
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１７３０１

基盤研究(C)

2013～2011

腸間膜ＮＨ細胞によるＴｈ２非依存性Ｎ．ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ感染排除機構の解析

Th2 independent NB expulsion by natural helper cells

７０３０７９４０研究者番号：

本間　季里（HONMA, Kiri）

長崎大学・医歯（薬）学総合研究科・准教授

研究期間：

２３５９０４８８

平成 年 月 日現在２６   ６ １７

円     4,100,000 、（間接経費） 円     1,230,000

研究成果の概要（和文）：転写因子IRF4はのT細胞に対する働きの一つに、Th2の分化を促すことがあげられる。すなわ
ち、IRF4がないとTh2に分化しない。蠕虫の一種であるNippostrongyrul brasikiensis(NB)は、感染すると生体内にTh2
が誘導され、それによってNBが排除されることが知られている。ところが、Th2が誘導されないIRF4遺伝子欠損マウス
（IRF4 KO）においてもNBは排除された。このメカニズムは自然リンパ球、とりわけIL5やIL13を強く産生するグループ
２の自然リンパ球（ILC2）によるもので、サイトカイン産生をIRF4が直接制御していることを解明した。

研究成果の概要（英文）：Interferon regulatory factor 4 (IRF4) is the development of Th2.  In IRF4-deficien
t mice (IRF4 KO), Th2 development does not occur.  Nippostrongyrus brasiliensis (NB) is one of parasite an
d is eliminated by antigen-specific Th2, which is generated during infection.  However, Th2 independent NB
 elimination was found in IRF4 KO.  This study indicated that group2 innate lymphocytes (ILC2) played the 
crucial role in Th2 independent NB expulsion and IRF4 directly regulated the Th2 cytokine production, such
 as IL5 or IL13 although IRF4 was dispensable of ILC2 development.
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1. 研究開始当初の背景 
 Nippostrongylus brasiliensis (NB)は、
抗原特異的 Th2 が誘導されると腸管の杯
細胞が過形成を起こし、それにより、排除
されることが知られている。Interferon 
regulatory factor-4（IRF4）は、転写因子
の一つで免疫担当細胞において様々な分化、
機能面で重要な働きをしているが、Th2 分
化においても鍵となる転写因子であること
がわかっている。すなわち、IRF4 遺伝子
欠損マウス（IRF4 KO）由来の T 細胞は
Th2 に分化できない。ところが、IRF4 KO
に NB を感染させると、野生型（WT）マ
ウスに比べて遅延しているものの NB は完
全に排除された。このことは、IRF4 KO で
はTh2非依存的NB排除機構が働いている
ことを示している。 
 
２．研究の目的 
 IRF4 KO における Th2 非依存的 NB 排除
機構のメカニズムを解明する。 
 
３．研究の方法 
マウス：C57BL/6（B6）および BALB/c バック
グラウンドの IRF4 KO、B6 バックグラウンド
の Rag2 遺伝子欠損マウス（Rag2 KO）、IRF4 KO
と Rag2 KO を掛けあわせた Rag2/IRF4 double 
knockout マウス（DKO）を使用した。 
 
NB 感染実験：マウスの尾部に 500 隻の NB の
小虫を皮内注射することにより感染させた。
経時的にマウスの小腸内の成虫数を数えた。
一部の実験では、DKO マウスに PC61（抗 CD25
抗体）を感染の 2週前から週 2回ずつ腹腔内
投与し、NB感染実験を行った。また、IL5 の
中和実験においては、IRF4 KO に感染 2 週前
より週 2回、抗 IL5 抗体を腹腔内投与し感染
実験を行った。 
 
ILC2 の精製とサイトカイン産生：マウスの腸
間膜を取り出し、コラゲナーゼ１で処理した
後、Lin marker、抗 CD25 抗体、7AAD で染色
し、7AAD-Lin-CD25+細胞を ILC2 として FACS 
Aria II で精製した。精製度は 95％以上だっ
た。これらの細胞を PMA および ionomycin、
IL25/IL33/IL2 で刺激した後、培養上清中の
IL5 を ELISA 法で測定した。細胞内サイトカ
イン染色でサイトカイン産生を解析すると
きは、腸間膜細胞を採取後、刺激を行い、Lin 
marker、抗 CD25 抗体、抗 T1/ST2 抗体で表面
を染色した。その後、細胞内染色にてサイト
カインを染色し、Lin-CD25+T1/ST2+細胞を
ILC2 として検出し、サイトカイン産生を解析
した。 
 
siRNA 導 入 実 験 ： 精 製 し た ILC2 に
Nucleofector にて 100pmol の IRF4 特異的あ
るいはコントロール siRNA を導入し、刺激を
加 え た 。 PMA/ionomycin あ る い は
IL25/IL33/IL2にて刺激を加え、上清中のIL5

