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研究成果の概要（和文）：腸炎におけるTh17細胞に発現するケモカイン受容体CCR2及びCCR6の病態生理学的機能
を解析し、腸管組織に存在する炎症性と制御性のTh17細胞をCCRの発現パターンで識別可能か検証した。CCR2及
びCCR6の単独欠損マウスの腸炎が野生型マウスに比べ増悪化したが、CCR2/6二重欠損マウスの腸炎は軽症化し
た。CCR2+CCR6+Th17細胞は、炎症因子GM-CSFを高産生すること、二重欠損マウスでは大腸のGM-CSF量とGM-CSF+
Th17細胞の割合が低下することを見出した。これらの結果から、炎症性Th17細胞はCCR2+CCR6+細胞で制御性Th17
細胞はCCR6単陽性細胞と考えられる。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the pathophysiological function of the chemokine receptors CCR2 
and CCR6 expressed on Th17 cells in intestinal inflammation and examined whether the expression 
pattern of CCRs can identify inflammatory and regulatory Th17 cells in the intestinal tissues. 
Intestinal inflammation in mice lacking CCR2 and CCR6 alone was exacerbated compared to wild-type 
mice, whereas that in CCR2/6 double-deficient mice was milder. CCR2+CCR6+Th17 cells produced high 
levels of the inflammatory cytokine, GM-CSF, and the amount of GM-CSF and the percentage of GM-CSF+
Th17 cells in the colon were reduced in double-deficient mice. Taken together, these findings 
suggest that inflammatory Th17 cells are CCR2+CCR6+ cells and regulatory Th17 cells are CCR6 
single-positive cells.

研究分野： 免疫学

キーワード： 炎症性腸疾患　Th17細胞　ケモカイン受容体　CCR2　CCR6
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研究成果の学術的意義や社会的意義
クローン病や潰瘍性大腸炎などの炎症性腸疾患は、近年様々な分子標的薬による治療が行われているが、未だ治
療が困難でありその病因の解明が必要である。今回、実験的大腸炎の病態形成におけるTh17細胞のケモカイン受
容体CCR2とCCR6の生理的機能の一端が明らかになった。また、機能の異なるTh17細胞サブセットをCCR2とCCR6の
発現パターンにより識別できる可能性が示された。今後、さらなる解析を進めることで、炎症性腸疾患の原因解
明とTh17細胞サブセットを標的とした臨床応用が期待される。

※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。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
腸管は、多くの病原体の初発感染部位であると同時に食物などの有益な異物も存在する。腸管
組織における免疫システムは、病原体に対しては防御に働き、自己や食物に対しては寛容に働く。
そのため、腸管免疫システムの応答と寛容は厳密に調節されており、その破綻は感染性腸炎や炎
症性腸疾患に直結する。近年、腸管組織の恒常性維持にヘルパーT 細胞サブセットの Th17 細胞
が注目されている。本来、Th17 細胞は、炎症性サイトカイン IL-17 を産生して抗菌ペプチドを
誘導し、好中球を動員することで細菌感染防御に働くものとして位置付けられていた。特に、粘
膜固有層は、他の臓器に比べ Th17 細胞の割合が高く、腸内細菌の一種であるセグメント細菌（SFB）
が腸管組織の Th17 細胞を誘導している 1）。実際に、IL-17 を欠損するマウスは、シトロバクタ
ー（C. rodentium）の感染で重篤な感染性腸炎が引き起こされる 2）。ところが最近になって、腸
管組織の Th17 細胞には、免疫寛容に働き炎症性腸疾患を抑制する機能があることが示されてい
る 3）。一般的に、Th17 細胞が活性化して IL-17 産生が亢進すると、自己免疫が活性化して乾癬
や関節炎さらには腸炎が悪化するため、IL-17 阻害薬を投与すれば、それらは改善すると考えら
れている。しかし、乾癬や関節炎は改善するのに対して、腸炎は逆に悪化するケースが報告され
ている 4）。また、マウス腸炎モデルでも、抗 IL-17 抗体の投与により腸炎が悪化することが示さ
れている 5）。これらの事実から、腸管組織には、防御と寛容の異なる機能を担う Th17 細胞集団
の存在が示唆されるが、両者を識別する指標はなかった。 
 
