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研究成果の概要（和文）：本研究計画では、IgE抗体を産生制御するT細胞は、濾胞ヘルパーT細胞であることが明らか
となった。可溶性抗原での免疫反応では、感作が長期化した場合のみTh2細胞が見えてくる事を明らかにした。慢性ア
レルギー病態のモデルとして、試験管内で誘導したTｈ2細胞を、マウスに移入した後、再度抗原で刺激すると、Th2細
胞はCXCR5を発現して、胚中心を形成してIgE抗体を産生することを明らかにした。一方、自然免疫細胞の解析ではシス
テインプロテアーゼで誘導される喘息病態に、IL-4を介した好塩基球と自然リンパ球の共同作業が必要であること、自
然リンパ球の分化を制御する転写因子E4BP4の重要性を示した。　　

研究成果の概要（英文）：IgE is a critical antibody component in Type I allergic reaction, and we 
investigate the molecular basis of IgE production in the present work. We demonstrate that follicular 
helper T cells (TFH), rather than Th2 cells, are main source of IL-4 that control a B cell help for IgE 
antibody responses. To further ask whether TH2 cells play a role in IgE responses, we identified that TH2 
cells were also capable of regulating IgE production after expressing TFH markers, including CXCR5. With 
respect to innate immune system, we identified an importance of crosstalk between Basophil and group 2 
innate lymphoid cells (ILC2s) in the cysteine protease induced asthmatic responses as a prototype of T 
cell independent allergic responses. Our data demonstrated that the basophil derived IL-4 play a critical 
role in the airway responses. We also identified the novel role of transcriptional factor, E4bp4 in ILC 
development by controlling the levels of Id2 expression in common progenitors of ILC.

研究分野：医歯薬学

キーワード： 免疫学　アレルギー　T細胞
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
近年、花粉症、喘息、アトピー性皮膚炎など
のアレルギー性炎症病態の考え方は大きく
変わってきた。従来、アレルギー炎症は Th2
から産生される IL-4 により B 細胞での IgE
抗体産生が制御され、IgEに対する受容体を
持つ肥満細胞が炎症の本体と考えられ、その
ため Th2 におけるサイトカイン産生制御機
構の解明がアレルギーの理解を深めると考
えられてきた。その際、IL-4はアレルギーの
誘導段階に働き、一方 IL-5 や IL-13 はアレ
ルギー炎症の病態自体を制御すると考えら
れてきた。ところが、Th2サイトカインの産
生は Th2 細胞には限らない可能性が示唆さ
れている。たとえば、これまで IgE抗体産生
は Th2から産生される IL-4によって制御さ
れると考えられてきたが、最近になって抗体
産生を制御するリンパ濾方型ヘルパーT細胞
（TFH）の可能性が示されている。そのため、
TFHにおける IL-4産生制御は新たな重要な
課題となる。また、IgEは他の抗体とは異な
り、皮膚からの抗原感作で産生されることも
報告されており、これがアトピー性皮膚炎患
者での IgE高産生に繋がる可能性もある。こ
のように、現状では IgE抗体が何処でどのよ
うに産生され､どのように維持されるのか、
そしてどのT細胞が IL-4の産生源なのかは、
不明のまま残された課題である。 
また、IL-4, IL-5, IL-13は T細胞のみならず、
自然免疫系を構成する NKT細胞、肥満細胞、
好塩基球や脂肪組織などに潜む自然リンパ
球(Innate lymphoid cells;ILC)からも産生さ
れる。これら細胞系は IL-33などがネクロー
シスによって細胞外に放出されその産生が
制御される。ところが、これら細胞における
Th2 サイトカイン産生メカニズムは注目を
集めているにも拘わらず、不明な点が多く残
されている。これまで IL-4, IL-5, IL-13など
の Th2 サイトカイン遺伝子は､ヒト・マウス
いずれも同一染色体上にクラスターを形成
していることから、包括的な産生制御が想定
されてきた。しかしながら、研究代表者のグ
ループによるエピジェネティックな解析か
ら、Th2ではこれら包括的制御は存在してい
ない可能性が示唆された。しかしながら、こ
れまでの研究は Th2 細胞に対してのみ行わ
れたため、Th2以外の細胞系におけるエピジ
ェネティック制御は全く不明な状態である。
そのため、これら細胞系が持つアレルギー炎
症における生理学的意味も明らかにされて
いなかった。 
２．研究の目的 
近年、従来のアレルギー炎症は Th2から産生
される IL-4 により制御されると言った Th2
を中心にアレルギー性炎症病態が考えられ
てきたが、これら Th2 サイトカインは Th2
細胞のみならず、自然免疫系を構成するNKT
細胞、肥満細胞、好塩基球や Natural Helper
細胞等からも産生される。そのため、「どの
細胞から、どのタイミングで産生される IL-4

