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研究成果の概要（和文）： 
サイトカインはマクロファージや樹状細胞などの自然免疫系の細胞やT細胞などの獲得免疫系
の細胞を制御する。我々はサイトカインシグナルを制御する SOCS ファミリーと
Spred/Sproutyファミリーを中心に主に遺伝子改変マウスを用いて個体レベルでの解析を行っ
て来た。その結果SOCS１やSOCS3は転写因子STATを制御することで、ヘルパーT細胞(Th17
や Treg)の分化を調節することを見いだした。また Spred1が神経芽細胞腫の原因遺伝子である
ことなどを明らかにした。さらに新規のシグナル制御機構として cAMPによる TLRシグナル
の抑制に c-fosが関与することを見いだした。また Smad2/3が TGFβによる免疫抑制に必須で
あることも見いだした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Cytokines play essential roles in regulation of innate and adaptive immunity. We have 
investigated the function of SOCS family and Spred/Sprouty family proteins which regulate 
cytokine signaling, by using genetically engineered mice. We found that SOCS1 and SOCS3 
regulate helper T cell differentiation incuding Th17 and Tregs by modulating STAT 
transcription factors.  We also found that human SPRED1 is responsible for 
neurofibromatosis type I like disease. Furthermore we discovered a novel mechanism of 
cAMP-mediated TLR signaling suppression through c-fos. We also found that Smad2/3 is 
essential for immunosuppression by TGF-beta. 
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１．研究開始当初の背景 
申請者らは世界にさきがけてサイトカイン
によって誘導される遺伝子CISを発見し、さ
らにJAK2のキナーゼドメインと直接結合し
そ の キ ナ ー ゼ 活 性 を 抑 制 し う る 分 子
SOCS1/JAB (JAK-binding protein)をクロー
ニングした(Nature,1997)。またこれらが新
しい遺伝子ファミリー(CIS/SOCSファミリ
ー)を形成することを見いだした。2001年に
はサイトカイン、増殖因子によるERK活性化
を選択的に抑制する分子Spredを発見した
(Nature,2001)。 
 生化学的な解析からSOCS1, SOCS3による
JAKキナーゼ活性抑制の分子機構の解明は
ほぼ完了している。しかしSOCS1とSOCS3の
機能的な重複性や生理機能に関しては不明
な点が多い。そこでCre-loxPシステムを利
用してコンディショナルKOマウスを作製し、
特にT細胞、樹状細胞、造血系を中心に解析
を行なってきた。その結果SOCS1はT細胞や
樹状細胞のSTAT1活性化を制御しTh1分化を
抑制することを明らかにした。  
 一方T細胞や樹状細胞でのSOCS3欠損はむ
しろ免疫抑制的に働く。SOCS3欠損細胞は強
力なSTAT3活性化が認められる。IL-6は様々
な炎症で発現が上昇しSTAT3を介して炎症
の拡大に関与する。しかし一方でIL-10によ
って活性化されるSTAT3はケモカインの産
生抑制やTLRシグナルを抑制し抗炎症に働
く。我々はSOCS3がIL-6とIL-10の作用の選
別のメカニズムのひとつであることを報告
した(Nature Immunol. 2003)。さらに最近
我々はSOCS3欠損T細胞はTGFβの発現が上
昇し制御性T細胞として働くこと、SOCS3欠
損樹状細胞ではMHC発現低下によってT細胞
のアナジーを誘導するなど特徴的な性質が
あることを見いだしている。すなわちSOCS3
は抗原提示細胞およびT細胞において欠損
することで免疫寛容を誘導する。これは
SOCS1の場合と全く正反対である。 
 以上のようなSOCS欠損マウスの解析から
サイトカインシグナルの制御が中枢トレラ
ンスと末梢トレランスの両者に重要な役割
を果たすことが予想される。 
 Spredに関して、我々はすでにKOマウスを
作製している。現在Spred-1/Spred-2のダブ
ルノックアウトマウスの解析を進行中で、
Spredは胎児期でのリンパ管形成に必須の
役割を果たすことを見出している。しかし
胎児期に死亡するために成体での機能解析
は進んでいない。このためにSpred-1コンデ
ショナルノックアウトマウスを作製し、
Spred-1/2の重複した機能を明らかする必

