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研究成果の概要（和文）： 
 

Jun kinase (Jnk)は T 細胞の活性化・増殖、IL2 産生に関与する重要なキナーゼである。増
殖期 T 細胞では抗 CD3+抗 CD28 抗体刺激による Jnk 活性化が休止期 T 細胞に比べ亢進して
いた。その活性化には MEKK2 が重要であるとともに、MKK4 の活性化(リン酸化)が関与して
いることが示唆された。休止期 T 細胞と異なり、活性化 T 細胞における Jnk 活性化の抑制に
はカルシニューリン阻害剤では不十分であり、これが治療抵抗性 GVHD の原因の一つである
と考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
 Jun kinase (Jnk) is an important kinase that is involved in T cell activation, proliferation 
and IL-2 production.  We have found that Jnk activation by anti-CD3 plus anti-CD28 
stimulation is enhanced in activated T cells compared to resting T cells.  Although 
MEKK2 is important in Jnk activation, phosphorylated MKK4 in activated T cells, which is 
not found in resting T cells seems to be involved in enhanced Jnk activation.  Jnk 
activation in activated T cells is not inhibited enough by calcineurin inhibitor, and this may 
explain some part of therapy-resistant GVHD. 
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１【研究当初の背景】 
造血幹細胞移植は白血病や先天性免疫不全

症をはじめとする遺伝子異常症の根治的治

療法として現代医療の中で重要な役割を担

っている。シクロスポリンやタクロリムスな

どのカルシニューリン阻害剤の開発により



以前に比べ移植片宿主反応（GVHD）のコン

トロールが容易になり、治療成績も改善され

てきているが、非血縁者間移植症例の増加に

伴い、依然 GVHD が最大の合併症として立

ちはだかっている。一方、過度な免疫抑制は

白血病再発を増やし，日和見感染症のリスク

を上げることにつながる。われわれの施設で

は今まで100例以上の同種造血幹細胞移植を

施行してきたが，その臨床経過について免疫

抑制剤の使用方法などを詳細に検討した結

果，いくつかの例で標準的に使用される免疫

抑制剤であるシクロスポリン，タクロリムス

やステロイドに抵抗性を示す GVHD が存在

することが示された。このような難治性

GVHD に対するあらたな治療戦略の必要性

が求められている。 
２【研究の目的】 
難治性 GVHD は既に活性化された T 細胞の

制御が上手いかないことによると考えられ

る。しかし、従来の免疫抑制の過度な強化は

白血病の再発、日和見感染の危険性を増す可

能性がある。活性化 T 細胞に特異的な活性化

機序がわかれば、通常の免疫機能への影響を

少なくして GVHD 治療を行うことが可能に

なるかもしれない。以上の背景を踏まえ、

IL-2 産生調節や細胞増殖/死に重要な役割り

を果たすといわれている Jnk(jun kinase)活
性化機序を活性化T細胞モデルで検討を加え

た。 
 
３【研究の方法】 
解析対象とする細胞は末梢血 T 細胞および

JurkatT 細胞株を用いた。末梢血 T 細胞はヒ

トヘパリン加血より E ロゼット法にて CD3
＞95％として用いた。T 細胞刺激として PDB, 
ionomycin, 抗 CD3 抗体、抗 CD28 抗体を用