や IL-13が生体内におけるアレルギー炎症を
構成するのか？」｢これら細胞系における
IL-4・IL-13産生制御はどうなっているのか｣
「IgE 抗体は何処で作られ､その制御をして
いる細胞はいずれか？」が不明な課題となっ
ている。そこで本研究では、生体内レベルで
起こるアレルギー反応を対象にこれら疑問
に答えていくことを目的に、サイトカイン産
生細胞の生体内動態を、サイトカインレポー
ターマウスなどのイメージング技術を行い、
アレルギー炎症に対する次世代治療戦略の
基盤形成していくことを目的とした。 
３．研究の方法 
IL-4や IL-13の生体内動態をモニターするた
め、human CD2(hCD2)をレポーターとする
IL-4-CD2 BAC Tgと IL-21-CD2 BACトラン
スジェニック（Tg）、 IL-13 レポーター
(tomato)ノックインマウスを構築した。また、
同様な手法を用いて IFNγレポーターマウス、
IFNβレポーターマウスを構築している。 
IL-4, IL-13 遺伝子の転写制御機構を解析す
る目的で、IL-4, IL-13遺伝子上に存在する転
写制御領域を欠失させたゲノム欠損マウス
シリーズ（CGRE HS2 3’UTR HS4, CNS-2
欠損マウス）と IL-4-CNS2 GFP Tgを構築し
た。この解析から得られた情報を基盤に同定
した肥満細胞・好塩基球特異的エンハンサー
を用いて、ジフテリア毒素を投与することで
肥満細胞および好塩基球を個体レベルで欠
損 で き る シ ス テ ム 、 Mas-TRECK, 
Bas-TRECK マ ウ ス を 構 築 し た 。
E4BP4-GFPレポーターマウス、E4BP4欠損
マウスを作成した。 
上記遺伝子改変マウスを用いて、TFHの解析
を行うための抗体産生系や、可溶性抗原を用
いた気道炎症モデル、セリンプロテアーゼ
（パイナップル由来のパパイン）によって誘
導される気道炎症モデルにて解析を進めた。 
４．研究成果 
平成 24年度 
(1）IL-4・IL-13 レポーターマウスによる生
体内イメージング解析 
IL-4や IL-21の生体内動態をモニターするた
め、human CD2(hCD2)レポーターTgマウス
を用い、喘息、アナフェラキシーショックモ
デルにおける生体内動態を脾臓、リンパ節、
腸管リンパ組織､骨髄､胸腺を対象に経時的
データを集積した。濾胞ヘルパーT細胞にお
ける IL-4の発現をGFPでモニターできる発
現する IL-4-CNS2 GFP Tg を用いることに
より、濾胞ヘルパーT細胞における IL-4の発
現の動態を脾臓、リンパ節で解析した。その
結果、抗原感作初期に誘導される IL-4, IL-21
は、濾胞ヘルパーT細胞由来であり、感作が
長期化した状況でのみ Th2 細胞からの IL-4
産生が見えてくる事が明らかとなった。また、
これらマウスを使うことにより、IgE抗体産
生に関わる濾胞ヘルパーT細胞の分化過程や、
2 次リンパ組織での動態を明らかにした。
（Harada et al. Immunity 2012） 



