/P-sel ligの発現もやや上昇することが示さ
れた(図 30、図 31C)。さらに、Foxp3 & BATF-RV T細胞では、Foxp3-RV T
細胞、BATF-RV T細胞と比べて CCR4、E-/P-sel lig 、Integrinβ1の発現、増
殖が有意に上昇し、CCR7 の発現が有意に低下することが示された(図 30、図
31A-C)。さらに、Foxp3 & BATF-RV T細胞における CCR4、E-/P-sel lig、
Integrinβ1 の発現上昇、CCR7 の発現低下は増殖に伴って生じることも示され
た(図 30)。以上のことから、Foxp3および BATFは協調して CCR4、E-/P-sel 
lig 、Integrinβ1の発現上昇、増殖、CCR7の発現低下を亢進することが明らか
となった。一方で、Foxp3-RV T細胞ではMock-RV T細胞と比べて Treg特徴
的高発現分子である CD25(コードする遺伝子は Il2ra)の発現が上昇するが、
BATF-RV T細胞ではMock-RV T細胞と比べて CD25の発現が低下しており、
Foxp3 & BATF-RV T細胞では、Foxp3-RV CD4+ T細胞と BATF-RV CD4+ T
細胞の中間程度の CD25 を発現することが示された(図 30)。以上の結果から、
Foxp3 と BATF は協調的に全てではなく一部の Treg 特徴的高発現分子のみを
発現制御していることが示された。 
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第四節 考察 
	
 本章において、私は Foxp3 が非リンパ組織への細胞移動に関わる Treg 特徴
的高発現分子 CCR4、E-/P-sel lig、Integrinβ1の発現上昇、リンパ組織への細
胞移動に関わる CCR7 の発現低下、および増殖に関わるかについて第二節で、
Foxp3と BATFが協調してこれらの機能制御を行うかについて第三節で検証し
た。 
	
 その結果、第二節において Foxp3が Tregの CCR4、E-/P-sel lig、Integrinβ1
の発現上昇、CCR7 の発現低下、増殖を亢進することを示した。また、第三節
において Foxp3と BATFが協調して CCR4、E-/P-sel lig、Integrinβ1の発現上
昇、CCR7の発現低下、増殖を亢進することを示した。 
	
 第一章第一節でも述べた通り、Foxp3 は様々な転写因子と協調することで
Tregの機能を制御していることが知られていたが、本研究により Foxp3が協調
する新たなパートナーとして BATFが同定された。 
	
 興味深いことに、Foxp3および BATFを強制発現して 2日後のマウスに移入
前の RV 感染 T 細胞では、CCR4 の発現がわずかにしか上昇しないことが示さ
れている(Data not shown)。この細胞を In vivoに移入して 7日のうちに大
きく CCR4が発現上昇することを考慮すると、Foxp3および BATFが協調して
CCR4 発現を亢進するためには、ある程度の期間が必要かもしくは何かしらの
in vivoの因子が必要である可能性が考えられる。Foxp3および BATFを強制発
現した T細胞を in vitroで 9日間培養したときに CCR4発現がどのように変化
するかを追跡することで、どちらの可能性が高いかを検証することが出来ると

考えられる。仮に、in vitroでは Foxp3および BATFが協調して CCR4発現を
亢進出来ないという結果が得られれば、Foxp3および BATFが協調して働くた
めには、in vivoの因子が必要であることが強く示唆され、Foxp3および BATF
の協調に必要な in vivo の因子のスクリーニングを行うことで、Treg の非リン
パ組織における恒常性維持に関わる因子が同定出来ると期待される。 
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図29 R397W Foxp3+ Tregの表現型解析	

(A, B) Foxp3WT:GFP/WT:hCD2マウスにおけるWT Foxp3+ (hCD2+) Treg、Foxp3WT:GFP/

R397W:hCD2マウスにおけるR397W Foxp3+ (hCD2+) Tregの表現型をFCMで解析した。脾
臓におけるFCM解析の代表例。(B)  脾臓WT Foxp3+ (hCD2+) Treg、R397W Foxp3+ 

(hCD2+) TregにおけるKi67+ 細胞の割合。 n=5、各個体における割合および平均値±SD
を表示。*p<0.05。TTESTによる統計解析を行った。!
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図30 Foxp3 & BATF-RV naïve T細胞の表現型解析 その1	

Proliferation dyeでラベルしたMock(VEX reporter)-RV x Mock(Thy1.1 reporter)-RV 
WT naïve T細胞(Ly5.2+)、Mock(VEX)-RV x Foxp3(Thy1.1)-RV WT naïve T細胞、
BATF(VEX)-RV x Mock(Thy1.1)-RV WT naïve T細胞、BATF(VEX)-RV x 
Foxp3(Thy1.1)-RV WT naïve T細胞を放射線照射したマウス(Ly5.1+)に移入し、7日後に
移入したRV感染T細胞(Ly5.2+VEX+Thy1.1+)の表現型解析を行った。脾臓におけるドナー
RV感染細胞の代表的なFCM解析例。!
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図31 Foxp3 & BATF-RV naïve T細胞の表現型解析 その2	

