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研究成果の概要（和文）： 
 本研究は炎症性腸疾患難治性・永続性の要因である疾患フェノタイプを記憶した“腸炎惹起性

メモリーCD4+ T細胞”の維持機構を解明し、疾患記憶を“リセット”する究極の炎症性腸疾患

根治療法の開発することを目標とする。今回の検討おいて以下の事を明らかにした。１）腸内細

菌抗原は腸炎惹起性メモリーCD4+T細胞がエフェクター細胞へと分化し、腸炎を発症するため

には必須の因子であるが、メモリーT細胞の維持においては必須ではなく、骨髄IL-7は腸内細菌

抗原非依存的に腸炎惹起性メモリーCD4+T細胞を維持する事を、無菌マウスシステムおよび抗

IL-7受容体抗体を用いたIL-7/IL-7受容体シグナルの中和実験によって証明した。２）腸炎惹起

性メモリーT細胞の維持機構における骨髄IL-7の必要十分性を、IL-7-/- x RAG-1-/-マウスへの

IL-7+/+ x RAG-1-/-マウス由来骨髄移植を行い、骨髄特異的IL-7発現RAG-2-/-マウスを作製し、

CD4+CD45RBhighT細胞移入腸炎を誘導することにより証明した。３）骨髄間葉系幹細胞(MSC)
を純化培養し、IL-7の発現を検討したところ本細胞が40世代以上の継代培養においてIL-7の
mRNAを発現した。また蛍光免疫染色およびフローサイトメトリーによる検討においてIL-7蛋
白を発現することを示した。４）IL-7+/+ x RAG-1-/-マウス骨髄由来MSC(IL-7+/+MSC)とCFSEラ

ベルを行った腸炎惹起性メモリーCD4+T細胞を供培養したところ、４週間以上にわたりメモリ

ーCD4+T細胞の分裂、維持が確認された。一方IL-7-/- x RAG-1-/-マウス骨髄由来MSC(IL-7-/-MSC)
とメモリーCD4+T細胞の供培養群では分裂、維持が見られなかった。５）IL-7+/+MSC あるいは

IL-7-/-MSCをIL-7-/- x RAG-1-/-マウスへ移植し、３週後にCD4+CD45RBhighT細胞を移入したとこ

ろIL-7+/+MSC移植群のみ慢性大腸炎を発症し、同マウス骨髄においてIL-7産生細胞と接して

CD4+T細胞が維持されていた。 
 以上の結果から腸炎惹起性メモリーCD4+T細胞の維持機構においては、骨髄に存在するIL-7
産生性間葉系幹細胞が重要な役割を有することが示された。本知見は炎症性腸疾患難治性の要因

として、腸管外リザーバー臓器の重要性を明らかにするのみならず、本機構をターゲットとした

治療法の可能性を示唆する非常に重要な進歩である。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The aim of this study is to clarify the maintenance system of colitogenic memory CD4+ 
T cells, which posses the “pathogenic memory” of inflammatory bowel disease, and to 
develop the epoch-making treatment for this disease. 
We have proved following things. 1) Although intestinal bacteria is essential for the 
development of colitis and cytokine production from effector T cells, it is not essential 
for the maintenance of colitogenic memory CD4+ T cells. 2) IL-7-/- x RAG-1-/- mice were 
transplanted with BM cells of RAG-1-/- (IL-7+/+→IL-7-/-) or IL-7-/- x RAG-1-/- mice 
(IL-7-/-→IL-7-/-). IL-7 mRNA and protein were detected in BM, but not in colon, of in 
IL-7+/+→IL-7-/- mice, but not from IL-7-/-→IL-7-/- mice. IL-7+/+→IL-7-/-, but not 
IL-7-/-→IL-7-/- recipients, transferred with CD4+CD45RBhigh T cells 4 weeks after 
transplantation, developed colitis. 3) Bone marrow mesenchymal stem cells (MSC), even over 
the 40th passage, expressed higher levels of IL-7 mRNA and protein than those of freshly isolated 
IL-7+ BM cells. 4) Co-culture with IL-7 producing MSC induced extensive proliferation of 



