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感染制御学分野

Div踊onofHωtDefi組関

教授:吉開泰信

Profes叩Ir:~脳血obu Ycω幽凶，M.D司Ph.D.

生体防御職構とは，外から侵入する微生物やアレノレゲンなどの異物や死細胞などの自己老廃

物や腫蕩細胞を処理し，個体の独立性，恒常性を維持する倣Eみをいう.微生物の侵入に際し

て，あらかじめ備わった自然免疫とリンパ球の免疫瓜答によって務専される獲得免疫でこの異

物を撃退する.自然免疫を担う細胞性因子の代表として，好中球やマクロファージなどの餅田

胞が挙げられる.これらの細胞は，細菌由来のくり返しパタ}ン，病原体関連分子パターン

pathogen-associated molecular pattern (PAMP)を認識するパターン認識受容体 pattern

recognition receptor (PRR)で，迅速に貧食，排除を行う.自然免疫リンパ球(innate

lymph∞ytes)と呼ばれるナチュラノレキラー(naturalki11er ; NK)細胞， γ6型T系醐包やNKT細

胞は細菌の感染系剛包の発現する微生物由来または自己細胞由来の成分を認識して活性化され，

感染細胞を傷害する一方で，サイトカインを産生して務署免疫を方向づける自然免疫と獲得免

疫との橋渡し的役骨lを担う.獲得免疫を担うT細胞およびB細胞は細菌由来の抗原で活性化さ

れ，直樹句に細胞傷害滑性で感知醐包を排除し，サイトカインヰ抗体を産生して自然免疫と共

同で，効率よく微生物の排除を行う.微生物が完全に排除され，戦いが終了するとほとんどの

活性化リンノ味はアポトーシスで細胞死を起こし，失疫反応が終息する.一部のリンノ味は記

憶細胞となり，再感染時には迅速に応答して感染防御を行う.結核などの慢性感染症では抗原

京l臓が持続して積場四割2疲弊 (e羽田ted)に陥る.これ出品乗除知支応答で正幣目織の傷害

を防ぐためと考えられる.当研究分野では病原微生物などの異物から宿主を防御する生体防御

機構を鮪月し，その分子基盤に基づいて生体防縮糠構を再構築することによって，勝台性疾患師事

染症，癌，自己失渡，アレノレギー病)の失淵尚治療法の開発をめざしている.

人事面では平成25年 10月から，モンゴ〉レからの国費留学生SurenchimegMondoonが荷閉生と

して参加した.平成26年3月配4年，模庭康司僅汗州科)，中村真隆(病態制御内科)が博士課

程を修了した.討論疫機構センター助教の黄銀霞(首都医科大学副教授就任予定ヨが湖醸した.

A. r8型T細胞の分化

T細包前置鴎醐包は骨髄から胸腺tこ入ったのちに胸腺ストロマ細包との相互関係によって，分裂，

増殖し，未索胸腺細包として特僻句な表面抗原を発現するようになる.未熟胸腸瞬間包は成熟T細

胞にみられる∞3・TCR複合体や似または∞8分子の発現は認められない.ω4，CD8分子をと

もに発現していないこのような細胞をダブルネガティプ胸腺細胞 douhlenegati ve 

thymocyte側とよぶ.DN は∞117(ki t)，ω44と似5(IL-2受容体α鈴の発現によって亜集団に

分けられる.最も未分化なDNlはCD44出口沼5UJ1l7(ki t) hil!bでkitリガンドである瞬間包成長因
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子 st四 cellfactor (Sσ)と1L-7に同志して活発に分裂する.この胸躍訴醐包がさらに分化す