Th17 細胞の腸管組織への局在には、細胞走化性因子ケモカインが重要で、Th17 細胞は複数のケ
モカイン受容体を発現しており、様々なケモカインの濃度勾配に誘引される。Th17 細胞は、C-C
モチーフケモカイン受容体１（CCR１）、CCR2 ならびに CCR6 などのケモカイン受容体を発現し、
C-Cモチーフケモカインリガンド 3（CCL3）・CCL5、CCL2および CCL20などのそれぞれのリガン
ドの濃度勾配に応答して標的組織に移動する 6-8）。これまでの報告によると、CCR2 および CCR6
のノックアウト（KO）マウスはいずれも、デキストラン硫酸ナトリウム（DSS）誘発性大腸炎に
対して部分的に抵抗性を示している 9-11）。このことは、これらのケモカイン/ケモカイン受容体
シグナルが DSS 誘発性大腸炎の病態形成に重要な役割を果たしていることを示唆しているが、
大腸炎における Th17 細胞上の各ケモカイン受容体のそれぞれの役割は依然として不明であった。 
 
我々は予備的検討で、炎症を誘導したマウスの Th17 細胞は、ケモカイン受容体の発現パターン
で複数のサブセットに分けられることを見出し、腸管組織に存在する防御と寛容の異なる機能
を担う Th17 細胞集団をケモカイン受容体の発現パターンで識別できるのではないかという着想
を得た。 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、Th17 細胞に発現するケモカイン受容体 CCR2および CCR6に着目し、野生型および各
ケモカイン受容体欠損マウスに実験的に炎症性腸疾患を誘導し、病態と腸管組織に集積する
Th17 細胞を詳細に比較解析することで、腸炎における各ケモカイン受容体の重要性を明らかに
することを目的とする。この結果をもとに CCRの発現パターンにより、「感染防御を担う Th17 細
胞」と「免疫寛容を担う Th17 細胞」という全く機能の異なる Th17 細胞集団を明確に識別できる
か検討する。 
 
３．研究の方法 
 
（１）マウス 
C57BL/6マウスは日本 SLC から購入した。C57BL/6 系統の遺伝的背景をもつ CCR6 KOマウスは、
CRISPR/Cas9システムによるゲノム編集により作製した 12）。CCR2 KOマウスも同様の手法で作製
した。gRNAおよび Cas9タンパク質は、Integrated DNA Technologies 社から購入した。卵管内
の受精卵に対するゲノム編集（i-GONAD）は、既報に従って行った 13）。マウスは SPF 施設内で、
温度（24±1℃）、湿度（50～60％）、12時間の明暗サイクルの一定条件下で飼育された。実験に
は、週齢と性別が一致したマウスを使用した。すべての動物実験は、大分大学動物実験委員会（承
認番号：170902）のガイドラインに従って行われた。 
 
（２）DSS 誘発性大腸炎 
マウスには、デキストラン硫酸ナトリウム（DSS） (36,000-50,000 MW) (MP Biomedicals 社)
を 2.0%飲料水として 6 日間投与し、その後通常の水を 4 日間投与した。体重と疾患活動性指標
(DAI)は毎日モニターした。DAI スコアは、体重減少（0：減少なし；1：1～5％；2：5～10％；3：
10～20％；4：20％以上）、便の硬さ（0：正常；2：緩い便；3：泥状便；4：下痢）、出血（0：出



 

 

血なし；2：視覚的ペレット出血；3：肛門周囲の出血；4：肉眼的出血）で評価した 14）。 その他
の実験では、麻酔下で胃ゾンデを用いてマウスにプロパゲルマニウム（5 mg/kg、連日 10 日間）
（三和化学研究所）を投与した。 
 
（３）粘膜固有層リンパ球の回収 
 Lamina Propria Dissociation Kit mouse (Miltenyi Biotec 社)を用い、GentleMACS 
dissociator を用いて、製造元のプロトコールに従い、DSS 投与マウスまたは無処置マウスの結
腸の粘膜固有層からリンパ球を回収した。 
 
（４）フローサイトメトリー 
 細胞内染色には、予め細胞をブレフェルジン Aとモネンシン存在下でフォルボール 12-ミリス
チン酸 13-アセテート（PMA）（50μg/mL）とイオノマイシン（500μg/mL）で 5 時間刺激した。
Fcブロッキング抗体（2.4G2）存在下で表面抗原の染色を行った後、Fixation/Permeabilization 
kit（Thermo Fisher Scientific 社）で処理し核内染色を行なった。 フローサイトメトリーは
BD LSRFortessa X-20（BD Biosciences 社）で取得し、FlowJo ver.9ソフトウェア（BD Biosciences
社）を用いて解析した。フローサイトメトリー解析には以下のモノクローナル抗体を用いた：蛍
光色素標識抗 CD3ε抗体（145-2C11；BD Biosciences 社）、抗 RORγt 抗体(Q31-378)、抗 CD4 抗
体（RM4-5；eBioscience社)、抗 Foxp3抗体(FJK-16s)、抗 CCR2 抗体(SA203G11;BioLegend社)、
抗 CCR6抗体(29-2L17)、抗 GM-CSF 抗体(MP1-22E9)および抗 IL-17A抗体(TC11-18H10.1)。 
 
