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研究成果の概要（和文）：アトピー性皮膚炎・乾癬・自己免疫疾患の病態はまだ完全に解明されていないが、その一因
は免疫系の暴走が原因である。このような免疫系の過剰反応を抑える特殊なリンパ球が制御性T細胞である。本研究で
は、Helios発現細胞に蛍光タンパクを発現させたHeliosレポーターマウスを作製し、Heliosを発現する制御性T細胞を
生きた状態で解析した。その結果、Heliosを発現する制御性T細胞は強い免疫抑制活性を有することがわかった。Helio
sレポーターマウスは、過剰な免疫反応を効率的に抑制する方法の開発や、アレルギー疾患・自己免疫疾患の治療開発
にも応用できる。

研究成果の概要（英文）：Although etiology of atopic dermatitis, psoriasis, and collagen diseases is not 
fully clarified, it is partly explained by excessively activated immune system. Such over-activation is 
inhibited by special lymphocytes called regulatory T cells. In this project, we developed Helios-reporter 
mice, in which Helios-expressing cells expressed fluorescent proteins; and we analyzed live regulatory T 
cells expressing Helios. Our study revealed that Helios-expressing regulatory T cells possessed a strong 
suppressive activity. Helios-reporter mice are applicable for developing measures to restrain excessive 
immune responses or to treat allergic and autoimmune diseases.

研究分野： 皮膚科学・免疫学
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１．研究開始当初の背景 
 
開始当時、免疫反応を抑制する Foxp3<+>制

御性 T 細胞（以下、Treg）は、少なくとも、

胸腺由来の胸腺型と末梢リンパ組織に由来

する末梢誘導型の二つのサブセットがある

とされていた。しかし細胞表面分子で区別で

きないため、簡便な解析方法がなく、各サブ

セットを生かした状態で分離したり解析し

たりすることはできなかった。 
 

Treg の分類 
 胸腺型 末梢誘導型 
分化する部位 胸腺 末梢組織 
Foxp3 発現 あり あり 
表面マーカー 区別できない 
 
一方、申請者は、以前の研究で、胸腺内に存

在する胸腺型 Treg が転写因子 Helios を発現

することを RT−PCR で明らかにしていた。

実際 Helios 抗体で染色すると、胸腺内 Treg

はすべて Helios を発現していた。 

 

また、無免疫動物の脾臓 CD4+T 細胞を

Foxp3 と Helios で染色すると、Treg の大部

分は Helios 陽性だが、一部 Helios 陰性が含

まれていた。 
 

 

さらに試験管内で、通常の T 細胞から TGF-

βで誘導した Foxp3 陽性細胞は、Helios を

発現しなかった。 

 

以上の知見から、末梢誘導型 Treg は Helios

を発現しない集団に含まれるのではないか

と仮説をたてた。またこの仮説が誤りだとし

ても、Helios を発現する集団としない集団の

違いを明らかにすることは、一般的に Treg

と呼称されるT細胞サブセットの機能を明ら

かにする上で有用と考えた。 

 

２．研究の目的 

 

（1）Helios 陽性（以下、<+>）Treg を生か

した状態で分離し、その機能を解析すること。 

 

（2）またこの目的を達成するために、Helios

の発現を、細胞が生きた状態で検出できるマ

ウスを作出すること。 

 

 

３．研究の方法 

（1）Helios レポーターマウスの作出 

大腸菌染色体工学を用いて、マウス Helios

遺伝子座に蛍光タンパク Venus の cDNA を

組み込んだ。改変した遺伝子座と G418 耐性

遺伝子を含む DNA を、マウス ES 細胞にエ

レクトロポレーションで注入し、遺伝子改変

体を G418 で選別した。サザンブロット法で

組換え体の遺伝子構造を解析した結果、目的

の組換え体 ES 細胞を得た。このようにして

得た組換え体 ES 細胞をマウス受精卵に注入

し、キメラマウスを作出した。キメラマウス

の末梢血を解析し、Venus の発現率が高い個

体を C57BL/6 と交配し、産仔を得、遺伝子

組換えマウスをゲノム PCR で選別した。組

換えマウスは C57BL/6 に少なくとも 8 回以

上戻し交配した。 

 



 

（2）Helios 発現細胞の機能解析 

DNFB で遅延性皮膚炎（接触過敏反応、CHS）

を惹起するマウスの実験系を利用した。CHS

を誘導したマウスの皮膚・所属リンパ節から

T 細胞を回収し、その免疫抑制活性を in 

vitro で解析した。 

 
 

４．研究成果 

（1）Helios レポーターマウスの作出 

 

マウス Helios 遺伝子第 2 エキソンに Venus

遺伝子 cDNA を挿入し（下図 a）、Helios レポ

ーターマウスを作出した。作出したマウスに、

Foxp3<+>細胞が細胞表面分子ヒトCD2を発現

する Foxp3/hCD2 と交配した。 

 

こ の マ ウ ス を 用 い て 生 き た Treg を

Foxp3/hCD2 と Helios/Venus で区別して可視

化することに成功した（下図 b）。 

 

 

 
 

（2）皮膚炎に浸潤する Treg 分画の分取： 

DNFB で遅延性皮膚炎（接触過敏反応、CHS）

を惹起した皮膚・所属リンパ節から T細胞を

回収し、自動細胞分取装置で生きた状態で選

別した（下図 a）。 

 

（3）Helios<+>/Helios<->分画の T細胞増殖

抑制活性の比較（in vitro）： 

CHSに用いた脂溶性ハプテンDNFBと同じ抗原

性の水溶性ハプテン DNBS を培養液に加え、

各 Treg 分画の免疫抑制活性（共存する通常 T

細胞の増殖を抑制する度合い）を in vitro

で比較したところ、Helios<+>Treg が効率的

に細胞増殖を抑制した（下図 b 左）。一方抗

原非特異的に Treg を刺激してもやや効率は

低いがやはりHelios<+>Tregの抑制活性が優

っ た （ 下 図 b 右 ）。 こ の 結 果 か ら 、

Helios<+>Treg 集団は、単に抑制活性が高い

だけでなく、CHS に用いた抗原に特異的なク

ローンを多く含むことがわかった。 

 

 
 



 

（4）Helios<+>/Helios<->分画のサイトカイ

ン産生抑制活性の比較（in vitro） 

上の実験と同様の条件で、共存する通常 T細

胞のサイトカイン産生を抑制する能力につ

いて評価した（下図 c）。抗原特異的刺激では

IFN-γ産生に分画間の差はなかったが（下図

c左上）、IL-17 産生は Helios<+>Treg による

抑制効率が大きく優っていた（下図c左下）。

抗原非特異的刺激（anti-CD3）では、このよ

うなサイトカイン別の差は顕著でないが、や

はり抑制活性はHelios<+>Tregで優っていた

（下図 c右上下）。 
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