(２）イメージング解析による IgE 抗体産生
の｢場｣の特定とその機構の解明 
IgE 抗体は I 型アレルギー反応を構成する重
要な抗体成分である。しかしながら、この抗
体の産生の「場」は同定されるに至っていな
い。そこで、IRES-cre 遺伝子をノックインし
たマウスを構築し、Rosa25-stop RFP マウス
と交配することにより、クラススイッチを起
こすと RFP が発光するレポーターを試みた
が、機能しなかった。 
平成 25 年度 
(1）IL-4・IL-13 レポーターマウスによる生
体内イメージング解析 
IL-4やIL-21の生体内動態をモニターするた
め、human CD2(hCD2)をレポーターとする
IL-4-CD2 BAC TgとIL-21-CD2 BAC Tgを用い、
アレルギーモデルにおける生体内動態につ
いて、脾臓、リンパ節、腸管リンパ組織､骨
髄､胸腺を対象に経時的データを集積した。
本年度は慢性アレルギー病態のモデルとし
て、卵白アルブミンに対して特異的な T細胞
抗原受容体を持つ IL-4-CD2 BAC Tg より誘導
した TH2 細胞を用いた系を構築した。試験管
内で卵白アルブミン刺激によって誘導した
TH2 細胞を、抗原刺激を受けたことの無いマ
ウスに移入後、卵白アルブミン免疫すると、
このマウスは非常に高濃度のIgE抗体を産生
する。T細胞における IL-4 の発現を GFP でモ
ニターしたところ、移入された TH2 細胞は T
細胞が数多く集積する T 細胞領域に分布し、
抗原刺激を受けることによって濾胞ヘルパ
ーT細胞（TFH）として 2次リンパ組織内の胚
中心へと集積する事が明らかにされた。この
結果は一度TH2細胞として分化した細胞でも、
2 次リンパ組織と言う微小環境で抗原刺激を
受けると、TFH に似た動向を取るようになり、
胚中心に集積することでB細胞と結合し、IgE
抗体を作ることができることが明らかにさ
れた。この卵白アルブミン特異的な TH2 細胞
が移入されたマウスを、さらに頻回刺激する
とアナフェラキシー状態になり、ショック症
状を起こすことから、今回構築した TH2 細胞
を用いた系は、慢性的アレルギー状態におけ
るアナフェラキシーのモデルになることが
示された。また、マウス個体レベルで TH2 細
胞を誘導する試みをIL-13 GFP レポーターマ
ウスを用いて行ったところ濾胞ヘルパーT 細
胞とは異なり、TH2 細胞の誘導には長期的な
抗原感作が必要であることが明らかとなっ
た。 
(2)イメージング解析による自然免疫細胞の
解析 
マウス生体内で起こるアレルギー反応にお
ける好塩基球の役割を解析するため、好塩基
球を持たない Bas-TRECK マウスと、好塩基球
由来のIL-4だけを欠く遺伝子改変マウス（３
‘UTR）を使用した。通常、システインプロ
テアーゼ（パイナップル由来のパパイン）を
点鼻投与すると、3 日以内に肺に炎症の原因
となる好酸球が大量に集まり、ムチンという

粘液の産生が誘導されてぜんそく症状が現
われます。ところが、Bas-TRECK マウスにパ
パインを投与してもぜんそく症状が現われ
ず、肺への好酸球の集積やムチンの産生も顕
著に抑制されました。同様のぜんそく症状の
抑制は、好塩基球由来の IL-4 だけを欠くマ
ウスにおいても認められました。これらから、
好塩基球から産生される IL-4 の重要性が示
されました。 
ぜんそくにおける肺への好酸球の浸潤は肺
に存在する ILC2 細胞から産生されるケモカ
イン CCL11、ムチンの産生は同じく ILC2 細胞
から産生される IL-5 や IL-13 などによる。
そこで、好酸球の浸潤やムチンの産生過程に
おける IL-4 の役割を解析したところ、好塩
基球から IL-4 が産生されないと、ILC2 細胞
からケモカイン CCL11 や IL-5、IL-13 の産生
が抑制されるとともに、炎症に関わるさまざ
まな遺伝子の発現が抑制された。また、
Bas-TRECK マウスに野生型マウス由来の好塩
基球を移入したところ、ぜんそく症状の抑制
が解かれて症状が現われました。一方、同マ
ウスに IL-4 を産生できない好塩基球を移入
したところ、ぜんそく症状は再現できなかっ
た。これらの結果から、ILC2 細胞の活性化に
は好塩基球から産生される IL-4 が必要であ
り、システインプロテアーゼで誘導されるぜ
んそくは、好塩基球から産生される IL-4 を
介した好塩基球と ILC2 細胞の共同作業が必
要であることが明らかになりました。                   
（Motomura et al. Immunity 2014） 
平成 26 年度 
(1）イメージング解析による IgE 抗体産生の
｢場｣の特定とその機構の解明 
IL-4やIL-21の生体内動態をモニターするた
め、human CD2(hCD2)をレポーターとする
IL-4-CD2 BAC TgとIL-21-CD2 BAC Tgを用い、
卵白アルブミンに対して特異的なT細胞抗原
受容体を持つ IL-4-CD2 BAC Tg より誘導した
TH2 細胞を用い慢性アレルギー病態を解析し
た。試験管内で卵白アルブミン刺激によって
誘導した TH2 細胞を、抗原刺激を受けたこと
の無いマウスに移入後免疫すると、このマウ
スは非常に高濃度のIgE抗体を産生した。IgE
抗体の産生には、胚中心において IgG1 から
IgE あるいは IgM から IgE へと移行するスイ
ッチメカニズムが存在する。そこで、われわ
れは Bcl6 を欠失させた TH2 細胞を同様の方
法により作成し、胚中心の存在しない状況で
IgE 抗体の産生が起こるか否かを観察した。
Bcl6欠損TH2細胞を移入したマウスでは、IgE
抗体が全く起こらなくなった。試験管内の培
養系を用いた先行研究では、IgE 抗体のクラ
ススイッチにおいて IL-4 の重要性が示され
ている。そこで、IL-4 と転写因子 Gata3 を欠
損する TH2 細胞を作成し、これら細胞を移入
したマウスでもIgE抗体が全く起こらなくな
った。これらマウスを、さらに卵白アルブミ
ンで刺激するとアナフェラキシーショック
症状を起こさなくなった。このことから、IgE



