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研究成果の概要（和文）：炎症性腸疾患の背景には本来異物を認識する免疫系の異常が存在し、典型T細胞だけでなくT
reg、IEL等の非典型T細胞が重要な役割を有すると考えられている。本研究では、炎症性腸疾患におけるT細胞の作用を
解明する目的で、T細胞特異的遺伝子群(ISC1~13)の機能解明を行なった。
その結果、T細胞特異的遺伝子ISC4とT細胞内で結合することが推定される新規タンパク質を同定することができた。

研究成果の概要（英文）：Dysregulation of immune response plays important roles in the pathogenesis of 
IBD.
To understand the role of T cells in IBD, we focused on the function of T cell specific genes (ISC1~13) 
in the development and function of T cells.
We newly identified 4 candidate proteins that can associate with ISC4 in T cells.
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１．研究開始当初の背景 
 炎症性腸疾患の背景には、本来異物や異常
な自己成分を認識、排除する免疫系の異常が
存在すると推定されており、免疫応答の司令
塔であるT細胞の分化及び機能の機構解明は
急務である。T 細胞には典型的 (CD8 陽性キ
ラーまたは CD4 陽性ヘルパー) T 細胞に加え
て、非典型的 T 細胞(制御性 T 細胞(Treg)、
NKT細胞およびTCRαβ陽性CD8αα陽性
腸管上皮内リンパ球（IEL）)が存在し、その
免疫制御活性が最近注目されている。一方、
胸腺内での T 細胞の分化運命は、未熟 T 細胞
が発現するTCR(抗原受容体)の自己成分への
親和性により決定する。すなわち自己抗原に
弱く反応する TCR を発現する細胞は正の選
択を受け、強く反応する自己反応(攻撃)性 T
細胞は負の選択により除去される。しかしな
がら近年、アゴニスト選択と呼ばれる機構に
より自己反応性 T 細胞が生存し、非典型 T 細
胞(Treg、 NKT 細胞、TCRαβCD8ααIEL)
へと分化することが明らかになった。Treg、
NKT 細胞の分化・機能については我が国を
中心に精力的に研究が進められているのに
対して、TCRαβCD8ααIEL については未
知な点が多い。  
 疾患のコントロールに向けた典型及び非
典型 T 細胞の分化・活性化機構の解明には、
その細胞内シグナル伝達の全貌の解明が必
要である。我々は、T 細胞のシグナル伝達を
明らかにするためには、胸腺に特異的に発現
する機能未知遺伝子の抽出と、候補遺伝子の
胸腺細胞および成熟T細胞における機能の解
明が有効であると考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、新規 T 細胞特異的遺伝子群
(ISC1〜１３)の、T 細胞分化・活性化および
腸炎発症における機能の解明を目的とする。
すなわち、それぞれの遺伝子の欠損変異体マ
ウスを作成し、T 細胞分化および活性化にお
ける機能、特に腸炎発症における当該遺伝子
の機能解明を目的とする。 
 
３．研究の方法 
①新規 T細胞特異的遺伝子 ISC13KO マウスに
おける T細胞の分化・活性化の解析 
 常法に従ってISC13遺伝子欠損マウスを作
成し、T 細胞の分化・活性化における ISC13
の機能解析を行う。すなわち、一次及び二次
リンパ組織より精製したT細胞表面における
CD4、CD8 等の分化・成熟マーカーの発現をフ
ローサイトメトリーを用いて解析し、リンパ
組織内の各種T細胞サブセットの割合並びに
細胞数を野生型マウスと比較することで、T
細胞の分化におけるISC13の機能解析を行う。
また、各種 T細胞サブセットをセルソーター
を用いて単離し、抗TCR抗体で刺激した際の、
サイトカイン（IL-2,IL-17,IFNγ）の産生や
細胞の増殖を検討するとともに、KO マウスが
腸炎を始めとする自己免疫疾患を自然発症

するか否かを、体重のモニターと皮膚の観察
により検討する。さらに、EAE(実験的自己免
疫性脳脊髄炎)を誘導した際の重症度を野生
型と比較し、Th17 細胞及び Treg の活性を検
討する。 
 