（５）組織学的解析 
 頚椎脱臼によりマウスを安楽死させ、DSS 投与マウスから結腸を採取し、長さを測定した。結
腸遠位部を H&Eで染色した。蛍光顕微鏡（BX51、オリンパス社）を用いて、DSS 誘発大腸炎の重
症度を、改変した組織学的スコアリングシステムで評価した 15）。評価項目は、上皮細胞の損傷
（0：正常、1：杯細胞の限局性消失、2：杯細胞のびまん性消失、3：陰窩の限局性消失、4：陰
窩のびまん性消失）、細胞浸潤（0：増加なし、1：陰窩の基部周辺、2：粘膜層に沿ったびまん性
浸潤、3： 粘膜層の完全浸潤、4：粘膜層と粘膜下層の両方への浸潤）、潰瘍（0：潰瘍なし、1：
限局性びらん、2：上皮表面のびまん性浅い潰瘍または粘膜層の限局性潰瘍、3：粘膜層全体を含
むびまん性潰瘍）である。 
 
（６）real time PCR 
 大腸から total RNAを TRI Reagent®を用いて抽出し、PureLink RNA Mini Kit（Thermo Fisher 
Scientific 社）を用いて精製した後、Verso cDNA Synthesis Kit（Thermo Fisher Scientific 
社）を用いて逆転写した。定量的 RT-PCRは、KAPA SYBR FAST qPCR Kit（Kapa Biosystems 社）
を用いたリアルタイム PCRシステム（LightCycler 96, Roche Diagnostics 社）により行った。
データは LightCycler software 1.1（Roche Diagnostics 社）で解析し、結果はβ-アクチン量
で補正した相対的 mRNA レベルとして表した。 
 
（７）統計解析 
 データは、平均値±SEMで示した。GraphPad Prism7ソフトフェアを用いて 2群間の単変量解
析を行い、有意差を Mann-Whitney U test で検定した。P<0.05を統計的に有意とみなした。 
 
４．研究成果 
 
（１）DSS を投与したマウスの大腸には CCR2と CCR6を発現する Th17 細胞が遊走する 
CCL2、CCL7、CCL8は CCR2のリガンドとして、CCL20は CCR6の唯一のリガンドとして知られて
いる。まず、これらの CCR2 および CCR6 のリガンドが DSS 投与により大腸で誘導されるかどう
かを調べるため、DSS を投与した野生型（WT）マウスの大腸組織サンプルから RNA を抽出した。
CCL2、CCL7、CCL8、および CCL20の mRNA発現レベルは、DSS処理によって著しく上昇した。さ
らに、IL-17 の細胞内染色で同
定した Th17 細胞の絶対数は、
DSS 投与マウスの大腸粘膜固有
層で有意に増加した（P<0.05）
（図 1A）。これらの IL-17 産生
細胞は、CCR2と CCR6の発現に
基づいてさらに4群に細分され
た（図 1B）。CCR2+CCR6-細胞およ
び CCR2+CCR6+細胞の総計は、DSS
処理により基礎レベルの約 3
倍、CCR2-CCR6+細胞のそれは約
13倍に増加した。大腸粘膜固有層における Th17 細胞の主要な集団は CCR2と CCR6の二重陰性で
あり、これも無処置マウスの基礎レベルより約 5 倍増加した（図 1B）。これらのデータは、DSS
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投与によって大腸の CCR2および CCR6に対するケモカインが誘導され、その結果、CCR2および
CCR6を発現する Th17 細胞が大腸粘膜固有層に誘引されたことを示唆している。 
 