抗体の産生は胚中心で行われ、IL-4 の存在が
必要であることが示された。 
(2)イメージング解析による自然免疫細胞の
解析 
アレルギーには多くの側面があり、ヒトの病
態の多くがIgE抗体とマスト細胞で構成され
るドグマでは説明できず、様々な自然免疫細
胞（マスト細胞・好塩基球・自然リンパ球・
NKT 細胞・好酸球）の関与があることが分か
ってきた。自然リンパ球（ILC）は、サブセ
ットごとに異なるサイトカインを産生する
自然免疫系のリンパ球である。 
ILC の分化にはId2が重要なことは知られて
いたが、その制御については不明な点が多く
残されていた。ILC1 に属する NK細胞では Id2
の発現を制御する分子としてE4BP4が報告さ
れている。そこで、他の ILC の分化における
E4BP4 の働きについて、E4BP4 を発現すると
緑色蛍光色素（GFP）が発光する（E4BP4-GFP）
マウスを用いて、生体内に存在するリンパ球
における E4BP4/NFIL-3 の発現を解析した。
その結果、T リンパ球や B リンパ球では
E4BP4/NFIL-3 の発現があまり見られなかっ
たのに対し、NK 細胞や前駆細胞を含めたほと
んどすべての自然リンパ球（ILC1、ILC2、
ILC3）で高い発現が認められました。 
次に、これら自然リンパ球の発生段階におけ
る E4BP4 の必要性を検討するため、E4BP4 を
作る遺伝子を欠損させたマウス(E4BP4 欠損
マウス)を作成し解析した。その結果、すべ
ての自然リンパ球の分化に障害が起き、その
障害は骨髄に分布する ILC2 や腸管内に分布
する ILC3、リンパ組織誘導細胞で顕著に起こ
っていた。 
自然リンパ球の発生は、全てのリンパ球の前
駆細胞（CLP）が自然リンパ球の前駆細胞
（CHILP）に分化し、さらに ILCP と呼ばれる
前駆細胞に分化するという段階を経て進む
ことがこれまでの解析から明らかにされて
いる。そこで、自然リンパ球の発生段階のど
の過程で、E4BP4 が働くのかを解析した。そ
の結果、E4BP4 の発現を欠損させたマウスで
も、CLP には顕著な障害はみられず、CHILP
へと分化した以降で顕著な障害が認められ
た。そこで、どのような因子が E4BP4 の発現
をコントロールしているのかについて検討
した。CHILP はリンパ球の増殖に関わるサイ
トカイン（IL-7）に反応する受容体を発現し
ていることから、その効果を検討したところ、
IL-7 には CHILP における E4BP4/NFIL-3 の発
現を亢進させる働きがあることが分かった。
また、この受容体を欠く CHILP は E4BP4 を発
現できないことから、IL-7 が E4BP4 の発現を
コントロールしていることが明らかとなっ
た。次に、E4BP4 が結合する遺伝子を特定し、
CHILP のどの遺伝子に働くのかを解析した結
果、CHILP の核内において、いくつかの遺伝
子に結合していた。これら遺伝子について、
E4BP4 遺伝子を欠損させたマウスで発現が減
少する遺伝子を探索したところ、前述した

Id2 遺伝子の発現が顕著に減少していた。こ
のことから、E4BP4 は、自然リンパ球の発生
に必須なId2の発現を誘導することで、CHILP
から自然リンパ球への分化をコントロール
していることが明らかになった。   
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