ると似5の発現'Is誘導され， ω44hi吻 125ゆ 11'r側2)となる.さらに分イビすると∞44の発現量

の減少がおこり ω44W，ωe5~∞11T(閉めとなる.このステージt乙αH型 T 細胞へ分化する未熟胸

鵬剛包では TCR{:l鎖遺伝子の再編成が起こり，引き続し、て TCR{:l鎖蛋白質が産生され， ω125と

ω117の発現カ湖]制されたω4410吋;025ωllT(DN4)となる.DN系剛包に発現された8鎖はプレTα

α鎖(pTα)と二量体を形成し，⑦3とともに細包表面に発現される.このプレTCRのシグナルよ

り，細胞増殖とTα8鎖遺伝子の再編成均三停止され， ω4，仰が発現される.この時期の胸勝目

胞はダプノレポジティプ胸鵬剛包doublepositive thyroocyte{DP)とよばれる.このDP胸腺細包が

増殖を止め，遺伝子再編成に関する酵素類が再度活性化され， α鎖遺伝子の再編成と TCRα鎖が

産生される.このDPステージで自己阻C拘束性白ositiveselection)と自己防芯性TCR発現細

胞の消失 (negativeselection)が起こり， α8型 TCRを発現する ω4または伽 single 

positive thymocytes(SP)と成熟して，耕背リンノ細哉に新子する.一方， γ6型T細包はDPの

ステージを経ず，DNのステージから直腸附する.この過程でγ6型T細胞は1L-17またはI則一

γ産生能を翠斬尋すると考えられるが， UN一γ産生型と 1L-17産生型のγ8型T高剛包がDNのどの

ステージから分化が決定されるのが不明である.

我々は胎生期胸腺の DN 細胞を ω44出て;D25-1ω11'r(DNl) ， ω44hi町;o25~ω11'r(DN2) ， 

ω441""CD2~ω11T(DN3) にわけでソーティングして，Notch-lリガンドであるDllA(delta-like4) 

を発現するストロマ細胞株 (TSt4-DllA)を用いて invitro培養系吋斬した invitroにお

けるT細胞分化にはDelta-like4発現胎児胸腺由来分化刻守番剛包TSt4(理化学研菊邦可本宏先

生より供与)を用いた.γ6型T細胞のサイトカイン産生はPMAl10fii咽iYcin*1.勝強，細包内染色

法によりフローサイトメーターで鮒斤した.mRNAの発現はr伺 l-ti即陀R法により角斬したそ

の結果:， DN2から分化したγ6型T細胞は1FN-γ と1L-17産生型にともに分化できるが， DN3か

ら分化できるのは1FN-γ産生型だけであった.このことから1L-17産生型はDN2のステージから

直強扮化することがわかった.DN2ステージはさらにω117の発現によってω117hi&uのDN2aと

ω117闘の凶2bステージにわけられる.転写因子庄工11bはこのDN2aからDN2bへの分化に必須

の転写因子であることが報告されている.我々は肌11bKOマウスでの胸腺ではα3型T細胞が

分化できないが， γ6型T細胞は分化できることを見いだした.しかしこのγ8型T糊包は1FN-

γ産生型車剛包であり， 1L-17産生型細胞は分化できないことがわかった.BCL11bKOマウスでの胸

腺で分化する 1FN-γ産生型車醐包はNKl.l陽性で転写因子 PLZF 舶uppel-liketranscription 

factor promyelocytic leukemia zinc finger)と転写調整因子102 (1出ibitor of DNA binding) 

の発現が高いことから，典型的な T細胞(conventionalT cells)とは異なる自然免疫 T細胞

(innate T cells)に属するものと考えられた一方.， BCL11b依存性にDN3ステージを経て分化す

る1FNーγ産生川型T細胞はPLZF]D3+の特徴を有すると考えられる.四はαH型T細胞の分

化により重要な転写因子で， l回のインヒピターID3はγ6型T細胞への分化をイ思量すると報告

されている.1町一γ産生γ6型T細胞にはD昭aから直接分化するγ6型T存剛包と DN3から分化
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するγ8型T系醐包の2種類が存在することになる.胎生型から成人型へのγ鎖遺伝子再帯成への

変換にはhelix-l∞Ip-helix構造をもっ回Aが関与している.ID2からID3への変換はEタンパク
の変化と連動しているのかもしれない.一方， 1L-17産生γ8型T系醐包はDN2bのステージから

BCLllb 依存性に直張分f甘する I閃l-+P~タイプということがわかった.

本研究により， 1L-17産生川型T細包は鵬bのステージから肌llb依存性に直張分化する

ことがわかった.一方"1FN-γ産生γs型T細胞にはDN2aから直都世するγ8型T細胞と DN3

から分化するγ8型T細包の2種類が存在することになる.今後，これらのγ8型T細包の耕背

での機能について樹寸する予定である.