Proliferation dyeでラベルしたMock(VEX)-RV x Mock(Thy1.1)-RV WT naïve T細胞
(Ly5.2+)、Mock(VEX)-RV x Foxp3(Thy1.1)-RV WT naïve T細胞、BATF(VEX)-RV x 
Mock(Thy1.1)-RV WT naïve T細胞、BATF(VEX)-RV x Foxp3(Thy1.1)-RV WT naïve T
細胞を放射線照射したマウス(Ly5.1+)に移入し、7日後に移入したRV感染T細胞
(Ly5.2+VEX+Thy1.1+)の表現型解析を行った。(A-C) 脾臓RV感染T細胞中における(A) 
Proliferation dye–細胞の割合(%)、n=13、(B) CCR7の発現が低下した細胞の割合(%)、
n=4、(C) CCR4、P-sel lig、E-sel lig、Integrinβ1の発現が上昇した細胞の割合(%)。各個
体における割合および平均値±SDを表示。**p<0.01、***p<0.005、****p<0.001、n.s.:有
意差なし(p>0.05)。One-way ANOVAによる統計解析を行った。!
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第六章 総括と展望 
第一節 本研究の総括 
	
 制御性 T 細胞(Treg)は免疫応答を抑制する機能をもち、生体の恒常性を維持
する上で必須の細胞である。Tregはリンパ組織ばかりでなく非リンパ組織にお
いても存在することで過剰な免疫応答を抑制し、非リンパ組織の恒常性維持に

も関わる。さらに Tregは非リンパ組織への移行に関わる分子を高発現している
ことが知られており、それにより非リンパ組織へ移行して効率的に免疫応答を

抑え、非リンパ組織の恒常性維持に関わる可能性が考えられていたが、Tregが
どのようにしてそれら非リンパ組織への移行に関わる分子を高発現するのかは

依然として不明であった。一方、私が本研究を行った研究室では、Batf–/–Foxp3+ 
Tregが末梢特に非リンパ組織における恒常性を破綻することを明らかにしてい
た。 
	
 以上を踏まえ、私は BATF が Treg の表現型にどのような影響を与えるかを
解析することを通して、“Tregに特徴的な非リンパ組織における恒常性維持の分
子機構”を解明することを最終目標として研究を行った。以下に、本研究で明ら
かにしたことをまとめる。 
 
	
 (1) 非リンパ組織において恒常性を破綻する Batf–/–Foxp3+ Tregが in vivoに
おいて抑制能をもつかどうかを検証するために、Treg特異的 BATF欠損マウス
を作製し、表現型を解析した。結果、Treg 特異的 BATF 欠損マウスは皮膚炎、
肺炎などの非リンパ組織における炎症を含む致死的な自己免疫疾患様症状を発

症することを示した。このことから、BATFは Tregの抑制能に必須であること
が明らかとなった。Tregが非リンパ組織における炎症を抑制するためには、非
リンパ組織に存在する必要があることを考慮すると、Batf–/–Foxp3+ Tregが非リ
ンパ組織における炎症抑制能を欠く原因のひとつは Batf–/–Foxp3+ Tregが非リ
ンパ組織における恒常性を破綻しているからであることが示唆された。 
	
 (2) Batf–/–Foxp3+ Tregが非リンパ組織における恒常性を破綻する原因を探る
ために、WT Foxp3+ Treg、Batf–/–Foxp3+ Treg、WT Foxp3– Tconv、Batf–/–Foxp3– 
Tconvの網羅的トランスクリプトーム解析、FCM解析を行った。結果、Batf–/–

Foxp3+ TregではWT Foxp3+ Tregと比べて非リンパ組織への細胞移動に関わ
る Treg特徴的高発現遺伝子であるCcr4、Gcnt1、Itgb1の発現が低下すること、
これらの遺伝子によって発現制御される CCR4、E-/P-sel lig、Integrinβ1の発

84



 

現が低下することを示した。また、リンパ組織への細胞移動に関わる CCR7 に
ついても発現解析した結果、Batf–/–Foxp3+ TregはWT Foxp3+ Tregと比べて
CCR7の発現が高いことを示した。さらに、Tregの末梢特に非リンパ組織にお
ける恒常性に関わる細胞移動とは異なる要素として増殖に着目し、Batf–/–

Foxp3+ TregはWT Foxp3+ Tregと比べ増殖能を欠くことを示した。以上の結
果から、BATFは Tregにおいて非リンパ組織への細胞移動に関わる Treg特徴
的高発現分子 CCR4、E-/P-sel lig、Integrinβ1の発現上昇、リンパ組織への細
胞移動に関わる CCR7の発現低下、増殖を亢進することが明らかとなった。 
	
 (3) BATFが非リンパ組織への細胞移動に関わる Ccr4、Gcnt1、Itgb1を含む
複数の Treg特徴的高発現遺伝子の発現亢進に関わる分子基盤を探るため、Treg、
Tconv間で BATFのゲノム結合パターンを網羅的に比較し、Treg選択的 BATF
結合領域を同定した。また、Treg選択的 BATF結合領域の 46%が Foxp3依存
的に形成されることを示し、BATF依存的に一部の Foxp3結合ピークが誘導さ
れることも明らかにした。さらに、Treg 選択的 Foxp3 依存的 BATF 結合領域
と BATF 依存的 Foxp3 結合領域には重複する領域つまり Foxp3-BATF 相互依
存的結合領域が存在し、それらはBATF依存的Treg高発現遺伝子であるCcr4、
Gcnt1、Itgb1の周囲を含む TSSから遠位の領域に結合することを示した。TSS
から遠位に存在する Foxp3-BATF相互依存的結合領域がエンハンサー領域であ
る可能性を考え、細胞特異的 DNaseI高感受性領域、p300結合領域が細胞特異
的エンハンサー領域と相関するという報告をもとに、Foxp3-BATF 相互依存的
結合領域と Treg特異的 DNaseI高感受性領域、Tregにおける p300結合領域と
の重複を確認した。その結果、Foxp3-BATF相互依存的結合領域は Treg特異的
DNaseI高感受性領域と 84%、Tregにおける p300結合領域と 64%重複するこ
とを示し、Foxp3および BATFは Ccr4、Gcnt1、Itgb1周囲を含む複数のエン
ハンサー領域に相互依存的に結合している可能性を示した。 
	
