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研究成果の概要（和文）：本研究において、我々はCD8 T細胞において、IRF8がT細胞受容体／副刺激経路とγc―サイ
トカインシグナル伝達経路の２つのシグナルにより持続して活性化されていることを示した。阻害剤によりそれぞれの
シグナル伝達経路をブロックすると、IRF8の発現とCD8 T細胞のエフェクター分化は抑制された。GVHDモデルマウスに
おいてIRF8を欠損したCD8 T細胞は細胞障害性T細胞に分化できず、GVHDも軽減した。以上の結果より我々は、IRF8がT
細胞受容体／副刺激経路とγc―サイトカインシグナル伝達経路を統合することで、ナイーブCD8 T細胞のエフェクター
CD8 T細胞への分化を促進することを示した。

研究成果の概要（英文）：We previously reported that γc-cytokines, especially IL-15, play a critical role 
in determining whether or not CD8 cells exert cytotoxic activity in an experimental GVHD mouse model. We 
then hypothesized that cooperation between γc-cytokine and TCR/co-stimulation signaling is critical in 
enabling the transition of naive CD8 T cells into effector cells. In this study, we demonstrated that the 
transcription factor interferon regulatory factor 8 (IRF8) is persistently activated by these two signals 
in CD8 T cells. Blocking these signaling pathways by either a ZAP70 inhibitor or a Jak3 inhibitor 
abrogated IRF8 upregulation and inhibited effector differentiation in CD8 T cells. In an experimental 
GVHD mouse model, IRF8 deficient CD8 T cells failed to differentiate into cytotoxic T cells, causing 
reduced pathology. Together, our work shows that IRF8 integrates the TCR/co-stimulation and γc-cytokine 
signaling pathways and drives transition of naive CD8 T cells to effector cells.

研究分野： 皮膚免疫学
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１．研究開始当初の背景 
(1)K14-OVATg マウスを用いた免疫反応、免疫

寛容の誘導と阻止 

我々は皮膚に対する免疫反応、免疫寛容のメ

カニズムを理解するために、K14 プロモータ

ーを用いて膜結合型 chicken ovalbumin 

(OVA)を皮膚に発現させたK14-mOVAトランス

ジェニック（Tg）マウスを作成した 1,2。MHC 

class I 拘束性に OVA を認識する T 細胞受容

体を過剰に発現させた OT-I マウスを用いる

ことで、K14-mOVATg マウスの自己抗原（OVA）

に対する免疫反応／免疫寛容を惹起させる

ことが可能である。K14-mOVATg マウスに

CD8OT-I 細胞を移入すると、移植片対宿主病

（GVHD）に類似する皮膚病変を誘発すること

ができる 1。我々はこの系を用いて、IL-15 が

免疫反応と免疫寛容を決定づける重要な因

子であることを報告した 3。 

(2)免疫反応、免疫寛容を決定づける可能性

のある転写因子 IRF8 の同定 

上記 GVHD モデルマウスで、IL-15 が免疫反応

の有無を決定することが示唆されたため、次

に免疫反応の有無が決まるチェックポイン

トに関わる遺伝子を分子レベルで明らかに

することにした。in vivo の系では十分量の

細胞を得ることが困難であったため、IL-15

を添加することで増殖しエフェクター機能

を獲得するが、添加しないと抗原に反応しな

い OT-I 細胞の培養条件を見出し、マイクロ

アレイで発現遺伝子を比較した。免疫反応を

起こす OT-I 細胞にのみ持続して高値に発現

していた遺伝子は 144 個あったが、そのうち

CD8 T 細胞での役割がよく分かっていなかっ

た interferon regulatory factor 8(IRF8)