（２）CCR2/6 DKOマウスでは DSS 誘発大腸炎が抑制される 
大腸炎の病態形成における CCR2と CCR6の役割を明らかにするために、WT マウス、CCR2 KOマ
ウス、CCR6 KOマウスおよび CCR2/6 ダブルノックアウト（DKO）マウスの DSS 誘発大腸炎の病勢
進行を比較した。マウスには 6 日間 DSS を経口投与し、その後 4 日間通常の水を投与して病状
の回復を観察した。誘導期では、WT マウスも CCR2 KOマウスも投与 4 日目に同程度の体重減少
を示した（図 2A）。両系統とも体重の回復は実験を通して観察されなかった。対照的に、CCR6 KO
マウスは誘導期により激しい体重減少を示し、回復しなかったが、これは以前の報告 10)とは一
致しなかった。しかし、驚くべきことに、CCR2/6 DKOマウスは遅れて緩やかな体重減少を示し
（投与 9 日目に 7.3％の減少）、その後、10 日目には元の体重に回復した（図 2A）。 
疾患活動性指標(DAI)のスコ
アは、CCR2 KOマウスでは WT マ
ウスに比べて有意ではないが
わずかに上昇した(図 2B)。一
方、CCR6 KOマウスの DAI スコ
アは、5 日目から 8日目にかけ
て WT マウスより有意に上昇し
た（P<0.05）。対照的に、CCR2/6 
DKOマウスは一貫して DAI スコ
アが低く、回復期にも低値が続
いた（図 2B）。 
大腸炎の重症度を評価するために、DSS 投与マウスの結腸長を測定した。DSS 投与前の結腸長は
各群で同等であった。大腸の長さは DSS を投与した WT マウス、CCR2 KOマウス、CCR6 KOマウス
で同程度に短縮しており、炎症の重症度を反映していた。しかしながら、DSS を投与した CCR2/6 
DKOマウスでは、結腸の短縮が顕著に抑制された。これらの結果は、ケモカイン受容体である CCR2
と CCR6の同時欠損が、DSS 誘発大腸炎の症状を抑制することを示している。 
 

（３）CCR2/6 DKOマウスの DSS 誘発大腸炎は病理学的にも免疫学的にも抑制されている 

CCR2/6 DKOマウスにおける病理組織学的変化を調べるために、大腸組織についてヘマトキシリ

ン・エオジン（H&E）染色を行った。DAI スコ

アと一致して、潰瘍化、杯細胞の消失、および

炎症細胞の粘膜下浸潤の程度によって評価さ

れる大腸の組織学的外観は、WT マウスと比較

して、CCR2 KO マウスではわずかに悪化し、

CCR6 KOマウスでは著しく悪化した（図 3）。

対照的に、DSS 誘発大腸炎は CCR2/6 DKOマウスで改善し、大腸潰瘍は抑制され、陰窩は多くの

杯細胞が保存され、大腸に観察された炎症細胞は非常に少なかった。上皮細胞障害、細胞浸潤、

潰瘍で評価した組織学的スコアは、CCR2 KOマウス、CCR6 KOマウスともに大幅に増加したが、

CCR2/6 DKOマウスでは CCR6 KO群と比較して有意に抑制された（P<0.01）（図 3）。次に、RT-PCR

法により大腸の炎症性サイトカインレベルを評価した。IL-6 および IL-1βの mRNA レベルは、

DSS に応答して CCR2 KOマウスおよび CCR6 KOマウスで WT マウスよりも高かった。特に CCR6 KO

マウスの大腸における IL-6の発現は、統計学的に有意に WT マウスよりも高かった（P<0.05）。

一方、CCR2/6 DKOマウスでは、これらのレベルは CCR6 KOマウスのそれと比べて有意に抑制さ

れていた（P<0.05）。しかし、粘膜固有層における Foxp3+ Treg細胞の頻度は両群で差がなかっ

た。CCR6 KOマウスの TNFαの mRNA レベルは、WT マウスおよび CCR2 KOマウスのそれよりも統

計的有意差なくわずかに高かったが、CCR2/6 DKOマウスのそれらのレベルは、CCR6 KOマウスの

それよりも有意に低かった（P<0.05）。これらの結果から、DSS 誘発大腸炎の重症度は CCR2 と

CCR6に同時に依存することが示唆された。 

 