 (4) Foxp3および BATFが相互依存的に結合する Treg特異的 DNaseI高感受
性かつ p300が結合するゲノム領域が存在し、その周囲に BATF依存的 Treg特
徴的高発現遺伝子である Ccr4、Gcnt1、Itgb1 が含まれていたことを踏まえ、
Foxp3 および BATF が協調して、これらにより発現制御される分子 CCR4、
E-/P-sel lig、Integrinβ1の発現を亢進する可能性を考え、それを検証した。そ
の結果、Foxp3および BATFは協調的に CCR4、E-/P-sel lig、integrinβ1の発
現を亢進することを示した。また、Foxp3および BATFは協調して CCR7の発
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現低下、増殖も亢進することを示した。さらに、CCR4、E-/P-sel lig、Integrinβ1
の発現亢進、CCR7発現低下は増殖と共に生じることも示した。 
 
	
 以上の結果により、Tregが何故非リンパ組織への細胞移動に関わる分子を高
発現するのか？という長年の疑問に対して初めて答えが示された。その答えは、

Foxp3および BATFが協調して増殖に伴う非リンパ組織への細胞移動に関わる
分子発現を亢進するからである。本研究成果は、Tregの数が非リンパ組織にお
いて維持されることが非リンパ組織における過剰な免疫応答の抑制、組織恒常

性維持に重要であるという観点からしても、非常に重要な知見である。さらに、

本研究では Foxp3および BATFが協調して働く分子機構として、Foxp3および
BATFが相互依存的にTSSから遠位のTreg特異的DNaseI高感受性領域、p300
結合ゲノム領域に結合することを明らかしてきた。このことから、Foxp3 およ
び BATF はお互いをエンハンサー領域にリクルートすることで、協調して非リ
ンパ組織への移行に関わる分子発現亢進に関わる可能性が示された。 
	
 しかしながら、Foxp3および BATFが相互依存的に結合する領域が実際にエ
ンハンサー領域かどうかについての検証は十分でない。また、上述する通り本

研究によりFoxp3およびBATFが協調して増殖に伴う非リンパ組織への細胞移
動に関わる分子発現の亢進を誘導することは示していたが、Foxp3およびBATF
が協調して非リンパ組織における恒常性維持に寄与しているか、またそれによ

り効率的に過剰な免疫応答を抑制するかについても検証が十分でない。これら

の課題および本研究成果から派生すると考えられる新たな研究展開について本

章第二節	
 今後の展望にて述べる。 
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第二節 今後の展望 
2-1. Foxp3-BATF 相互依存的結合領域が転写制御領域であるかの検証 
	
 第四章第六節、本章第一節でも述べた通り、まず、Foxp3および BATFが
相互依存的に結合する領域が転写開始点から遠位に存在する転写を促進する領

域であるか、つまりエンハンサー領域であるかを検証する必要がある。 
	
 Ccr4、Gcnt1、Itgb1のように Foxp3-BATF相互依存的結合領域周囲に Foxp3
および BATF が共に発現亢進する遺伝子が存在する場合は、レポーターアッセ
イによりこれらの遺伝子のプロモーター領域と Foxp3-BATF相互依存的結合領
域を共に vectorに導入した場合、プロモーター領域単独を導入した場合よりも
転写活性(Luciferaseなどのレポーター遺伝子の発現)が上昇するかを検証し、仮
に転写活性が上昇した場合、Foxp3-BATF 相互依存的結合領域がエンハンサー
領域であると結論出来る。 
	
 実際にエンハンサーとして働く Foxp3-BATF相互依存的結合領域が同定され
た場合、Foxp3および BATFの同領域への結合がエンハンサー活性に必要かど
うかを検証する必要がある。このためには、エンハンサーとして同定された

Foxp3-BATF相互依存的結合領域およびプロモーター領域を導入した vectorを
WT Foxp3+ Tregs、WT Foxp3– Tconv、R397W Foxp3+ Treg、Batf–/– Foxp3+ 
Tregなどに Transfectionし、各細胞における転写活性を比較する方法が適切で
ある。また、この際に Foxp3-BATF相互依存的結合領域において Foxp3が結合
しうる FKH binding motif、BATFが結合しうる AP-1 binding motifを欠損も
しくは他の塩基配列に置換させることで、エンハンサー活性が変化するかにつ

いても確認することで、Foxp3、BATFがそれぞれ FKH binding motif、AP-1 
binding motifに結合することで転写活性促進に寄与しているかを検証出来ると
考えられる。 
	
 Foxp3-BATF相互依存的結合領域周囲にFoxp3およびBATFが発現亢進する
遺伝子が存在しない場合は、これらの領域と直接相互作用する遺伝子をまず同

定する必要がある。そのために適切な実験系は Circularized Chromosome 
Conformation Capture (4C)法である。4C法は立体的に近接したゲノム領域を
ゲノムワイドに同定する手法である[152,153]。具体的には、転写因子などの核
内因子とクロスリンクさせた DNA を制限酵素により切断し、Ligation するこ
とで、立体的に近接しかつ同核内因子に結合したゲノム領域を結合させる。そ

の後、核内因子を除去し、再度制限酵素で切断、Self-Ligation させることで作
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製した環状 DNAを鋳型にして Libraryを作製し、それらの配列を次世代シーク
エンサーにより網羅的に読んだ後、ゲノムアノテーションを行う。立体的に近