要がある。 
 またSOCSやSpred以外の未知のサイトカ
イン制御因子は数多く存在すると考えら
れる。特にcAMP,IL-10やTGF−βによる免疫
抑制作用は分子レベルでの理解は十分な
されていない。TGF-β1のKOマウスの解析
からTGF-β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、TGF-β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TGF-β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。本研究ではcAMPとTGF
βを介した免疫抑制の分子機構の解明を
行う。今後も新たな制御因子の発見とその
生理機能の解明に取り組む。 
 
２．研究の目的 
サイトカインは免疫応答のみならず造血、炎症、
癌など広範な疾患とも関連が深い。サイトカイ
ンはネットワークをつくり特にマクロファー
ジや樹状細胞などの自然免疫系の細胞や T 細
胞などの獲得免疫系の細胞を制御する。これら
の作用を細胞内のシグナル伝達の観点から理
解し、新たな免疫調節の方法論を開発すること
が求められている。さらに Th17や iTregなど
の新たな細胞集団も発見されこれらの発生、分
化、機能制御を理解する上でも、サイトカイン
のシグナル制御についての理解が求められて
いる。 
 申請者らは世界にさきがけてサイトカイン
によって誘導されそのシグナルを負に制御す
る 分 子 群 CIS/SOCS フ ァ ミ リ ー と
Spred/Sproutyファミリーを発見した。本研究
ではこれらの分子を各種臓器において特異的
に欠失したマウス(cKOマウス）を作製し解析
を行い、サイトカインシグナルの制御による免
疫ホメオスターシス維持の分子機構とその破
綻による免疫関連疾患の発症機構を解明する
ことを目的とする。また未解明の免疫制御機構、
例えば cAMPや TGFβによる免疫抑制の分子
機構を解明し、炎症性疾患や自己免疫疾患との
関係を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)SOCS1およびSOCS3コンデショナルノック
アウト(cKO)マウスの作製と解析 
SOCS-cKOマウスは常法に従いSOCS1遺伝子の
coding 領域の両側に flox 配列を挿入しした
ベクターを構築し、ES細胞に相同組み替えに



 

 

よって本来のSOCS遺伝子と入れ替える。薬剤
耐性マーカーである neo 遺伝子を除いた後に
ブラストシストにインジェクションを行いキ
メラマウスを得る。さらにこのキメラマウスか
ら野生型マウスとの交配によって germ-line
に SOCS-flox 遺伝子が導入されたヘテロマウ
スを得る。Cre-トランスジェニック(Tg)マウス
もしくはノックインマウスとの交配により
cKO マウスを得る。T 細胞特異的 cKO には
lck-Cre、肝臓特異的 cKO には Alb-Cre、マク
ロファージ特異的 cKO には LysM-Cre、樹状細
胞特異的cKOにはCD11c-Cre、Treg特異的Cre
にはFoxp3-Creなどを用いて各種臓器特異的、
細胞特異的SOCS欠損マウスを得る。 
(2)SpredコンデショナルKOマウスの作製 
SOCS1-flox マウスの作製と同様の手法で
Spred-1-floxマウスを得る。floxマウスを効
率よく得るためにneo遺伝子の両側にFRT配列
を挿入しFlpレコンビナーゼによってneo遺伝
子を欠失させる。 
(3)新規免疫抑制物質の探索と機能解明 
我々は樹状細胞を生きた繊維芽細胞と
co-culture すると LPS による樹状細胞の成熟
が強く抑制され、T細胞の活性化も抑制される
ことを見いだした。トランスウエルを用いた実
験からこの現象には細胞膜成分（接触）と液性
因子が関与することがわかった。そこでまず液
性因子の精製を行うこととした。繊維芽細胞の
培養上清を分子ふるいにかけ高分子と低分子
分画に分ける。LPSによるTNFやIL-12産生の
抑制を指標にHPLCによる精製を行う。最後に
質量分析により活性分画の分子を同定する。 
エーターやペプチドによって抑制される。
IL-10はSTAT3を介して炎症性サイトカインの
産生を抑制することが明らかになっている。一
方、その他のメディエーターは細胞内cAMP 濃
度の上昇を介して抑制する。PGE2 などによっ
て処理された樹状細胞は IL-10 産生抑制性 T
細胞(Tr1)を誘導することが知られており、
cAMP は免疫制御の上で極めて重要と考えられ
る。しかしcAMPのサイトカイン産生抑制の分
子基盤はほとんど理解されていない。本研究で
はcAMPによって誘導される遺伝子に注目して、
cAMPの抑制作用の本体の同定を行った。 
(4)TGFβによる免疫抑制機構の解明 
TGF-βによる免疫抑制機構の解明を目ざして
以下の実験を行う。①TGFβよって誘導される
Foxp3とRORγtのプロモーター解析を行い誘導
の分子機構を解明する。②TGFβ-Smadによる免
疫抑制機構の本質を理解するために
Smad2/3cKOマウスを作製し解析を行う。 
 