CFSE-labeled colitogenic CD4+ T cells in vitro. 5) CD4+CD45RBhigh T cell-transferred IL-7-/- x 
RAG-1-/- mice previously transplanted with IL-7 producing MSC developed Th1/Th17-meidated 
colitis. 
Collectively, IL-7 producing bone marrow MSC play the important role in the maintenance system 
of colitogenic memory CD4+ T cells. These findings are the progress in the investigation of IBD 
pathogenesis, suggesting the possibility of novel effective treatment, which targets this system.   
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2008 年度 1,500,000 450,000 1,950,000 

2009 年度 1,400,000 420,000 1,820,000 

2010 年度 700,000 210,000 910,000 

年度  

  年度  

総 計 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：内科系臨床医学・消化器内科学 
キーワード：(1)炎症性腸疾患 (2)IL-7 (3)メモリーT 細胞 (4)骨髄 (5)腸内細菌  
(6)無菌マウス (7)間葉系幹細胞 (8)CD4+ T 細胞 
 
１．研究開始当初の背景 
 我々は炎症性腸疾患を単なる消化管の炎
症としてとらえるのではなく、疾患を“記憶”
した、腸内細菌抗原に過剰に反応する病原性
メモリーT細胞が全身に播種された“良性白
血病”ともいうべき全身性疾患と捉える概念
を提唱してきた。炎症局所を切除しても全身
に潜在する病原性メモリーT細胞が残存する
限り、疾患の“記憶”は失われることはなく
再燃することとなる。我々の研究の最終目的
は炎症性腸疾患における全身性病原性メモ
リーT細胞をターゲットとした、疾患の“記
憶”を“リセットする”究極の根治療法の開
発である。 
 このような最終目的にむけて我々は今まで
に主に炎症性腸疾患における病原性メモリ
ーT 細胞の維持機構について以下の点を解明
してきた。 
① 腸炎モデルマウスにおいて病原性メモリ

ーT細胞が腸管局所に多数浸潤する 
 我々は CD4+CD45RBhigh T 細胞移入大腸炎
モデルマウスにおいて、CD4+CD44+CD62L- 

メモリーT 細胞が脾臓、腸間膜リンパ節、腸
管粘膜内に多数浸潤し、腸管粘膜内の
CD4+CD44+CD62L- T 細胞を新たな SCID マ
ウスに再移入することにより同様に Th-1 
type の大腸炎を発症することを発見し、本細
胞を病原性メモリーT 細胞と定義づけた
（Kanai T, et al. Am J Physiol GI Liver. 
2006.）。 
② 腸炎モデルマウスにおいて病原性メモリ

ーT細胞の維持にIL-7の存在は必須である 
我々 は以前から IBD の一連の研究にて

IL-7 が 腸 管 上 皮 細 胞 か ら 産 生 さ れ 
(Watanabe M, et al. JCI 1995)、腸炎惹起性
病的メモリーCD4+ T 細胞の増殖因子である
こ と を 世 界 に 先 駆 け て 報 告 し て き た 
(Watanabe M, et al. J Exp Med. 1998. 
Yamazaki M, et al. J Immunol. 2003)。また、
腸炎惹起性 TEM細胞は in vitro においてその
生存と増殖には IL-7 が必須であることを明
らかとした（Yamazaki M, et al. J Immunol 
2003，Okada E, et al. Am J Physiol GI 
Liver 2005.）。さらに、腸炎惹起性 TEM細胞
を IL-7+/+ x RAG-1-/-マウスに移入すると再び
慢性大腸炎を発症持続するのに対して、
IL-7-/- x RAG-1-/-マウスへの移入では腸炎の
発症認めなかったことより、慢性大腸炎永続
性に IL-7 が必須であることを明らかとして
きた(Totsuka T, et al. J Immunol 2007)。 
③ 腸炎モデルマウスにおいて骨髄は局所的