接するゲノム領域は読まれたシークエンス内に近接して存在するため、この解

析により、Foxp3-BATF 相互依存的結合領域が直接相互作用する領域が同定出
来ると考えられる。相互作用する遺伝子を同定した後は、上述したレポーター

アッセイを行うことで、Foxp3-BATF 相互依存的結合領域が相互作用する遺伝
子のエンハンサー領域として働くかを検証出来る。 
	
 以上の解析から、これまで未知であった Treg特徴的な非リンパ組織における
恒常性維持に関わる新たなゲノム領域が同定されることが期待される。仮に、

新たなTreg特徴的な非リンパ組織における恒常性維持に関わるゲノム領域が同
定出来た場合、これらのゲノム領域に対応するヒトのゲノム領域において疾患

に関連した変異もしくは一塩基多型が存在するかを検証することで、ヒトにお

ける Tregの恒常性破綻と疾患の関連についても追求していきたい。 
 
2-2. Foxp3-BATF の協調が Treg の非リンパ組織における恒常性維持、
抑制能に寄与するかの検証 
	
 本章第一節において述べた通り、Foxp3および BATFが協調して非リンパ組
織における恒常性維持に関わるか、またそれにより効率的に過剰な免疫応答を

抑制するかについても検証が十分でなかった。これについては、Foxp3 および
BATFを RVで強制発現した naïve T細胞、BATFのみを強制発現した naïve T
細胞、Foxp3のみを発現した naïve T細胞を Effector T細胞と共に Rag1–/–マウ

スに移入し、しばらく期間をおいた後、各非リンパ組織における RV 感染 T 細
胞の割合、Effector T細胞の活性化の度合い、非リンパ組織におけるヒストロジ
ー解析を行うことで検証することが出来ると考えられる。 
 
2-3. Treg の非リンパ組織における恒常性制御による自己免疫疾患・悪性
腫瘍に対する治療の可能性 
	
 自己免疫疾患および悪性腫瘍に対する治療を考えた場合、自己免疫疾患が生

じる組織においては Tregの数を増加させ過剰な免疫応答を抑制する、悪性腫瘍
組織においてはTregの数を減少させ腫瘍に対する免疫応答を亢進するというア
プローチが考えられる。 
	
 本研究では、Foxp3 および BATF が協調し Treg において増殖に伴う非リン
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パ組織への細胞に関わる分子発現亢進を誘導することを明らかにした。このこ

とから、Foxp3および BATFの協調を強めることで、自己免疫疾患が生じる組
織におけるTregの数を増加させ過剰な免疫応答を抑制する治療に役立てること、
Foxp3および BATFの協調を弱めることで、Tregの腫瘍組織における数を減少
させ、腫瘍に対する免疫応答を亢進する治療に役立てることが出来ると考えら

れる。今後、Foxp3と BATFの協調を強めるもしくは弱める因子、シグナルが
同定されることで、自己免疫疾患や悪性腫瘍に対する新たな治療ストラテジー

を提案できると期待している。 
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第七章 材料と方法 
遺伝子改変マウス 
	
 B6.Foxp3GFPCreマウス、B6.Foxp3WT:hCD2マウスは、B6.Foxp3A384T:hCD2マウ

ス、B6.Foxp3R397W:hCD2マウスは私が本研究を行った研究室で作製された[154]。
B6.Foxp3WT:GFPマウスは Dr. Bernard Malissenから御供与いただいた[155]。
こ れ ら を 掛 け 合 わ せ る こ と で 、 Foxp3WT:GFP/WT:hCD2 マ ウ ス 、

Foxp3WT:GFP/R397W:hCD2 マウスを作製し使用した。B6.Batfflox マウスは大阪大学

伊勢渉准教授によって作製されたものを御供与いただいた(Unpublished)。
B6.Batf–/–マウス[68]、B6.Ly5.1 congenic マウスは Foxp3hCD2マウスと掛け合

わせて使用した。B6.Irf4flox マウス[156]、B6.Rag1–/–マウス[157]、B6.Cd3ε–/–

マウス[158]を含め以上のマウスは SPFにて飼育後、実験に使用した。全ての実
験は理化学研究所横浜事業所安全管理室によって承認を得、ガイドラインに従

って行った。 
 
組織炎症スコアの評価 
	
 バイオ病理研究所(Oita, Japan)の基準に従った。 
	
 皮膚(耳介)炎は grade 0 ; 変化なし、grade 1 ; ごく軽度の炎症性細胞が真皮
に浸潤する、grade 2 ; 軽度の炎症細胞が真皮に浸潤する、grade 3 ; 軽度から
中等度の炎症性細胞が真皮に浸潤する、たびたび皮膚潰瘍がみられる、たびた

び表皮の肥厚、角化促進がみられる、grade 4 ; 高度の炎症性細胞が真皮に浸潤
する。中等度の皮膚潰瘍がみられ、表皮の肥厚、角化亢進がみられる、grade 5 ; 
高度の炎症性細胞が真皮に浸潤する、高度の皮膚潰瘍がみられ、表皮の肥厚、

角化亢進がみられる、という基準に基づいて評価した(図 1A)。 
	
 肺炎は grade 0 ; 変化なし、grade 1 ; ごく軽度の炎症性細胞が血管周囲、細
気管支周囲に浸潤する、grade 2 ; 軽度の炎症性細胞が血管周囲、細気管支周囲
に浸潤する、grade 3 ; 軽度から中等度の炎症性細胞が血管周囲、細気管支周囲
に浸潤する、grade 4 ; 高度の炎症性細胞が血管周囲、細気管支周囲に浸潤する、
という基準に基づいて評価した(図 1A)。 
	