B.インフルエンザウイルス感染症と自然免疫

高病原性A型インフルエンザウイルス感染における抗ウイルス先鋭応答は，感染の治癒に働く

一方念性肺傷害の病因にもなり得る，いわば‘諸刃の貧If'である.我々 は， A型インフルエンザ

ウイルスの急性感染に対する宿主防御において I型インターブエロン (1FN)の抗ワイルス作用

だけでなく抗炎症作用が重要な役割を果たしていることを示した.インフルエンザウイルス

ν瑚11/47(H1N1，マウス適闘朱)感染において， 1FNαレセプターノックアウト (1FNARKO)マ
ウスは野生型航)マウスと比べて高い死亡率と傷害率を示した.しかし，ワイルスは最終的に

両群において羽除された.感染後の肺の炎症性サイトカインの濃度はwrマワスはじべ1FNARKO 
マウスにおいて有意に高値であったが， 1L-10の濃度は有意に低債であった.1FNAR KOマウスに

感染の紐畠中に1L-10を投与すると炎症性サイトカインの濃度は有意に減少し，生存率は改善し

たこれらの結果から， 1型 I聞はウイルスの直謝句な排除だけではなく， A型インフルエンザ

ウイルスによって引き起こされる免疫病変を1L-10を介し拘制することで宿主防御に貢献してい

ることが示唆された.

C.自然免疫捌T細胞の解析
ナイーブマウスの ω4T細包の-----$は，メモリー型援面マーカーを発現し， 1FNーγ産生能も備

えている.これら自然発生Th1細胞には，①ナイーブ似T細胞が環崩先原等に暴露され誘導さ

れたもの，②ナイープ似T細胞がりンパ球減少状態で，いわゆる L抑制penia-1nduced

仕oliferation(LIP)を経て誘導されたもの，⑨直常のT車問包とは異なり，その発生時からエフェ

クター梯包を獲得している，自然免疫リンノ味と呼l立Lるもの，等洲註すると考えられている.

ここでナイーブマウスの自然発生四1車問包は， 1L-12やListeria/JX)nocytogenes感染により活性

化， IFNーγを産生することが報告されているが，上記3つの百11サブセットのいす11-がこの機能

を持つのかは明らかでない.またこのようなm細胞のぢ源手榊難句1FN-γ産生が，感染防御に
果たす投割も明らかでない.

一側句にナイーブα)4T綱包のTh1分化には，抗原提示綱包カ病原体に即芯して産生する 1L-12
が重要で，その、ングナノレf奇童はTyrosinekinase2 (Tyk2)をブトする. しかしナイーブマウスに存在
する，各種古11サブセットの分化における 1L-12の役割は不明である.そこで本布院ではTyk2
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欠損マウスを用いて，各種Th1サブセットの分化におけるIL-12シグナルの役割を明らかにする

とともに， IL-12による抗原非帯期切1糊包の活性化が感染防御に果たす循11を梯すした

ナイーブTyk2欠損マウスの朋樹3よて用制赫剛包をmノionomycinで車I撤したところ，野生型
と岡レベノレのIl'N-γ産生をメモリー型ω4T細胞分画に認めた.しかしTyk2欠損岸剛包は， IL-12 

にほとんど即志せず， IL-12非依存性に官11分化を果たしたと考えられた次にLIP誘導性別

組脳批のTyk2依存牲を調べるため，野生型あるいはTyk2欠損OVA特異的ナイーブ四T細胞

(町II)を，臥G欠損マウスに移入し， 8週後にI軸債から回収した.野生型， Tyk2欠損町II車醐包

共に，ほとんどがメモリー型壊現型に変化しており，かつ IFN-γ産生能を有していた.よって，

これらも IL-12非依桐生に分化すること治宝判明した.一方， σAを用いた抗原免疫による百11細

胞の誘導はTyk2街制空であった.次に生体内における IL-12誘導性I町一γ産生を調べるため，

野生型およびTyk2欠損マウスに Lmo/1(刷伊'f1esを腹腔材難した.経時的にI臓腹腔細胞

を採取後，無車鳴tでゴノレジ装置阻害剤を加えて短時間培養することで， IFN-γ産生を検出した.
Tyk2欠損マウスでは感染2日目に菌数の有意な糊日を認めたが，このとき IFNーγ産生ω4T系剛包

数は野生型iこ比べ減少しており， IL-12シグナル依存性の即芯と考えられた.ナイーブマウスの

自然発生メモリー型∞4T細胞を，感染前に移入することでTyk2欠損マウスの菌数が低下する

こと，これはIFN-γ欠損∞4T車醐包の移入では認めなかったことから，四4T車醐包のIL-12誘導性

Il'N-γ産生の感剃坊御における有効性が明らかIこなった.さらにOVA特勲四1細胞も IL-12刺

激により折源非依存性にIFN-γを産生し，生体内官接染防御に働くことも明らかlこなった.

