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研究成果の概要（和文）：新規に同定された炎症性ヘルパーT細胞サブセットであるTh9細胞の分化は、レチノイ
ン酸シグナルにより負に制御されていることが示唆されている。本研究では、Th9細胞の分化制御機構にリガン
ド依存的コリプレッサーが関与していることを想定し、探索を行った。その結果、Th9細胞には、リガンド依存
的コリプレッサー：NRIPが特異的に発現していることを見出し、実際にIL-9遺伝子の発現抑制に関与しているこ
とを明らかにした。さらに、NRIP遺伝子のTh9細胞における制御機構について検討したところ、NRIP遺伝子の発
現はTh9細胞分化誘導に必要なTGF-βシグナルとレチノイン酸を必要とする事が判明した。

研究成果の概要（英文）：Th9 cells are a newly identified inflammatory helper T cell subset that 
primarily produce IL-9 and have been reported to be involved in the pathogenesis of allergic airway 
inflammation such as bronchial asthma and in tumor immunity. It has been suggested that Th9 cell 
differentiation is negatively regulated by retinoic acid signaling. In this study, we explored the 
involvement of ligand-dependent repressors in the negative regulatory mechanism of Th9 cell 
differentiation. As a result, we found that ligand-dependent repressor: NRIP is specifically 
expressed in Th9 cells and is actually involved in the repression of IL-9 gene expression. 
Furthermore, we investigated the regulatory mechanism of the NRIP gene expression in Th9 cells. We 
found that NRIP gene expression requires TGF-β signaling, which are involved in the induction of 
Th9 cell differentiation and retinoic acid.

研究分野： 免疫学  生化学　分子生物学

キーワード： NRIP　Th9　レチノイン酸　リガンド依存的コリプレッサー　TGF-β

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Th9細胞は主にIL-9を産生する新規に同定されたヘルパーT細胞サブセットで、気管支喘息等のアレルギー性気道
炎症の病態に関与していることや腫瘍免疫への関与が報告されている。Th9細胞の分化制御にレチノイン酸によ
る負の制御機構が関与することは知られていたが、その詳細な機構は明らかでは無かった。本研究において、リ
ガンド依存的コリプレッサー：NRIPがTh9細胞のレチノイン酸による負の分化制御機構に関与していることを見
出し、NRIP遺伝子の発現制御機構の一端を明らかにした。これらの研究成果はアレルギーや自己免疫疾患の新た
な病態の解明や治療薬開発の分子基盤の構築にも貢献することが期待できる。

※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 

免疫系においてビタミン A の代謝物であるレチノイン酸は、リンパ球に小腸特異的ホ

ーミング能を賦与する他、Th1 細胞、Th2 細胞、末梢型制御性 T 細胞（pTreg）や Th17
細胞の分化の促進や抑制に関与することが明らかになり、免疫系の恒常性維持に欠かせ

ない制御因子として認識されている。我々のグループは、ビタミン A を欠乏させたマ

ウスにおいて経口免疫寛容の破綻が生じ、食物アレルギー反応が発症すること、この免

疫寛容の破綻には、従来の Th2 細胞とは性状が異なる、IL-13 を特異的に高産生する新

規の炎症性ヘルパーT 細胞が関与することを見出し、Th13 細胞と命名した。（Yokota-
Nakatsuma A.,Takeuchi H., Ohoka Y.,et al.  Mucosal Immunol. 2014 7 (4) : 786-801）。また、

最近、CD4 陽性 T 細胞特異的にレチノイン酸受容体 RARα を欠失させたマウスでは、

IL-9 を高産生する新規の炎症性ヘルパーT 細胞サブセット Th9 細胞の分化が亢進し気

管支喘息が悪化することが報告されている（Schwartz D.M.,et al. Immunity 2019 50: 106-
120）。これらの知見は、定常濃度のレチノイン酸存在下では、レチノイン酸受容を介す

る負のシグナルが炎症性ヘルパーT 細胞である Th9 細胞や Th13 細胞の分化を抑制し

ており、何らかの要因でレチノイン酸濃度が低下すると、これらの細胞の分化が亢進し

様々なアレルギー疾患を引き起こす分子機構が存在することを示唆しているが、その詳

細については明らかではなかった。 

 

２．研究の目的 

レチノイン酸受容を介する負の遺伝子発現制御に関しては、従来から種々の細胞におい

て複数のリガンド依存的なコリプレッサーが関与することが報告されている。IL-9 や

IL-13 遺伝子の発現制御領域には複数のレチノイン酸応答配列 (Retinoic acid-
responding element; RARE）が存在することから、IL-9 や IL-13 遺伝子の発現制御にお

いても、Th9 細胞や Th13 細胞に特異的に発現するリガンド依存的なコリプレッサーが

関与している可能性が考えられる。本研究では、Th9 細胞の分化に関わるレチノイン酸

受容体を介する負の制御機構を明らかにする為、Th9 細胞に特異的に発現するリガンド

依存的なコリプレッサーを同定し、その発現制御機構や Th9 細胞分化における役割を

解明することを目的とする。本研究の成果は、新規のアレルギー疾患発症機序の解明や、

その治療に役立つ新たな創薬ターゲットの分子基盤の構築に貢献するものと期待される。 

 