 大腸炎は、[23]の基準に従って評価した(図 2C)。 
 
細胞単離 
	
 脾臓、皮膚所属リンパ節(顎下、鼠径、上腕、腋窩リンパ節)、腸間膜リンパ節
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を取得し、2% FBS(Hyclone)を含む Hanks’ balanced salt solution (HBSS, 
Sigma)中でナイロンメッシュ下にてすりつぶすことで single cell suspension
を得た。脾臓中の赤血球は ACK lysing buffer (Lonza)により取り除いた。 
	
 小腸粘膜固有層から細胞を取得する場合は、まず、小腸から脂肪組織、パイ

エル板を除いた後、小腸を長軸方向に切り開き、PBS (Sigma)にて洗浄した。小
腸を洗浄後 1cm程度に切断し、10mM HEPES (Sigma)、5mM EDTA (Nacalai 
Tesque)を含む HBSS 中で 2 回 37℃にて 20 分撹拌することで上皮細胞を取り
除いた。ハサミを用いて小腸を細かく切断し、100U/ml Collagenase type I 
(Worthington, CLS1)を含む 4% FBS 10mM HEPES入り RPMI-1640(Nacalai 
Tesque)中で 2回 37℃にて 30分撹拌し、小腸細胞を取得した。小腸からリンパ
球細胞を単離する際は、等張に調製した 40% Percoll (GE Healthcare)に小腸細
胞を懸濁し、等張に調製した 80% Percollをその下に積層した。室温で 1000xg
にて 20分遠心した後、中間層を取得した後、FCM buffer (2% Calf serum 0.02% 
sodium azide入り PBS)にて洗い、これを小腸粘膜固有層リンパ球細胞として用
いた。 
	
 骨髄細胞を取得する場合には、まず、脛骨、大腿骨を取得し、2% FBS を含
む HBSS中で、23G注射針(Terumo)と 5mlシリンジ(Terumo)を用いて骨髄を
おし出すことで骨髄を取得した。骨髄は 23G注射針に通すことで骨髄細胞とし
た。骨髄細胞はビオチン化標識された Anti-CD3ε抗体(後述)と反応させた後、
Anti-Biotin MicroBeads (Miltenyi Biotec)とインキュベートし、MS coloumn 
(Miltenyi Biotech)を通すことで、骨髄細胞から CD3ε+ 細胞の除去を行った。
CD3ε+TCRβ+もしくは CD3ε+TCRγδ+細胞が 99%以上除去されていることを
FCMにて確認し、これらの骨髄細胞を混合骨髄キメラ作製に用いた。 
	
 T 細胞サブセットを Foxp3hCD2マウスから単離する場合は、まず、プールし

た脾臓、皮膚所属リンパ節、腸間膜リンパ節細胞から B220+ 細胞、CD8α+ 細胞、

Gr1+ 細胞、CD11b+ 細胞をパニングにより除いた後、細胞を PE-もしくは
APC-conjugated anti-hCD2抗体(後述)及び Anti-CD4抗体(後述)、Anti-CD8α
抗体(後述)、Anti-CD19抗体(後述)、その他の抗体で染色した。その後、細胞を
Anti-APCもしくは Anti-PE MicroBeads (Miltenyi Biotec)とインキュベートし、
LSもしくはMS coloumn (Miltenyi Biotech)を通すことで、hCD2+ 細胞、hCD2– 

細胞を取得した。この hCD2+ 細胞、hCD2– 細胞はさらに FACSAria Cell sorter 
(BD Biosciences)により、hCD2+CD4+CD8α–CD19– Treg、hCD2–CD4+CD8α–
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CD19– Tconv、hCD2–CD4+CD8α–CD19–CD44lowCD62Lhigh naïve T 細胞、
hCD2+CD4+CD8α– CD19–CCR7high Tregなどに 98%以上の純度で分離した。 
 
細胞培養 
	
 レトロウィルスパッケージング細胞株である Plat-E は DMEM10-PS 
(10%FBS、100U/ml penicillin (Sigma)、100mg/ml streptomycin (Sigma)を含
むDulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Sigma))にて培養、継代した。 
	
 単離した Treg (1x106 cells/ml)、naïve T細胞 (1x106 cells/ml)は Dynabeads 
Mouse T-Activator CD3/28 (1x106 cells/ml) (Gibco)、10 または 30ng/ml 
rmIL-2 (R&D)を含む RPMI10-PS(10%FBS、10mM HEPES、1mM sodium 
pyruvate (Sigma)、 50µM 2-ME (Gibco)、 100U/ml penicillin、 100µg/ml 
streptomycin 入り RPMI 1640 Medium, GlutaMAX (Gibco))にて 48-well 
flat-bottom plate (Treg)、24-well flat-bottom plate (naïve T細胞)で培養した。  
 
レトロウィルスベクターおよびレトロウィルス上清の作製 
	
 レトロウィルスベクターは私が本研究を行った研究室において作製された。

B6 マウス由来野生型 Batf は MSCV-IRES-Thy1.1 ベクター [159]、
pMCs-IRES-GFPベクター[160]にクローニングされた。変異 Batf (E77K)は野
生型 Batf の 77 番目のアミノ酸における一塩基置換(GAG▶AAG)、変異 Batf 
(H55Q)は野生型 Batf の 55 番目のアミノ酸における一塩基置換(CAC▶CAG)、
変異 Batf (4xMut(H55Q, L56A, K63D, E77K))は上述の二つの変異に加え、56
番目のアミノ酸における塩基置換(CTG▶GCC)、63 番目のアミノ酸における塩
基置換(AAA▶GAC)により作製され、pMCs-IRES-GFP ベクター[160]にクロー
ニングされた。 
	