ナイーブマウスに存在するThl細胞にはTyk2/IL-12シグナノL非依存性に分化するものも含まれ

るが，どのサブセットの百11車剛包もTyk2/IL-12シグナノ川事存性にIFN-γを産生することにより，

感染初期防御に働くことが示唆された.
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免覆制御学分野(分子免痩学分野)

Division ofMol舵叫ar組 dCesular Immunology 

教授:山崎品

Professor : Sho Yam糊ki，Ph.D.

本分野では，免疫受容体を介する外界の適切な認識と免疫応答の制御機構の解明に注力して

研究を行っている.生体は常に自己・非自己に起因する危識に曝されているが，我々の免疫系

はこれを様々な免疫受容体で察知し，多様な細胞応答を惹起して個体の恒常性を維持している.

当分野では，免疫受容体を介する自己・非自己の認識機構の分子基盤の解明を通して，感染性

疾患，自己免疫疾患に対する有効な治療法の確立に寄与したいと考えている.

平成25年4月より大洞将嗣が准教授として，陸修遠が修士課程大学院生として，生命科学科

4年の土居雪駄子が研究室配属学生として，10月に金山亜貴子が技術補佐員として参加した.

同年11月に副|暗章が学位を取得し，翌年3月に豊永憲司が博士課程を修了したまた，大学

院生修士課程の永凹雅大，森大輝は修了し，博士課程に進学した.平成25年5月に技能補佐員の

郷田真純翌年3月に技術補佐員の金山E貴子が湖離した.

現主E，免疫受容体が自己・非自己・損傷自己を識別する戦略と普遍原理の解明を目指して，

以下に掲げるテーマに関して研究を行っている.

A. C型レクチンレセブターによる自己・非自己の認識と意義

B. C型レクチンMincleのリガンド探索

C型レクチンMincle(macrophage inducible C-type lectin， Clec4e)はストレスに伴っ

て発現が誘導され，炎症性サイトカイン産生等を促す活性化レセプターである.我々はこれ

まで， Mincleが生体の危携を感知して，炎症を促すセンサーとして機能することを見出して

きた Mincleが認識するリガンドとして，損傷自己より放出される核タンパク質，並びに非

自己病原体である病原性真菌， A/alasseziaを同定している.さらに感染制御学分野との共同

研究により，新たにMincleが結核菌由来糖脂質で古くから強いアジュパントとして知られて

いたトレハロ}スジミコール酸 (TDM;trehalose-毛，6'-dirnycolate)を認識することを見出

したまた，新たなアジュパント候補という観点からMincleの新規リガンドの探索を進めた

ところ， TDMを上回る活性を有する化合物を発見し，この化合物はinvivoでも細胞性免疫を

強く活性化することを見出した.助lasseziaからはTDMとは異なる2種類の新たな糖脂質リ

ガンドを同定した.これらに加えて，新たなDAMPs(damage-associated molecular pattems) 
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としての内因性リガンドの探索も進行中であり，現在2つの候補を見出しつつある.また，ヒ

トMincle.MCLの結晶構造の決定に成功し，レクチン受容体がどのようにして糖脂質リガンド

を認識しているのかが明らかとなった.

b.新たな結核薗受容体胤の同定

新規受容体の探索を進めた結果，Mincleと類似した C型レクチンMCL(Clec4d)を同定し

た.MCLはミエロイド系車剛包に恒常的に発現し，Mincle同様にFcRγ鎖に会合する活性化受容

体であり，結核菌糖脂質1加を認識することを見出した.MCL欠損マウスを樹立したところ，自

然免疫応答の低下治宝観察されたが，このとき，Mincleの発現が大幅に蹴草していた獲得免疫

応答においては，MCL欠損マウスはTDM誘導性EAEに強し世航性を示した.現在MCLが獲得免

疫帝性化にどのように寄与しているのかを解析中であり，新たなアジュパント開発にも期待

が持たれる.

