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研究成果の概要（和文）：本研究ではマウス各ヘルパーT細胞分画における Helios の発現制御機

構、並びにその役割を解析した。その結果、マウス CD4 陽性 T 細胞において TGF-β シグナルが

Helios の発現を誘導すること、一方 IL-6/Stat3 シグナルは Helios の発現を抑制することを明

らかにした。また、Helios を過剰発現した Treg 細胞では Treg 細胞の機能分子である CD103 や

GITR の発現が亢進することを明らかにした。以上より、Helios は TGF-β の下流で Treg 細胞の

機能分子の発現に関与していることが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： We have recently shown that Helios, an Ikaros family of transcription factor, 
is highly expressed in CCR6+CD4+CD45RO+ T cells as compared with that in CCR6-CD4+CD45RO+ T 
cells.  However, the role of Helios in T cell differentiation remains largely unknown.  Therefore, in 
this study, we examined the role of Helios in the differentiation of murine CD4+ T cells.  We first 
examined the effect of various cytokines on the expression of Helios in TCR-stimulated murine splenic 
CD4+ T cells and found that TGF-β induced Helios expression in CD4+ T cells.  In contrast, IL-6 
inhibited Helios expression in a Stat3-dependent manner.  Retroviral-mediated expression of Foxp3 in 
the absence of TGF-β did not induce Helios expression in CD4+ T cells.  On the other hand, enforced 
expression of Helios up-regulated activation markers of regulatory T cells (Tregs) such as CD103 and 
GITR in Foxp3+ Tregs.  These results suggest that TGF-β may enhance Treg function through the 
induction of Helios expression in a Foxp3-independent fashion.          
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１．研究開始当初の背景 
 自己免疫疾患は遺伝的素因を持つ個体にウ

イルス感染などの環境要因が加わることによ

り発症すると考えられているが、その分子基

盤は依然不明である。 

 本研究者は、近年、自己免疫疾患や炎症性
疾患の発症•増悪因子としての役割が示唆さ
れる IL-17Aを選択的に産生するヒトCCR6陽性T
細胞における遺伝子発現を網羅的に解析する過
程で、CCR6陽性CD4陽性T細胞にIkaros ファミ
リーに属する Heliosが高発現していることを見
出した。しかし、ヘルパーT 細胞分化における
Ikaros ファミリー分子の役割の詳細は依然
不明であった。 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では、マウス各ヘルパーT 細
胞分画における Ikaros ファミリー分子の発
現制御機構及びその役割を解析し、自己免疫
疾患や炎症性疾患の新規治療法開発の基盤
を構築することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 野生型マウス脾臓由来のナイーブ CD4
陽性 T 細胞を Th0 (サイトカイン添加なし)、
Th1 (IL-12 添加)、Th2 (IL-4 添加)、Th17 
(IL-6+TGF-β添加)、Treg (TGF-β添加)の各
分化誘導条件下で TCR 刺激（aCD3/aCD28 抗体
刺激）した際の Ikaros ファミリー分子の発
現を real-time PCR 法及び細胞内染色法にて
解析した。 
(2) T 細胞特異的 Stat3 欠損(CD4Cre 
Stat3fl/fl; Stat3-cKO) マウスと野生型
(Stat3fl/fl; WT)マウスのナイーブ CD4 陽性
T細胞をTGF-βとIL-6の存在下および非存在
下で TCR 刺激し、Helios の発現を real-time 
PCR 法及び細胞内染色法にて解析した。 
(3)Foxp3 遺伝子の制御下で hCD2 を発現する
ノックインマウス（hCD2-Foxp3 レポーターマ
ウス）の CD4 陽性 T 細胞にレトロウイルスを
用いて Helios を過剰発現させ、抗 hCD2 抗体
を用いて Foxp3 陽性細胞を単離した後、Treg
細胞の機能分子の発現を real-time PCR 法に
より解析した。 
 
４．研究成果と考案 
(1) HeliosはFoxp3陽性CD4陽性T細胞(Treg
細胞)に発現している。 
野生型CD4陽性T細胞をTh0、Th1、Th2、Th17、
Treg の各分化誘導条件下で培養したところ、
Helios mRNA の発現は、TGF-βを添加したTreg
条件下で著明に誘導されることが明らかと
なった（図 1a）。 
 