（４）CCR2阻害剤は CCR6 KOマウスの DSS 誘発大腸炎を改善するが、WT マウスでは改善しない 

CCR2と CCR6の両方からのシグナル伝達の欠損が DSS 誘発大腸炎の症状を減弱させるかどうか

を確認するために、我々は CCR2の薬理学的阻害剤であるプロパゲルマニウム（PG）を利用した。

WT マウスおよび CCR6 KOマウスに DSS を投与し、PGを 10 日間経口投与した。WT マウスでは、

PG 投与により DSS 誘発大腸炎の組織学的外観とスコアがわずかに悪化し、CCR2 KO マウスの表

現型と同様であった。杯細胞減少、上皮びらん、潰瘍形成などの典型的な組織学的変化は、未処

置の WT マウスと比較して、PGを投与した DSS 誘発 WT マウスで顕著であった。対照的に、CCR6 

KOマウスでみられた大腸炎の悪化は、PG投与により改善した。CCR6 KOマウスの DSS 誘発大腸
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炎で観察された陰窩および杯細胞の消失、上皮びらん、潰瘍形成、炎症細胞の浸潤を PG投与は

劇的に抑制した。さらに、大腸の IL-6および TNFαレベルは、CCR6 KOマウスの PG 処理により

わずかに減弱した。これらのデータは、CCR2 または CCR6 のどちらか一方を単独で阻害すると

DSS 誘発大腸炎が悪化する一方、CCR2および CCR6の両方を同時に阻害すると病状が改善するこ

とを示している。 

 

（５）CCR2+CCR6+Th17 細胞は GM-CSF を高生産する 

DSS 誘発大腸炎の重症度は CCR2 と CCR6 の両者に依存していることから、病原性 Th17 細胞は

CCR2と CCR6の二重陽性である可能性が考えられた。そこで、我々は WT マウスの DSS 誘発性大

腸炎における Th17 細胞の異なるサブセットの GM-CSF 発現レベルを比較した。Th17 細胞を CCR2

と CCR6の発現で 4 つのサブセットに分け、GM-CSFレベルをフローサイトメトリー解析で定量し

た結果、CCR2+CCR6+ Th17 細胞における GM-CSF の幾何平均蛍光強度（geo MFI）は、他のサブセ

ットに比べ有意に高いことが明らかになった（図 4A）。さらに、リポ多糖（LPS）に反応したマク

ロファージにおける炎症性サイトカイン産生に対する GM-CSF の病原性効果を調べた。GM-CSF の

存在下または非存在下で、RAW 264.7 細胞を LPS で刺激し、IL-6、IL-1βおよび TNFαの mRNA発

現をリアルタイム RT-PCR 分析で定量した。これらの炎症性サイトカインの mRNA 発現レベルは

LPS刺激により上昇し、GM-CSF 存在下ではさらに上昇した。 

DSS 投与マウスの大腸における GM-CSF の発現量は、CCR6 KOマウスで WT マウスに比べてわず

かに上昇していた。しかし、CCR2/6 DKO マウスでは WT マウスに比べて有意に減少していた

（P<0.05）（図 4B）。さらに、フローサイトメトリー解析から、CD4+ T 細胞中の GM-CSF 産生 Th17

細胞の割合は、CCR2/6 DKOマウスの大腸では WT マウスに比べて有意に減少していることが明ら

かになった（図 4C）。

これらの結果から、

CCR2/6 DKOマウスの

大腸では、GM-CSF 産

生 す る CCR2+CCR6+ 

Th17 細胞が減少して

いることが示唆され

る。 

 

 

（６）CCR6 KOマウスでは RORγt/Foxp3 両陽性の Th17 細胞が減少する 

CCR6単独欠損マウスの実験的大腸炎は野生型マウスに比べ重症化することから、このマウスで

免疫抑制性の細胞が減少していることが示唆された。そこで、このマウスの腸管組織で減少して

いる細胞集団を探索したところ、Th17 細胞の転写因子 RORγt を発現する T 細胞が減少してい

た。更に、この集団を精査したところ制御性 T細胞の転写因子として知られる Foxp3を発現する

集団が有意に減少していた。すなわち、CCR6 KOマウスでは RORγt/Foxp3 両陽性の Th17 細胞が

減少していた。 

 
結語 
CCR2 および CCR6 の単独欠損マウスの実験的腸炎が増悪化したことから、これらが免疫寛容を
担う Th17 細胞を制御していることが示唆された。しかし、CCR2/6 DKOマウスの実験的腸炎が軽
症化したことから炎症性の Th17 細胞もこれらのケモカイン受容体によって制御されていると考
えられる。これらの結果を総合的に解釈すると、炎症性の Th17 細胞は CCR2+CCR6+細胞で免疫寛
容を担う Th17 細胞は少なくとも CCR6単陽性細胞ではないかと考えられる。今後、これを検証す
る実験が必要である。 
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