C. C型レクチンの発現制御破綻に伴う疾患の解析

C型レクチンMinclefお直常ストレス時のみ発現し，炎症を促す受容体であることから，そ

の発現制御の破綻が疾患を誘導する可能性も想定される.実際，種々の自己免疫疾患におい

てMincleの恒常的発現が報告されていることから， Mincleを恒常的に発現するトランスジ

ェニックマウスを樹立し，この因果関係を検討したところ， 20週令前に全個体が致死性疾患

を発症して死亡することが判明した.損傷自己の過剰な感知と応答が生体の恒常'闘波綻と疾

患に直結することを示す知見であり，現潅疾患発症の分子機構を解析している.

d.新規G型レクチンの自己・非自己リガンドの同定

C型レクチンには未だりガンド不明の orphanreceptorが数多く残されている.レポータ

ー細胞を用いて，これら機能未知のレクチンレセプターの自己・非自己リガンドの探索を実

施し，新たなレクチンレセプターが結核菌を認識することを見出した現在リガンドの同定，

またその認識の生理的意義解明に注力した研究を推進している.

B. T細胞抗原受容体を介する自己の撮別とT細胞分化の制御機構

a. positive/negative selectionの分子機構

α8T'α を発現する未熟T細胞は、胸腺において認識する抗原の親和性に応じて生存，死

の運命が決定される(Positive/negativeselection)と考えられている.ところが， TCRが
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どのような分子機構でリガンドの質的差異を識別し，異なる細胞応答を惹起しているのかは

未だに不明である.近年我々は，positiveselectionに伴って強くリン酸化されるキナーゼ

を見出し，このキナーゼの欠損マウスを樹立したところ，∞4+T車醐包のみが特異的に消失する

ことを見出した.また、プロテオミクスを用いてこのキナーぜの特異的な基質を同定した.

当該マウスの解析を通して，受容体が抗原の微弱な質的違いを感知し，異なった細胞応答に

振り分ける機構の普遍原理を明らかにすることを目指している.

b.成熟T細胞の活性化と維持を担う分子機構の解明

成熟T細胞は、日齢、親和性のペプチドを認識して活性化される一方，弱い自己抗原を認識す

ることによって対背で維持されていると考えられている.ところが，慨を介する耕背T細胞

の維持機構は適切な実験系がなく，これまで不明であった.そこで，剰情T細胞特異的にCre

を発現するマウスを樹立し，車剛包増殖・分化に重要なErk1/2を成熟T非棚包でのみ特異的に欠

損するマウスを作成して解析したところ，それぞれの応答における寄与に差異が見出されつ

つある.
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分子免疫学分野

Division of Molecular Immunology 

1.准教授:;大澗将嗣 Associate Professor : Masa飽uguOh-hora， Ph.D. 

本分野では，生体内イオンによる免疫応答の制御機構の解明に注力して研究を行って

いる.生体内には，カルシウム，マグネシウム，カリウムなど様々なイオンが存在し，それ

ぞれ様々な組織や細胞で重要な機能を持つ.免疫細胞も，免疫受容体刺激によって細胞

内と細胞外でイオンの流出入が生じ，多様な細胞応答を惹起して免疫システムの恒常性

を維持している.当分野では，免疫細胞におけるカルシウムシグナルの活性化機構と標

的分子による機能発現の解析することによって，免疫細胞の分化，感染防御，自己免疫疾

息発症の分子基盤を解明し、新規免疫療法の確立に貢献したいと考えています.

A.カルシウムシグナルによる免疫細胞の制御機構

8. カルシウムによる『アゴ=スト選択J/ r正の選択」の制御機構の解明

これまでの研究から，STIMlやSTIM2によって制御されるストア作動性カルシウム流

入は、制御性T細胞などの「アゴニスト選択」される T細胞の分化を制御しているこ

とが明らかとなった.その分子メカニズムを説明する候補の 1っとして、ストア作動

性カルシウム流入で活性化されるカルシウム、ングナルが，エヒ。ジェネティックな変化

を制御する分子の発現を制御していることを見いだしており，現在これらの分子の発

現制御機構を解析中である.また，それらのT細胞特異的な遺伝子欠損マワスを作製中

である.