 

（図 1a）各培養条件下における Helios の発
現レベル 
 
Treg 条件下における Helios の発現誘導を細
胞内染色法を用いて蛋白レベルで検討した
ところ、Helios 蛋白は Treg 条件下で確かに
誘導されること、そしてその発現は Foxp3 陽
性CD4陽性T細胞(Treg細胞)に主に認められ
ることが明らかとなった（図 1b）。 
 

 

（図1b）Treg条件下におけるFoxp3と Helios
の発現 
 
(2) TGF-βによる Helios の発現誘導は Foxp3
非依存的である。 
Treg 条件下における Helios の発現誘導が
Foxp3 依存的か否かを明らかにするため、レ
トロウイルス発現系を用いて野生型マウス
由来 CD4 陽性 T 細胞に Foxp3 を発現させた際
のHeliosの発現を検討した。その結果、TGF-β
の非存在下では Foxp3 陽性細胞においても
Helios の発現亢進は認められなかった（図2）。
一方、TGF-β の存在下では Foxp3 陽性細胞に
Helios の高発現を認めた（図 2）。 
 



 

（図 2）Foxp3 強制発現の Helios の発現に対
する影響 
 
(3) IL-6 は TGF-β による Helios の発現誘導
を抑制する。 
次に TGF-β による Helios の発現誘導に対す
る IL-6 の作用を real-time PCR 法にて検討
した。その結果、IL-6 は TGF-βによる Helios
の発現誘導を用量依存的に抑制することが
明らかとなった（図 3）。 
 

 

(図 3) TGF-β による Helios の発現誘導に対
する IL-6 の作用 
 
(4) IL-6 による Helios の発現抑制は Stat3
依存的である。 
IL-6 による Helios の発現抑制における
Stat3 の役割を明らかにするため、T 細胞特
異的Stat3 欠損(Stat3-cKO) マウスと野生型
(WT)マウスのナイーブ CD4 陽性 T 細胞を
TGF-βとIL-6の存在下および非存在下で培養
し Helios の発現を比較した。その結果、IL-6
は、野生型 CD4 陽性 T 細胞では TGF-βによる
Helios の発現誘導を抑制したが、T細胞特異
的 Stat3 欠損 CD4 陽性 T 細胞では抑制しなか
った（図 4）。 
 

 

（図 4）野生型および T 細胞特異的 Stat3 欠
損マウス由来CD4陽性T細胞をTGF-βとIL-6
の存在下および非存在下で培養した際の
Foxp3 と Helios の発現 
 
(5) Helios は Treg 細胞の機能分子の発現を
増強する。 
次に Treg 細胞における Helios の役割を明ら
かにするため、hCD2-Foxp3 レポーターマウス
の CD4 陽性 T 細胞に Treg 条件下で Helios を
高発現させた Treg 細胞(Helioshigh Treg)とコ
ントロール Treg 細胞（Helioslow Treg）を作
製し、各 Treg 細胞における機能分子の発現
を real-time PCR 法で解析した。その結果、
Helioshigh Treg 細胞では、GITR と CD103 の
mRNA 発現が Helioslow Treg 細胞に比して亢進
していることが明らかとなった (図 5)。 
 

 

（図5）Helioshigh Treg細胞とHelioslow Treg
細胞におけるGITRとCD103の発現 
 
本研究では、マウスCD4陽性T細胞における
Heliosの役割を解析し、①HeliosはTGF-βシグ
ナルにより発現誘導され、その発現は
IL-6/Stat3シグナルにより抑制されること、
②Heliosを過剰発現したTreg細胞では機能分
子の発現が亢進することを明らかにした。 
近年、Helios はマウス胸腺由来の中枢性Treg
細胞（nTreg 細胞）に発現していることが報
告されたが、本研究により、in vitro で分化



させた誘導性 Treg 細胞（iTreg 細胞）におい
ても発現していることが明らかとなった。さ
らに、hCD2-Foxp3 レポーターマウスを用いた
解析により、Helios は Treg 細胞の機能分子
の発現に関与していることが明らかとなっ
た。現在、Helioshigh Treg細胞とHelioslow Treg
細胞の抑制能の詳細を解析中である。 
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