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研究成果の概要（和文）：Schnurri-3 (Shn-3)はT細胞の活性に伴い発現が誘導される分子である。T細胞特異的Shn-3
欠損マウスにTh2免疫応答を起こす抗原を免疫した所、それに伴うTh2サイトカインおよびIgの産生がコントロールマウ
スに比べ低下していた。一方、Shn-3欠損CD4T細胞をTh17細胞分化誘導条件下で培養を行ったところ、Shn-3欠損T細胞
ではTh17分化が優位に促進された。さらにT細胞特異的Shn-3欠損マウスにEAEを誘導した所、臨床スコアがコントロー
ルマウスに比べ優位に悪化した。これらの結果より、Shn-3は機能型ヘルパーT細胞の分化において重要な働きがある分
子である事が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Schnurri-3 (Shn-3) is an essential molecule for the early stage of Th2 differentia
tion for regulation of IL-4 production by AP-1. Upon immunization with antigen, T cell-specific Shn-3 cond
itional knockout (Shn-3 TKO) mice had low IgE production compared to immunized control mice. Moreover, whe
n CD4+CD62L+ naive T cells were cultured under condition to promote Th17 differentiation, Shn-3-deficient 
CD4+T cells differentiated to a Th17 phenotype more frequently than control CD4+T cells. Furthermore, Shn-
3-TKO mice exhibited intense exacerbation of development and progression of T cell-mediated autoimmune dis
ease EAE. These data suggest that Schnurri-3 plays an important role in determining the phenotype of helpe
r T cells during an immunoresponse.

研究分野：

科研費の分科・細目：

14

キーワード： 免疫学　シグナル伝達　Schnurri-3　ヘルパーT細胞

6913



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ウイルスや細菌等から身を守る免疫応答の
要として存在するヘルパーT 細胞の分化には、
T 細胞レセプター(TCR)およびサイトカイン
レセプターからのシグナルの存在が重要な
働きを担っている。これまでに申請者は
Schnurri-3 (Shn-3)が T 細胞の活性化後にそ
の発現が誘導され、Th2 細胞分化の促進に寄
与し、Th2 型の免疫応答に関与する分子であ
ることを明らかにしてきた。一方、Shn-3 は
様々な免疫細胞において発現している事が
分かっており、T 細胞以外の免疫細胞におい
ても何らかの働きがあると考えられるが、そ
の役割についてはいまだ不明のままである。
一方、 理研などのマイクロアレイのデータ
ベースより、Shn-3 は様々な免疫細胞におい
て発現している事が明らかとなっているが、
その役割についてはいまだ不明のままであ
る。また、ショウジョウバエの Shn、哺乳類
の Shn2 が発生・分化に重要である TGF-β
シグナルに寄与することが報告されている
が、TGF-βシグナル 2 おける Shn-3 の役割
は明らかとなっていない。近年、TGF-βシグ
ナルは新しく発見されたヘルパーT 細胞であ
る Th17、Th9 または誘導性制御性 T(iTreg)
細胞の分化に必要であること、また B 細胞に
おける IgAのクラススイッチに必要なことが
明らかとなっていることから、T 細胞や B 細
胞において発現が確認される Shn-3 がこれ
らの細胞における TGF-βシグナルにも関与
することが示唆される。 
 
２．研究の目的 
上記の背景をふまえ、本研究では、ヘルパー
T細胞におけるShn-3の更なる役割を解明し
つつ、Shn-3 の TGF-βシグナルのへの関与
を検討する。さらに、Cre-Loxp システムを
用い、様々な免疫細胞特異的 Shn-3 欠損マウ
スを作製し、T 細胞以外の様々な免疫細胞に
おける Shn-3 の役割を解明し、生体防御反応
における Shn-3 の役割を明らかにする事を
目的とする。  
 
