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研究成果の概要（和文）：本研究では、間質性肺炎に対するγδT細胞の機能解析を行った。
γδT細胞欠損マウスでは野生型マウスに比べて、ブレオマイシン誘導性間質性肺炎の増悪および肺組織Th17細
胞の増加を認めた。in vitroにおいて、γδT細胞から産生されるIFN-γがTh17細胞分化を抑制した。in vivoに
おいて、IFN-γ産生γδT細胞の移入により、間質性肺炎の減弱、Th17細胞の減少を認めた。γδT細胞はIFN-γ
産生を介したTh17細胞抑制により、間質性肺炎を抑制していることが明らかとなった。
以上の結果から、γδT細胞が間質性肺炎病態制御に重要であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Interstitial pneumonia (IP) is a chronic progressive interstitial lung 
disease associated with poor prognosis and high mortality. However, the pathogenesis of IP remains 
to be elucidated. The aim of this study was to clarify the role of pulmonary γδT cells in IP. 
In TCRδ deficient mice, bleomycin-induced IP was more severe than WT mice. And, pulmonary Th17 
cells were more expanding in TCRδ deficient mice than in WT mice after bleomycin treatment. In 
vitro, Th17 cell differentiation was suppressed in the presence of IFN-γ producing γδT cells.
Pulmonary fibrosis was attenuated by IFN-γ-producing γδT cells through the suppression of 
pulmonary Th17 cells. 
These results suggested that pulmonary γδT cells seem to play a regulatory role in the development
 of bleomycin-induced IP mouse model via the suppression of IL-17A production.

研究分野： 膠原病学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 

 間質性肺障害(Interstitial pneumonia, 
IP)は、肺組織の線維化を伴う予後不良の難
治性疾患である。 

 現在までの研究から、組織線維化病態形
成には、様々な細胞因子あるいは液性因子が
関与していると考えられている [Semin 
Arthritis Rheum.2008;38:132-160]。近年、
T 細胞の炎症性肺疾患における役割が注目
されている。T 細胞は、T 細胞に分類され、
末梢血、リンパ組織、肺や皮膚等の上皮組織
に多く存在し、生体防御に深く関わっている
細胞である。 
 全身性強皮症(Systemic sclerosis, SSc)
は、皮膚の線維化を主症状とし内臓諸臓器の
線維化によって特徴づけられる自己免疫疾
患である。全身性強皮症および間質性肺障害
は、それぞれ皮膚、肺組織の線維化を主病態
とするものであるが、全身性強皮症患者では
間質性肺障害を合併する頻度が他の疾患に
比べると特に高い。さらに近年の疫学調査の
結果、全身性強皮症患者の死因の中で、間質
性肺障害の占める割合が 30 年前の約 6 倍に
増加していることが報告されており[Ann 
Rheum Dis.2007;66:940-944]、全身性強皮症
患者の生命予後において間質性肺障害は重
大な合併症である。しかしながら、全身性強
皮症、間質性肺障害共に有効な治療法が確立
されておらず早期の病態解明および治療法
の確立が望まれている。 
 これまでの研究から、ヒト間質性肺障害発
症初期像に類似する、インターロイキン
(IL)-2+IL-18 投与マウスモデルにおいて、
Natural Killer(NK)細胞マーカー(マウス：
NK1.1、ヒト：CD161)を発現したユニークなT
細胞(=NKT 細胞)が炎症増悪作用を有する
ことが報告されている[Am J Respir Cell Mol 
Biol.2011;45:659-666]。さらに、全身性強
皮症患者においても、γδNKT 細胞が間質性
肺炎病態に関与する可能性を示唆すること
も 報 告 さ れ て い る [Rheumatology 
(Oxford).2014;53:2259-2269]。しかしなが
ら、γδT 細胞の肺線維化に対する作用機序
は不明であった。 
 

 

２．研究の目的 

 
 本研究では、ブレオマイシン誘導性間質性
肺炎モデルを用いて、γδT 細胞の肺線維化
形成に対する機能解析を検討する。具体的に
は以下の事柄を検討する。 
 
(1)野生型マウスとγδT 細胞欠損マウスで
のブレオマイシン誘導性間質性肺炎の解析 
 

(2)γδT 細胞による Th17 細胞分化抑制能の
検討(in vitro) 
 

