〈タイトル〉転写因子BATFは濾胞性ヘルパーT細胞の分化およびB細胞のクラススイッチを制御することにより抗体産生応答を制御する
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〈対象論文〉

The transcription factor BATF controls the global regulators of class-switch recombination in both B cells and T cells.
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〈要 約〉

　転写因子BATFはRORγtおよびそのターゲットとなる遺伝子の発現を制御することによりTh17細胞への分化を制御する．最近，BATFはB細胞の免疫グロブリンG産生応答にも必要であることが報告されたが，その機構は不明であった．筆者らは，まず，BATFがB細胞の抗体産生応答において重要な役割をはたす濾胞性ヘルパーT細胞の分化に必要であることを示した．さらに，その機構として，BATFが濾胞性ヘルパーT細胞の分化に必要なBcl-6ならびにc-Mafの発現を直接に制御すること，Bcl-6とc-Mafの両方を強制発現させることによりBATF欠損T細胞が濾胞性ヘルパーT細胞に分化しうることを示した．一方，B細胞においてBATFはAIDの発現と免疫グロブリン定常部遺伝子の転写とを直接に制御することを示した．以上より，T細胞とB細胞の両方の細胞において，BATFは抗体産生応答に必要なタンパク質の発現誘導に必須の転写因子であることが明らかになった．

はじめに

　BATFはAP-1ファミリーに属する転写因子である．古典的なAP-1ファミリーであるFosやJunとは異なりトランス活性化ドメインをもたないため，AP-1ファミリーに依存的な転写における負の制御因子として機能するものと考えられていた．しかし，その機能解析の多くはin vitroで行われたものであり，in vivoでの免疫応答における役割は不明であった．筆者の所属するグループは，BATFの免疫細胞における発現パターンを解析しBATFが活性化T細胞やB細胞に発現していることを見い出していた．そこで，BATFの免疫応答および免疫細胞の分化における役割を解析するためそのノックアウトマウスを作製した1)．このBATFノックアウトマウスにおいて，末梢T細胞およびB細胞の分化は正常であったが，インターロイキン17を産生するTh17細胞の分化の誘導されないことが判明した．また，BATF欠損T細胞ではTh17細胞の分化に必須の転写因子RORγtの発現レベルの低いことや，BATFがインターロイキン17遺伝子に直接に結合しそのプロモーター活性を制御していることが明らかになった．一方，別のグループが独立に作製したBATFノックアウトマウスの解析から，BATFがB細胞における免疫グロブリンG産生に必要であることが示された2)．しかし，BATFがいかにしてB細胞の抗体産生を制御しているのかについてその機構は不明であったため詳細な解析を行った．

1．BATFノックアウトマウスはin vivoでの抗体産生および胚中心の形成に障害がある

　BATFノックアウトマウスにおける血中での抗体レベルを測定したところ，免疫グロブリンMのレベルは野生型マウスと比較してやや高いのに対し，免疫グロブリンGおよび免疫グロブリンAのレベルは著しく低かった．そこで，抗原の免疫により誘導される特異的な抗体価を測定したところ，特異的な免疫グロブリンMは正常に誘導されるのに対し，特異的な免疫グロブリンGはまったく誘導されないことが判明した．つぎに，抗原を投与したのちの脾臓における胚中心の形成を観察した．胚中心はT細胞に依存的に活性化されたB細胞が激しく増殖して親和性成熟やクラススイッチを起こす場である．BATFノックアウトマウスでは胚中心はほとんど形成されず，胚中心のマーカーを発現するB細胞も誘導されなかった．以上より，BATFはin vivoでのクラススイッチおよび胚中心の形成に必要であることが判明した．

2．BATFは濾胞性ヘルパーT細胞の分化に必要である

　近年，CXCR5陽性濾胞性ヘルパーT細胞がin vivoでのB細胞の活性化，とくに，胚中心の形成およびB細胞の成熟に重要な役割をはたすことが示されている3)．BATFノックアウトマウスにおいて胚中心が形成されなかったことから濾胞性ヘルパーT細胞の分化を観察したところ，抗原の投与ののちに誘導されるCXCR陽性T細胞の数が著しく低下していた．また，BATF欠損T細胞の移入実験の結果，この濾胞性ヘルパーT細胞の分化障害はT細胞に固有なものであることが確認された．

