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研究成果の概要（和文）：ヘルパーＴ細胞（Th17）分化を制御するマスター遺伝子として、レチノイド関連オーファン
受容体（ROR）やダイオキシン受容体（AhR）が報告されている。DR-EcoScreen細胞を用いた試験の結果、農薬やイソフ
ラボン類にAhRアゴニスト活性を見出した。これらの物質は、EL4細胞でのIL-17A遺伝子発現や蛋白産生を濃度依存的に
増強したが、AhR-knockdown EL4細胞ではその効果を示さなかった。RORを介した作用を考え合わせると、ある種の環境
化学物質は、Th17細胞においてAhRやRORを介してIL-17産生を正に制御できることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The retinoic acid receptor-related orphan receptor (ROR) and aryl hydrocarbon 
receptor (AhR) are key regulators of helper T (Th)17 cell differentiation. However, it remains unclear 
whether environmental chemicals, including dioxins, affect Th17 cell functions. In this study, we 
examined the AhR activity of 200 environmental chemicals using DR-EcoScreen assay, and found that several 
pesticides and isoflavones enhanced AhR-mediated transcriptional activity. These compounds increased the 
expression of IL-17A mRNA without effecting ROR mRNA levels in mouse T lymphoma EL4 cells. On the other 
hand, these chemicals did not affect the IL-17A gene expression in ROR- or AhR-knockdown EL4 cells. Taken 
together, these results suggest that several AhR agonists might enhance IL-17 production via ROR and AhR. 
This study also provides the evidence that environmental chemicals can act as modulators of IL-17 gene 
expression in immune cells.

研究分野： 衛生学、環境毒性学、免疫学
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１．研究開始当初の背景 
内分泌系・免疫系・神経系は、ホルモンや

サイトカインを介して密接に連携している
ことが知られている。近年、インターロイキ
ン(IL)-17 を特異的に産生するヘルパーＴ細
胞群（Th17）による自己免疫疾患やアレルギ
ーなどの免疫異常症への関与が注目されて
おり、この細胞分化を制御するマスター遺伝
子として、レチノイド関連オーファン受容体
（ROR）の他に、ダイオキシン受容体（AhR）
が報告されている。環境化学物質の中には
AhR に結合して生体へ悪影響を及ぼす物質
が数多く報告されており、これらの物質によ
る IL-17A を介した免疫異常症への関与が懸
念される。しかしながら、環境化学物質によ
る AhR を介した IL-17A 発現機構については
不明な点が多く、ROR による制御機構を含め
た詳細な議論が必要とされている。 
 
２．研究の目的 

in vitro レポーターアッセイ法を用いて環
境化学物質の AhR 活性の有無を調べ、マウ
スリンパ腫 EL4 細胞での IL-17A 遺伝子発現
や IL-17A 蛋白産生に及ぼす影響を明らかに
する。さらに、その作用機構において、ROR
やシグナル伝達転写活性化因子（STAT3）と
の関係についても明らかにする。 

 
３．研究の方法 
（１）試験物質： 農薬、難燃剤、可塑剤、
植物由来化学物質などの環境化学物質の標
準品を使用した。 
（２）AhR レポーターアッセイ：我々が以前
開発した高感度 な DR-EcoScreen 細胞株を使
用した。96 穴プレートに細胞を播種し、翌日
に試験物質を添加し培養後、さらに翌日
Steady-Glo試薬によりAhR依存的に細胞内に
産生されたルシフェラーゼ活性についてル
ミノメーターを用いて測定した。 
（３）IL-17A 遺伝子発現の測定：刺激剤
（PMA/ ionomycin あるいは抗 CD3/CD28 抗
体）処理した EL4 細胞の IL-17A 遺伝子発現
に対する試験物質の影響を RT-PCR 法にて測
定した。 
（４）ノックダウン細胞株の作製：AhR-ある
いはシグナル伝達転写活性化因子（STAT3）
-targeting shRNA 発現ベクターをそれぞれ
EL4 細胞に導入した AhR-knockdown EL4 細
胞及び STAT3-knockdown EL4 細胞を作製し
た。 
（５）IL-17A 蛋白の測定：刺激剤処理した
EL4 細胞における化学物質の IL-17A 産生応
答をフローサイトメトリーにより測定した。 
（６）STAT3 活性化の測定：リン酸化 STAT3
（Y705）に対する抗体を用いた Westernblot
（WB）法により解析した。 
（７）ROR・SRC-1 複合体形成の解析：ROR 
活性化に必須である転写コアクチベーター
SRC-1 との複合体形成に及ぼす影響を WB 法
により解析した。 

 
４．研究成果 
（１）環境化学物質における AhR 活性のスク
リーニング：DR-EcoScreen assay により約 300
物質の中から尿素系除草剤（リニュロン、デ
ュウロン、プロパニル）やイソフラボン類（バ
イオカニン A、フォルモノネチン、ゲニステ
イン、ダイゼイン）に AhR アゴニスト活性を
見出した。 
（２）EL4 細胞での IL-17A 遺伝子発現に及
ぼす農薬やイソフラボン類の影響：EL4 細胞
への添加実験により、リニュロンやバイオカ
ニン A が濃度依存的(0.1～10M)に IL-17A 
mRNA 発現を増強することを明らかにした。 
（３）EL4 細胞での IL-17A 蛋白産生に及ぼ
す影響： IL-17A 遺伝子発現に加え、バイオ
カニン A は EL4 細胞での IL-17A 蛋白産生を
増強することを認めた。 
（４）AhR ノックダウン細胞を用いた解析： 
AhR-knockdown EL4 細胞では、バイオカニン
A 添加による IL-17A 遺伝子発現の増強作用
はほとんど認められなかった。 
（５）STAT3 チロシンリン酸化に及ぼす影
響：EL4 細胞において、バイオカニン A 暴露
により STAT3 蛋白の増減に影響を認めなか
ったが、リン酸化 STAT3 の増加を認めた。さ
らに、BA は STAT3 リン酸化の増強とともに
Rorc 遺伝子発現を増強した。 
（６）STAT3ノックダウン細胞を用いた解析： 
STAT3-knockdown EL4 細胞では、バイオカニ
ン A 添加による IL-17A 遺伝子発現の増強作
用はほとんど認められなかった。 
（７）RORと SRC-1 との結合に及ぼす影響：
RORとコアクチベーターSRC-1 との相互作
用はバイオカニン A 存在下で増強した。この
作用は RORの AF2 欠損型では認められなか
った。 
本研究では、AhR 活性を有するイソフラボ

ン類の IL-17A 産生に対する影響及びその作
用機構を明らかにした。イソフラボン類の一
つ、バイオカニン A は AhR や STAT3 依存的
な IL-17A 遺伝子発現を正に制御して Th17 細
胞分化の機能に影響を与えることが示唆さ
れた。また、STAT3 の転写活性化機能に重要
な 705 番目のチロシンリン酸化の増強が認め
られた。さらに、我々の先行研究で認めたバ
イオカニン A の ROR 活性増強作用について、
さらに作用機構を詳細に検討した結果、バイ
オカニン A は ROR と SRC-1 の結合を増強
することが明らかとなり、特に ROR の AF2
領域が重要な役割を果たしていることが示
唆された。以上の結果から、バイオカニン A
は、ROR 活性を亢進して IL-17A 産生を増強
するが、その作用には AhR や STAT3 の双方
を介した活性化も重要であることが示され
た。 
最後に、本研究で新たに樹立された AhR 及

び STAT3 恒常的ノックダウン EL4 細胞は、
今後、他の化学物質による IL-17A 産生作用
の機序解明に有用であると考えられた。 
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