(3)Th17 細胞分化抑制能を有するγδT 細胞
分画の解析及び肺線維化に対する検討 
 

 上記を介して、肺線維化形成に対するT
細胞の機能解析を行い、新規治療法へ繋がる
基盤研究の構築を目指す。 
 

 

３．研究の方法 

 
(1) ブレオマイシン誘導性間質性肺炎の病
態解析 
 野生型(C57BL/6)、γδT 細胞欠損マウス、
IL-17A 欠損マウス、IL-17A/γδT 細胞欠損
マウスへブレオマイシンを投与した（気管内
投与）。ブレオマイシン投与後 21日目の肺線
維化部位の割合、線維化関連因子発現を解析
した。 
 
(2)組織染色 
 ブレオマイシン投与 21 日後に、各マウス
肺組織を採取し、ホルマリン固定を行った。
パラフィン切片作製後、Masson’s trichrome
染色を行った。切片作成後の線維化部位の定
量には、既に論文に報告されている方法であ
る Quantitative image analysis(QIA)を用い
た。 
 
(3)コラーゲン産生量測定 
 ブレオマイシンおよび PBS 投与 21日後に、
肺組織および気管支肺胞洗浄液を回収した。
コラーゲン産生量の測定には、Sircol 測定キ
ットを用いた。 
 
(4)肺組織中 Th17細胞の解析 
 野生型およびγδT 細胞欠損マウスへブレ
オマイシン投与後、肺組織中の Th17 細胞を
フローサイトメトリーを用いて解析した。 
 
(5)γδT 細胞による Th17 細胞分化抑制能の
検討 
 野生型マウス脾臓由来の CD4陽性 T細胞と
野生型および IFN-γ欠損マウス肺組織由来
γδT細胞を Th17細胞分化条件下で共培養し
た。Th17細胞分化能をフローサイトメトリー
を用いて解析した。 
 
(6)γδT 細胞の表現型解析 
 野生型マウス肺組織より NK1.1-、NK1.1+γ
δT 細胞をフローサイトメトリーを用いて単
離した。単離した各γδT細胞を TCR刺激後、
培養上清中の IFN-γ、IL-17A 産生を ELISA
法で解析した。 
 
(7)γδT 細胞移入の検討 
 野生型および IFN-γ欠損マウス由来肺組
織γδT 細胞をフローサイトメトリーを用い
て単離した。単離したγδT 細胞の増殖を目
的に、IL-2+IL-7+IL-15 存在下で 12日間培養
した。増殖後のγδT 細胞を、γδT 細胞欠



損マウスへ移入後、肺線維化の程度を解析し
た。同様に、野生型および IFN-γ欠損マウス
由来肺組織 NK1.1+γδT 細胞をフローサイト
メトリーを用いて単離した。単離したγδT
細胞の増殖を目的に、IL-2+IL-7+IL-15 存在
下で 12日間培養した。増殖後のγδT細胞を、
γδT 細胞欠損マウスへ移入後、肺線維化の
程度を解析した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)γδT 細胞欠損マウスでは肺線維化が増
悪した 
 野生型およびγδT 細胞欠損マウスを用い
て、ブレオマイシン投与後、21 日目の肺組織
線維化を比較検討した。γδT 細胞欠損マウ
スでは、野生型マウスに比べて、肺組織線維
化の増悪を認めた(図１-a)。また、γδT 細
胞欠損マウスでは、野生型マウスに比べて、
肺組織中の線維化関連因子の一つと考えら
れている、コラーゲン産生の増加を認めた
（図 1-b）。以上の結果から、γδT細胞は肺
線維化抑制能を有する可能性が考えられた。 
 

 
(2)γδT 細胞欠損マウスでは肺組織 Th17 細
胞が増加した 
 次に、肺線維化増悪に関与する Th17 細胞
の割合を解析した。ブレオマイシン投与後、
3 日、7 日、14 日、21 日目において、γδT
細胞欠損マウスでは、野生型マウスに比べて、
肺組織中の Th17細胞の増加を認めた（図２）。
以上の結果から、γδT細胞は、Th17細胞の
抑制を介して、肺線維化に関わる可能性が考
えられた。 
 

 
(3)γδT 細胞欠損マウスにおける肺線維化
増悪には IL-17Aが必須である 
 γδT 細胞欠損マウスで確認された肺線維
化病態の亢進が IL-17A 依存的か否かを検討
する目的で、IL-17A欠損マウスさらに IL-17A
欠損γδT 細胞欠損マウスを用いた。IL-17A

