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研究成果の概要（和文）：CD4+ 細胞特異的にRap1を欠損したマウス（Rap1 KOマウス）は、生後数週間で大腸炎
及び高度異型腫瘍を自然発症し、速やかに大腸がんへ進展する。本研究課題では、独自に開発した大腸炎自然発
症モデルマウスを用いて、大腸炎の病態形成におけるγδ T細胞とILC3細胞の役割について研究を行った。その
結果、γδ T細胞は大腸炎の発症初期にIL-17Aを産生することで、病態の悪化に関与している可能性が示唆され
た。また、CD4+ ILC3細胞の腸管から腸管リンパ節への移動、IL-22の産生にはRap1は関与していないことがわか
った。

研究成果の概要（英文）：Mice having CD4+ cell-specific deletion of Rap1 (Rap1KO mice) developed 
spontaneous colitis. In this study, we investigated the involvement of innate lymphocytes (γδ T 
cells and ILC3) in the development of colitis. To examine the roles of γδ T cells for colitis, we 
crossed Rap1KO mice with TCRδ-/- mice (DKO mice). The reduction in weight and histological scores 
of colitis were suppressed in DKO mice until 12 weeks of age. These data suggest that γδ T cells 
play critical role in the promotion of colitis at early phase of onset. Since previous study 
suggests that ILC3 cells have an important role of intestinal immunity, we examined the cell number 
and function of ILC3 cells. There was no difference in the cell number and IL-22 production of CD4+
ILC3 cells derived from LI-LP and mLN between control and Rap1KO mice before the onset of colitis. 
These data indicate that ILC3 cells are not involved in the development of colitis. 

研究分野：免疫
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研究成果の学術的意義や社会的意義
大腸炎モデルマウスとして使用されているDSS投与マウスは、大腸粘膜のバリア機能を直接障害することで炎症
反応を惹起するため、大腸炎の初期の病態形成に関わる免疫細胞の役割についてはわかっていなかった。今回、
我々が独自に開発した大腸炎自然発症モデルマウスを用いた研究で、γδ T細胞が大腸炎初期の病態悪化に関与
していることが明らかとなった。今後もこのモデルマウスの解析を進めることで、大腸炎発症機構の一端を明ら
かにすることが期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 潰瘍性大腸炎やクローン病に代表される炎症性腸疾患（Inflammatory Bowel Diseases: IBD）
は、腸内細菌に対する免疫寛容が破綻し、共生関係にある腸内細菌に対し、免疫応答が生じる
ことで引き起こされる自己免疫性疾患である。原因不明の難病であり、厚生労働省の特定疾患
に指定されているが、決定的治療法は見出されていない。生涯にわたって炎症の再燃と寛解を
繰り返し、発症から 10 年を経過すると高い確率でがんを発症する。現在のところ、デキスト
ラン硫酸塩（DSS）をマウスに摂取させることにより、大腸粘膜を直接損傷させバリア機能を
低下させることで潰瘍性大腸炎を誘導するモデルが広く利用されているが、大腸粘膜のバリア
機能を直接障害することで炎症反応を惹起するため、免疫応答は関与しておらず、根本的な発
症機構の解明に至っていない。 
 γδ T細胞は γδ TCRを発現する T細胞サブセットで、主に皮膚や腸管に存在し、自然免疫と
適応免疫の両方で重要な役割を果たす。γδ T細胞は TCRγ鎖として Vγ1/2/3/4/5/6/7のいずれ
かを発現し、発現する TCRγ鎖によって細胞の局在や産生するサイトカインが異なる。IBDに
γδ T細胞の関与を示した報告はあるが（Kadivar M et al. J Immunol. 2016, Tsuchiya et al. 
Immunol. 2003）、大腸炎の促進または抑制のどちらに働くのかは不明な点が多く、既存の DSS
モデルでは大腸炎発症の初期において γδ T 細胞がどのように機能するのかはわかっていなか
った。 
 また、腸内細菌叢の形成や腸管免疫寛容において重要な役割を果たす ILC3 は、細胞表面の
CD4、NKp46の発現によって３種類（CD4+ ILC3, NKp46+ ILC3, CD4-NKp46- ILC3）に分け
られる。特に CD4+ ILC3は腸管リンパ節においてMHC classⅡを介した抗原提示によって腸
内細菌反応性 T細胞のアポトーシスを誘導し、腸管免疫寛容に寄与している可能性が報告され
ているが（MR Hepworth et al. Science. 2015）、大腸炎発症にどのように関与しているかは不
明な点も多い。 
 