４．研究成果 
(1)SOCSの免疫制御における機能解明 
①近年 Th1/2 に加えて誘導性 Treg(iTreg)や
Th17などTh細胞の新たなサブセットについて
の報告・知見が集積してきており、免疫の恒常

性維持もしくは破綻はこれらの様々な Th 細
胞群のバランスにより生じるのではないかと
考えられるようになってきている。T 細胞特
異的にSOCS1やSOCS3を欠損したcKOマウス
を作製し、様々な生化学的解析から SOCS1 は
IFNγのシグナルを抑制することで Th17 促進
に、SOCS3はIL-6やIL-23を抑制することで
Th17 抑制に作用することを明らかにした
（Pro.NAS,USA2007, J.Immunol.2008）。さ
らにSOCS1欠損においてはSTAT1が未知の機
構を介して Smad を抑制している実態が明ら
かとなった。このスキームを下図に示す。 

② 抑制性のヘルパーT 細胞としては胸腺由来
の nTreg の他、最近 TGFβによって誘導され
る iTreg が注目されている。SOCS3 欠損 T 細
胞ではTGFβやIL-10の産生が高くSOCS3はT
細胞において抑制性 T 細胞の分化を制御する
可能性が示された。一方SOCS1欠損T細胞で
は nTreg が胸腺で２倍以上に増加し機能的に
も異常である（Immunity 2009、Cell,2010）。 
③ SOCS3 欠損樹状細胞の解析を通じて TGFβ
がFoxp3陽性Tregのexpansionに極めて重要
で あ る こ と を 発 見 し 報 告 し た
(J.Immunol.2007)。すなわちSOCS3欠損樹状
細胞は抑制性 T 細胞を産み出す、寛容誘導型
の樹状細胞であると言える。SOCS3 が STAT3
を介して TGFβの産生を制御することが示唆
された。これらの結果から、TGFβが Foxp３
陽性 Treg の誘導に必須であること、および
SOCS3 は樹状細胞が免疫応答を引き起こすか
免疫寛容を引き起こすかの決定に重要である
ことが示された。 
(2)新規免疫抑制物質の探索と機能解明 
①PGE2-cAMP 経路の自然免疫抑制効果の発見
我々は樹状細胞を生きた繊維芽細胞と
co-culture すると LPS による樹状細胞の成熟
が強く抑制され、T細胞の活性化も抑制される
ことを見いだした。精製の結果、繊維芽細胞か
ら産生される、TNFαやIL-12産生の抑制因子
はプロスタグランジンE2（PGE2)であった(Int. 
immunol.2008)。 
 PGE2は細胞内cAMP 濃度の上昇を介して樹
状細胞からのTNFやIL12産生を抑制する。本
研究ではcAMPによって誘導される遺伝子に注
目して、cAMP の抑制作用の本体の同定を行っ
た。まずタンパク合成阻害剤シクロヘキシミド
の効果からcAMPが抑制効果を発揮するために
は新規タンパク合成が必要と考えられた。そこ
でマイクロアレイ解析を行った結果、我々は