欠損マウスでは、野生型およびγδT 細胞欠
損マウスに比べて肺組織線維化部位の割合
の著明な減少を認めた(図３)。この結果から、
ブレオマイシン誘発 IP 病態形成において
IL-17A は増悪因子の一つであることを確認
した。次に、IL-17A欠損γδT細胞欠損マウ
スを用いた解析の結果、肺線維化部位の割合
は野生型およびγδT 細胞欠損マウスに比べ
て著明な減弱を認めたが、IL-17A 欠損マウス
との間に著明な差は認めなかった(図３)。以
上の結果から、γδT 細胞欠損マウスで認め
られた肺線維化増悪は、IL-17A依存的である
ことが明らかとなった。 
 

 
(4)γδT 細胞移入により肺線維化が抑制さ
れた 
 次に、肺線維化に対するγδT 細胞の機能
を解析する目的で、細胞移入実験を行った。
γδT 細胞欠損マウスに、野生型マウス由来
γδT 細胞を移入した群では、コントロール
群に比べてブレオマイシン投与後の肺線維
化の減弱を認めた（図４-a）。さらに、野生
型マウス由来γδT 細胞を移入した群では、
コントロール群に比べて、ブレオマイシン投
与後の肺組織 Th17細胞の割合が減少した（図
４-b）。以上の結果から、in vivo においてγ
δT 細胞が肺線維化抑制能を有することが明
らかとなった。 
 

 
(5) γδT 細胞は IFN-γ産生を介して Th17
細胞分化を抑制した 
 細胞移入の結果より、γδT 細胞が肺組織
での Th17 細胞の抑制に関与することが考え
られた。次に、in vitro において、γδT細
胞の Th17 細胞分化への関与を解析した。野
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生型マウス由来 CD4+T細胞を用いて、Th17 細
胞分化誘導時にγδT 細胞を共培養し、Th17
細胞分化能を解析した。その結果、野生型マ
ウス由来γδT 細胞と共培養した時は、Th17
細胞分化の抑制を認めた（図５）。その一方
で、IFN-γ欠損マウス由来γδT 細胞と共培
養した時は、Th17細胞分化の抑制を認めなか
った（図５）。以上の結果から、γδT細胞は
IFN-γ産生を介して Th17 細胞分化抑制に関
与することが明らかとなった。 
 

 
(6) NK1.1+ γδT細胞は IFN-γ産生能が高い 
 次に、IFN-γを高産生するγδT 細胞の解
析を行った。野生型マウス肺組織由来 NK1.1-、
NK1.1+γδT 細胞を単離、TCR 刺激後の IFN-
γ、IL-17A 産生能を解析した。その結果、
NK1.1+γδT細胞では、NK1.1-γδT細胞に比
べて、IFN-γの高産生を認めた（図６）。そ
の一方で、IL-17A 産生は、NK1.1-γδT 細胞
で高かった。以上の結果から、IFN-γを高産
生する、NK1.1+γδT 細胞が、ブレオマイシ
ン投与後の肺線維化抑制に関与している可
能性が考えられた。 
 

 
(7) NK1.1+ γδT細胞移入により肺線維化が
抑制された 
 次に、肺線維化に対する NK1.1-および
NK1.1+γδT 細胞機能を解析する目的で、細
胞移入実験を行った。その結果、NK1.1+γδT
細胞を移入した群では、NK1.1-γδT 細胞を
移入した群よりも、ブレオマイシン投与後の
肺線維化が減弱した(図７-a)。さらに、NK1.1+

γδT 細胞を移入した群では、NK1.1-γδT 細
胞を移入した群よりも、ブレオマイシン投与
後の肺組織中の Th17 細胞割合の減少も確認
された(図７-b)。以上の結果から、NK1.1+γ
δT 細胞が肺線維化抑制に重要であることが
明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 

