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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、炎症性サイトカインであるインターロイキン-17を産生する炎症性T
ヘルパー(Th17)細胞の分化機構、他の炎症関連との相互作用による炎症増悪化機構について解析を進めた。
関節炎局所で高い病原性を示すTh17細胞の特徴を同定した。また、Th17細胞の機能を強力に調整するインターロ
イキン-23産生細胞の腸管内における機能獲得機構を明らかにした。炎症を増悪化させる因子として、Gsdmdおよ
びRipk3は関与しないことを明らかにし、一方、滑膜炎症を増悪化させるCCR2+炎症性単球の役割について明らか
にした。

研究成果の概要（英文）：In this research project, we analyzed the differentiation mechanism of 
inflammatory T helper (Th17) cells that produce the inflammatory cytokine interleukin-17, and the 
mechanism of inflammation aggravation due to interaction with other inflammation-related cells.
We identified the characteristics of Th17 cells that are highly pathogenic in the arthritic joints. 
We also revealed the mechanism by which interleukin-23-producing cells, which strongly regulate the 
function of Th17 cells, acquire functions in the gut. We elucidated that Gsdmd and Ripk3 are not 
involved as factors that exacerbate and aggravate inflammation, and on the other hand, we found the 
role of CCR2+ inflammatory monocytes that aggravate synovial inflammation.

研究分野： 免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は、自己免疫疾患を起こす炎症性T細胞がどのように分化し機能するかを明らかにした。また、炎症
性T細胞を強くコントロールするサイトカインIL-23を産生する樹状細胞が腸管組織でどのように機能を獲得する
のかを明らかにした。自己免疫疾患での標的臓器で炎症を増幅させる細胞間相互作用の役割についても明らかに
した。これらの分子機構や細胞を標的とすることで、将来的に、治療法開発に結びつくことが期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

