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研究成果の概要（和文）：SLE患者末梢血ではTfh/Th1様細胞が増加し、その分化にはIL-12刺激によるSTAT1と
STAT4のリン酸化が必要であった。Tfh/Th1様細胞ではBcl-6遺伝子座にSTAT1およびSTAT4の結合が確認され、抑
制型ヒストン修飾を減弱させることで遺伝子発現を誘導した。In vitroで分化誘導したTfh/Th1様細胞における
STAT1またはSTAT4のknockdownにより、Tfh/Th1様細胞の表現型が完全に阻害された。以上、SLEではSTAT分子の
活性化がヒストン修飾を介した病的Tfh/Th1様細胞の誘導に関与しており、その特異的阻害による治療応用への
可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the phenotype of Tfh cells in patients with SLE and 
epigenetic modifications by STAT family transcription factors. The proportion of CD4+CXCR5+CXCR3+
CCR6-CD69+ Tfh-Th1-like cells was increased in SLE patients. In vitro, IL-12 increased 
differentiation of CD4+CXCR5+CXCR3+Bcl-6+T-bet+IL-21+IFN-γ+ Tfh-Th1-like cells through 
phosphorylation of STAT1 and STAT4. The loci of Bcl-6 and T-bet at STAT binding sites in 
TCR-stimulated CD4+ T cells were marked by bivalent histone modifications. After IL-12 stimulation, 
both STAT1 and STAT4 directly bound on Bcl-6 and T-bet gene loci accompanied by suppression of 
trimethylated H3K27me3 repressive histone mark. Knockdown of STAT1 or STAT4 abolished the capacity 
of CD4+ T cells to differentiate into Tfh-Th1-like cells after IL-12 stimulation. Our observations 
suggest that IL-12-mediated activation of both STAT1 and STAT4 alters histone modification and may 
commit the characteristic expansion of Tfh-Th1-like cells in SLE.

研究分野：リウマチ膠原病学
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１．研究開始当初の背景 

(1) 全身性エリテマトーデス (SLE)の病態

は、自己反応性 T細胞と B細胞との機能連関

による自己抗体の過剰産生で特徴付けられ

る。しかし、その治療はステロイド薬などの

非特異的な免疫抑制療法が中心であり、病態

に特異的な免疫異常を是正する治療は存在

しない。 

 

(2) 濾胞性ヘルパーT (Tfh)細胞は、B細胞の

機能と抗体反応を制御する液性免疫に特化

した機能をもつ新規ヘルパーT 細胞である。

申請者らは Tfh 細胞の分化が他のヘルパーT

細胞サブセットと密接に関連しており、サイ

トカインをはじめとする細胞外環境により、

マスター転写因子でのエピゲノム機構の制

御を介して、他のサブセットと相互に形質転

換が可能であることを見出してきた (文献 

1–5）。今回、申請者らは Tfh 細胞の“可塑性”

がSLEの複合的な病態と関連すると仮説を立

てた。 

 

(3) 本研究では SLE患者における Tfh細胞の

表現型の特徴とTfhへの分化偏向を齎す機序

をサイトカインシグナルで誘導されるエピ

ゲノム制御機構で解析し、その標的シグナル

の阻害によるヘルパーT 細胞の分化異常の修

復を軸とした画期的な免疫寛解導入療法の

開発への足がかりとすることを目的とした。 

 
２．研究の目的 

(1) SLE 患者末梢血 Tfh 細胞のフェノタイプ

を8カラーフローサイトメトリーで同定する。 

 

(2) 健常人から CD4 陽性 T 細胞を抽出して、

試験管内で分化培養させてTfh細胞の分化能

を明らかにする。その際、Tfh 細胞への分化

偏向を齎す細胞内シグナル及び主要転写因

子を同定する。さらに、主要転写因子の遺伝

子発現領域におけるヒストン修飾評価によ

りエピゲノム機構を解析する。 

 

(3) (2)を誘導する JAK/STAT ファミリーをは

じめとする細胞内シグナルの阻害による Tfh

細胞への分化偏向の修復および活性化の制

御を試みる。 

 
３．研究の方法 

(1) 健常人、SLE 患者より末梢血を採取し、

末梢血リンパ球の細胞表現型を NIH/FOCIS が

Human Immunology Project として提唱した抗

体セット、及び、ケモカイン受容体抗体を含

む独自の抗体セットを用いて8カラーフロー

サイトメトリー (FACSVerse)で解析した。 

 