産生を ELISA 法にて測定した。IRF4 発現はウ
ェスタンブロット法でタンパク量を比較し
た。 
 
４．研究成果 
Th2 非依存的 NB 排除が存在する： 
IRF4 KO および BALB/c マウスに NB を感染さ
せて経時的に小腸内の NB 数をカウントした
ところ、WT では感染 2 週以内に完全に NB が
排除されたが IRF4 KO では NB は排除されな
かった。しかし、感染 3 週になると IRF4 KO
でも NB はほぼ完全に排虫されていることが
判明した（下図左）。 
 

脾臓細胞の CD4 T 細部を NB 粗抗原で刺激し
たところ、IRF4 KO では IL4 および IL13 の産
生は認められず、これまでとおり Th2 分化は
ないことが判明したが、腸管局所のパイエル
板での Th2 分化について解析したところ、パ
イエル板細胞を NB 粗抗原で刺激しても野生
型とは異なり、抗原特異的 IL13 産生は認め
られなかった。以上のことから、IRF4 KO で
認められた NB 排除は Th2 非依存的であるこ
とが明らかとなった（上図右）。 
 
 この時の小腸組織像を観察したところ、排
虫の時期に一致して杯細胞の過形成が認め
られ、時期の違いはあるものの、WTも IRF4 KO
も最終的には杯細胞の過形成が排虫のメカ
ニズムと考えられた（下図上段）。 
 一方、HE 染色では、WT では小腸粘膜下層
に様々な細胞の浸潤が認められたのに対し
て、IRF4 KO では激しい好酸球の浸潤が主体
であった（下図下段。矢印は好酸球の集積を
示す）。 
 

Th2 非依存的 NB 排除は自然リンパ球が関与
している：  
 Th2非依存的NB排除が獲得免疫によるもの
か自然免疫によるものか解析する目的で、



IRF4 と Rag2 のどちらも欠損した DKO を作成
し感染実験を行った。下図のように Rag2 KO
では感染5週まで小腸内に成虫は存在したが、
DKO では感染 3週で既に殆ど排中は完了し、4
週以降は全く NB は検出されなかった。この
ことから IRF4 KO における Th2 非依存的 NB
排除は自然免疫によるものであることが明
らかとなった。 
 

IRF4 KO における Th2 非依存的 NB 排除には
IL5 と小腸に浸潤する好酸球が関与してい
る： 
 NB 感染時に IRF4 KO の小腸には著明な好酸
球浸潤が認められたことから、NB 排除におけ
る好酸球の役割を解明する目的で、IRF4 KO
に抗 IL5 抗体を投与し IL5の中和実験を行っ
た。感染 2週前より週 2回、腹腔内に抗 IL5
抗体を投与し、NB 数を経時的にカウントした。
下図のようにコントロール抗体を投与した
群に比べ抗 IL5 抗体投与群において NB の排
除に著しい遅延が認められた。また、小腸組
織を HE 染色したところ、抗 IL5 抗体投与群
では好酸球の浸潤が抑制されただけでなく、
杯細胞の過形成も認められなかった。 
 以上の結果から、IRF4 KO における Th2 非
依存的 NB 排除は IL5 を産生する自然免疫系
の細胞が重要な働きをしていることが示唆
された。 

 
ILC2 の分化には IRF4 は必須ではない 
 そこで、本研究代表者はILC2に着目した。
Lin-CD25+T1/ST2+細胞を ILC2 として解析した
ところ、個体差はあるものの IRF4 KO におい
ても ILC2 は野生型と遜色なく存在すること
が判明した。また、未刺激の ILC2 には IRF4
は発現していないが、刺激に伴い IRF4 の発
現が認められた。また、この刺激に伴う IRF4
発現はマイトジェン刺激だけでなく
IL25/IL2 刺激でも同様であった。 

 
IRF4 が直接 ILC2 からのサイトカイン産生を
負に制御している： 
野生型および IRF4 KO の ILC2 細胞をソーテ
ィングで精製し、PMA/ionomycin 刺激を行っ
たところ、野生型に比べ IRF4 KO では IL5 産
生が亢進していた（黒バー；野生型、グレー
バー；IRF4 KO）。  

IRF4 が直接、ILC2 からの Th2 サイトカイン
産生を調節しているのか確認する目的で、野
生型マウスから ILC2 細胞をソーティングで
精製した後、IRF4 特異的 siRNA あるいはコン
トロール siRNA を導入し刺激を行った。IRF4
の発現量はウェスタンブロット法にて解析
した。IRF4 特異的 siRNA の導入で IRF4 の発
現は減少し、このときの IL5 産生量はコント
ロールsiRNA導入時に比べて著しく上昇した。
これは野生型および IRF4 KO における ILC2
からの Th2サイトカイン産生の結果と一致し
ており、このことから IRF4 は ILC2 のサイト
カイン産生を直接、負に制御していることが
明らかとなった。 
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〔その他〕 
ホームページ等 
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