3．BATFはT細胞においてBcl-6とc-Mafの発現を制御する

　濾胞性ヘルパーT細胞の分化障害の分子機構を探る目的で，in vitroにおいてインターロイキン6の存在のもとT細胞受容体を刺激したBATF欠損T細胞での遺伝子発現をマイクロアレイにより検討した．その結果，BATF欠損T細胞では野生型T細胞と比較して，Bcl-6およびc-Mafの発現レベルの低いことが判明した．近年，Bcl-6遺伝子は濾胞性ヘルパーT細胞のマスター遺伝子として報告されておりBcl-6ノックアウトマウスでは濾胞性ヘルパーT細胞は分化しない4-6)．また，c-Mafもそのノックアウトマウスにおいて濾胞性ヘルパーT細胞の数が減少しており濾胞性ヘルパーT細胞の分化に重要な転写因子である7)．ゲルシフトアッセイやクロマチン免疫沈降アッセイにより，BATFはBcl-6遺伝子のプロモーター領域とエンハンサー領域，および，c-maf遺伝子のエンハンサー領域と予想される領域に結合することが示された．このことから，BATFはBcl-6やc-Mafの発現を直接に制御していることが示唆された．
　つぎに，BATF欠損T細胞における濾胞性ヘルパーT細胞の分化障害がBcl-6やc-Mafの発現低下によるものなのかどうかを，BATF欠損T細胞にレトロウイルスを用いてBcl-6やc-Mafを強制発現させることにより検討した．Bcl-6を強制発現したBATF欠損T細胞ではCXCR5の発現が誘導されたが，胚中心の誘導能は回復しなかった．また，c-Mafを強制発現したBATF欠損T細胞ではCXCR5の発現は誘導されず胚中心の誘導能も回復しなかった．しかし，Bcl-6とc-Mafの両方を同時に発現させることによりBATF欠損T細胞の胚中心の誘導能が部分的に回復した．このことから，BATF欠損T細胞における濾胞性ヘルパーT細胞の分化障害の少なくとも一部はBcl-6とc-Mafの発現低下によるものであることが示唆された（図1）．

4．BATFはB細胞のクラススイッチに必要である

　BATFノックアウトマウスにおいてB細胞に固有なクラススイッチの障害が示唆されていたのでin vitroにおいて詳細な解析を行った．まず，BATF欠損B細胞はリポ多糖あるいはCD40による刺激に対し免疫グロブリンGクラスおよび免疫グロブリンAを発現できなかった．また，野生型マウスのパイエル板や粘膜固有層には免疫グロブリンAを発現するB細胞が存在するが，BATFノックアウトマウスにおいてはこのようなB細胞は検出されなかった．BATF欠損B細胞をクラススイッチを誘導するような条件で刺激してもクラススイッチによる転写産物はほとんど検出されず，ゲノムDNAの再編成も検出されなかった．以上の結果から，BATFはB細胞のクラススイッチに必要であることが示された．

5．BATFはAIDの発現を直接に制御する

　これまでに，BATF欠損B細胞ではAIDの発現の低下していることが報告されている2)．しかし，これがクラススイッチ障害の唯一の理由なのか，AIDの発現低下のほかにも原因があるのかは不明であった．そこで，リポ多糖で刺激したBATF欠損B細胞を用いてマイクロアレイ解析を行った．その結果，BATF欠損B細胞においてAIDの発現が著しく低下していることが確認されたが，クラススイッチに関与するAID以外のタンパク質の発現については大きな差は認められなかった．つぎに，AID遺伝子がBATFの直接のターゲットであるかどうかを調べるためゲルシフトアッセイおよびクロマチン免疫沈降アッセイによりその結合をみたところ，BATFはAID遺伝子の17 kb下流に存在する調節領域に強く結合することが明らかになった．この領域を欠損させるとAIDの発現が消失することから，AIDの発現に必要な調節領域であることが以前の研究により示されている8)．野生型B細胞を刺激するとこの領域に強いヒストンH3アセチル化が認められたのに対し，BATF欠損B細胞では認められなかった．以上の結果から，BATFはAID遺伝子の17 kb下流に存在する調節領域の活性を制御することによりAIDの発現を制御していることが示唆された．