関節リウマチは世界人口の約１％、本邦では約 70 万人が罹患している自己免疫疾患である。

近年、炎症性サイトカインやＴ細胞共刺激分子を標的とした生物学的製剤の登場により飛躍的

に治療成績が向上した。しかし、生物学的製剤に不応性の関節リウマチ患者が約 30%おり、治

療のアンメットニーズが存在する。不応性の患者層に対し、新規の免疫学的制御法の開発が必要

とされている。関節リウマチを代表とする自己免疫性関節炎患者のゲノムワイド関連解析によ

り、自己反応性 T 細胞が関節炎の惹起に中心的役割を果たすと考えられているが、それがどの

ような自己抗原を認識・活性化することで関節の組織炎症を惹起するのか、また、病態発症の時

空間軸について不明な点が多い。 

自己免疫性関節炎の疾患惹起に関わる抗原特異的な病態発症メカニズムについて未だ不明

な部分が多く、「自己抗原反応性の T 細胞がどのような時空間軸で関節炎を惹起するのか」とい

う疑問点は解決できていない。この研究テーマを進展させることにより、自己免疫性関節炎を中

心に、自己反応性 T 細胞による自己免疫疾患の発症および炎症の慢性化の機序、疾患の臓器特

異性の決定機構を明らかにでき、これらを基盤とした自己免疫疾患の新しい免疫学的制御法の

確立に向けた研究成果が期待できる。 
 
２．研究の目的 
自己免疫性関節炎（SKG）モデルおよび腸管感染症モデルを用いて、インターロイキン-17（IL-

17）を産生する関節炎惹起性 T（Th17）細胞の制御機構、関節炎局所に局在する Th17 細胞と

炎症組織細胞による時空間的な相互作用と炎症増幅・慢性化機構の分子基盤を細胞・分子レベル

で明らかにする。また、Th17 細胞を代表とする 17 型免疫応答をコントロールする IL-23 の産

生制御機構についても明らかにする。具体的には、炎症性 T 細胞の T 細胞受容体（TCR）を再

構築した新規疾患モデルマウスの作製、自己免疫疾患の病因・病態に関わる新規の分子メカニズ

ムの同定、炎症性 Th17 細胞の制御機構、炎症局所の Th17 細胞と炎症関連細胞のクロストーク

による炎症増悪化の環境因子・炎症関連細胞死プログラムを同定することを目的とした。 

研究を進めるにあたり、「(1)炎症性 Th17 細胞の自己抗原認識機構と自己免疫疾患発症」、

「(2)Pathogenic Th17 細胞による破綻維持メカニズム」、「(3)Th17 細胞と滑膜炎症関連細胞間

のクロストーク因子の同定」のサブプロジェクトに取り組んだ。 
 
３．研究の方法 

(1)マウス 

CRISPR/Cas9 システムを用いて、細胞死の鍵となる分子 Ripk3 と Gsdmd 欠損マウスを新規

に作製し、SKG マウスと掛け合わせて、Ripk3-/- SKG、Gsdmd-/- SKG、Ripk3-/- Gsdmd-/- SKG

マウスを作製した。同様に、Il23a-IRES-Venus ノックインマウスを新規に作製し、CD11c-Cre、

Notch2-flox マウスと掛け合わせて、CD11c-Cre Notch2-flox Il23a-IRES-Venus マウスを作製

した。CCR2-/-、IL-17-eGFP、 Foxp3-hCD2 レポーター、SKG マウスを掛け合わせて、CCR2-

/- SKGおよび IL-17-eGFP Foxp3-hCD2レポーターSKGマウスを作製した。関節炎局所のTh17

細胞の TCR から得られた TCRα鎖、TCRβ鎖、それぞれの CDR 領域のシークエンス情報を基

に、トランスジェニックマウス作製のコンストラクト作製をおこない、Th17-TCR をモノクロー

ナルに発現するマウスを作製した。 

(2)TCR レパートリー解析 

IL-17-eGFP レポーターSKG マウスを用いて、関節炎局所の Th17 細胞をセルソーターで分取



し、TCRα鎖、TCRβ鎖、それぞれの CDR 領域のシークエンス情報および頻度を次世代シーク

エンサーで取得し、バイオインフォマティクス解析で。複数のマウスでオーバーラップした TCR

レパートリーの同定を進めた。 

 (3)関節炎惹起 

 SKG マウスに Manan20mg を腹腔投与、または、SKG マウスの CD4 T 細胞を RAG2-/-マウ

スに養子移入することで、関節炎を惹起した。 

 

