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研究成果の概要（和文）：この研究では、IL-27-Venusレポーターマウスを用いたT細胞におけるIL-27産生(Tr27
の分化)の解析を目的とした。レポーターマウスの戻し交配を終えた。
マラリア原虫感染マウスにおいてTr27が分化することを見出しているが、感染実験を行ったところ、ごく少数の
Tr27の分化を確認できた。時間経過などを含めてその分化条件を検討していく。ヒト結核においてIL-27産生T細
胞の報告があるが、BCG感染マウスにおいてTr27は検出されていない。通常のT細胞の活性化条件においてもTr27
は検出されていない。今後、感染実験や自己免疫疾患、炎症性疾患のモデルにおいて、Tr27の分化を検討してい
く。

研究成果の概要（英文）：Our purpose was to establish IL-27-Venus reporter mice, in which the 
development of IL-27-producing T cells (Tr27) was to be examined. The reporter mice functioned as 
designed and we finished backcrossing of the mice into C57BL/6 background.
We previously reported the development of Tr27 in malaria-infected mice. In our preliminary study, 
we identified IL-27-producing T cell population in the infected mice, albeit at a very low 
percentage. We thus need to examine the development of Tr27 and its condition by looking at the time
 course, with enough numbers of fully-backcrossed mice. Although IL-27-producing T cell population 
in Tuberculosis patients was reported, Tr27 has not been identified in BCG-infected mice. T cells 
stimulated in vitro by a conventional way did not exhibit IL-27-Venus signal, either. We are 
planning to further examine the development of Tr27 in various infection models as well as in 
autoimmune and in inflammatory disease models in fully-backcrossed mice.

研究分野：免疫学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
IL-27は免疫抑制作用を持つサイトカインである。IL-27は刺激を受けたマクロファージなどから産生されるとさ
れていたが、我々はマラリア原虫感染マウスにおいてT細胞がIL-27を産生することを報告した。このことは、免
疫抑制が生じるべき部位や時間経過を考えるとき、細胞の増殖や遊走の観点から興味深い知見である。また、
IL-27の免疫抑制作用は、新規免疫抑制薬・免疫抑制療法の標的として有望であることに加え、新しいチェック
ポイント分子としての治療応用も注目されており、その作用の詳細の解析は、さまざまな免疫疾患や癌治療を考
える上で重要なテーマである。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（1） IL-27 は IL-12 ファミリーに属するサイトカインであり、主として申請者らの研究に
より、初期 Th1 分化に重要な役割を果たすことに加え、免疫・炎症抑制作用を示すことが明らか
にされてきた。すなわち、IL-27 受容体欠損マウスにおいては、原虫や細菌（結核菌ほか）感染
時に、過剰な炎症性サイトカインの産生を伴う致死的な臓器炎症が生じること、自己免疫性疾患
や炎症性疾患（関節炎など）の病態が重症化することなどから、IL-27 には炎症を抑制し、自己
の組織損傷を防ぐ作用があることが示されている。その抑制作用に関していくつかの分子メカ
ニズムが報告されているが、Th17 細胞の分化を抑制し IL-10 産生性の Tr1 細胞への分化を誘導
することなどが知られている。上記の典型的免疫疾患モデル実験においてのみならず、動脈硬化
などの代謝性疾患のモデルマウスにおいても IL-27 シグナル欠損マウスが症状の増悪を示すこ
とから、IL-27 には代謝性疾患の背景にあるとされる自然炎症を抑制することにより治療効果を
示すと考えられ、新規免疫抑制薬・抗炎症薬，あるいは全く新しい発想に基づく代謝性疾患に対
する治療薬としての応用が期待されている。 
（2） IL-27 は、p28 と EBI3 と呼ばれる二つのサブユニットからなるが、EBI3 が比較的多く
の細胞種で構成的に発現していることに対して p28 は LPS など微生物由来の病原体関連分子パ
ターン(PAMPs)で刺激を受けたマクロファージや樹状細胞において発現が誘導されることから、
IL-27 は骨髄由来の抗原提示細胞により産生されるとされてきた。近年申請者らは、マラリア原
虫に感染したマウスにおいて感染特異的に活性化した CD4 陽性細胞が IL-27 を産生し、他の活
性化 T細胞の増殖を抑制するなど制御性 T細胞の機能を有することを見出した。このことは、T
細胞が IL-27 を産生するという全く新しい知見のみならず、“Tr27”と呼ぶべき新しい制御性 T
細胞の存在を示す重要な知見であり、申請者らの IL-27 に関するこれまでの研究を大きく展開
させる発見であると言える。 
（3） T 細胞から IL-27 が産生されるという知見は申請者らによる独自の、かつ最初の発見
であるが、類縁の IL-12 関連サイトカイン IL-35（IL-12 の p35 サブユニットと EBI-3 よりなる）
が制御性 T細胞より産生されるという報告があり、互いに補完することにより新しい制御性 T細
胞集団の存在が明らかにされていくものと期待される。 
（4） マラリア原虫感染においては、何らかの免疫抑制が生じることが知られており、感染
時に活性化した T 細胞の培養上清に IL-27 が多量に検出されたこと、またその細胞集団による
制御性 T 細胞（Treg）様の抑制作用が確認されたことか
ら、本研究の着想に至った。しかしながら、現時点では
IL-27 産生 T細胞を分取することができないため、細胞表
面マーカーや特異的転写因子、他に産生されるサイトカ
インなどが全く不明であり、またマラリア原虫感染以外
の感染や自己免疫性疾患などにおいても誘導されるの
か、分化誘導刺激やその抗原特異性なども全く不明であ
り、その解析が待たれる。また、従来明らかにされている
骨髄由来抗原提示細胞により産生される IL-27 との役割
の違い（量、タイムコース、場所など）も明らかにされる
必要がある。 
 