 

 

c-fosをcAMPによる抑制効果を担う因子の候補
として同定した。c-fos遺伝子をマクロファー
ジ系の細胞(Raw 細胞)に強制発現することで
LPS による TNFαの誘導を強力に抑制すること
ができた。逆にsiRNAによりc-fos発現を抑制
するとcAMPの抑制効果が失われた。さらに我々
は LPS または cAMP 単独刺激と比較して
LPS+cAMP共刺激によって、c-Fos タンパク質レ
ベルが極めて増加することを見いだした。 
 次に我々はc-Fosの炎症性サイトカイン産生
抑制機構を解析した。c-Fos は NF-kB p65 サ
ブユニットと物理的に相互作用することによ
って、p65ホモダイマーのTNFaプロモーターや
IL-12 プロモーターへのリクルートを阻害して
いた。またcAMPによってc-fosのmRNAが発現
誘導され、TLR の下流で活性化された IKKβが
c-Fosを直接リン酸化することによって、c-Fos
の安定化と蓄積を引き起こすことがわかった。
c-Fos の複数箇所が IKKβによってリン酸化を
受けるが、c-Fos の 308 番目のセリン残基が
IKKb によるリン酸化と安定化に必要な残基の
一つであることを明らかにした。これらの結果
から、我々はc-Fos が IKKβの新規基質である
こと、および cAMP による免疫抑制効果を担う
因子であると結論づけた。以上の本研究成果は
2010年Immunity誌に掲載された。 
②PGE2 を介した新規の免疫抑制システムとそ
の生理的な意義の発見 
次にRag欠損マウスにCOX阻害剤を投与するこ
とで PGE2 システムが個体の消化器官における
炎症抑制に必須であること、およびSTAT1の過
剰な活性化よって破綻することを見いだした
(Nature Commun.2011)。 またこの系 は
IL-10/Treg とは独立した存在であることや、
STAT1 によって破綻することも見いだした（下
図）。 

 
(3)TGF-β/Smadによる免疫抑制作用の解析 
これまで長らくヘルパーT 細胞のドグマとされ
てきたTh1/Th2の概念にここ数年大きな変化が
もたらされている。新しいエフェクターT 細胞
であるTh17と誘導性の抑制性T細胞、iTregの

発見である。Th17 は IL-17 を高産生するヘル
パーT 細胞で、自己免疫性脳脊髄炎モデル
(EAE)の発症に必要なT細胞として発見された。
Th17の初期分化にはTGFβとIL-6が必要でこ
れが Th17 のマスター遺伝子である転写因子
RORγt を誘導する。さらに IL-23 の作用で成
熟した炎症性の高いTh17に成熟すると考えら
れている。我々はTGFβの免疫抑制機構につい
て転写因子のレベルでの解析を行っている。
TGFβは Smad2と Smad3 を活性化する。T細胞
特異的Smad2欠損マウスはEAEが軽症化するが、
これは Th17 の抑制と相関していた。しかし
Smad2、Smad3欠損マウスの解析からTh17のマ
スター遺伝子である RORγt の誘導には
Smad2/3 は必要ないことが明らかとなった。
Smad2欠損T細胞ではTh1やTh2サイトカイン
の産生が高くなるために間接的にTh17分化が
抑 制 さ れ る こ と を 見 い だ し た
(J.Immunol.2010)。 
 
(4)Spred1 が家族性神経細胞腫の原因遺伝子
であることの発見 
ベルギー、フランス、アメリカとの国際共同研
究において、カフェオレ斑を持つが、NF1遺伝
子に変異を認めない家族性優性遺伝の神経線
維腫症1型様患者での解析を行った。その結果
ヒトSPRED1に多数の変異を発見し報告した。
SPRED1は neuro-cardio-facial -cutaneous 
(NCFC)症候群の原因遺伝子の一つであり、Ras
経路を抑制する新しい癌抑制遺伝子の候補で
あることが示唆された(Nature Genetics 2007、
JAMA2009)。 
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