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〈要 約〉

　自然免疫を担当するマクロファージには機能的に少なくともM1型とM2型の2種類のあることが知られている．M1型マクロファージはToll様受容体に対するリガンドによって，また，細菌，ウイルス，真菌類の感染時に活性化し，それら病原体の排除に重要なサイトカインなどを産生する．一方で，M2型マクロファージは寄生虫感染，アレルギー応答，脂肪代謝，創傷治癒，がん転移などに関与しており，いくつかの遺伝子をマーカーとして発現する．この研究では，寄生虫感染の際のM2型マクロファージへの分化の分子機構とエピジェネティックな遺伝子制御との関係性に焦点をあてた．その結果，ヒストンH3の27番目のリジン残基の脱メチル化酵素であるJmjd3のノックアウトマウスではM2型マクロファージの誘導が起こらなくなっていた．このJmjd3による脱メチル化の直接のターゲットはIRF4遺伝子であった．IRF4は免疫応答，細胞の分化増殖、発がんなどに関係する転写因子である．Jmjd3はM1型マクロファージとM2型マクロファージとのバランスを傾けてM2型マクロファージへと分化させるために必要不可欠のはたらきをしていることが明らかになった．

はじめに

　自然免疫を担当する細胞であるマクロファージは，パターン認識受容体（pattern-recognition receptor：PRR）を介して感染をいち早く察知し，免疫系の活性化を惹起する．なかでも，Toll様受容体（Toll-like receptor：TLR）ファミリーはその代表的な受容体であり，これらを介して細菌，ウイルス，原虫や真菌類を認識するとマクロファージは活性化し，炎症性サイトカインやI型インターフェロンなどを産生して感染に対応する．

　現在，マクロファージは機能的に少なくともM1型とM2型との2種類のあることが知られており，M1型マクロファージは細菌，ウイルスや真菌類の感染時に活性化し，それらの病原体の排除に重要な腫瘍壊死因子（tumor necrosis factor：TNF），一酸化窒素，また，インターロイキン6，インターフェロンやインターロイキン1βなどのサイトカインを産生する．一方で，ある種のマクロファージは寄生虫感染，アレルギー応答，脂肪代謝，創傷治癒，がん転移などに関与しており，これらのマクロファージはM2型マクロファージと呼称され，Arginase1遺伝子，Ym1遺伝子，Fizz1遺伝子などをマーカーとして発現する（図1）．この研究では，寄生虫感染の際のエピジェネティックな遺伝子制御，M2型マクロファージへの分化の分子機構，および，宿主の感染応答に焦点をあてて研究を行われた．

1．Jmjd3ノックアウトマウスにおけるM1型マクロファージ

　Jmjd3はヒストンH3のトリメチル化された27番目のリジン残基の脱メチル化酵素である．このJmjd3のノックアウトマウスにチオグリコール酸を腹腔内投与したところ，誘導されるマクロファージの数は正常であり，さらに，それらのマクロファージがTLRリガンドによる刺激依存的に産生する炎症性サイトカインについて野生型マウスと同等の量が認められた．つぎに，Jmjd3ノックアウトマウスに細胞内寄生菌であるListeria monocytogenesを感染させたところ，野生型マウスと同等のサイトカインの産生を認めたほか，感染に応答して遊走してくる細胞集団についても野生型マウスとの差が確認されなかった．以上のことから，Jmjd3ノックアウトマウスにおいて誘導されるM1型マクロファージはTLRリガンドや細菌感染に対して正常な応答を示すことが明らかとなった．

2．Jmjd3ノックアウトマウスにおけるM2型マクロファージ

　キチンは寄生虫などの構成成分であり天然には豊富に存在していて，アレルギー応答を誘導する原因物質のひとつとして報告されている．野生型マウスにキチンを投与するとM2型マクロファージが活性化され，それらが好塩基球や好酸球の遊走を誘導する．このキチンを野生型マウスとJmjd3ノックアウトマウスとに投与することによりキチンに対するアレルギー反応を調べた．