IL-7によって病原性メモリーT細胞を維持
するリザーバーとして機能する 
以上の結果から我々は腸管外の 臓器に

IL-7産生性の病原性メモリーT細胞のリザー
バーが存在し、腸炎の永続性に重要な役割を
果たすと考えた。そこで我々は IL-7 の主た
る産生部位であり，近年一次リンパ装置だけ
でなく二次リンパ装置としての機能も報告
される骨髄に着目した。骨髄が腸炎における
病原性メモリーT 細胞を維持するリザーバ−
臓器であると仮定した。CD4+CD45RBhigh T
細胞移入 6週後の慢性大腸炎マウスにおいて
骨髄中 CD4+ T 細胞は全骨髄細胞中約 0.4％
に存在した。同細胞は CD44highCD62L-IL-7R
αhighの effector-memory T 細胞（TEM）であ



った。大腸炎骨髄 CD4+ T 細胞は細胞分裂活
性 (BrdU 活性)と Th1 サイトカイン (IFN-
γ, TNF-α)産生能を有した。さらに大腸炎骨
髄 CD4+ T 細胞を SCID マウスに再移入する
ことにより慢性大腸炎を再び発症した。大腸
炎骨髄CD4+ T細胞は骨髄内で IL-7産生細胞
に隣接して存在した。腸炎骨髄 CD4+ TEM細
胞を新規 SCID マウスに移入したところ大腸
炎を発症した。さらに、IL-7-/- x RAG-1-/-マウ
スに腸炎骨髄 CD4+ TEM細胞を移入したとこ
ろ、大腸炎は発症せず、骨髄 CD4+ TEM細胞
の著減を認めた。以上の結果から慢性大腸炎
において、腸炎惹起性 CD4+ TEM細胞は末梢
血を介した血流動態によって骨髄に移行し
骨髄内 IL-7 によって維持されていると考え
られた（Nemoto Y, et al. Gastroenterology 
2007）。 
２．研究の目的 

に見いだしてきた実験結 以上の我々独自
果から我々は骨髄IL-7 こそが炎症性腸疾患
における病原性メモリーT細胞維持における
重要因子であることを示唆してきた。そこで
本研究プロジェクトでは炎症性腸疾患にお
ける骨髄IL-7 による病原性メモリーT細胞の
維持機構の解明のため以下の点を明らかに
する。 
１、無菌環境を利用した骨髄IL-7 による病原
性メモリーT細胞維持機構の腸内細菌抗原へ
の非依存性の検討 
 前述のように炎症性腸疾患の病原性メモ
リーT細胞維持においてIL-7 の存在は必須因
子であるが一方で炎症性腸疾患の発症にお
ける必須因子として腸内細菌の存在が挙げ
られる。炎症性腸疾患にアンチバイオティク
ス、プロバイオティクス、プレバイオティク
スといった，腸内細菌を調節する薬剤が有効
であることは知られており、またほとんどの
炎症性腸疾患モデル動物が無菌環境下では
腸炎を発症しない事実からも腸内細菌抗原
の存在は腸炎の発症と維持における必須因
子であると考えられる。一方でこれまでの
我々の検討により腸内細菌が存在しないと
考えられる骨髄中においても病原性T細胞は
維持されており、我々は今回、骨髄における
病原性T細胞維持においてはIL-7 のみが必須
因子であり、腸内細菌の存在は必須ではない
と仮定し、無菌環境下 SCID マウスに
CD4+CD45RBhigh T細胞移入腸炎マウス由来
メモリーT細胞を移入し、同細胞が骨髄にお
いて維持されるかを検討する。さらに移入４
週後の無菌環境下マウスをSPF環境下に移
行し、病原性T細胞の腸炎惹起性が維持され
ているか否かを検討する。 
２、炎症性腸疾患における病原性メモリーT
細胞維持における骨髄IL-7 必要十分性の検
討 
 これまでの研究で骨髄が IL-7 依存性に慢