(2) 次に、ヒト末梢血ナイーブ T 細胞を TCR

架橋と各種サイトカイン (IL-6, IL-12, 

IL-21, IFN-α/β/γなど)で分化誘導させ、

STAT のリン酸化、転写因子 Bcl-6、T-bet な

どの発現を検討した。 

 

(3) さらに、Tfh 細胞分化のエピゲノム制御

を明らかにするため、ヒトヘルパーT 細胞を

抽出し、TCR 架橋と IL-12 刺激を行ったうえ

で Tfh細胞の分化を規定する Bcl-6 遺伝子へ

プロモータ領域への STAT 蛋白の結合、ヒス

トン蛋白の修飾をクロマチン免疫沈降法 

(ChIP)にて検討した。 

 

(4) 最終的に、in vitro で分化誘導した Tfh

細胞を用いて、STAT 分子の knock down によ

る分化と活性化への影響を解析した。 

 
４．研究成果 

(1) 健常人と比較し、SLE 患者の末梢血では

活性化Tfh/Th1 (CD4+CXCR5+CXCR3+CCR6-CD69+)

様細胞の割合が特徴的に増加していた。一方、

Th17 細胞や Th1細胞などの他のヘルパーT細

胞サブセットの割合は変化を認めなかった。 

 

(2) ヒト末梢血ナイーブ T細胞を TCR架橋と

IL-12 で刺激すると、STAT1 および STAT4 の



リ ン 酸 化 が 亢 進 す る こ と で 、

CD4+CXCR5+CXCR3+ICOS+Bcl-6+T-bet+IL-21+IFN

-γ+である Tfh/Th1 様の細胞の分化が誘導さ

れた。 

 

(3) Tfh/Th1様細胞の分化には、IFN-γ/STAT1

による IL-12 受容体の誘導による priming 

phase を経由し、IL-12/STAT1/STAT4 を介し

た Bcl-6 の転写誘導の effector phase の多

段階プロセスで形成されていた。 

 

(4) ChIP 解析では、Tfh/Th1 様細胞における

Bcl-6 および T-bet 遺伝子座のプロモータ領

域には STAT の結合モチーフが存在し、TCR 架

橋と IL-12 刺激によって STAT1 および STAT4

の結合が確認された。 

 

(5) Bcl-6 および T-bet 遺伝子座のプロモー

タ領域での STAT 結合部位には、促進型 

（H3K36me3）および抑制型 (H3K9me3)の双方

のヒストン蛋白修飾が認められた。すなわち

Tfh 細胞のマスター転写因子である Bcl-6 遺

伝子座はbivalent domain 様のヒストン修飾

を受けており、ヒト Tfh 細胞に於ける可塑性

が示唆された。 

 

(6) Tfh/Th1 様細胞では、IL-12 刺激により

STAT1 および STAT4 が Bcl-6 および T-bet の

遺伝子座へ直接結合することにより、抑制型

ヒストン修飾 (H3K9me3)が減弱する一方で、

促進型ヒストン修飾 (H3K36me3)が維持さ

れることにより Bcl-6 および T-bet の遺伝子

発現が促進、維持された。 

 

(7) In vitro で分化誘導した Tfh 細胞を用い

て、STAT 分子の阻害によるエピゲノム制御を

介したTfh細胞の異常な細胞表現型の是正を

検討した。その結果、STAT1 および STAT4 の

knockdown により、Bcl-6、T-bet の発現が抑

制されるとともに、CXCR5、ICOS の発現およ

び IL-21 産生が抑制された。 

 

以上、SLE 患者末梢血では可塑性を有する

Tfh/Th1 細胞が存在し、その分化には

IL-12-STAT1-STAT4 経路を介して分化誘導さ

れる事が示唆された。また、Tfh 細胞と Th1

細胞のマスター転写因子であるBcl-6および

T-bet 遺伝子座は bivalent domain 様のヒス

トン修飾を受けており、ヒト Tfh 細胞に於け

る可塑性を支持していた。また、STAT 分子の

特異的阻害がエピゲノム制御を介したTfh細

胞の異常な細胞表現型の是正、及び、活性化

分子の発現・機能の抑制をもたらし、SLE 患

者における治療標的としての可能性が示唆

された。 
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