４．研究成果 

(1)炎症性 Th17 細胞の自己抗原認識機構と自己免疫疾患発症 

IL-17-eGFP Foxp3-hCD2 レポーターSKG マウスを用いて、同一個体の滑膜組織に共局在す

る IL-17-eGFP+ Th17細胞とFoxp3+ 制御性T細胞のTCRレパートリー解析を進めることで、

Th17 細胞、制御性 T 細胞の自己抗原認識機構と TCR の重複性の有無などを解析した。 

この SKG 自己免疫性関節炎モデルでは、Th17 細胞と制御性 T 細胞間の TCR は重複せず、

これら細胞サブセットは炎症組織内で異なった自己抗原を認識することで機能する可能性が示

唆された。 

次に、Foxp3+ 制御性 T 細胞が IL-17 産生エフェクターTh17 細胞へと表現型が変化する可能

性があるかどうか、またその逆についても検討をおこなった。それぞれの細胞を特異的に除去す

ることができる抗体を使い炎症組織内で細胞除去後に解析をおこなった結果、それぞれの T 細

胞系統間の可塑性はほとんど起こっていない結果を得た。したがって、炎症環境下においても

Foxp3+ 制御性 T 細胞には安定した系統維持維持機構が作動していることが示唆された。 

同一個体の滑膜組織に共局在する IL-17-eGFP+ Th17 細胞と Foxp3+ 制御性 T 細胞の可塑性

および Heterogeneity の解析として、シングルセル RNA シークエンス解析をおこなった結果、

滑膜組織の Th17 細胞の Heterogeneity と一部の亜集団に、その集団特異的な遺伝子プロファ

イルがあることを同定した。 

(2)Pathogenic Th17 細胞による破綻維持メカニズム 

Pathogenic Th17 細胞の炎症組織特異的なエフェクターTh17 細胞のプロファイルと

Heterogeneity を解析するため、実験的自己免疫性脳脊髄炎または SKG 関節炎モデルの炎症組

織に局在する Pathogenic Th17 細胞と生理的な条件下で機能しているパイエル板 Non-

pathogenic Th17 細胞の遺伝子プロファイルを次世代シークエンサーで解析した。滑膜組織の

Th17 細胞のユニークな遺伝子プロファイルの一つとして、神経細胞に高発現する転写因子の発

現を見いだした。これらの結果は、炎症環境依存的にエフェクタープロファイルが制御され、

Th17 細胞の組織特異的な慢性炎症維持に重要な役割を果たしていることが示唆された。現在、

Th17 細胞での役割および自己免疫疾患の病態制御における機能を明らかにするため、条件的ノ

ックアウトを用いた研究を引き続き展開している。 

炎症性サイトカイン IL-23 は、17 型免疫応答を強力に制御する因子であり、Th17 細胞の分

化・機能制御に関わる IL-23 産生細胞を詳細に解析可能にする IL-23 レポーター系統を作製し

た。このマウス系統を用いることで、シングルセルレベルでの IL-23 産生細胞の可視化と詳細な

IL-23 誘導因子の同定が可能となった。  

腸管免疫応答における IL-23 産生樹状細胞の機能的解析と IL-23 産生機能獲得に必要な腸内

環境因子およびシグナル伝達分子を解析した結果、腸管 IL-23 産生樹状細胞に特異的な表面マ

ーカーを同定した。IL-23-Venus レポーターマウスの解析で、定常状態の腸管粘膜固有層に IL-



23産生細胞が常在することを見いだし、腸管組織内の主要なIL-23産生細胞は樹状細胞であり、

マクロファージなどの他の Myeloid 系統の細胞からは IL-23 の産生が検出できなかった。加え

て、IL-23 産生樹状細胞に特異的な表面マーカーとして、EpCAM と DCIR2 を同定した。また、

分化メカニズムとして EpCAM、DCIR2 の発現上昇に Notch2 シグナルが必要であり、

EpCAM+DCIR2+樹状細胞からの IL-23 産生能獲得にはレチノイン酸シグナルが重要な役割を

果たすことを明らかにした。これらの結果から、腸管樹状細胞が IL-23 産生能を獲得するための

「2 ステップモデル」を提唱し、論文発表をおこなった（Ohara., et al. J Exp Med. 2024）。 

 

(3)Th17 細胞と滑膜炎症関連細胞間のクロストーク因子の同定 

炎症滑膜組織での炎症の増悪・慢性化を起こす機構の一つとして、細胞死関連プログラムに着

目した。特に、Necroptosis、Pyroptosis の SKG 関節炎に果たす役割について解析をおこなう

ため、これら細胞死の鍵となる分子 Ripk3 と Gsdmd 欠損マウスを作製した。Necroptosis、

Pyroptosis 経路のクロストークも近年注目されており、Ripk3-/- Gsdmd-/- SKG 系統の作製も

進め関節炎発症の有無および重症度についても評価した。 

予想に反し、関節炎の病態には影響を与えず T 細胞依存性の自己免疫応答には Necroptosis、

Pyroptosis 経路は関与しない可能性が示唆された。Necroptosis、Pyroptosis の自己免疫疾患お

よび慢性炎症性疾患に対する役割は不明であるが、本研究成果により細胞死が関わる自己免疫

疾患においても炎症の増悪化のみならず、これら分子が必須とされる IL-1 産生にも関与しない

ことを明らかにした。加えて、関節炎発症・増悪化に対して Necroptosis、Pyroptosis 経路のク

ロストークも必要でないことを明らかにし、論文発表をおこなった（Takekuchi., et al. Sci Rep. 

2021）。 

炎症局所における CCR2+炎症性単球の役割を明らかにするため、CCR2-/- SKG マウスを用

いて自己免疫性関節炎に対する影響を調べた結果、CCR2+細胞の炎症滑膜への集積が病態の慢

性化に必須の因子であることを明らかにした。 

次に、どのようなサイトカインシグナルが CCR2+単球の活性化と関節炎の増悪化に影響する

かを検証した。CCR2-/-とサイトカイン受容体-/- SKG マウスの骨髄を混合したキメラマウスを

作製し、関節炎誘導能を評価した結果、特定の炎症性サイトカインシグナルが、CCR2+単球に

エフェクター機能を付与することを示唆する結果を得ている。これら、サイトカインシグナルや、

エフェクター機能発揮に必要な特異的分子を標的にできれば、自己免疫性関節炎の予防、治療法

開発に結びつけることが可能である。 
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