３．研究の方法 
(1) 実験使用動物 
Schnurri-3 の exon4 を loxp 配列で挟んだ遺
伝子改変マウスを作成し、CD4-cre トランス
ジェニックマウスと交配する事でT細胞特異
的 Shn-3 欠損マウスを樹立した。コントロー
ルマウスとして CD4-cre トランスジェニッ
クマウスを使用した。両マウスとも C57BL/6
マウスに 10 回戻し交配したマウスを使用し
た。 
 
(2) 末 梢 リ ン パ 組 織 か ら の naïve 
CD62L+CD4T 細胞の単離精製 
脾臓細胞からの naive CD62L+CD4T 細胞細
胞の単離精製には Miltenyi biotec の Naive 
CD4+ T Cell Isolation Kit (130-104-453)を
使用した。実験に使用した CD62L+CD4T 細

胞は 90%以上の精製率の細胞を使用した。 
 
(3) ヘルパーT 細胞分化誘導法 
CD62L+CD4T 細胞を抗 CD3 抗体(5g/ml: 
plate coated) と 抗 CD28 抗 体 (2g/ml: 
soluble) で刺激を行い、 Th1 分化環境 : 
mrIL-12 (10ng/ml)、抗 IL-4 抗体(10g/ml: 
soluble)、Th2 分化環境: mrIL-4 (10ng/ml)、
抗 IL-12 抗体 (10g/ml) 、抗 IFN抗体
(10g/ml)、Th17 分化環境: mrIL-6 (20ng/ml)、
mrIL-23 (10ng/ml)、hrTGF (2.5ng/ml)、抗
IL-4 抗体(2g/ml)、抗 IFN抗体(2g/ml)の環
境化で培養を行った。その後、細胞内サイト
カイン染色法により産生しているサイトカ
インの検出を行った。 
 
(4)非リンパ組織 CD4T 細胞からのサイトカ
イン産生の検出 
非リンパ組織からリンパ球を精製、分離し、
1x106 細胞をモネンシン: 2M の存在下で
PMA（Phorbol 12-Myristate 13-acetate）: 
10ng/ml、ionomycin: 1g/ml で 4 時間刺激
を行い、4%パラホルムアルデヒドで固定を行
い、0.5%Traiton-X を含む細胞透過処理溶液
で透過処理を行い、その後抗サイトカイン抗
体を用いて細胞内染色を行い、非リンパ組織
CD4T 細胞からのサイトカイン産生を検出し
た。 
 
(5) OVA 免疫と OVA 特異的 Ig の検出 
コントロールマウスとT 細胞特異的 Shn-3
欠損マウスおよびB細胞特異的Shn-3欠損
マウス（各 8~9 匹）に Alum と卵白アルブ
ミン(OVA: 1mg/ml)を等量混和し、200l/マ
ウスで腹腔内注射により免疫を行う。免疫 16
日後に OVA のみで再免疫を行う。免疫 0、11
または 14、19 日に血清を回収し、OVA 特異
的な血清中の IgM, IgG1, IgG2a, IgG2b, 
IgG2c, IgA, IgE を ELISA により検出を行っ
た。 
  
(6)S. mansoni egg 投与 
マウスに凍結融解を繰り返す事で非活性化
状態の S. mansoni eggs (D. Jankovic 博士, 
NIH, Bethesda, MD, からの贈与) を 5 × 
103 eggs/マウスで腹腔内投与を行い、6 週間
後に脾臓細胞を soluble egg antigen (SEA, 
D. Jankovic 博士, NIH, Bethesda, MD, か
らの贈与) 0, 1, 5, 20 mg/mlで in vitroにおけ
る再刺激を行い、培養 3 日後の培養上清中の
サイトカインを ELISA により検出した。 
 
(7) 実 験 的 自 己 免 疫 性 脳 脊 髄 炎
(Experimental autoimmune 
encephalomyelitis, EAE) 
野生型マウスおよびT細胞特異的Shn-3欠
損マウスに MOG35-55 ペプチド 100g と
CFA を 200l/マウスで等量混和し、エマル
ジョン化したペプチドを左右の背中と両脇
腹に各 50l ずつ皮下注射を行う。