２．研究の目的 
 我々は、CD4 陽性細胞特異的に低分子量 G タンパク質である Rap1 a 及び b を欠損した
conditional knockoutマウス（Rap1 KOマウス）を作製したところ、生後数週間で下痢、血便
を伴う体重減少が認められ、高度異型腫瘍を伴う激しい大腸炎を自然発症し、速やかに大腸が
んへ進展することを見出した（Ishihara S., et al. Nat Commun. 2015）。作製した大腸炎自然
発症モデルマウスでは、γδ T細胞が腸管関連組織で顕著に増加していたことから、大腸炎の発
症に γδ T細胞が関与している可能性が考えられた。また、CD4+ ILC3で Rap1が欠損するこ
とから、腸管リンパ節並びに大腸粘膜固有層において CD4+ ILC3の細胞数に影響がある可能性
が考えられる。そこで本研究課題では、独自に開発した大腸炎自然発症モデルマウスを用いて、
（１）γδ T細胞及び（２）ILC3細胞の大腸炎発症における役割について解析を行った。 
 
３．研究の方法 
（１）大腸炎モデルマウスにおける γδ T細胞の役割を検討するため、Rap1 KOマウスと TCRγ 
KOマウスを掛け合わせ、γδ T細胞が全身で欠損した Rap1 KOマウスである double knockout
マウス（DKOマウス）を作製した。作製した TCRγKOマウス、Rap1 KOマウス、DKOマウ
スの体重の推移及び組織像の比較、フローサイトメトリーによるサブセットの解析を行った。 
（２）腸管関連組織における CD4+ILC3の細胞数、MHC classⅡの発現、サイトカインの産生
に影響が及ぼされている可能性を検討するため、フローサイトメトリーによる解析を行った。
また、ILC3の局在を検討するため、Rap1 KOマウスと RORγt-GFPマウスを掛け合わせ、ILC3
を可視化できるマウスを作製した。このマウスを用いて、クリプトパッチの形成への影響を検
討した。 
 
４．研究成果 
 （１）大腸炎発症における γδ T細胞の関与を明らかにするため、作製した TCRγKOマウス、
Rap1 KO マウス、DKO マウスの体重を４週齢から１２週齢にかけて測定したところ、DKO
マウスは Rap1 KOマウスと比べて有意に体重が増加し、下痢や血便の症状は見られなかった
（図１-A）。 
しかしながら、12 週齢以上になると DKO マウスでも下痢や血便の症状が見られたため、12
週齢以下のマウスと、12週齢以上のマウスの２群に分けて、大腸の組織像の炎症スコアを比較
したところ、12週齢以下では Rap1 KOマウスと DKOマウスとで炎症スコアに有意な差が認
められたが、12週齢以上になるとその差はほとんどなくなった（図 1-B）。すなわち、DKOマ
ウスで大腸炎の発症が遅れたことから、γδ T細胞は、大腸炎の発症初期において炎症の促進に
関与している可能性が示唆された。 
 続いて増加していた γδ T 細胞のサブセットを、フローサイトメトリーを用いて解析した。
Vγ1, 2, 4, 5, 6陽性細胞の割合を比較したところ、発症初期においては野生型と Rap1 KOマウ
スの間で大きな差はなかった（図 2-A）。そこで、大腸炎の病態に影響を及ぼすとされる IL-17A
産生 γδT細胞数に変化が生じている可能性を検討した。腸管リンパ節、大腸粘膜固有層より細
胞を単離し、ブレフェルジン存在下で、PMA、ionomycin刺激後、細胞内染色によって RORγt
陽性 IL-17A 産生細胞の割合を解析し、細胞数を算出した。その結果、どちらの組織において
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も、Rap1 KOマウスで IL-17A産生細胞数が増加していることがわかった（図 2-B）。 