　キチンの投与に対し，Jmjd3ノックアウトマウスは野生型マウスと比較してM2型マクロファージマーカーの発現が顕著に減少しており，さらには，好酸球の腹腔内への遊走がまったく起こらなかった．つづいて，Jmjd3ノックアウトマウスに対し寄生虫であるNippostrongylus brasiliensisの感染実験を行った．この寄生虫はマウスへの皮下での感染ののち肺へと移動する．そこで，感染後5日目で肺を回収し肺における免疫応答を調べた．キチン投与の際と同様に，Jmjd3ノックアウトマウスでは肺でのM2型マクロファージマーカーの発現が減少しており，さらには，感染中期での肺門リンパ節へのCD4陽性インターロイキン4産生細胞の集積がみられなかった．感染後期においては，野生型マウスでは肺への好酸球の遊走や泡沫化マクロファージが確認されたものの，Jmjd3ノックアウトマウスではそれらの細胞の遊走はみられず泡沫化マクロファージも確認されなかった．以上のことから，Jmjd3ノックアウトマウスでは寄生虫感染に対するM2型マクロファージへの分化は起こらず，さらに，その細胞が起点となって惹起する免疫応答もまったく起こっていないことが明らかになった．

3．Jmjd3ノックアウトマウスでのM-CSFによるM2様マクロファージの分化

　骨髄細胞からマクロファージを誘導させるサイトカインの代表的なものとして，顆粒球マクロファージコロニー刺激因子（granulocyte-macrophage colony-stimulation factor：GM-CSF）やマクロファージコロニー刺激因子（macrophage colony-stimulation factor：M-CSF）などがあり，前者はM1様マクロファージを，後者はM2様マクロファージを誘導するという報告がある．そこで，野生型マウスおよびJmjd3ノックアウトマウスに由来する骨髄細胞をこれらのサイトカインで培養して得られたマクロファージについて調べた．

　GM-CSF誘導性のM1様マクロファージは，野生型マウスとJmjd3ノックアウトマウスとでほぼ同数の細胞が得られ，TLRリガンドに対する応答も正常であった．一方で，M-CSF誘導性のM2様マクロファージは，Jmjd3ノックアウトマウスから得られる細胞数は野生型マウスから得られる数と比較して非常に少なく，M2型マクロファージマーカーの発現も顕著に減弱していた．以上のことから，in vitroにおいても，Jmjd3ノックアウトマウスではM-CSF誘導性M2様マクロファージの誘導が起こらなくなっていることが明らかとなった．

　そこで，Jmjd3のC末端側に位置しヒストンの脱メチル化活性に寄与しているJmjCドメインについて，野生型および変異体の両者をレトロウイルスベクターによりこのJmjd3ノックアウトマウスに由来するM-CSF誘導性のM2様マクロファージに発現させたところ，野生型JmjCドメインを発現させたときはM2型マクロファージマーカーの発現は回復したが，変異型JmjCドメインを発現させたときはマーカーの発現は低下したままであった．以上のことから，このJmjCドメインがM2型マクロファージへの分化に重要であることが明らかになった．

4．IRF4遺伝子はJmjd3の直接のターゲットである

　Jmjd3にはUTX，UTYというファミリータンパク質が存在しており，それらはヒストンH3のトリメチル化された27番目のリジン残基を脱メチル化するというエピジェネティックな遺伝子制御を行う役割をはたしている．ヒストンH3のジメチル化された27番目のリジン残基のメチル化は遺伝子発現を抑制するはたらきをもつ一方で，逆にJmjd3によるトリメチル化された27番目のリジン残基の脱メチル化は遺伝子発現を促進することが報告されている．

　Jmjd3により直接に制御されているターゲット遺伝子を同定する目的で，クロマチン免疫沈降シークエンシング（chromatin immuno-precipitation on sequencing：ChIP-seq）解析を行った．ChIP-seq解析とは，任意の抗体を用いて免疫沈降を行い，回収したDNA断片からサンプルを調製し次世代シークエンサーを用いて高速シークエンシングを行うもので，ヒストンテイルのメチル化，アセチル化やリン酸化など，クロマチン構造変化のエピジェネティックな修飾や転写調節因子のゲノムでの結合部位を網羅的に解析することができる．ここでは，Jmjd3ノックアウトマウスではヒストンH3の27番目のリジン残基においてトリメチル化からジメチル化への脱メチル化が起こらず，Jmjd3によって直接的に制御されている遺伝子のプロモーター領域はトリメチル化状態のままになっているという仮定のもと，トリメチル化に対する抗体を用いて免疫沈降を行ったサンプルを使用した（図2）．