Pertussis Toxin (PTx)を感作当日と 2 日後
の 2 回 200ng/PBS 200ml/マウスで投与す
る。MOG ペプチド感作後 7 日より、臨床
スコアを観察する。臨床スコアは以下の通
りとした。 
0: 正常、1: 尾の先が垂れる、2: 尾の完全
下垂、3: 片後肢麻痺、4: 両後肢麻痺、5: 前
肢麻痺を含む両後肢麻痺、6: 死亡 
 
 
４．研究成果 
1) T 細胞特異的 Shn-3 欠損マウスに Th2免疫
応答を起こす抗原 (Figure.1A)や寄生虫卵
抗原(Figure.1B)を免疫し、これら抗原に対
する免疫応答を解析したところ、T 細胞特異
的Shn-3欠損マウスでは野生型マウスに比べ
IL-4 や IL-5 などの Th2 サイトカインの産生
および抗原特異的 IgG1 および IgE の産生な
どの Th2 免疫応答が顕著に減少していた。 
 

Figure 1. Impaired Th2 responses by T cell 
specific shn-3- deficient mice 
(A) Antigen-specific IgG1, IgG2a and IgE in the 
serum from shn-3-sufficient (○, n = 4) or 
deficient (●, n = 4) mice immunized with OVA in 
alum  (day 0).  Mice were re-immunized with 
OVA in PBS at day 16.  Serum from each mouse 
was obtained and examined 0, 11 and 19 days 
after immunization by ELISA.  (B)  In vitro 
recall response by CD4 T cells from 
shn-3-sufficient (○, n = 8) or -deficient (●,  n 
=8) mice immunized with inactivated S. mansoni 
eggs.  Mice were injected intraperitoneally with 
inactivated S. mansoni eggs and splenocytes were 
collected 6 weeks later.  Splenocytes were then 
re-stimulated for 3 days with soluble SEA (0, 5, 
or 20mg/ml) and the amount of secreted 

cytokines was determined by ELISA using 
culture supernatant.  Data are from four (A) or 
eight (B) independent experiments. *P < 0.05 
(Student's t-test. mean and s.e.m.). 
 
2) また、Shn-3 欠損 CD4T 細胞では AP-1 の
DNA 結合能が減少している事が原因で初期刺
激における IL-4 産生の減少が示唆されてい
た事から、Shn-3 欠損 CD4T 細胞における AP-1
遺伝子である c-jun, Junb の mRNA の発現量
を定量的 PCR を用いて検討を行ったが、野生
型 CD4T 細胞と Shn-3 欠損 CD4T 細胞との間で
これら遺伝子の mRNA の発現量に差は認めら
れなかった(Figure 2)。これらの事から、
Shn-3 は AP-1 分子の安定性を高めることで
IL-4 産生を促進する可能性が示唆された。 

Figure 2.  Reduced expression of AP-1 
components by activated shn-3-deficient CD4+ 

T cells 
Expression of c-jun and junb mRNA by 
shn-3-sufficient or deficient CD4 T cells.  shn-3 
sufficient (open bars) or deficient (closed bars) 
CD4 T cells were stimulated anti-CD3 plus 
anti-CD28 mAbs and mRNA was isolated after 2 
or 3 days stimulation.  c-jun and junB mRNA 
level was determined by real time PCR.   
 