 レトロウィルス上清は、パッケージング細胞株に FuGENE 6 Trasfection 
Reagent (Promega)を用いてレトロウィルスベクターを導入した後、24時間後
に培養上清を除き新しい DMEM10-PSを加え、その 24時間後に培養上清を回
収し、これをレトロウィルス上清として使用まで–80℃にて保存した。 
 
レトロウィルスによる T 細胞への遺伝子導入 
	
 T細胞培養開始 2日後の培養液から Dynabeads Mouse T-Activator CD3/28
を除いた。T細胞懸濁液に polybreneを 12µg/mlになるように加え、レトロウ

92



 

ィルス上清と 1:1 で (複数のレトロウィルスを感染させる場合はレトロウィル
ス上清総量と 1:1 で)混合し、32℃で 1 時間 3000rpm にて遠心した。遠心後、
インキュベーターにて 5~6時間培養し、遠心して上清を取り除いた後、10ng/ml
の rmIL-2を含む RPMI10-PSに懸濁し、24-well flat-bottom plateにて再培養
した。 
 
細胞移入 
	
 Foxp3hCD2 マウスに細胞移入する場合は、細胞移入当日からレシピエント

Foxp3hCD2 マウスの飲料水に 0.5mg/ml neomycin sulfate (Sigma)、100U/ml 
Polymyxin B (Sigma)を加えた。レシピエント Foxp3hCD2マウスを 6.0Glyの放
射線で照射し、Cell Proliferation Dye eFluor 450 (eBioscience)で染色したレト
ロウィルス感染細胞(7x105 cells (図 4、5)、2x105 cells (図 6))を静脈投与した。
細胞移入 7日後 (図 4、5)、5日後 (図 6)にレシピエントマウスの脾臓、皮膚
所属リンパ節、腸間膜リンパ節細胞を取得し、解析した。 ドナー由来の細胞、
レシピエント由来の細胞は Congenic marker(Ly5.1+、Ly5.2+)で区別した。 
	
 B6.Cd3ε–/–マウスに細胞移入する場合は、WT hCD2– Tconv (1x106 cells)と
WTもしくはBatf–/–マウス由来hCD2+CCR7high Treg (2x105 cells)を静脈投与し
た。5日後に皮膚所属リンパ節、腸間膜リンパ節細胞を取得し、解析した(図 7)。 
 
大腸炎モデル 
	
 Rag1–/–マウスに Foxp3A384T:hCD2 マウスの脾臓およびリンパ節細胞 (1x107 
cells)を単独もしくは野生型か変異 BATF-RV A384T Foxp3+ Treg (2x105 cells)
とともに静脈投与した。細胞移入前日、細胞移入後 1 週間おきに 5 週目まで
Rag1–/–マウスの体重を測定し、細胞移入前日の体重を 100%として測定した体
重を標準化した(図 2B)。細胞移入 5 週後に、大腸を 10%  Formalin Neutral 
Buffer Solution (Wako) にて保存し、HE染色の後、炎症スコアを評価した(図
2C)。細胞移入 5週後に、脾臓、腸間膜リンパ節、小腸粘膜固有層の細胞を取得
し、解析した(図 3)。 
 
混合骨髄キメラ 
	
 細胞移入当日もしくはそれ以前から、レシピエント Foxp3hCD2 マウスの飲料

水に 0.5mg/ml neomycin sulfate、100U/ml Polymyxin Bを加えた。レシピエ
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ント Foxp3hCD2 マウスを 9.5Gly の放射線で照射し、8 時間以上経過してから
CD3ε+ 細胞を除去したWTおよびBatf–/– マウス(もしくはWTマウス)由来の骨
髄細胞 (2x106 cellsずつ合わせて 4x106 cells) を静脈投与した。ドナー由来の
二種類の細胞およびレシピエント由来の細胞を区別出来るように、Congenic 
marker (Ly5.1+Ly5.2+、Ly5.1+Ly5.2–、Lu5.1–Ly5.2+) を使用した。細胞移入
8~10週間後にレシピエントマウスの脾臓、皮膚所属リンパ節、腸間膜リンパ節
の細胞を取得し、解析した(図 14)。 
 
FCM 解析 
	
 Biotin、FITC、Alexa Fluor 488、PE、APC、Alexa Fluor 647、PerCP-Cy5.5、
PE-Cy7、Alexa Fluor 700、eFluor 450、V450、Brilliant Violet 421、V500、
Brilliant Violet 510、Brilliant Violet 605、PE-CF594標識された以下のモノ
クローナル抗体(mAbs)を BD Biosciences、eBioscience、Biolegendから購入し
て使用した。 Anti-human CD2 (hCD2) (RPA-2.10), anti-mouse CD3ε 
(145-2C11), CD4 (RM4-5), CD8α (53-6.7), CD11b (M1/70), CD19 (1D3), CD25 
(PC61), CD45.1 (A20), CD45.2 (104), CCR4 (2G12), CCR6 (29-2L17), CCR7 
(4B12), CXCR3 (CXCR3-173), Integrinβ1 (HMβ1-1), Foxp3 (FJK-16s), Gr1 
(RB6-8C5), Ki67 (B56), ST2 (DIH9), TCRβ (H57-597), Thy1.1 (OX-7)。細胞は
染色前に 4℃にて 5分 anti-FcγR mAbs (2.4G2)とインキュベートした。Biotin
標識された抗体で染色した場合は、PE-, APC-, PE-CF594-, Brilliant Violet 
650-標識された Streptavidin (BD Biosciences、eBioscience、Biolegend)で染
色した。細胞は 1µM SYTOX Blue (Invitrogen)、7-AAD (Biolegend)を含む FCM 
bufferに懸濁した後、FACSCanto (BD Biosciences)、FACSAria Cell Sorter
にて解析した(図 3-7、14、29-31)。 
	
