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研究成果の概要（和文）： 
ヘルパーT細胞は免疫制御の中心を担う細胞である。近年、Th1, Th2以外に多くのサブタイプ(Th17, 

iTreg等)が存在していることが知られるようになってきた。ヘルパーT細胞は、各サブタイプが様々

なサイトカインを産生すると共に、様々なサイトカインで分化や増殖が促進されたり抑制されたり

するので、各サブタイプへの分化は非常に複雑である。そこで、ヘルパーT細胞各サブタイプへの

分化を明らかにするとともにモデル化を試みた。まず生化学的な解析からTGFβによるTh17分化に

はSmadに依存しない経路が存在することを明らかにし、さらにTh17の分化抑制に関わる遺伝子とし

てEomesoderinを見いだした。またJAK阻害剤を用いた検討からJAK特異性の差によってTh17とTh1/2

の分化に大きな影響が出ることを見いだした。サイトカインや転写因子の各サブタイプの影響によ

り、各サブタイプへの分化を増減させる簡略化したモデルを作製した。この結果Th17とiTregで

TGFβの濃度依存性やTCRの強度依存性を再現できることがわかった。 
研究成果の概要（英文）： 
Helper T cells have been thought to play a central role in not only acquired immune responses but also in 
immune regulation. Recently, several subsets such as Th17 and iTreg have been discovered in addition to 
Th1 and Th2. Differentiation of each helper T cell subset is regulated by cytokines from other helper T cells. 
Thus, we have tried to define the mechanism of helper T cell differentiation and to build its computer 
modeling. WE discovered Smad-independent Th17 differentiation by biochemical analysis, and fond that 
the reduced expression of Eomesodermin (Eomes) is involved in Th17 differentiation. We also discovered 
modulation of Th17 differentiation by JAK inhibitors due to different specificity of JAK kinase inhibitors 
to each JAK. Next, we have developed the computer model of the helper T cell differentiation, which 
contains interactions among subtypes through cytokines and interactions among transcription factors. 
This model mimicked the TGF-  concentration dependency and the TCR stimulation strength dependency 
of iTreg and Th17. 
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１．研究開始当初の背景 

免疫システムは正負のシグナルがバラン

スを保って進行することで恒常性が維持さ

れる。一方でこのバランスにはある程度の弾

性があり、免疫シグナルの強度が免疫応答の

性質を決定する。例えば感染の場合は正のシ

グナルが強く働き病原菌排除を効率的に行

うが、食物等非自己であっても反応すべきで

ない抗原に対しては寛容と呼ばれる状態が

成立し免疫反応は抑制される。このような恒

常性と可塑性の維持機構が破綻し、免疫過剰

な状態となればアレルギー疾患、炎症性疾患

や自己免疫疾患につながる。特に消化管や肺

等常に常在菌に接する器官では細菌による

免疫系の活性化と対応する寛容機構の相互

作用によって正常な免疫システムが維持さ

れている。このような免疫系の恒常性や可塑

性の維持には免疫の中枢とよばれるヘルパ

ーT細胞が主要な役割を果たしている。 

ヘルパーT 細胞には免疫を正に推進するエ

フェクターT 細胞と負に制御する抑制性 T 細

胞 Treg が存在する。エフェクターT 細胞は

Th1,Th2,Th17 などが知られており、炎症性サ

イトカイン（IFNγ,IL-4,IL-17 など）を産生

し免疫応答を推進する。Treg やそれ以外の環

境の細胞から抗炎症物質として IL-10 や TGF

βなどの抗炎症性サイトカインや副腎皮質

ホルモンやプロスラグランジンE2（PGE2）が

産生され免疫寛容の維持に働く。このように

正負の細胞とサイトカイン類を介した免疫

応答制御は極めて複雑なネットワークを形

成しており、シグナルや分子の還元論的な解

析のみでは制御系の全貌を理解することは

困難である。 

 