に着目することにした。 

 
２．研究の目的 
(1)CD8 T 細胞のエフェクター分化における

IRF8 の役割の解明 

IRF8の CD8 T細胞における役割の詳細につい

てはよく分かっていない。我々は OT-I/IRF8

ノ ッ ク ア ウ ト (KO) マ ウ ス を 作 製 し 、

OT-I/IRF8KO細胞をK14-mOVATgマウスに移入

することで GVHD 反応が減弱することを見出

した。移入した細胞を生体内より分離し、そ

のエフェクター機能（サイトカイン産生能、

細胞殺傷能）をしらべたところ、予備実験で

は IFN-の産生、細胞殺傷能ともに OT-I 細胞

と比較して低下していたことより、IRF8 が

CD8 T 細胞のエフェクター分化に関わってい

ることが示唆された。本研究ではこの結果の

再現をとること、in vitro の系でさらに詳し

く調べることを目的とした。 

(2)K14-mOVATgマウスにおいてIRF8とともに

CD8 T 細胞のエフェクター機能に関与してい

る IRF 転写因子の同定 

CD8 T 細胞のエフェクター機能は、IRF8 を欠

損させても減弱はするものの完全に消失す

るわけではないことより、K14-mOVATg に移入

した CD8 T 細胞においては他の転写因子の関

与も考えられた。IRF8 は、他の IRF ファミリ

ー転写因子とダイマーをつくりその機能を

発揮することが分かっている。本研究では

IRF8の CD8 T細胞のエフェクター機能におけ

る役割を、他の IRF ファミリー転写因子との

相互作用の観点から明らかにすることを目

的とした。 

 
３．研究の方法 

in vivo の実験系としては、OT-I/IRF8KO マウ

スを作成し、OT-I/IRF8KO 細胞を K14-mOVATg

マウスに移入することで、正常の OT-I 細胞と

その増殖能、活性化の程度、エフェクター機

能を比較検討した。具体的には OT-I/IRF8KO

マウスのリンパ節、脾臓より MACS beads と CD8

カラムを用いて OT-I/IRF8KO 細胞を高純度に

分離した。分離した細胞をマウスに移入後、

体重測定と視診で GVHD を診断評価し、皮膚の

一部を生検して確定診断とした。また移入し

た 細 胞 の 評 価 の た め に 、 宿 主 で あ る

K14-mOVATg マウスよりリンパ節、脾臓を摘出

して、フローサイトメトリーを用いて、移入



した細胞の表面マーカーとサイトカイン産生

能などを調べた。in vitro の実験系としては

OT-I 細胞を抗原で刺激し、IRF8 あるいは他の

IRF 転写因子の mRNA の発現レベルと表面マー

カー、エフェクター機能との間にどういった

関係が見られるかを調べた。具体的には培養

した細胞を 6, 24 時間後に回収し、RNA を抽出

後 real-time PCR を施行し IRF8 あるいは他の

IRF転写因子のmRNAの発現レベルを定量した。

また同じ培養細胞を 24 あるいは 48 時間後に

回収し、フローサイトメトリーを用いて活性

化マーカーを調べた。さらに培養細胞の上清

を 48 時間後に回収し、上清中の IFN-のレベ

ルを ELISA で調べた。次に IRF8 が抗原刺激

（TCR signaling）や、特定のサイトカインの

刺激（c signaling）により引き起こされるシ

グナル伝達系のどこに位置するかを調べた。

具体的にはこれらのシグナル伝達系を抑制す

る阻害剤の存在下に、OT-I 細胞を培養し、上

記と同様に real-time PCR,フローサイトメト

リー、ELISA を行った。 

 
４．研究成果 

(1)IRF8 は CD8 T 細胞の活性化分子である。 

IRF8 は免疫細胞に限局して発現がみられる

唯一の IRF family 転写因子である。しかし

CD8 T 細胞における発現についてはあまり研

究がなされてこなかった。我々の研究の結果、

ナイーブ CD8 T 細胞では発現が見られず、CD8 

T 細胞を抗 CD3/CD28 抗体を用いて in vitro

で刺激すると、IRF8 の発現は mRNA および蛋

白レベルにおいても、刺激後 6時間でピーク

になり、12 時間、24 時間後には漸減してい

ったことより、IRF8 の発現は CD8 T 細胞の活

性化に伴い上昇することが明らかとなった。 