２．研究の目的 
本研究では、マラリア原虫感染マウスから IL-27 産生 T細胞を分取することから開始して、以下
の三点を明らかにすることを目的とする。 
（1） IL-27 産生 T細胞の表面マーカーや特異的転写因子などの表現型を探索。 
（2） 分化誘導刺激（分化環境・分化条件）を明らかにし、感染以外の系での存在・分化を
明らかにする。 

（3） 移入、または選択的除去によりその生理的・病理的機能を明らかにするとともに免疫
疾患に対する治療効果を明らかにする。 

背景に記載したように、IL-27 産生 T細胞は現時点ではマラリア原虫感染マウスにおいてのみ見
出されているが、細胞の分取ができないためその表現型の解析が行われていない。（１）に関し
て、申請者らは、IL-27 の p28 サブユニット遺伝子が発現するときに Venus 蛍光色素が発現する
遺伝子改変マウス（ノックインマウス）を作成しており（戻し交配中）、これを用いることによ
り細胞分取が可能になる。マラリア原虫感染マウスから Venus 陽性 T 細胞をソーティングによ
り分取し、フローサイトメーターやマイクロアレイを用いて、細胞表面マーカーや発現遺伝子プ
ロファイル(特に、転写因子やサイトカインなど)を決定する。（２)に関しても同様に、マラリア
以外の原虫感染、細菌・ウイルス感染、および実験的自己免疫性脳脊髄炎(EAE)や遅延型過敏反
応(DTH)など、IL-27 の免疫抑制作用が確認されており、かつ T 細胞の関与が明らかな系におい
て、IL-27 陽性(Venus 陽性)T 細胞の出現を解析する。リンパ節などにおける出現(分化・増殖) 
〜炎症局所への遊走、その時間経過、骨髄系抗原提示細胞からの IL-27 産生との比較などを解析
する。（３）に関しては、ノックインマウスにおける IL-27 産生（Venus 陽性）T細胞を分取した
後移入する、または（１）において特異的表面マーカー（Treg における CD25 のような）が同定
できた場合は抗体を用いて除去する。細胞除去により自己免疫病態の発症や感染に伴う炎症の
増悪などが観察できればその生理的役割が明らかにされる。また移入による治療効果を確認す



ることができる。 
 これらの実験を通じて、IL-27 産生制御性 T細胞の表現型、分化機構や作用機構、生理的・病
理的機能を解析する。 
 
３．研究の方法 
（1） p28-Venus ノックインマウスを用いた、マラリア原虫感染マウスにおいて誘導される
IL-27 産生 T細胞の分取と表現型の解析 
 IL-27 産生 T細胞はマラリア原虫感染マウスにおいて観察されている（その他の系では検討さ
れていない）。申請者らは、IL-27 のサブユニット p28 遺伝子の下流に蛍光色素 Venus 遺伝子を
接続したノックインマウスを作成している。これを用いて、感染マウスより IL-27p28 陽性(Venus
陽性)細胞をソーティングにより分取し、以下の解析を行う。（図参照） 
① 過去の実験の再現性の確認 これまでにマラリア原虫感染マウスから活性化した CD4 陽性
T 細胞を分取し、その上清に IL-27 が産生されていること、またこの細胞集団中に、IL-27
依存性にサードパーティーT 細胞の活性化・増殖を抑制する作用があることを見出してい
る。分取した Venus 陽性細胞に同様の作用があることを確認する。 

② 細胞表面マーカーの解析 CD 抗原や細胞活性化マーカー、サイトカイン・ケモカイン受容
体などの発現をフローサイトメーターで解析し、分化経路を探るほか特異的マーカーの存
在を探索する。③に示すアレイ解析の結果と併せて解析を行う。 