２．研究の目的 

ヘルパーT 細胞は、各サブタイプが様々なサ

イトカインを産生すると共に、様々なサイト

カインで分化や増殖が促進されたり抑制さ

れたりするので、各サブタイプへの分化は非

常に複雑である。本研究では TGFβに焦点を

あてて Th 分化の制御機構を明らかにする。

TGFβ1 の KO マウスの解析から TGFβが炎症

性腸疾患の抑制や自己免疫疾患の抑制に必

須であることは明白であるにもかかわらず、

TGFβがどのような分子機構で免疫抑制に寄

与するかは解明されていなかった。しかし、

ここ数年抑制性T細胞の分野で大きなブレー

クスルーがなされた。すなわち T細胞受容体

刺激時に TGFβが存在することで、抑制性 T

細胞のマスター遺伝子であるFoxp3が誘導さ

れることが示された。一方で TGFβは IL-6 と

ともにTh17を誘導することが知られている。

TGFβのシグナルを中心に Smad2/3 欠損マウ

スを利用して Treg や Th17 分化誘導のメカニ

ズムの解明をめざす。また Th サブセットの

バランスを決定するメカニズムを明らかに

するために JAK 阻害剤による Th1,Th2,Th17

分化への影響を明らかにする。 次にヘルパ

ーT 細胞各サブタイプへの分化のシミュレー

ションモデル化を試みる。 

 

３．研究の方法 

(1)Smad2とSmad3の機能的相違を解明するた

めにT細胞特異的Smad2欠損(cKO)マウスを作

製した。またSmad3欠損(KO)マウスと交配し

Smad2/3両欠損マウスを作製した。 

(2) Smad2/3両欠損したT細胞においてもTh17

のマスター因子RORγtが誘導されたことから

TGFβによって発現が上下する遺伝子数個を

選び、T細胞に強制発現することでTh17細胞へ

の分化に影響を与えるものを選択する。さら

にそのシグナルを解明する。 

(3)JAK阻害剤であるpyridone6やCP690550の

免疫疾患モデルへの影響とともに、Th分化へ

の影響を試験管内で調べる。 

(4)第一段階のモデルとして、細胞内シグナル

伝達系の反応の詳細はモデル化せず、サイト

カインの各サブタイプの影響により、Th0から

各サブタイプへの分化や各細胞の増殖の反応

速度を増加（促進）したり減少（抑制）した

りするという簡略化したモデルを用いた。こ

のモデルでサブタイプ相互の関係を明らかに

した上で、細胞内シグナル伝達系の反応をモ

デル化する詳細なモデルの構築を行う。 シ

ミュレーションの開始時点では、Th0細胞だけ

が存在し、特定のサイトカインを添加した場

合の各サブタイプの細胞数の変化とサイトカ

イン濃度の変化を計算する。 

４．研究成果 

(1) T細胞特異的Smad2欠損(cKO)マウスを作

製した。Smad2 単独、Smad3 単独欠損の T 細

胞では部分的にTh1 抑制と Foxp3 誘導の低下

が認められた。また Smad2/3 両欠損 T細胞で

はTh1の抑制がほとんど見られないことから

TGFβによる Th1 抑制には Smad2/3 のシグナ

ルが重要であることがわかる。また Foxp3 の

誘導にもSmad2と Smad3 両者が必要であるこ



とがわかった. 