法 
用した骨髄IL-7 による病原

性大腸炎モデルマウスにおける病原性メモ
リーT 細胞のリザーバーとして機能すること
を示してきた。しかし、骨髄以外の腸管外
IL-7 産生臓器もリザーバー臓器として機能
する可能性は未解決である。IL-7 産生部位と
して知られている胸腺、肝臓、皮膚といった
部位でのリザーバー機能の可能性を検討す
る必要がある。一方、慢性大腸炎発症永続性
への骨髄 IL-7 唯一性、特異性についての検
討を進展させたい。すなわち、骨髄 IL-7 の
みが慢性大腸炎永続性に必須であるか否か
を追求する目的に我々は骨髄移植を用いて
骨髄にのみ IL-7 を発現するマウスを作製し、
CD4+CD45RBhighT 細胞移入大腸炎モデルに
おいて、腸炎が発症するか検討する。本実験
により骨髄 IL-7 の腸炎永続性および病原性
メモリーT 細胞の維持における必要十分性を
検討する。 
３．研究の方
１、無菌環境を利
性メモリーT細胞維持機構の腸内細菌抗原へ
の非依存性の検討 
 骨髄における腸炎惹起性メモリーT細胞の

を発症させた
腸粘膜

SCID

境のSCIDマウス→4週後SPFへ移動 

無菌設備はヤクルト

における病原性メモリーT

維持機構が腸内細菌抗原の非存在下におい
ても IL-7 依存性に機能することを以下の実
験によって証明する。 
 SPF 環境下にて大腸炎
CD4+CD45RBhighT細胞移入SCIDマウス大
由来 CD4+T 細胞を以下の 3群のマウスに移入
し、大腸炎を発症するか検討する。 
A,無菌環境（Germ free : 以下 GF）の
マウス 
B.無菌環
C,SPF SCID マウス 
 以上の実験に必要な
中央研究所と共同研究を行い、同研究所の設
備を使用する。 
２、炎症性腸疾患
細胞維持における骨髄IL-7 必要十分性の検
討 
 慢性大腸炎における骨髄中 IL-7の重要性、

 x RAG-1-/-マウスに IL-7+/+ x 
。 

②

③ 臓由来
発症

④ 更に骨髄のどの細胞が IL-7を高産生する

４

すなわち骨髄にのみ IL-7 が存在すれば慢性
大腸炎を発症しうると仮定し以下の実験を
行う。 
① IL-7-/-

RAG-1-/-マウス骨髄細胞移植を実施する
 上記骨髄移植成立後に各種臓器を採取、
IL-7発現を高感度PCR法を用い骨髄のみの
IL-7 発現性を検討する。 
 ②のマウスに正常マウス脾
CD4+CD45RBhiT 細胞を移入し大腸炎を
するか検討する。 

のかを同定し、同細胞が腸炎惹起性メモリ
ーCD4+ T 細胞を維持するか、in vitro, in 
vivo において検討する。 
．研究成果 



１、無菌環境を利用した骨髄IL-7 による病原
性メモリーT細胞維持機構の腸内細菌抗原へ
の非依存性の検討 
１−１、SPF 環境における腸炎マウスの各臓器

を

性メモリーT細胞は無菌環境

4+CD45RBhigh T細胞移入腸炎マウス脾臓よ

GF 群は腸炎の発症を認めなかったが、驚いた

イ

炎惹起性メモリーT 細胞

起性メモリーT細胞は無菌環境

メモリーT 細胞を移入された無

菌環境におけるメモリーT細胞の維

維持機構

腸疾患における病原性メモリーT

菌 SCID マウス骨髄の免疫染色において、CD4+ 
T細胞はIL-7産生細胞に近接して維持されて
いた。 
１−４、無
持機構は IL-7 依存的であった。 
 最後に腸炎惹起性メモリーT 細胞