いた。遺伝子導入実験はリン酸カルシウム法

を用いた。 
Jnk活性測定は GST-ｃJun 蛋白を基質とし、
32P を用いた in vitro kinase 測定法でおこな

った。細胞増殖は 3H-チミジン取り込み法を

用いた。 
恒常的遺伝子導入細胞株の作成については、

neo 耐性遺伝子による選択半固層化培地を用

いて樹立・クローニングを行った。 
AP-1, NFAT, NFkB、IL2 転写因子活性につ

いては各々の転写調節領域をルシフェラー

ゼレポーター遺伝子に組み込み、ルシフェラ

ーゼ活性測定法にて行った。 
４【結果】 
＜活性化T細胞におけるJnk活性化の亢進＞ 
末梢血 T リンパ球を抗 CD3+抗 CD28 抗体で

刺激したところ Jnk 活性化は不十分であっ

たが、PDB+ionomycin 刺激では充分な活性

化が誘導された。PDB+ionomycin 刺激によ

る Jnk 活性化は 2 時間をピークに 12 時間後

には未刺激レベルに低下した。一方、

PDB+ionomycin で一度活性化し増殖期（36
時間以降）に入った末梢血活性化 T 細胞を抗

CD3+抗 CD28 抗体で刺激したところ Jnk の

充分な活性化が認められた。活性化した後、

12、16,18,24 時間後にそれぞれ抗 CD3+抗
CD28 抗体で刺激したところ時間とともに

Jnk 活性は増大した。（図 1-a,b,c） 
JurkatT 細胞株では、抗 CD3+抗 CD28 抗体

刺激、PDB+ionomycin 刺激ともに充分な

Jnk 活性化が認められ、活性化 T 細胞のモデ

ル細胞と考えられ、以降活性化 T 細胞におけ

る Jnk 活性化機序の解析検討に用いた。 
図１-a 
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図１-b 

activated T cells
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図１-c 
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図 2 

図３-a 

 
 

αCD3+αCD28 unstimulated  

 
図 3-b 

 

AP-1 promotor assay

0

10000

20000

30000

40000

50000

60000

70000

80000

90000

100000

pCMV kmMEKK2 wtMEKK2

L
u
ci

fe
ra

se
 a

c
ti
v
it
y unstim.

anti-CD3+anti-CD28

＜PKC の役割＞（図２） 
末梢血活性化 T 細胞および JurkatT 細胞株

ともPDB+ionomycin刺激による Jnk活性化

は PKC 阻害剤により抑制されたが、抗 CD3+
抗CD28抗体によるJnk活性化は抑制しなか

った。PKC 阻害剤により MAP kinase は両

者とも抑制された。 

 

図 3-c 
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＜MEKK2 の役割＞（図 3-a,b,c） 
Jnk活性化の上位キナーゼになにが重要なの

かを検討するため、MEKKs の影響について

検討した。AP-1 は Fos と Jnk により活性化

された jun のダイマーにより構成されるが、

まず、予備検討として Jnk 活性化と AP-1 活

性化が相関することを確認した。次に AP-1
ルシフェラーゼ活性を指標に検討した。抗

CD3+抗 CD28 抗体刺激による JurkatT 細胞

の AP-1 活性化が野生型 MEKK2 導入により

増加し、優勢抑制変異型 MEKK2 導入により

抑制されたことから、 Jnk 活性化には

MEKK2 が重要であることが示された。

JurkatT 細胞に dominant negative MEKK2
を高発現させた細胞株を作成し検討したと

ころ、PDB+ionomycin 、抗 CD3+抗 CD28
抗体刺激によるJnk活性化および IL2転写活

性が有意に抑制されていた。 

 

 
＜MKK4 の役割＞（図 4-a,b） 
休止期末梢血 T 細胞の Jnk 活性化には

MKK7 が重要であるとされている。抗 CD3+
抗 CD28 抗体刺激による JurkatT 細胞の

AP-1 活性化に対する MKK4,MKK7 の影響

をそれぞれの優勢抑制変異型遺伝子導入に

よって調べたところ、dominant negative 
MKK4 により AP-1 活性が抑制された。 



一方、休止期末梢血 T 細胞と活性化 T 細胞で

MKK4 の発現とリン酸化型（活性化型）

MKK4 を検討したところ、MKK4 の発現に

は差は認められなかったが、休止期 T 細胞で

はリン酸化型 MKK4 が認められなかったの

に対して、活性化 T 細胞ではリン酸化 MKK4
が認められた。活性化 T 細胞における Jnk
活性化の亢進は MKK4 のリン酸化による可

能性が強く示唆された。 
 （図 4-a） 
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 （図 4-b） 

NFkB promotor assay
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（図５） 
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＜活性化T細胞におけるJnk活性化モデル＞ 
休止期 T 細胞と異なり、活性化 T 細胞では

MKK4 の活性化による経路が賦活化されて

いることで Jnk 活性化亢進になっていると

考えられる。 
（図６） 

 
 

  
＜シクロスポリンの作用とその限界＞（図 5） 5【主な発表論文など】 
シクロスポリン（CSP）はカルシニューリン

阻害により IL2転写調節因子であるNFATを

抑制することにより免疫抑制活性を発揮す

る。しかし、Jnk 活性化を抑制する作用が新

たに報告されている。 
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