　その結果，M2型マクロファージのマーカー遺伝子のプロモーター領域におけるヒストンH3の27番目のリジン残基のトリメチル化は，野生型マウスとJmjd3ノックアウトマウスの両方でほとんど確認されず，さらに，Jmjd3によって制御されていると報告されていたいくつかのHOX系遺伝子のトリメチル化は野生型マウスとJmjd3ノックアウトマウスとで同程度が確認され，それらのあいだに差異は認められなかった．しかしながら，DNAマイクロアレイの結果から，これらの遺伝子において野生型マウスとJmjd3ノックアウトマウスとのあいだのmRNAの発現量に差があることから，Jmjd3はこれらの遺伝子を直接的ではなく間接的に制御していることが推測された．

　そこで，Jmjd3の直接的なターゲットを同定するため，プロモーター領域について野生型マウスではトリメチル化の減少が確認されJmjd3ノックアウトマウスではトリメチル化されたままになっている遺伝子に着目して解析を行った結果，IRF4遺伝子のプロモーター領域においてヒストンH3の27番目のリジン残基のトリメチル化に野生型マウスとJmjd3ノックアウトマウスとのあいだに顕著な差異のあることを確認した．IRF4（interferon regulatory factor 4）は免疫応答，細胞の分化増殖、発がんなどに関係する転写因子である．このIRF4のノックアウトマウスにキチンを投与したところ，Jmjd3ノックアウトマウスの表現型と同様に，M2型マクロファージマーカーの発現は低下し，さらには，好酸球の遊走もみられなかった．つづいて，Jmjd3ノックアウトマウスに由来する骨髄細胞にレトロウイルスベクターによりIRF4を発現させ，M-CSFを用いてM2様マクロファージを分化させたところ，M2型マクロファージマーカーの発現が上昇していることが確認された．以上のことから，IRF4遺伝子がJmjd3の直接的なターゲット遺伝子であり，この遺伝子がM2型マクロファージへの分化に必要不可欠であることが明らかとなった．

おわりに

　この研究では，ヒストンH3の27番目のリジン残基の脱メチル化酵素であるJmjd3がM2型マクロファージへの分化に寄与しており，次世代シークエンサーを用いたChIP-Seqの技術を応用することによって，IRF4遺伝子がこのJmjd3の直接のターゲットであり，M1型マクロファージとM2型マクロファージとのバランスを傾けてM2型マクロファージへと分化させるために必要不可欠であることを突き止めることができた（図3）．
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〈図説明〉

図1　マクロファージのサブタイプ
図2　ChIP-seq解析のプロトコール
マウス骨髄細胞からM-CSFを用いて分化させたマクロファージをホルムアルデヒドにより固定し，トリメチル化に対する抗体を使用して免疫沈降を行った．そのあと，沈降してきたサンプルのDNAを精製し，次世代シークエンサーを用いてDNA配列を決定した．
図3　Jmjd3依存的なM2型マクロファージの活性化経路

Jmjd3が欠損している条件下においてもTLRリガンドや細菌感染に対するM1型マクロファージの活性化は正常に誘導される（古典的な活性化）．インターロイキン4（IL-4）刺激に対してM2型マクロファージの誘導されることが知られており，Jmjd3欠損マクロファージをインターロイキン4で刺激するとM2型マクロファージの分化が誘導される．しかしながら，M-CSF刺激，キチン投与，寄生虫感染の際には，Jmjd3欠損マクロファージではM2型マクロファージへの分化が起こらない．以上のことから，M2型マクロファージの分化には少なくともJmjd3非依存的経路とJmjd3依存的経路の2つの経路のあることが考えられる．さらに，Jmjd3依存的なM2型マクロファージの活性化経路には転写因子であるIRF4が関与していることが明らかになった．