にはメモリーT 細胞が多数浸潤していた 
 SPF 環境下において CD4+CD45RBhigh T 細胞

が無菌環境においても IL-7 依存的であるか
を検討する目的で、腸炎マウス脾臓由来メモ
リーCD4+T 細胞を GF SCID マウスに移入し、
抗 IL-7Rαモノクローナル抗体あるいはコン
トロール抗体を投与したところ、抗 IL-7Rα
抗体投与群において有意な細胞数の減少を
認めた。 

移入し、大腸炎を発症した SCID マウスの脾
臓、骨髄、腸間膜リンパ節、大腸粘膜固有層
においてCD4+CD44+CD62L-IL-7Rαhighであるエ
フェクターメモリーT 細胞が多数浸潤してい
た。これらの細胞を新たな SCID/RAG-/-マウス
に移入することにより慢性大腸炎が再現で
きることから我々は本細胞を腸炎惹起性メ
モリーT細胞と定義した。本細胞は in vitro
において IL-7 単独で維持可能であり、さら
に IL-7-/- x RAG-1-/-マウスに移入しても大腸
炎を発症しないことから、IL-7 は腸炎惹起性
メモリーT 細胞の重要な維持因子であると考
えられた。  
１−２、腸炎惹起

２、炎症性
細胞維持における骨髄IL-7 必要十分性の検
討 
２−１、IL-7+/+ x RAG-1-/-マウス骨髄細胞を移

-7 産生マウスを作製し、

IL-7 高産生マウスは IBD を発症

上記 IL-7+/+ x RAG-1-/-骨髄移植マウス

２−３、骨髄特異的 IL-7 産生マウスは腸炎惹

植した IL-7-/- x RAG-1-/-マウスは骨髄に IL-7
を高発現した。 
 骨髄特異的 IL
CD4+CD45RBhighT 細胞移入大腸炎モデルに使用
する目的で、我々はまず、IL-7+/+ x RAG-1-/-

マウスおよび IL-7-/- x RAG-1-/-マウス骨髄細
胞を採取し、放射線照射したIL-7-/- x RAG-1-/-

マウスに骨髄移植する実験を行った。移植後
の各臓器mRNA RT-PCRの検討において、IL-7+/+ 
x RAG-1-/-骨髄移植群では骨髄に IL-7 発現を
認める一方で腸管には IL-7 の発現を認めな
かった。 
２−２、骨髄

においても脾臓、骨髄において維持されてい
た 
 CD
りメモリーCD4+ T 細胞を採取し、GF および
SPF 環境の SCID マウスに再移入したところ、
移入６週後 SPF では腸炎を発症した。一方、

ことに、骨髄、脾臓において一定数のメモリ
ーCD4+ T 細胞が維持されていた。しかしこれ
らの細胞は ex vivo による CD28/CD3 の刺激
によってサ トカイン分泌能を有さなかっ
た。移入６週後の GF 群を SPF に移動したと
ころ、移動４週後に SPF 群と同等の腸炎が発
症した（図１）。 
 以上の結果から腸

する 
 次に
および IL-7-/- x RAG-1-/-骨髄移植マウスに正
常マウス脾臓由来の CD4+CD45RBhighT 細胞を移
入し、骨髄 IL-7 発現マウスが IBD を発症す
るか検討した。移植20週後においてもIL-7-/- 
x RAG-1-/-骨髄移植マウスでは腸炎を発症し
なかったのに対して、IL-7+/+ x RAG-1-/-骨髄
移植マウスでは下痢、体重減少、腸管壁の肥
厚を伴う腸炎が発症し、臨床スコア、病理ス
コアでも有意差をもって腸炎の発症を確認
した。 