③ 分取した細胞における発現遺伝子のアレイ解析 分取した細胞と IL-27 非産生活性化 T 細
胞とで発現遺伝子の比較解析を行うなどにより、
IL-27産生制御性T細胞の発現遺伝子プロファイ
リングを行う。 

④ サイトカイン産生解析 ③のアレイ解析結果と
併せて、IL-27 以外のサイトカイン産生パター
ン、あるいは特異的転写因子などをタンパクレベ
ルで解析する。また、T細胞受容体のクローン性
を PCR 法を用いるなどして解析する。 

⑤ これらの解析により、IL-27 産生 T細胞の特徴と
制御性 T細胞としての機能が明らかにされる。 

 
（2） p28-Venus ノックインマウスを用いた、その他の感染実験・免疫／炎症誘導実験 
ノックインマウスを用いて、マラリア以外の系で IL-27 産生 T細胞の分化を検討する。 

 申請の時点で、IL-27 産生 T 細胞はマラリア原虫感染マウスにおいて観察されている。
どのような環境、条件で IL-27 産生 T 細胞が分化誘導されるかを検討するため、p28-
Venus ノックインマウスを用いた感染実験においては、病原体のうちマラリア原虫と比
較的近いリーシュマニア（Leishmania major）感染、クルーズ・トリパノソーマ
（Trypanosoma cruzi）感染実験を行い、IL-27 産生 T細胞誘導の有無を検討する。 

 これまでに、感染以外にも EAE や DTH など複数の免疫誘導実験において IL-27 による免
疫抑制作用が確認されている。これらの系における IL-27 産生 T 細胞の存在を検討し、
さらにその分化誘導や炎症局所（中枢神経系や足蹠など）への遊走などを解析する。 

これらの結果を踏まえ、さらに、以下に示す解析を行う。 
① 得さらに詳細な表現型の解析を行うほか、既知の制御性 T 細胞や IL-35 産生 T 細胞との比
較を行う。RT-PCR 法により T 細胞受容体のレパトワを解析し、また原虫由来粗抗原を用い
るなどして、抗原特異性や抗原による活性化・増殖・サイトカイン産生などを解析する。 

② 原虫感染の結果を踏まえ、蠕虫感染、および細菌やウイルス感染で IL-27 産生 T 細胞が誘
導されるか、結核菌、リステリア菌、インフルエンザウイルス感染などの共同研究を計画、
感染実験を行う。IL-27 と類似性を持つ抑制性 T 細胞 IL-35（IL-12p35 と EBI3 よりなる）
との違いなどを検討する。 

③ EAE や DTH 他、IL-27 産生 T細胞が最もよく確認できるマウスモデルを確定し、④の系に供
する。 

④ 感染、あるいは免疫疾患モデルの系において、T 細胞から産生される IL-27(本申請の中心
となる知見)とマクロファージなどの細胞から産生される IL-27(これまでの知見)の役割の
違い、あるいは比重を解析する。このためには、RAG-2 欠損マウスに IL-27p28 欠損マウス
由来の T 細胞を移入する(T 細胞で IL-27 欠損)、IL-27p28/RAG-2 両欠損マウスに野生型 T
細胞を移入する(マクロファージなどで IL-27 欠損)における感染実験などを行う。 

⑤ ②で決定した、T細胞由来 IL-27 が重要な役割を果たしている実験系において、特異的細胞
表面マーカーを用いて IL-27 産生 T 細胞を除去、または Venus 陽性 IL-27 産生 T 細胞を移
入することにより、免疫・炎症病態の変化を解析する。 



４．研究成果 
（1） レポーターマウスの作成と確認。レポーターマウスから骨髄由来
マクロファージを調整し、これを LPS で刺激したところ、Venus シグ
ナル陽性細胞集団を観測できた(図 1。+/-がレポーターマウス)。また、
この上清には IL-27 が測定できた。 

（2） マラリア感染マウスにおける Tr27 の出現 戻し交配の途中のマ
ウスを用いて、マラリア原虫感染実験を行った。これまでに報告した、
感染時に活性化する T細胞集団において Venus シグナルを検出できた
(図 2)。しかし、その割合はごく少なかった。現在戻し交配を終えた
マウスを用い、また十分な数のマウスを用いて時間経過を追うなどし
て Tr27 の出現を解析している。 

（3） その他の実験系 Tr27の出現(分化)条件に関して、
レポーターマウス由来の T細胞を刺激した場合には IL-
27 産生は検出されなかった。戻し交配の途中のマウスに
おいて BCG 感染実験を行ったが、T 細胞からの IL-27-
Venus のシグナルは検出できていない。戻し交配を終え
たマウスにおいて、時間経過などに注目して実験を
行う。また、自己免疫モデルや炎症性疾患モデルに
おいても、Tr27 の出現をモニターしていく。最も良 
く Tr27 を誘導できる系で、分取や移入実験を行う。 
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