　つぎに，AIDを強制発現させることによりBATF欠損B細胞のクラススイッチを回復させることができるかどうか検討したところ，予想に反して，AIDを発現させてもクラススイッチは回復しなかった．以上の結果から，BATFノックアウトマウスにおけるクラススイッチの障害にはAIDの発現低下にくわえほかの原因も存在することが示唆された．

6．BATFは免疫グロブリン定常部遺伝子の転写に必要である

　B細胞においてクラススイッチが起こるためには，まず，抗体重鎖定常領域遺伝子のスイッチ領域の上流に存在するIプロモーターからの免疫グロブリン定常部遺伝子の転写の起こる必要がある9)．この転写が誘導されることによりAIDがスイッチ領域にアクセスできるようになり，DNAの再編成が誘導される．BATF欠損B細胞をクラススイッチを誘導するような条件で刺激してそれぞれのアイソタイプの免疫グロブリン定常部遺伝子の転写レベルをみたところ，BATF欠損B細胞ではμ以外のクラス（γ1，γ2a，γ2b，γ3，α）の転写レベルが著しく減少していた．このことから，BATFはIプロモーターからの免疫グロブリン定常部遺伝子の転写の誘導に必要であることが判明した．
　つぎに，BATFによる免疫グロブリン定常部遺伝子の転写の制御機構について検討した．まず，BATFを過剰発現させると野生型B細胞においても免疫グロブリン定常部遺伝子の転写のレベルが上昇した．また，Iαプロモーターの活性を調べたところBATF欠損B細胞では活性が減弱していた．クロマチン免疫沈降アッセイにより，BATFはIγ2aプロモーター，Iγ2bプロモーター，Iαプロモーターに結合することが示された．免疫グロブリン定常部遺伝子の転写はIプロモーターのみならず，抗体重鎖定常領域遺伝子の下流に存在する3’エンハンサーの活性によっても制御されることが知られているが10)，BATFはこの3’エンハンサーにも結合することが示された．以上の結果から，BATFはスイッチ領域の上流にあるIプロモーター，および，3’エンハンサーに結合しその活性を制御することで免疫グロブリン定常部遺伝子の転写を誘導することが示唆された（図2）．

おわりに

　この研究により，転写因子BATFはB細胞の抗体産生を2つの分子機構を介して制御していることが明らかになった（図3）．まず，BATFはB細胞の活性化に必須のT細胞サブセットである濾胞性ヘルパーT細胞の分化をBcl-6やc-Mafの発現誘導を介して制御する．また，BATFはB細胞のクラススイッチを免疫グロブリン定常部遺伝子の転写とAIDの誘導を介して制御する．このように，BATFはT細胞とB細胞のそれぞれにおいて抗体産生応答に重要なタンパク質の上流に位置し，それらの発現を直接に制御することが示された．今後は，in vivoでの免疫応答におけるBATFの発現（場所，時期，細胞のタイプ）や，BATFがT細胞あるいはB細胞において活性化の初期のみならず免疫記憶の段階においても役割をはたすのかどうかについての解析が期待される．
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〈図説明〉

図1　BATFによる濾胞性ヘルパーT細胞の分化の制御

BATFは濾胞性ヘルパーT細胞の分化に必要な転写因子Bcl-6およびc-Mafの発現を直接に制御する．また，BATFはB細胞を活性化するのに必要な細胞表面タンパク質CD40Lの最適な発現にも必要である．

図2　BATFによるB細胞のクラススイッチの制御

BATFはAID遺伝子に結合してその発現を誘導する．また，Iプロモーターおよび3’エンハンサーに結合することにより免疫グロブリン定常部遺伝子の転写を誘導し，AIDのターゲットとなる転写産物を供給する．

図3　BATFは濾胞性ヘルパーT細胞の分化およびB細胞のクラススイッチを制御することでin vivoでの抗体産生応答を制御する