3) さらなる T 細胞における Shn-3 の役割の
解明のため、非免疫時における肺や腸管など
の非リンパ系組織中の CD4T 細胞がどのよう
なサイトカイン産生しているかを確認した
ところ、T細胞特異的Shn-3欠損マウスでは、
自己免疫疾患の発症に深く関与するIL-17産
生 CD4T 細胞 (Th17) の割合がコントロール
マウスと比べ優位に増加していた。そこでナ
イーブCD4T 細胞をTh17細胞分化誘導条件下
で培養を行ったところ、Shn-3 欠損 CD4T 細胞
では野生型 CD4T 細胞に比べ、優位に Th17 分
化が促進された(Figure 3)。 



 
 
 
Figure 3. Enhanced Th17 differentiation in 
Schnurri-3 deficient CD4+T cells under the 
Th17 induction condition 
CD4+CD62Lhi naive T cells from Shn3 sufficient 
and Shn3 deficient mice were stimulated 
plate-bound anti-CD3 (5g/ml) plus anti-CD28 
(2g/ml) or APCs plus soluble anti-CD3 
(1g/ml) with Th17 culture condition. (A) After 3 
days, IFNg- and IL-17-producing cells were 
analyzed by intracellular cytokine staining. 
 
 
4) Th17 分化誘導条件の培養において Shn-3
欠損 CD4T 細胞では Th17 分化の促進が認めら
れた事から、Th17 がその発症に大きく関与す
る実験的自己免疫性脳脊髄炎(Experimental 
autoimmune encephalomyelitis, EAE)を用い
て検討を行った。すると T 細胞特異的 Shn-3
欠損マウスは EAE 誘導後、コントロールマウ
スに比べ臨床スコアが優位に悪化した 
(Figure 4)。 
 
 
Figure 4. Enhanced EAE clinical score in 
T cell specific Schnurri-3 deficient mice.  
 
 
5) Th17 分化に重要な TGF-β, IL-6, IL-23
について検討したところ、CD4T 細胞において
Shn-3 はこれらサイトカンに対して影響を及
ぼさなかった。一方、T細胞が産生する IL-2
は Th17 分化抑制因子である事が報告されて
いる。Shn-3 欠損 CD4T 細胞は野生型 CD4T 細
胞に比べて、抗原刺激時における IL-2 産生

が低い事から、これが原因で Th17 細胞分化
が促進しているのではないかと仮説を立て、
IL-2または抗IL-2抗体をTh17分化誘導条件
下に加え培養した。すると予想通り、Shn-3
欠損 CD4T 細胞の IL-17 分化を制御する事が
出来た。これら結果より、CD4T 細胞において
Shn-3 は IL-2 産生を制御する事で Th17 分化
を 制 御して い る事が 明 らかと な っ た 
(Figure 5)。 

 
 

 
 
Figure 5. Enhanced Th17 differentiation in 
Schnurri-3 deficient CD4+T cells is 
dependent on IL-2.  
CD4+CD62Lhi T cell from Shn3 sufficient 
CD4cre and Shn3 deficient mice were 
stimulated with anti-CD3 plus anti-CD28, 
in the presence of various concentrations 
of hIL-2 (A) or various concentrations of 
anti-mouse IL-2 (B). After 7 days 
IFN-gamma- and IL-4-producing cells were 
analyzed by intracellular cytokine 
staining. (C) The percentage of IL-4+ 
cells at day 7 of stimulation with the (A), 
(B) culture condition. 
 
 
6) B 細胞における Shn-3の役割を検討するた
め、B細胞特異的Shn-3欠損マウスを作成し、
OVA/Alum 免疫後における血清中の IgG1, 
IgG2b, IgG2c, IgM, IgA, IgE 産生について
ELISA を用い検討したが、コントロールマウ
スと B細胞特異的 Shn-3 欠損マウスの間に有
為な差は認められなかった。 
 

Figure 6. Immune globulin production by B 
cell specific shn-3- deficient mice 
Antigen-specific IgG1, IgG2b, IgG2c, IgM, IgA 
and IgE in the serum from shn-3-sufficient (○, n 
= 6~8) or deficient (●, n = 6~8) mice immunized 
with OVA in alum  (day 0).  Mice were 
re-immunized with OVA in PBS at day 16.  
Serum from each mouse was obtained and 
examined 0, 14 and 19 days after immunization 
by ELISA.   
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