 
 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
図１. DKOマウスは Rap1 KOマウスと比較して大腸炎の発症が遅れる 
（A）TCRγKOマウス、Rap1KOマウス、DKOマウスの 4週齢から 12週齢までの体重測定
の結果を示す。(B) それぞれのマウスの結腸の HE染色像を観察し、炎症スコアを測定した。
(C)それぞれのマウスの結腸を摘出し、ホルマリン固定後、HE染色を行った。*P<0.02, **P<0.01, 
***P<0.001 (student’s t-test). Scale bar, 200μm 
 

 
図 2. 大腸炎発症初期のマウスで RORγt+IL-17A+γδT細胞数が増加している 
(A)発症初期における Vγ1,2,4,5,6 陽性細胞の割合。(B)発症初期における RORγt 陽性 IL-17A
産生 γδT細胞細胞数。 
 

IL-17Aを産生するサブセットとしては、Vγ4と Vγ6が知られている。特に Vγ4は実験的ア
レルギー性脳脊髄炎（EAE）や関節炎（CIA）モデルなどの自己免疫疾患マウスモデルにおい
て、IL-17Aを産生することで症状を悪化させているという報告がある（Christina L. Roark et 
al. J Immunol. 2007）。今回 Rap1 KOマウスの IL-17A産生 γδT細胞数が増加していたこと
から、大腸炎の発症初期に γδ T細胞が IL-17Aを産生して好中球・マクロファージを誘引する
ことによって炎症を促進し、T 細胞と相互作用することでさらに大腸炎を悪化させている可能
性が考えられた。 
 
（２）野生型及び Rap1KO マウスの腸管リンパ節、大腸粘膜固有層における CD4+ILC3 の細
胞数を、フローサイトメトリーを用いて解析したところ、大腸炎発症後には腸管リンパ節にお
いて細胞数が減少していたが、発症前の 4週齢においては野生型とほとんど差は認められなか
った(図３-A)。また、MHC classⅡの発現についても検討したが、Rap1欠損による影響は認め
られなかった（図３-B）。さらに回腸末端におけるクリプトパッチの構造を、共焦点レーザー
顕微鏡を用いて観察したが、両者の構造に大きな違いはなかった(図３-C)。また、ILC3は IL-22
を産生することで腸管上皮細胞からの抗菌タンパクの発現を高めることで粘膜感染菌の排除に
重要な役割を果たしていることが報告されている。そこで、Rap1 の欠損により大腸粘膜固有
層に存在する CD4+ ILC3の IL-22の産生量を検討したが、野生型との間に差は認められなかっ
た。 
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図３. Rap1欠損による CD4+ILC3の細胞数や局在への影響はなかった 
(A) 腸管リンパ節の ILC3サブセットの細胞数を示す。(B)CD4+またはCD4- ILC3のMHC 
classⅡの発現を比較した。(C)RORγt-GFP陽性野生型または Rap1KOマウスの回腸末端
の凍結切片を作製し CD11cを染色した。赤色が CD11c、緑色が RORγt陽性細胞を示す。
(D)大腸粘膜固有層内のCD4+ILC3を IL-23で刺激した際の IL-22産生細胞の割合を示す。 
 
以上の結果より、Rap1 は ILC3 のトラフィッキングや IL-22 産性能に関与しない可能性が示
唆され、大腸炎発症前における有意な差は認められなかった。 
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