 Foxp3 や Ki67 を細胞内染色する場合は、細胞表面染色を行った後、Foxp3 
Staining Buffer Set (eBioscience)を使用して、細胞を固定し、 膜透過処理を行
った後、染色した(図 29)。 
  E-sel lig、P-sel lig を染色する場合は、細胞と Recombinant Mouse 
E-selectin/CD62E Fc Chimera (R&D)、Recombinant Mouse P-selectin/CD62P 
Fc Chimera (R&D)を反応させた後、PE もしくは APC で標識された

Anti-Human IgG mAbs (Jackson ImmunoResearch)で染色した(図 14、
29-31)。 
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RNA-seq  
	
 WT Foxp3hCD2マウス、Batf–/– Foxp3hCD2マウスから単離した hCD2+ Treg、
hCD2– Tconv (5x105-2x106cells)から Total RNAを Isogen (Nippon Gene)によ
り単離した。 
	
 Total RNAを取得後すぐに、Quant-iTTM RiboGreen RNA Assay Kit (Life 
Technologies)を用い Fusion-α Multilabel Reader (PerkinElmer)にて定量し、
Agilent RNA 6000 Nano Kit (Agilent Technologies)を用い 2100 Agilent 
Bioanalyzer (Agilent Technologies)にて Quality Checkを行った。ribosomal 
RNA ratioが 1.8~2.2であること、RNA Integrity Number [161,162]が 9.0以
上であることを確認し、100 もしくは 200ng の Total RNA をスタートとして
NEBNext Ultra Directional RNA Library Prep Kit for Illumina (NEB)を用い
RNA-seq libraryを作製した。RNA-seq libraryは KAPA SYBR FAST qPCR 
Kit Optimized for LightCycler 480 (Kapa Biosystems)を用いて、LightCycler 
480 (Roche)にて定量し、High Sensitivity DNA Analysis Kits (Agilent 
Technologies)を用いて、2100 Agilent Bioanalyzerにて Libraryの平均鎖長を
測定した。RNA-seq libraryを 2nMに調製した後、HiSeq 2000 (Illumina)にて
SE-50 (single-ended 50 base-pair reads)の設定でシークエンスを行った。 
	
 シークエンスによる配列決定後、配列ファイル(.fastq)を Tophat 2.0.8 [163]
を用いてゲノムへmappingした。この際、Tophatでは Bowtie 2.1.0 [164]を機
動し使用した。その後、Cufflinks [165]を用いて各遺伝子の FPKM値を得た。 
 
RNA-seq データの解析 
	
 全ての FPKM値には 0を避けるため、0.3をたした。n=2の実験で共に 2倍
以上高い遺伝子を 2倍以上発現が高い遺伝子として扱った(図 8-10)。また、n=2
の実験でどちらか一方でも 2 倍未満しか発現が変わらなかった遺伝子を 2 倍未
満しか発現が変わらない遺伝子として扱った(図 8-10)。2群で FPKM値を比較
する場合は、n=2の FPKM値の平均値を用いた(図 8A, B、図 9 A, B、図 10 
B-E)。 
 
ChIP-seq 
	
 WT Foxp3hCD2マウス、Batf–/– Foxp3hCD2マウス、Foxp3WT:GFP/WT:hCD2マウス、

Foxp3WT:GFP/R397W:hCD2 マウスから hCD2+ Treg、hCD2– Tconv (3x106-1x107 
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cells)を取得した。取得した細胞は 1ml 10%FBS、10mM HEPES、1mM sodium 
pyruvate、50µM 2-ME、100U/ml penicillin、100µg/ml streptomycin入り RPMI 
1640 Medium, GlutaMAXにて 37℃で 5分 Incubateした後、37℃ PBSを 9ml
添加した。PBS添加後、Formaldehyde (Nacalai Tesque)を 1%の濃度になるよ
うに添加し、30分室温にて細胞を固定した。1M Glycine (Wako)を 1ml加え、
固定反応を止め、細胞懸濁液を遠心した後、ペレットを氷冷した PBS で 2 回
wash した。Wash した細胞ペレットは次の作業まで–80℃にて保存した。細胞
は 5mM DTT、Protease inhibitor (cOmplete, Mini, EDTA-free) (Roche)を含む
Lysis buffer 1 (50mM HEPES、140 mM sodium chloride (Wako)、1mM EDTA、
10% Glycerol (Wako)、0.5% NP-40 (Nacalai Tesque)、0.25% Triton X-100 
(Nacalai Tesque) in sterilized water)、Protease inhibitorを含む Lysis buffer 2 
(10mM Tris-HCl (Nacalai Tesque)、200 mM sodium chloride、1mM EDTA、
0.5mM EGTA (Dojindo) in stelirized water)にて処理した後、Protease 
inhibitorを含む Lysis buffer 3 (10mM Tris-Hcl、300 mM sodium chloride、
1mM EDTA、0.5mM EGTA、0.1% sodium deoxycholate (Wako)、0.5% 
N-lauroylsacrosine (Sigma) in stelirized water)中で DNA 断片化のため

