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研究成果の概要（和文）：ヘルパーT (Th) 細胞の一種であるTh17細胞は、関節リウマチや炎症性腸疾患などの自己免
疫疾患の発症にかかわることが知られている。そのため、この細胞の分化機構を解明することによって、これら疾患の
予防あるいは治療法の開発に結びつくことが期待できる。本研究において、脂質リン酸化酵素の一種であるホスホイノ
シタイド　３ーキナーゼ (PI3K) が、その下流に存在するAkt-mTORC1経路を介してTh17分化を正に制御することを見出
した。

研究成果の概要（英文）：Th17 cell is a kind of helper T (Th) cells which causes autoimmune diseases such a
s rheumatoid arthritis or inflammatory bowel disease. Therefore, to clarify the molecular mechanisms of Th
17 differentiation is thought to lead the effective prevention or the development of the effective therapy
. In this research, we demonstrated that phosphoinositide 3-kinase (PI3K)-Akt-mTORC1 signaling pathway pos
itively regulates Th17 differentiation.
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１．研究開始当初の背景 
ヘルパーT (Th) 細胞は、獲得免疫系が働
くために最も重要な細胞の１つであり、1980
年代においては、Th1 および Th2 という２つ
の異なる Th サブセットのバランスが崩れる
ことによって様々な疾患が起こりうると考
えられていた。しかし 1990 年代以降、この
バランスだけでは説明しきれない事象が多
く挙げられるようになり、未知の Th サブセ
ットの存在が示唆され、新たに制御性 T 
(Treg) 細胞と Th17細胞が発見されるに至っ
た。この Th17 細胞は IL-17A や IL-17F を産
生し、粘膜組織において細胞外寄生菌に対す
る生体防御に働く細胞である。しかしその一
方で、慢性関節リウマチや炎症性腸疾患など
を引き起こす細胞であるとも考えられてお
り、Th17 細胞の分化を制御することは、細菌
感染症のみならず自己免疫疾患の予防や治
療法を開発するにあたり、大変重要であると
考えられる。 
ホスホイノシタイド 3-キナーゼ (PI3K) 
は脂質リン酸化酵素の一種であり、様々な細
胞活動にかかわり、免疫細胞においても、B
細胞，樹状細胞，肥満細胞の分化・機能に重
要な役割を果たすことが報告されていた。ま
た、新たなサブセットである Treg 細胞にお
いては、その分化を負に制御することが明ら
かにされていたものの、Th17 分化に関する報
告は当時されていなかった。ところで申請者
らはこれまでに、胃粘膜に感染する細胞外寄
生菌であるHelicobacter pylori (H. pylori)
感染で引き起こされる胃炎において、胃粘膜
固有層に Th1 および Th17 細胞が浸潤するこ
とを見出したが、PI3K 欠損 (PI3K KO) マウ
スに H. pylori を感染させた時に、浸潤する
Th17 細胞の割合が減少することを見出し、
PI3K の活性が Th17 分化を制御する可能性が
あると考え、本研究を行うに至った。 
 
２．研究の目的 
 PI3K がその下流に存在する Akt-mTORC1 経
路を介して、Th17 分化をどのような分子機構
によって制御するかを明らかにすることを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) in vitro での Th17 分化誘導における
PI3K 活性の影響について 
まずPI3K活性がTh17分化に及ぼす影響
を調べるため、ナイーブ Th 細胞をマウス
より単離し、TCR 刺激存在下で IL-6 およ
び TGFと共に数日間培養し、Th17 分化の
効率を細胞内サイトカイン染色法および
ELISA 法にて検討した。この際に PI3K 阻
害剤の有無で分化効率を比較した。また、
PI3K KO マウス由来あるいはコントロール
マウス由来のナイーブ Th 細胞を単離し、
同様に比較した。 
(2) in vitro での Th17 分化誘導における
mTORC1 の重要性について 

PI3K による Th17 分化制御が、その下流
の Akt-mTORC1 経路へのシグナル伝達によ
るものかを調べるため、Th17 分化誘導さ
せる際に、mTORC1 阻害剤である rapamycin
を加え、同様に分化効率を比較して(1)の
結果と同じ傾向であるかを検討した。 
(3) in vitro での Th17 分化誘導における Akt
の関与について 
PI3K活性とmTORC1がTh17分化に影響を
及ぼしている場合、その間に存在する Akt
が関与していると考えられる。そこで、
tamoxifenを加えることによってAkt活性
を一過的に上昇させることのできるトラ
ンスジェニック(Akt-mer TG) マウスから、
ナイーブTh細胞を単離してTh17細胞に分
化させることにより、PI3K や mTORC1 の活
性を阻害した場合と逆の結果が得られる
かどうかについて検討した。 
(4) in vivo での Th17 分化誘導における
PI3K-mTORC1 経路の重要性について 
ナイーブ Th 細胞を Rag2 KO（B および T
細胞を欠いている）マウスに移入すること
により腸炎を引き起こすマウスモデルを
用い、この際に腸間膜リンパ節に存在する
Th17 細胞の割合が、rapamycin を投与する
ことによって、in vitro の場合と同様の
結果になるかについて検討した。 
(5) PI3K 活性阻害による Th17 細胞関連分子
発現の変化について 
PI3K 活性阻害によって Th17 分化効率が
変化した場合、Th17 関連分子の遺伝子発
現に何らかの変化があったと考えられる。
そこで、PI3K 活性を阻害した Th17 細胞お
よびコントロール Th17 細胞から RNA を抽
出し、Th17 関連分子の遺伝子発現を
RT-PCR にて検討した。これらのうち、Th17
分化効率と相関のあるものについて、Th17
からタンパクを抽出して、その分子に対す
る特異的抗体を用いてウェスタンブロッ
ト法にて、タンパクレベルでの発現変化を
検証した。 
(6) タ ン パ ク 強 制 発 現 系 を 用 い た
PI3K-Akt-mTORC1シグナル経路の分子機構
解析 
実 際 に Th17 細 胞 に お い て 、
PI3K-Akt-mTORC1経路によって制御されて
いる分子が(5)で明らかになったならば、
レンチウイルスを用いたタンパク強制発
現系を用いて、標的分子の過剰発現による
Th17 分化効率の変化が見られるかどうか
を検討した。 
(7) RORt の細胞内局在について 
Th17 細胞のマスター転写因子である
RORt は、IL-17A 遺伝子の転写調節領域に
結合して IL-17A の遺伝子発現を促すが、
そのためには RORt が核内に局在する必
要がある。そこで、蛍光抗体による細胞染
色を行い、PI3K 活性阻害による局在の事
変化を調べた。 
(8) RORt の核内移行と PI3K の関係性につい