②T細胞特異的遺伝子ISC4(Themis)の機能解
析 
 ISC4(Themis)は、典型 T細胞の分化に必須
の遺伝子であり、Themis 変異ラットにおいて
は腸炎を自然発症することが近年報告され
た。そこで Treg 特異的 ISC4 欠損マウスにお
ける腸炎発症をモニターすると同時に、T 細
胞における Themis の機能を解析した。具体
的には、Themis と相互作用するタンパク質は
すでに報告された Grb2 や SHP1 以外にも存在
するのではないかという仮説のもと、TCR 刺
激の存在下/非存在下においてThemisと相互
作用するタンパク質の探索を行った。すなわ
ち、胸腺細胞の抽出液より抗 Themis 抗体を
用いて免疫沈降を行い、LC-MS/MS 解析を行う
ことにより、新規相互作用タンパク質の同定
を行った。 
 
４．研究成果 
①新規 T細胞特異的遺伝子 ISC13KO マウスに
おける T細胞の分化・活性化の解析 
 まず、B6 バックグラウンド及び BalB/c バ
ックグラウンドにおいて、ISC13 遺伝子を欠
損した際の T細胞分化について検討した。そ
の結果、一次及び二次リンパ組織における T
細胞の各種サブセット（典型 T 細胞、Treg、
NKT 細胞、IEL）並びにその他の血球系細胞(B
細胞、マスト細胞、好中球、マクロファージ)
の分化はいずれも正常であることが明らか
になった。次に、ISC13KO マウスより単離し
た CD4 陽性 T 細胞に in vitro で TCR 刺激を
加えてIL-2の産生を、また、同刺激下でTh1、
Th17 コンディションにおける IFNγ、IL-17
の産生量を測定したが、いずれも野生型 CD4
陽性 T 細胞と同等であった。また、MOG ペプ
チドと完全アジュバントを用いて B6 バック
グラウンドのISC13KOマウス並びに野生型マ
ウスに EAE を誘導したが、EAE 発症速度やク
リニカルスコアは野生型と比べて顕著な差
はなかった。さらに ISC13 KO マウスの体重
および皮疹の有無を約１年半に渡りモニタ
ーしたが、腸炎や皮膚炎の兆候は現れなかっ
た。 
 以上のことから、新規胸腺特異的遺伝子
ISC13 は、典型並びに非典型 T 細胞の分化お
よび、上記条件における T細胞の活性化には
必須ではないことが明らかになった。 
 
②T細胞特異的遺伝子ISC4(Themis)の機能解
析 
 Themis を全身の細胞でノックアウトした
マウスにおいては腸炎を発症することはな
いが、Themis 変異ラットにおいては腸炎を発
症するという知見から、マウスにおいて



Themisを成熟典型T細胞または非典型T細胞
のみで欠損すると腸炎を発症するのではな
いかと考えた。なぜならば、全身での Themis 
KO マウスは、T細胞分化が強く抑制されるた
め、活性化して自己免疫疾患を起こすに十分
な典型T細胞がそもそも存在しないことが推
測されるためである。これを検証する目的で、
まず Treg 特異的 ThemisKO マウスの腸炎発症
をモニターしたが、腸炎の兆候は認められな
かった。さらにThemis KO Tregを単離して in 
vitro における Treg 活性(ナイーブ T 細胞と
の共培養におけるナイーブT細胞の増殖抑制
活性)を検討したが、野生型 Treg と同等であ
ることが明らかになった。典型 T細胞におけ
るコンディショナルノックアウトマウスの
作成は現在進行中である。 
 Themis はこれまでに、T 細胞内で Grb2 及
び SHP1 と結合することが我々や他のグルー
プにより明らかにされてきたが、その作用機
序は不明な点が多い。その中でも特に、上記
ラットにおいて、腸炎を発症するメカニズム
と、Themis の機能については全く明らかにな
っておらず、既知の Themis 結合タンパク質
の欠損マウスの表現型からも、腸炎発症のメ
カニズムを推測することは不可能である。そ
こで申請者らは、Themis の作用点は既知のタ
ンパク質以外にも存在するのではないかと
いう仮説をたて、これを検証することを目指
した。 
 まず、Themis 野生型または Themis KO マウ
スの胸腺細胞より Themis を免疫沈降した。
この沈降物をプロテオミクス解析したとこ
ろ、２回の解析において、Themis自身とGrb2、
また、新たに４つのタンパク質を同定するこ
とができた。さらに、これらのうち一部は培
養細胞を用いた強制発現系において、恒常的
活性化 Fyn の存在下で Themis との結合が著
しく増強することが明らかになった。この結
果は、胸腺細胞内で当該タンパク質と Themis
との相互作用が、TCR 刺激依存的に増強する
ことを示唆しており、今後は胸腺細胞内にお
けるこれらタンパク質の動態およびT細胞分
化における機能について解析を進める予定
である。 
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