は無菌環境においては腸管外で restingの状
態で維持され、腸内細菌の暴露に際してエフ
ェクターT 細胞に分化し腸炎を惹起すると考
えられた。 
１−３、腸炎惹
において骨髄 IL-7 産生細胞に近接して維持
されていた 
 腸炎惹起性 起性メモリーT 細胞維持能を有する。 
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の細胞数の検討では骨髄および腸管に多数
のCD4+CD44+CD62L-IL-7Rαhighメモリータイプ
T 細胞の浸潤を認め、免疫染色による検討で
は多数のCD4+T細胞が骨髄IL-7産生細胞に近
接して存在することが確認された。以上の結
果から骨髄 IL-7 が腸炎の発症と、腸炎惹起
性メモリーCD4+ T 細胞の維持機構における十
分条件であることが証明された。 
２−４、骨髄間葉系幹細胞は IL-7 を
る 
 次
IL-7 を高産生するのかを検討した。骨髄には
多様な造血系細胞と間葉系細胞が存在する
が、このうち既報では特に間葉系細胞が IL-7
を産生すると報告されており、我々は in 
vitro における培養系が確立している骨髄間
葉系幹細胞に着目した。 
 骨髄間葉系幹細胞（Mese
以下 MSC）はマウス骨髄細胞を単離後、Stem 
Cell テクノロジー社の MSC complete medium
で 5%CO2、37℃環境下にて培養、継代を繰り
返し純化した。このように純化された細胞は
７継代以降血球系マーカーを発現せず、また
Stem cell マーカーである Sca-1 を高発現す
ることが確認された。 
 次に我々は IL-7+/+ x R
x RAG-1-/-マウスから MSC を純化した。MSC に
よる IL-7 発現の有無に関してはこれまで
controversial であったが、今回このように
得られた MSC は mRNA の RT-PCR において、元
の骨髄細胞よりも IL-7を高発現した。また、
免疫染色、フローサイトメトリーでも IL-7+/+ 
x RAG-1-/-MSC の IL-7 蛋白発現が確認された。 
２−５、骨髄間葉系幹細胞移植マウスは IBD
を発症する 
 次にこれら
と腸炎惹起性メモリーT 細胞の維持において
十分条件であるかを検討する目的で以下の
実験を行った。IL-7+/+ x RAG-1-/-および IL-7-/- 
x RAG-1-/-マウスから得られたMSCをそれぞれ
IL-7-/- x RAG-1-/-マウスに静脈注射し、３週
間後に同数の CD4+CD45RBhighT 細胞を移入し、
腸炎が発症するかを検討した。結果 IL-7+/+ x 
RAG-1-/-MSC 移植群において，腸管壁肥厚と細
胞浸潤をともなう著明な腸炎の発症が見ら
れ、臨床スコア、病理スコアでも有意差をも
って腸炎の発症を確認した。 
２−６、骨髄間葉系幹細胞移植
惹起性メモリーT細胞維持能を有する 
IL-7+/+ x RAG-1-/-MSC 移植マウスの各臓
細胞数の検討では骨髄および腸管に多数の
CD4+CD44+CD62L-IL-7Rαhigh メモリータイプ T
細胞の浸潤を認め、免疫染色による検討では
多数の CD4+ T 細胞が骨髄 IL-7 産生細胞に近
接して存在することが確認された。以上の結
果から骨髄間葉系幹細胞は IL-7を高発現し、

IL-7 高産生骨髄間葉系幹細胞は腸炎の発症
と、腸炎惹起性メモリーCD4+ T 細胞の維持機
構における十分因子であることが証明され
た（図２）。 

 以上の結果から腸炎

T細胞の維持機構においては、骨髄に存在する

IL-7産生性間葉系幹細胞が重要な役割を有す

ることが示された。本知見は炎症性腸疾患難

治性の要因として、腸管外リザーバー臓器の

重要性を明らかにするのみならず、本機構を

ターゲットとした治療法の可能性を示唆する

非常に重要な進歩である。 
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