一方，ストア作動性カルシウム流入は、「正の選択」には必須ではないことも明ら

かとなった.カルシウム依存性脱リン酸化酵素カルシニューリンが， i正の選択」を制

御していることが明らかにされている.しかし、カノレシニューリンを活性化させるカ

ルシウム流入機構は依然として不明であるため、どのようなチャネルがカルシニュー

リンによる ilEの選択」を支持しているのかを解析中である.現在までに、阻害剤を

用いた実験から、複数のカルシワム透過性チャネノレを候補として同定した。また現在，

「正の選択」におけるカルシニューリンの標的分子の同定を，リン酸化プロテームや

RNAシーケンスなどを駆使して行っている.
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b.樹状細胞におけるカルシウム涜入の制御機構とその意穫の解明

免疫応答における樹状細胞のシグナル伝達経路は，NF4d3経路を中心に解析が行われ

ており，カルシウムシグナル経路の役割はほとんど明らかにされていない.これまで

の研究から， ITAMモチーフを有する C型レクチン受容体，ITAMモチーフを有するFcRy

と結合する受容体は，ホスホリバーゼ Cyの活性化を介して，ストア作動性カルシウム

流入も活'性化することがわかっている.現在，樹状細胞におけるカルシウムシグナル

の活性化機構とその下流の標的分子の同定，炎症応答や感染防御といった個体レベル

の解析を行っており，カルシウムシグナルを欠損した樹状細胞をもっマウス個体にお

いて有意な表現型を認めている.

c.ストア作動性カルシウム流入の異常による疾患発症メカニズムの解析

これまでの研究から、制御分子STIMlとチャネルORAI1で制御されるストア作動性

カルシウム流入を欠損することによって、重症複合免疫不全症候群と自己免疫疾患を

同時に発症することを明らかにしている.この自己免疫疾患の特徴として，優位に浦

胞ヘルパーT細胞へ分化が偏ることによって眠中心B細胞の異常な増加，それに伴う血

清中の抗体量の増加であることを明らかにしている.そして、ストア作動性カルシウ

ム流入を代償する複数のカルシウム流入経路が存在し，これによってNFATが活性化さ

れることが，この自己免疫疾患の発症に重要であることを明らかにしている。現在、

さらなる自己免疫疾患発症の分子制御機構の解析を行っている.
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11.准教授:東田裕ー A踏倒組目。f邸 or:yi岨.cbi1Suka伽，PhJ).

当部門では、生命現象を操る新たなドグマであるエヒ。ジェネティクスの市胸瑚備について、基

礎的な布院を行っている.なかでも、晴手l類初期匪のもつ全能性および全能性細胞へのゲノムリ

プログラミング機構について、その分子基盤の解明にエピジェネティクスの視長から取り組んで

いる.

A.マウス受精卵の雄性蝋脱メチJIAI:メカニズム
ゲノムの持つ遺伝情報の発現は、塩盟訪日と転写装置だけで帯胸されてし、る訳ではなく、“エ

ヒ。ジェネティクス"と呼ばれるDNAとヒストンなどのタンパク質から構成されるクロマチンの化

特か構造的な修飾による嗣胸も受けており、これは発生の過程で確立され、その後畑包の記憶

として働く.生命の発生、再生の本節句な嗣胸機構である細胞のリプログラミング機構も、その

実体はエピジェネティクスであると考えられている。しかしながら、そのメカニズムは解明され

ておらず、なかでも最大の謎はクロマチンのメチノL化修飾消去機構である.晴親類では奇聞包が全

能性を獲得するためのゲノムリプログラミングが受精卵で起こり、受精後の1細胞期匪において

起こる樹生凶Aのゲノムワイドな脱メチル化は、リプログラミングの柱とも言える中心的なエピ

ゲノム情揃勝備と考えられてきた

我々はこれまでの研究で、マウス受精卵の雄性DNA脱メチル化はメチノレ化DNAの水酸化により

普防拍句に説明できること、その責任分子が矧主因子の官f3であることを明らかにしてきたそこ

で、受精後のl細胞期医において起こる雄性DNAのゲノムワイドな脱メチノレ化繊fりの生物学
的意義を明らかにする解析を行った.