(2) Th17 分化誘導条件（TGFβ＋IL-6）では

RORγtはSmad2/3両欠損マウスでも正常に誘

導された。RORγtの誘導は Smad2/3 非依存的

であると結論できた。以上の T細胞における

TGFβシグナルの機能について図にまとめた。 

  次にTGFβのSmad非依存経路を明らかにす

べく野生型と同様に Smad2/3両欠損した T細

胞で TGFβによって発現が上下する遺伝子数

個を選択した。これらを T細胞に強制発現す

ることで Th17 細胞への分化に影響を与える

も の を 選 択 し た 。 こ れ ら の な か で

Eomesodermin(Eomes)遺伝子がTh17細胞では

発現を抑えられ、他の Th1 細胞や Th2 細胞で

は抑えられないことを突き止めた。そこで、

Eomes を未熟なＴ細胞に人為的に発現させた

ところ、Th17 細胞の誘導が著しく減少した。

逆に Eomes の発現を抑えたＴ細胞では TGFβ

を加えなくても RORγt や IL-17 が誘導され

た。RORγtや IL-17 遺伝子のプロモーター解

析から Eomes は、Th17 分化に最も重要な ROR

γtやIL-17Aの遺伝子のプロモーターに結合

して発現を抑制していることが分かった。 

  次に、Ｔ細胞でどのようなシグナルが

Eomes の発現をコントロールしているのかを

調べた。様々なシグナル阻害薬を検討したと

ころ、JNK の阻害剤が TGFβによる Eomes の

発現抑制を解除することが分かった。また

JNKを阻害することでIL-17Aの発現も抑制さ

れることも分かった。逆に(JNK1 もしくは

JNK2)をＴ細胞に過剰に発現させると Eomes

の発現量が少なくなり、TGFβがなくても

Th17 細胞分化が誘導されていた。最後に JNK

阻害剤を実験的自己免疫性脳脊髄炎モデル

(EAE)に適用したところ JNK 阻害剤はの症状

を著しく改善した。 

JNK は c-Jun と呼ばれる転写因子を介して機

能を発揮することが知られている。詳細な検

討から、やはり c-Jun が Eomes を作る遺伝子

の発現を低下させることが明らかとなった。

すなわち、TGFβ JNK c-Jun Eomes の抑制

Th17 細胞分化誘導というメカニズムがあ

ることが示された(図参照) 

(3) 本年度はファイザー社の

CP-690550(CP)および Merk 社の pyridone6

を中心に JAK 阻害のヘルパーT細胞分化に

及ぼす影響を調査した。マウス脾臓ナイー

ブ T細胞を Th1,Th2,Th17、iTreg 条件下で

分化誘導を行った。CPと P6 はいずれも IFN

γ誘導性の STAT1、IL-4 誘導性の STAT6、

IL-2 誘導性の STAT5 の活性化を 5-30nM で

抑制したが、IL-6 誘導性の STAT3 の活性化

に関しては 100nM 以上を必要とした。これ

に伴い CPと P6 は Th1 と Th2 の分化を抑制

する一方で、Th17 の分化は顕著に促進させ

た。これらの結果から CPは JAKs および

STATs の間で異なる効果を示し、それによ

り Th分化に影響を及ぼす事が示唆された。

次に、JAK 阻害剤による Th阻害の生体レベ

ルでの効果をマウス病態モデルで検討した

所、CPは関節リウマチモデルであるコラー

ゲン誘導性関節炎を強く抑制した。しかし

同じ濃度(15mg/kg マウス体重)において、

Th17 が発症に深く関わるとされる実験性

自己免疫脳脊髄炎(EAE)モデルではその発

症を促進させた。また P6は Th2 関連疾患で

あるアトピー性皮膚炎を強力に抑制した。

このモデルにおいても Th2 の抑制と Th17

の促進を認めた。Th17 関連サイトカイン

(IL-17、IL-22)のアトピー性皮膚炎モデル

における役割を検討した所、IL-17 と IL-22

は皮膚の損傷の修復を促進させ、アトピー

性皮膚炎の発症を抑制した。以上より現在

有望視されている JAK 阻害剤は様々な免疫

疾患に有効であるが、各 Thサブセットの分

化抑制効果には差異があり、対象疾患選択

には十分な検討が必要であることが明らか

となった。 

 (4) 細胞内シグナル伝達系の反応をモデル

化する詳細なモデルの構築を行った。その結

果、本モデルでは、ある程度Th1, Th2, Th17, 

iTregそれぞれの分化条件で分化するTh細胞

の割合が実験結果と一致することがわかった。

そこで次にTGFβの濃度依存性を調べたとこ

ろTh17は中程度のTGFβでiTregは高濃度の

TGFβで効率よく分化誘導されることが予測

された。実際にTh17条件化でTGFβの濃度を振

ると同様の結果が観察された。一方TCR刺激の

強度の依存性を調べたところTh17は強いTCR



刺激を必要とすることが予測された。実施に

実験を行うとiTregに比べてTh17の誘導には

強いTCR刺激が必要であった。これらのことか

ら本モデルはTh分化の挙動を再現しているこ

とが示唆された。 

 TGF-βを添加すると、iTregが最初増加する

が、３日後以降減少し、Th2が増加してくる。

この現象をモデル化するには、Foxp3によって

誘導される、もしくはFoxp3非依存的にTGF-β

によって誘導されるiTregの増殖を抑制する

因子の存在が必要である。Foxp3欠損細胞を用

いた検索からそのような分子の存在が示唆さ

れる。このような個々の実験結果を再現する

ように各サブタイプへのサイトカインの影響

などをモデル化していき、ヘルパーT細胞分化

のモデル化を行った。このモデルを用いて、

各種条件での各サブタイプの変化を解析する。 
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