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研究成果の概要（和文）：申請者らは、転写因子early response gene 2(Egr2)を特異的に発現するCD4陽性CD25陰性LA
G3陽性新規制御性T細胞(LAG3 Treg)を近年同定した。申請者は、サイトカインinterleukin(IL)-27がナイーブCD4陽性T
細胞にEgr2、LAG3双方を誘導することを見出しており、本研究により、IL-27誘導性CD4陽性T細胞がB細胞からの抗体産
生をTGF-β3依存性に抑制することが明らかとなった。更に、IL-27からEgr2発現に至るシグナル伝達が、転写因子STAT
3を介することも示された。本研究にて新たな全身性エリテマトーデス治療に繋がる知見が得られた。

研究成果の概要（英文）：We have recently reported the CD4+CD25-LAG3+ new regulatory T cells (LAG3 Treg), 
which specifically express the transcriptional factor early response gene 2 (Egr2). The applicant has 
already found that interleukin　(IL)-27 cytokine can induce both Egr2 and LAG3 on naive CD4-positive T 
cells. In this project, it was shown that the IL-27-induced CD4-positive T cells can suppress antibody 
production from B cells. In addition, the applicant revealed that IL-27 signal can be transduced by the 
transcriptional factor signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3), resulting in Egr2 
expression. These findings provide insights into the novel therapeutic potential for systemic lupus 
erythematosus (SLE).
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１．研究開始当初の背景 
自己免疫応答・寛容のメカニズムは急速に解
明が進んでいるが、細胞レベルでは制御性
(regulatory)T 細胞（以下 Treg）が自己免疫
寛容維持において中心的役割を果たしてい
ることが広く知られている。Tregの中で主要
なものは、CD4陽性 CD25陽性細胞の表現型
を持ち、多様な自己抗原の免疫寛容に関与す
る。CD4陽性 CD25陽性 Tregを規定する転
写因子として Foxp3 が同定されたことによ
り、その制御機構に関する研究が世界中で精
力的に行われている。一方で、Foxp3に規定
されない Treg の存在も明らかになり、抗原
特異的に末梢において誘導される Foxp3 陰
性誘導性(inducible)Treg として解析されて
いる。従来報告されたタイプ 1制御性 T細胞
(Tr1)は、ヒトやマウスの CD4陽性 T細胞を
生体外で高濃度の IL-10 で刺激した際に、
IL-10およびTGF-を産生するT細胞サブセ
ットとして同定され、IL-10依存性に T細胞
の活性化と腸炎発症を抑制する。申請者らの
研究室（以下当研究室）の岡村らは、CD4陽
性 CD25 陰性 LAG3 陽性 Egr2 陽性新規
Treg(以下 LAG3+ Treg)を同定した。LAG3+ 
Treg も IL-10 がその抑制能発揮に重要な点
で、Tr1 を含む IL-10 産生 Treg サブセット
の一つと捉えることが可能である。Egr2 は
zinc finger型の転写因子の一つで、当研究室
と理研の共同研究により、EGR2 の single 
nucleotid polymorphism (SNP)がヒトの全
身性エリテマトーデス（以下 SLE）と関連す
る こ と が 明 ら か に な っ て い る
(Hum.Mol.Genet. 19:2313-2320,2010)。また、
T 細胞特異的 Egr2 欠損マウスで、脱毛や皮
膚症状、抗 ds-DNA抗体を認め、免疫複合体
や IgG 沈着を伴う糸球体腎炎といった SLE
様 症 状 を き た す と い う 報 告 が あ る
（J.Exp.Med. 205:2295-2307,2008）。これら
のことから、LAG3+ Tregはヒトの自己免疫
疾患の制御に関わっている可能性が想定さ
れる。今後の治療応用を考える上で LAG3+ 
Treg を誘導するサイトカインの同定は非常
に重要であると考えられ、申請者は、LAG3+ 
Tregが IL-10を産生すること、一方で IL-10
を高産生する Tr1細胞が IL-27により誘導さ
れることを手掛かりとして、IL-27 がナイー
ブ CD4陽性 T細胞に Egr2および LAG3の
双方の発現を誘導することを見出した。更に、
CD4 陽性 T 細胞における IL-10 産生に重要
な転写制御因子Blimp-1のプロモーター活性
が Egr2 により制御されることを、ルシフェ
ラーゼアッセイおよび免疫沈降法(ChIPアッ
セイ)を用いて証明し、Egr2が IL-27による
IL-10 産生誘導に必須であることを明らかに
した(Y. Iwasaki et al. Eur. J. Immunol. 
43:1063-1073,2013）。 
 
２．研究の目的 
上述の結果は、IL-27 が Egr2 発現誘導を介
して LAG3+ Tregの分化を促進し、SLEの病

態制御に寄与している可能性を示唆してい
る。実際に、SLE モデルマウス MRL/lpr に
IL-27R(WSX1)を過剰発現させると病態が
改 善 し （ Ann. Rheum. Dis. 
67;1461-1467,2008）、WSX1 を欠損した
MRL/lpr マウスは糸球体腎炎が増悪するこ
と が 報 告 さ れ て い る  (J. Immunol. 
175;7185-7192,2005)。一方で IL-27 は Th1
免疫応答を増強し、B細胞に対しては分裂と
抗体産生を促進させる炎症性サイトカイン
としての側面ももつ。さらに IL-27トランス
ジェニックマウスでは IL-2 の産生抑制によ
り Foxp3 陽性制御性 T 細胞の分化が抑制さ
れ、全身性に炎症反応が惹起されることも報
告 さ れ て い る  (J. Immunol. 
187:266-273,2011)。従って、IL-27そのもの
の投与による治療応用は難しいと考えられ
るが、IL-27により制御能を誘導した T細胞
による細胞治療の可能性は期待される。本研
究では IL-27によるT細胞の制御活性誘導時
の分子機構の詳細な解明を行い、自己免疫疾
患の病態解明や新規治療法開発の礎となる
知見を得ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) IL-27により誘導されたEgr2高発現CD4
陽性LAG3陽性T細胞の試験管内における、免
疫抑制能を検討した。具体的にはC57BL/6マ
ウス(以下B6マウス)よりB細胞を分離し、
IL-27刺激下で培養したナイーブT細胞との共
培養を行い、B細胞の分裂抑制能およびB細胞
からの抗体産生抑制能を検討した。 