て 
PI3K活性とRORtの核移行に相関が見ら
れた場合、RORt は核移行シグナルを持た
ないため，他の分子と会合して核内に移行
する可能性が考えられる。そこで、その候
補 分 子 を 検 索 し 、 培 養 細 胞 に
co-transfectionして細胞内での結合性に
ついて、免疫沈降法にて検証した。 
 
４．研究成果 
(1) Th17 細胞を分化させる際に PI3K 活性を
阻害することによって、Th17 分化の割合
が減少することを見出した。 
(2) Th17 細胞を分化させる際に mTORC1 活性
を阻害することによって、(1)の場合と同
様に Th17 分化の割合が減少した。 
(3) Th17 細胞を分化させる際に、(1)や(2)
とは逆に一過的に Akt の活性を増強する
ことによって、Th17 分化の割合を増強さ
せることが出来た。以上(1)-(3)のことか
ら、PI3K-Akt-mTORC1 経路が Th17 分化を
正に制御していることを見出した。 
(4) 腸炎を起こしたマウスの腸間膜リンパ
節に存在する Th17 細胞の割合を調べたと
ころ、rapamycin 投与によって mTORC1 活
性を阻害した群において、有意に減少して
いたことから、in vivo においても
PI3K-mTORC1 経路によって Th17 分化が正
に制御されていることが明らかになった。 
(5) Th17 分化時に PI3K あるいは mTORC1 の阻
害剤を加えた場合、加えていないコントロ
ール細胞と比較すると、予想に反して
RORt や RORなど Th17 分化に重要な転写
因子の遺伝子発現が減少することはなか
った。しかし、RORt の機能抑制因子であ
る Gfi1 遺伝子発現が上昇することを見出
し、これが一因であることが示唆された。
そこで Gfi1 タンパクの発現について調べ
たところ、やはり Th17 分化によって減少
した Gfi1 の量が、阻害剤を加えた場合に
増加する（元の発現レベルに戻る）ことが
明らかとなった。そこでさらにこの Gfi1
の 発 現 制 御 に つ い て 調 べ た が 、
PI3K-Akt-mTORC1 経路によって制御され、
かつ Gfi1 発現を抑える分子として Egr2
を見出した。 
(6) そこで Egr2 をレンチウイルスのシステ
ムを用いて Th17 細胞に強制発現させたと
ころ、予想通り Th17 分化の割合を促進さ
せることが出来た。また、Egr2 の上流か
つmTORC1の下流に存在するp70S6K1 (S6K1)
も強制発現させたところ、同様に促進させ
ることが出来た。以上の結果から、
PI3K-Akt-mTORC1 経路は、S6K1 を介してそ
の下流に存在するEgr2やGfi1の発現を制
御し、RORt による IL-17 遺伝子発現を制
御することを見出した。 
(7) Th17 分化開始 24 時間後に RORt 分子の
局在を調べたところ、コントロール Th17
細胞ではほとんどが核内に存在するにも

かかわらず、阻害剤処理した細胞では細胞
質 に 留 ま っ て い た こ と か ら 、
PI3K-Akt-mTORC1経路によってRORtの核
移行が促進される可能性が示唆された。 
(8) RORt の核移行を促進する分子の候補と
して、核移行シグナルを分子内に持ち、
PI3K-Akt-mTORC1 経路によって制御され
る分子として、p70S6K2 (S6K2) を候補と
した。実際に細胞内で RORt と S6K2 が結
合するかについて免疫沈降法で調べたと
ころ、結合することが確認された。また、
実際の Th17 細胞において、分化に伴って
S6K2 分子の発現は増加するが、この増加
は阻害剤の添加によって抑えられること
を 示 し た 。 以 上 の こ と か ら 、
PI3K-Akt-mTORC1 経路は S6K2 を介して
RORt の核内移行を促進することによっ
て、Th17 分化を制御することを見出した。 
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