まず、 T町3のノックアウトマウスを作製し、 T町3のホモ欠損個体の作製を試みたところ、百f3

のホモ欠損個体は産後致死であった.死亡個体の多くは、チアノーゼ様の青紫色の体色を示した

ことから、致死の原因として呼吸不全が考えられた.そして、脳神経系の発生異常が呼吸不全を

引き起こすことが知られていること、および四3榊権系前駆細胞に高発現していることから、

官f3のホモ欠損個体が産後致死となる原因として、脳桝軽系の発生異常による呼吸不全が考えら

れ、百f3は正常な発生に必須の役割を果たすことが示唆された.

さらに官f3のホモ欠損個体が産後致死であることから、 T回3の卵敵剛包特異的ノックアワト

マウスを件梨し、母性由来官ロ欠損個体を作製したところ、母性由来世r3ホモ欠損個体は剛生
由来官胞ヘテロ欠損個体に比べ、出生率に顕著な差はみられないものの、商僻L時までの生存率

が若干下がることを見出した.

以上の解析結果から、母性由来官f3が触媒する 1細胞期阻ま世性D貼のゲノムワイドな脱メチ

ノレ化は、正常な発生に必須ではないことが明らかになった今臣隅られた結果は、 1細胞期怪にお

いて起こる雄性聞Aのゲノムワイドな脱メチノレ化は、ゲノムリプログラミングに重要な設費lを果
たし、発生に必須であるという従来の考えを覆すものであった.

今後母性由来百f3の生理的路加鰯庁により、 l細目包期敵艦D胤のゲノムワイドな脱メチル

化の生物学的意義が鰐月さ才いゲノムリプログラミング樹齢分子基盤が明らかになることが期

待される.
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B.マウス受精卵の雄性聞A脱メチル化防御メカニズム

晴手l頚では、受精後の1細包期匹において雄性DNAのゲノムワイドな脱メチノレ化倒りがお

こるが、全ての聞Aが脱メチル化されるわけではない.つまり、雄性閃Aの一部は脱メチノレ化カ=

ら守られており、このメカニズムを明らかにすることは、ゲノムリプログラミングを理解する上

で大変重要である.

我々はマウス 1細胞期臨の免疫染色像の制作より、 l細包期臨の樹全日仏の中で脱メチノ陥

から守られている領域のーコが、核/J体前駆体周辺に局在する DNA領域であることを見出した.
そして、クロマチン修飾酵素の各阻害剤を用いた鯛庁により、この脱メチノレ化から守られている

D貼領域を人工的に脱メチノレ化観イりさせることに成功し、防御メカニズムの劃壬分子として

class 1 IIDACを同定した

さらに、 1車問包期胆雄性DNAの脱メチ/レ化防御メカニズムを解明するために、人工的な脱メチ

ノレ化モデルの解析を行った.まず、脱メチノレ化防御メカニズムにおけるヒストンの化学修飾とノミ

リアントの役割を免疫染色a像の解析により行った.その結果、 class1 IIDACの酵素澗企を特異的

阻害剤により阻害すると、ヒストンのアセチル化が冗進し、ヒストンバリアントの置換佃3.1の

H3.3による置拠が誘導されることを見出した.さらに、 class1 IIDACの阻害により誘導される

人工的な脱メチル化は、官f3が剤媒するメチノレ化Imの酸化であることがわかった.

l事剛包期匹の核/J体前駆体周辺に局在する凶A領域には、各染色体のベリセントロメア領域に
存在する皿jorsatellite repeat画t例が含まれる.この四jorsatellite repeatの転写は、ク

ロモセンターとよばれるヘテロクロマチン構造体が核開怪型から体細胞型〈新子するのに重要

な役創を果たすことが知られてしも.Imのメチ刈蹴態とその転写伏態には密接な関係がある

ことが知られている。そこで、 class1田IACの阻害により引き起こされる脱メチノレ化防御機構の

破綻がmajorsatellite repeatの転写伏態に与える影響を調べた結果、 I回jorsatellite repeat 

倒見メチノレ化により転写制的主上昇することが分かった.

以上の解析結果から、 1細胞明恒雄性前核の核小体前駆体周辺に局在するDNA領域の脱メチル

化sm備機構は、 majorsatellite repeatの転写を適切なレベルに調整し、クロモセンターとよば

れるヘテロクロマチン構造体が初期怪型から体細胞型八新子するのに重要な役割を果たしてい

ることが示唆された.

今後さらにI細胞期粧の雄性DNA脱メチル化防衛機構の解明が進み、ゲノムリプログラミング

機構例汗基盤が明らかになることが期待される.
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