sonication を行った。Sonication 後の細胞は 1%の濃度になるように Triton 
X-100を加えた後、遠心し、上清を取得した。上清は、2µg BATF Rabbit mAb 
(Clone:D7C5、Cell Signaling)、2µg IRF-4 Antibody (Clone:M-17、Santa Cruz 
Biotech)、4µg polyclonal Rabbit anti-Foxp3 antibody (made in house by Dr. 
Hayatsu、[171])もしくは 2µg p300 抗体 (Clone:C-20、Santa Cruz Biotech)
と 4℃にて Overnight 反応させ、その後、使用抗体 1µg につき 10µl の
Dynabeads Protein G (Life Technologies)と 4℃にて 4時間回転撹拌しながら反
応させた。反応後、Dynabeads Protein Gを Low salt buffer (0.1% SDS (Wako)、
1% Triton-X、2mM EDTA、20mM Tris-HCl、150mM sodium chloride)、High 
salt buffer (0.1% SDS、1% Triton-X、2mM EDTA、20mM Tris-HCl、500mM 
sodium chloride)、RIPA buffer (50mM HEPES、500mM LiCl (Wako)、1mM 
EDTA、1% NP-40、0.7% sodium deoxycholate)、50mM sodium chlorideを含
む TE buffer (Nacalai Tesque)で washし、Elution buffer (50mM Tris-HCl、
10mM EDTA、1% SDS)を加えて 65℃で 10分間撹拌することで IPしたタンパ
ク質-DNA 複合体を取得した。その後、65℃にて 5 時間インキュベートするこ
とでタンパク質と DNA のクロスリンクをほどき、RNaseA (Nippon Gene)、
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Protease K (NEB)で処理した後、IPした DNAをMinElute PCR Purification 
Kit (QIAGEN)で精製した。精製した全量の DNAをスタートとして NEBNext 
ChIP-Seq Library Prep Reagent Set for Illumina (NEB)を用い ChIP-seq 
library を作製した。ChIP-seq library は KAPA SYBR FAST qPCR Kit 
Optimized for LightCycler 480を用いて、LightCycler 480にて定量し、High 
Sensitivity DNA Analysis Kits を用いて、2100 Agilent Bioanalyzer にて
Libraryの平均鎖長を測定した。ChIP-seq libraryを 2nMに調製した後、HiSeq 
2000にて SE-50の設定でシークエンスを行った。 
	
 シークエンスによる配列決定後、配列ファイル(.fastq)を Bowtie 1.0.0 [164]
を用いてゲノムへmappingし、SAM(.sam)ファイルを作製した。作製した SAM
ファイルは SAMtools 0.1.19 [166]により BAM(.bam)ファイルに変換した。
BAM ファイルをもとに MACS 1.4.2 [167]を用いて p=1e–6 cut-off で peak 
callingを行い、ピークのゲノム上の位置情報をもつ BED(.bed)ファイルを作製
した。これらの一連の作業は、SRAtailor [168]を用いて行うこともあった。
SRAtailor [168]により、ピークの高さを RPM (Reads Per Million mapped 
reads)にノーマライズした BigWig(.bigwig)を作製し、これを IGV [169]に表示
することで実際の ChIP-seq代表データを作製した(図 25-28)。 
 
DNase-seq 
	
 Foxp3+ Treg、Foxp3– Tconvの DNase-seqデータは ENCODEに depositさ
れているものを用いた[144,145]。GEO accession number は GSM1014148 
(Foxp3+ Treg)、GSM1014192 (Foxp3– Tconv)である。 
	
 ENCFF0010WB.fastq、ENCFF0010WC.fastq、ENCFF0010WD.fastqファ
イルを cat コマンドにより足し合わせることで Foxp3+ Treg における
DNase-seq データとして、ENCFF001OSU.fastq、ENCFF001OSV.fastq、
ENCFF001OSW.fastq ファイルを cat コマンドにより足し合わせることで
Foxp3– Tconvにおける DNase-seqデータとして用いた。 
 
ChIP-seq データ/DNase-seq データの解析 
	
 ChIP-seqのピークの高さを 2群で比較する場合は、MACS [167]において片
方のデータを test sample とし、もう片方のデータを control sample として
p=1e–6 cut-offで peak callingすることで、片方のサンプルで有意に高いピーク
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を同定した。2回の実験で共通して有意だと判定されたピーク情報を基に解析を
行った(図 15-24)。複数ピークの重なりを調べる場合、Galaxy [170]を用いて、
100 塩基以上重なったピークを重複するピークとして同定した(図 16、17A、 
19A、20、22A、23A、24A, B)。 
	
 Treg特異的 DNaseI高感受性領域は、MACS [167]において Foxp3+ Tregの
DNase-seqデータを test sampleとし、Foxp3– Tconvの DNase-seqデータを
control sampleとして p=1e–6 cut-offで peak callingすることで同定した。 
	
 モチーフ解析はRSAT [137,138]の peak-motifsを用いて行った (図 15B-C、
17B-C、18B-C、19B-C、21B-C、22B-C)。モチーフを検出するピーク幅
をピーク中心から±200bp に設定し、他の設定はそのままで解析した。図には
Oligomer length 6に基づく oligo-analysisの結果を表示している (図 15B-C、
17B-C、18B-C、19B-C、21B-C、22B-C)。 
	
 ChIP-seqピーク近傍遺伝子の同定、ChIP-seqピークの TSSからの距離の解
析は GREAT [143]を用いて行った(図 23B、24C, D)。 
	
 ChIP-seq ピークがみられるゲノム領域の特徴解析は R パッケージの

ChIPseeker [173]を用いて行った(図 23C)。 
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