(2)CD8 T細胞のエフェクター機能の発現には

JAK-STAT 経路と T 細胞受容体(TCR)／副刺激

経路が IRF8 により統合される必要がある。 

我々のマイクロアレイの結果より、CD8 T 細

胞が十分に機能的なエフェクター細胞に分

化するためには、c-サイトカイン経路と T

細胞受容体／副刺激経路が統合する必要が

あることが示唆されていた。これを証明する

ために各経路の阻害剤を用いて OT-I 細胞の

増殖、IFN-の産生等を検討した。c-サイト

カイン経路をブロックする JAK 阻害剤

（CP-690550）の存在下で OT-I 細胞を抗

CD3/CD28 抗体で刺激したところ、増殖は抑制

されなかったが、IRF8mRNA の発現、IFN-の

産生、活性化マーカーCD25、CD69 の発現は、

阻害剤の容量依存的に抑制された。同様に T

細胞受容体経路をブロックするZap70阻害剤

（piceatannol）存在下に同様の実験を行っ

たところ、IRF8mRNA の発現、IFN-の産生は

阻害剤の容量依存的に抑制された。 

(3)IRF8 欠損 OT-I 細胞は K14-mOVATg マウス

の GVHD 反応を軽減する。 

IRF8 が OT-I 細胞のエフェクター機能に直接

関 わ っ て い る か し ら べ る た め に 、

OT-I/IRF8KO マウスを作成した。OT-I/IRF8KO

マウスより OT-I/IRF8KO 細胞を分離し、

K14-mOVATg マウスに養子移入したところ、

GVHD の臨床症状（体重減少、皮膚粘膜病変な

ど）は野生型の OT-I 細胞を移入したマウス

と比べ減弱した。 

(4)IRF8 欠損 OT-I 細胞の分裂能は正常だが、

エフェクター機能は減弱する。 

次に我々は CD8 T細胞の活性化における IRF8

の役割について検討した。まず分裂能をしら

べるために、CFSE で標識した OT-I/IRF8KO 細

胞を K14-mOVATg マウスに移入したところ、

野生型 OT-I 細胞と同程度の分裂能を示した

ことより、IRF8 は CD8 T 細胞のクローナルな

増殖を直接的には制御していないといえる。

この結果に合致して、OT-I 細胞あるいは

OT-I/IRF8KO細胞をK14-mOVATgマウスに移入

後 5日目の所属リンパ節、脾臓において、増

殖した OT-I 細胞と OT-I/IRF8KO 細胞の数に

は違いは見られなかった。ところが活性化マ

ーカーの発現をフローサイトメトリーで解

析 し て み る と 、 OT-I 細 胞 は



CD25highCD44highCD62Llowの形質を示し十分に活

性化されていた。一方OT-I/IRF8KO細胞では、

CD25 の上昇が少なく、CD62 も高値のままで

あり、活性化の程度は不十分であったことよ

り、IRF8 は細胞分裂には関与していないが、

CD8 T 細胞の phenotypic maturation に関与

している可能性が考えられた。そこで

OT-I/IRF8KO 細胞のエフェクター機能をしら

べたところ、IFN-の産生能と殺傷能は OT-I

細胞に比べ、OT-I/IRF8KO 細胞では低下して

いた。このことより IRF8 は CD8 T 細胞のエ

フェクター機能に関与していると考えられ

た。 

(5)IRF4 も CD8 T 細胞の活性化分子である。 

IRF8 は、他の IRF ファミリー転写因子とダ

イマーをつくりその機能を発揮することが

分かっている。CD8 T 細胞の活性化に伴い、

IRF8と平行して発現のみられるIRFファミリ

ー転写因子があるかどうかをまず in vitro

の系で検討した。免疫細胞に発現の見られる

IRF 転写因子は、IRF1、2、4、5、7、8 であ

るので、抗 CD3/CD28 抗体で刺激した OT-I 細

胞を用いて real-time PCR でこれらの発現を

経時的にしらべた。このうち IRF4 のみが、

IRF8と同様に CD8 T細胞の活性化とともにそ

の発現が見られ、6 時間後にピークになり、

12、24 時間後には発現が低下した。この結果

より IRF8 とともに CD8 T 細胞のエフェクタ

ー機能に関与している可能性が考えられた。 
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