 
(8)IFN-γ欠損 NK1.1+ γδT 細胞移入により
肺線維化は抑制されなかった 
 次に、肺線維化に対する IFN-γ産生 NK1.1+

γδT 細胞機能を解析する目的で、野生型お
よび IFN-γ欠損マウス由来の細胞を用いた
細胞移入実験を行った。野生型および IFN-
γ欠損マウス肺組織より NK1.1+γδT 細胞を
単離後、γδT 細胞欠損マウスへ移入し肺線
維化に対する効果を検討した。その結果、
IFN-γ欠損マウス由来 NK1.1+γδT 細胞を移
入した群では、野生型マウス由来 NK1.1+γδ
T 細胞を移入した群よりも、ブレオマイシン
投与後の肺線維化が増悪した(図８-a)。さら
に、IFN-γ欠損マウス由来 NK1.1+γδT 細胞
を移入した群では、野生型マウス由来 NK1.1+

γδT 細胞を移入した群よりも、ブレオマイ
シン投与後の肺組織中の Th17 細胞割合の増
加も確認された(図８-b)。以上の結果から、
NK1.1+γδT細胞が産生する IFN-γが Th17細
胞抑制を介して、肺線維化抑制に重要である
ことが明らかとなった。 
 

 
 
 

野生型

野生型

野生型

IFN-欠損

0 10
2

10
3

10
4

10
5

0

10
2

10
3

10
4

10
5

WT-CD4 WT-gdT 1.fcsÉ<FITC-A>, SSC-A subset

<PerCP-Cy5.5-A>: IFNg PerCP-Cy5.5-A

<
P

E
-C

y
7

-A
>

: 
IL

-1
7

A
 P

E
-C

y
7

-A

2.69 0.1

1.595.7

0 10
2

10
3

10
4

10
5

0

10
2

10
3

10
4

10
5

WT-CD4 IFNKO-gdT 2.fcsÉ<FITC-A>, SSC-A subset

<PerCP-Cy5.5-A>: IFNg PerCP-Cy5.5-A

<
P

E
-C

y
7

-A
>

: 
IL

-1
7

A
 P

E
-C

y
7

-A

4.93 0

0.9494.1

1.5 0.94

2.69 4.93

CD4+ T

T

IFN-

IL
-1

7
A

0 10
2

10
3

10
4

10
5

0

10
2

10
3

10
4

10
5

WT-CD4 non 1.fcsÉ<FITC-A>, SSC-A subset

<PerCP-Cy5.5-A>: IFNg PerCP-Cy5.5-A

<
P

E
-C

y
7

-A
>

: 
IL

-1
7

A
 P

E
-C

y
7

-A

3.98 0.21

1.0394.8

3.98

1.03

野生型

-

CD4+ T

T

野生型

野生型

(%
) 

T
h

1
7
細
胞

野生型

IFN-欠損

野生型

-

0

1

2

3

4

5

6 p<0.05 p<0.05

(図5)

IF
N

-
(p

g
/m

l)

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

7000

8000

IL
-1

7
A

 (
p

g
/m

l)

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

NK1.1- T細胞 NK1.1+ T細胞

100 101 102 103 104
100

101

102

103

104

3.51 0.67

3.592.3

NK1.1


T
C

R

(CD3 gated)

(図6-a) (図6-b)

p<0.05p<0.05

0

10

20

30

40

50

60

(×200 Masson trichrome stain)

野生型+ PBS

T細胞欠損
+ PBS

T細胞欠損
+ NK1.1- T細胞

T細胞欠損
+ NK1.1+ T細胞 (%

) 
肺
線
維
化
割
合

T細胞欠損マウス

(図7-a)

p<0.05

p<0.05

p<0.05

IL
-1

7
A

 /
 C

D
4
+

T

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

T細胞欠損マウス

(図7-b)

p<0.05p<0.05

(図8-a)

0

10

20

30

40

50

60

(×200 Masson trichrome stain)

野生型+ PBS
T細胞欠損

+ PBS

T細胞欠損
+ IFN-欠損NK1.1+ T細胞

T細胞欠損
+ 野生型NK1.1+ T細胞

T細胞欠損マウス

(%
) 
肺
線
維
化
割
合

p<0.05p<0.05p<0.05

IL
-1

7
A

 /
 C

D
4
+

T

0

1

2

3

4

5

T細胞欠損マウス

(図8-b)

p<0.05p<0.05p<0.05



(9)まとめ 
 以上の研究結果より、γδT 細胞はブレオ
マイシン誘発性肺線維化病態形成に対して、
抑制的に働くことが示唆された(図 9)。その
抑制機序として、ブレオマイシン投与後の肺
組織においてγδT細胞は IFN-γ産生依存的
に Th17 細胞分化を抑制し、肺線維化病態を
抑制していることが示唆された。 
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