 

(2) IL-27により誘導されたEgr2高発現CD4
陽性LAG3陽性T細胞の生体内における免疫
抑制能を検討した。B6マウスより分離したB
細胞とヘルパーT細胞を移入したRAG1欠損
マウス(以下RAG1 KOマウス)を免疫した際
に抗体産生が誘導されるが、そこにサイトカ
イン刺激なしで培養されたCD4陽性T細胞な
いしIL-27により誘導されたEgr2高発現CD4
陽性LAG3陽性T細胞を各々養子移入するこ
とで、移入したT細胞による免疫抑制能を検証
した。 

 
４．研究成果 
(1) IL-27誘導性 Egr2高発現 CD4陽性 T細
胞の抗体産生抑制活性の in vitro解析：先ず、
B6マウスよりナイーブCD4陽性T細胞を分
離し、T 細胞受容体刺激下で、IL-27 添加・
非添加で培養した。その後、培養した CD4
陽性 T細胞と新たに B6マウスより分離した
B細胞を、B細胞刺激下で共培養し、B細胞
の抗体産生能および分裂能を指標に、T細胞
による抑制能を評価した。その結果、IL-27
刺激を受けた CD4陽性 T細胞は、B細胞の
抗体産生および分裂を有意に抑制すること
が明らかとなった。このことは、IL-27 によ
り抗体産生抑制能を持ったT細胞が誘導され



ることを示している。また、T 細胞特異的
Egr2欠損(Egr2CKO)マウス由来のCD4陽性
T細胞を用いて同様の実験を行った結果、こ
れらのT細胞では抗体産生抑制能を認めなか
った。更に、申請者は IL-27により誘導され
るEgr2の発現はSTAT3に依存しているとい
う知見を得ていたことから、各種 STATノッ
クアウトマウスを用いて LAG3+ Tregがいず
れのSTAT依存性に誘導されているのかを検
討した。興味深いことに、LAG3+ Tregの存
在比は STAT3 ノックアウトマウスで顕著に
低下していることが判明した。このことは、
定常状態においても LAG3+ Tregの誘導には
STAT3 の関与が大きいことを意味している。
以上のことより、IL-27による STAT3を介し
た Egr2 誘導系が、抗体産生抑制能を有する
LAG3+ Treg分化に関与している可能性示唆
された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
       （〔雑誌論文〕①より引用） 
 
(2) In vivo 実験系における IL-27 誘導性
Egr2高発現CD4陽性T細胞の抗体産生抑制
活性の解析：RAG1 KOマウスに B6マウス
由来のB細胞とOVA(ovalbumin)特異的T細
胞受容体を持つOT-IIマウス由来T細胞を共
移入し、そこに IL-27刺激下ないし非刺激下
で培養したナイーブ CD4陽性 T細胞を養子
移入した。同マウスを OVA で免疫すること
により特異抗体が産生されるが、IL-27 非刺
激下で培養したナイーブ CD4陽性 T細胞を
移入した場合にはこの抗体産生が抑制され
ないのに対し、IL-27誘導性ナイーブ CD4陽
性 T細胞を移入したマウスでは、抗体産生が
有意に抑制された。これらの検討により、
IL-27により誘導されるEgr2高発現CD4陽
性T細胞が生体内においても強い抗体産生制
御能を有することが明らかとなった。 
 
(3) IL-27誘導性 Egr2高発現 CD4陽性 T細
胞の抗体産生抑制メカニズムの解明：最近申
請者らは LAG3+ Tregが TGF-3産生を介し
て B 細胞の抗体産生を制御する知見を得て
いたが、IL-27 誘導性ナイーブ CD4 陽性 T
細胞も LAG3+ Treg同様 TGF-3を産生する
ことを、定量的 PCR法と ELISA法を用いて
mRNAおよびタンパクレベルで確認した。ま
た、STAT3ノックアウトマウス由来のナイー

ブ CD4陽性 T細胞を用いた検討にて、IL-27
刺激による TGF-3 産生が STAT3 依存性で
あることも明らかにした。更に、生体内の系
で示した IL-27 誘導性ナイーブ CD4 陽性 T
細胞の抗体産生抑制能がTGF-3に依ること
を、抗 TGF-3阻害抗体を用いて証明した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
         （〔雑誌論文〕①より引用） 
 
本研究を通じて申請者は、IL-27誘導性 Egr2
高発現 CD4陽性 T細胞が、試験管内および
生体内において B 細胞抑制能をもつことを
示した。さらに、その抑制機序が STAT3 依
存性TGF-3産生を介していることまで明ら
かにした。今後は TGF-3産生経路の詳細な
分子メカニズムの解明を通じて、自己免疫疾
患の新たな治療戦略へ繋がる研究に発展す
ることが期待される。 
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