３．研究の方法 

（１）マウス脾臓から調整したナイーブ CD4 陽性 T 細胞を、Th2 細胞や Th9 細胞分化条

件、レチノイン酸受容体アゴニスト、アンタゴニスト存在、非存在下で分化させ、リガンド

依存的 (Ligand-Dependent) コリプレッサー（以下 LD-コリプレッサーと記述）NRIP、
PRAME、TRIM24 等の遺伝⼦発現をリアルタイム PCR 法を⽤いて⽐較検討し、Th9
細胞で特異的に機能している LD-コリプレッサーを同定する。また、Th2 細胞や Th9 細

胞の分化方向性の決定に重要な役を果たしている転写因子 GATA3、IRF4、Smad3 等の遺伝⼦
発現へのレチノイン酸受容体アゴニスト、アンタゴニストの影響をリアルタイム PCR 法
を⽤いて解析する。 

   



（２）同定した LD-コリプレッサーの siRNA を Th9 細胞に導入、LD-コリプレッサー遺伝

子の発現をノックダウンすることにより、レチノイン酸による IL-9 遺伝子の発現抑制

および IL-9 産生抑制が解除されるかどうか検討する。 

 

（３）同定した LD-コリプレッサーの遺伝子発現調節領域を精査し、遺伝子発現に関与

する転写因子を検索する。また、遺伝子発現調節領域をクローニング、レポーターベク

ター作製し、関与が予想される転写因子、レチノイン酸受容体、GATA3、IRF4 ,Smad3 など

の種々の転写因子の発現ベクターと共にマウス T 細胞リンパ腫細胞株 EL-4 細胞等に共発

現させレポーターアッセイを行い、その転写調節機構を明らかにする。 

 

４．研究成果 

（１）マウス脾臓から調整したナイーブ CD4 陽性 T 細胞を、Th9 細胞分化条件、レチノイ

ン酸受容体アゴニスト Am80 存在下で培養する

と、Am80 濃度依存的に IL-9 遺伝子の発現は抑

制されたが、分化方向性決定に関与する転写因

子 GATA3、IRF4 の遺伝子発現はむしろ促進した。

これらの結果から、レチノイン酸シグナルは

IL-9 遺伝子の発現を特異的に抑制するが、分化

の方向性の決定には関与していないことが明ら

かになった（図１）。次に、Th2 細胞分化条件

（IL-4）および Th9 細胞分化条件（IL-4 + TGF-

β）において Am80 存在、非存在下、LD-コリ

プレッサーとして知られている NRIP 、
PRAME、TRIM24 等の遺伝⼦発現をリアル
タイム PCR 法を⽤いて⽐較検討した。その
結果、LD-コリプレッサーNRIP 遺伝⼦の発現
が Th9 細胞特異的に Am80 に依存して顕著に発

現誘導され、Th2 細胞ではほとんど誘導されな

いことが明らかなった（図２）。また、Th2 細

胞および Th9 細胞分化条件の違いは TGF-βの

有無であることから、NRIP 遺伝⼦の発現には
レチノイン酸シグナルと共に TGF-βシグナル

が必要であることが示唆された。 

 

（２）NRIP が Th9 細胞において IL-9 遺伝子の発現抑制に関与している LD-コリプレッ

サーであることを明らかにするために、NRIP 遺伝⼦に対する siRNA を Th9 細胞に導

入し NRIP 遺伝⼦発現を抑制することでレチノイン酸シグナルによる IL-9 遺伝⼦発現
抑制が解除されるかどうか検討した。その結果、siRNA 導⼊により NRIP 遺伝⼦発現を
抑制された Th9 細胞では、Am80 による IL-9 遺伝⼦発現の抑制が顕著に解除された。 



また、ELISA 法を⽤いて測定した IL-9 産⽣
量も遺伝⼦と同様にレチノイン酸シグナル
による産⽣抑制が解除された（図３）。以上
の結果から、Th9 細胞においてレチノイン酸
シグナルにより IL-9 の発現抑制に関与する
LD-コリプレッサーは NRIP であることが強

く示唆された。 

 

 

（３）マウス T 細胞リンパ腫細胞株 EL-4 細胞における LD-コリプレッサーNRIP 遺伝子

の発現を検討したところ、Th9 細胞と同様にレチノイン酸受容体リガンド Am80 によって

発現誘導されること見出した。さらに、Am80 による NRIP 遺伝子発現の誘導は Th9 細胞分

化誘導に必要な TGF-β添加により顕著に増

強された（図４）。 LD-コリプレッサーの第

１エクソン上流部の遺伝子発現調節領域の

転写因子結合配列を検討したところ、複数

の Smad 結合配列が存在することが明らか

になった。そこで、EL-4 細胞に TGF-βシグ

ナル下流で機能する転写因子Smad3を発現さ

せところ、Am80 による NRIP 遺伝子の発現が

顕著に増強されることが明らかになった

（図５）。NRIP 遺伝子の第１エクソン上流部

の遺伝子発現調節領域をクローニング、レ

ポーターベクターを構築し、Smad3 発現ベク

ターと共に EL-4 細胞に発現させたところ顕

著なレポーター活性の亢進が観察された

（data not shown）。以上の結果は、Th9 細

胞における NRIP 遺伝子発現制御に、TGF-β

シグナル下流で機能する転写因子 Smad3 とレ

チノイン酸シグナルの相互作用が重要な役

割を果たしていることが明らかになった。 
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