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研究成果の概要（和文）：本研究では、活性化Th細胞のGM-CSF産生制御に関わる特異的な表面分子として
TNFRSF18を同定した。TNFRSF18シグナル経路の活性化により、生体内エフェクター/メモリーTh細胞からの
GM-CSF産生が増強され、このシグナルカスケードがGM-CSF産生制御に関わる鍵となる分子機構であることを見い
だした。また、TNFRSF18シグナルは炎症組織Th細胞からのGM-CSF産生を増強し実験的自己免疫性脳脊髄炎発症に
関わることを見いだした。従って、これらの分子機構を治療標的にした免疫制御法開発に向けて有用な知見がえ
られた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we identified TNFRSF18 as a specific surface molecule for the
 regulation of GM-CSF by activated Th cells in vitro. The activation of TNFRSF18 signaling also 
induced GM-CSF production from effector/memory Th cells in vivo, indicating that this signal cascade
 is a key molecular pathway to specifically enhance production of GM-CSF. Furthermore, 
TNFSF18-deficient mice were resistant to the development of experimental autoimmune 
encephalomyelitis, accompanying impaired production of GM-CSF by tissue infiltrating pathogenic Th 
cells. Thus, targeting this molecular pathway may be useful for a therapeutic means to prevent or 
treat the autoimmune disease.  
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１．研究開始当初の背景 

造血因子である GM-CSF は、顆粒球細胞
やマクロファージなどの細胞分化・増殖に関
わり、血球系細胞のみならず非血球系細胞か
らも産生される。その中でも、T 細胞が代表
的な GM-CSF 産生細胞であり、T 細胞受容
体刺激に加え副刺激やサイトカイン刺激な
どさまざまな微小環境因子に応答して
GM-CSF 産生は制御されている。現在、癌化
学療法の副作用である骨髄抑制や白血球減
少の治療薬として GM-CSF 製剤が臨床応用
されている一方、関節リウマチや多発性硬化
症などの慢性炎症性疾患の炎症局所におい
て高い GM-CSF 産生と病態慢性化機構の関
連が疑われている。近年、自己免疫疾患の動
物モデルを用いた研究から、GM-CSF 産生自
己反応性 Th 細胞が病原惹起能の高い Th サ
ブセットであること、加えてそのエフェクタ
ー機能はサイトカイン IL-1,IL-23 及び転写
因子である Rort によって制御されているこ
とが報告された (Codarri et al. Nature 

Immunology 2011; El-Behi et al. Nature 

Immunology 2011)。また、我々の開発した
IL-17 細胞系譜レポータマウスを使った研究
報告からも、GM-CSF 産生 Th サブセットは
エフェクター機能発揮に IL-17 産生炎症性
Th 細胞と共通した上記のサイトカインや転
写因子を必要とするだけでなく、実際 IL-17

産生炎症性 Th サブセットに起源を持つ細胞
群であることが明らかとなっている(Hirota 

et al. Nature Immunology 2011)。しかしな
がら、GM-CSF 産生 Th 細胞のエフェクター
機能制御に関する詳細なメカニズムは明ら
かになっていない。 

GM-CSF 欠損マウスはさまざまな自己免
疫疾患の動物モデルにおいて強い疾患抵抗
性を示すことからも、GM-CSF 産生機構の分
子基盤の解明は、自己免疫疾患の新規概念の
提唱に結びつくだけでなく、それらを分子標
的とする創薬シーズ発掘につながる可能性
がある。 

 

２．研究の目的 

GM-CSF (Granulocyte Macrophage 
Colony-Stimulating Factor)は古くから造血
因子として知られているサイトカインの一
つであるが、近年 GM-CSF 産生 T ヘルパー
（Th）細胞が関節リウマチや多発性硬化症の
動物モデルにおいて病因惹起性の Th サブセ
ットであることが明らかになってきた。しか
しながら、Th 細胞が産生する GM-CSF の制
御機構については不明な点が多く、その制御
機構の分子基盤の解明は免疫難病である自
己免疫疾患の予防・治療法開発という観点に
おいて重要課題である。我々は、細胞表面受
容体シグナルと GM-CSF 産生制御という視
点から、特異的に GM-CSF 産生を制御する
分子シグナルを探索する。本研究では、この
分子シグナルの下流制御分子の同定及び Th

サブセット特異的な影響、さらに、生体内で

このシグナルを阻害したときの自己免疫疾
患発症の有無に焦点を絞り研究を発展・展開
する。 

Th 細胞の GM-CSF 産生制御機構の分子基盤
を解明することにより、将来、これらの創薬
シーズを発展させ、免疫難病などの治療法が
待たれている疾患に対する新規の予防・治療
法の開発に結びつけたい。 

 

３．研究の方法 

(1)ナイーブ Th 細胞表面に発現する副刺激
分子の機能をスクリーニングし、GM-CSF 産生
制御に関わる特異的分子をフローサイトメ
トリーを用いて解析した。また、同定した
TNFRSF18 シグナルの分化後エフェクター
Th 細胞に対する影響について解析をおこな
った。加えて、GM-CSF の主要な産生細胞群
である IL-17 産生 Th17 細胞および生体内エ
フェクターTh細胞に対するTNFRSF18シグ
ナルの作用を評価した。 

 

(2)試験管内で TNFRSF18 シグナルを受け
た活性化 Th 細胞の網羅的な遺伝子プロファ
イル解析を行った。具体的には、セルソータ
ーを用いて純化したナイーブ Th 細胞を固相
化 CD3/CD28 によって活性化し、アゴニステ
ィック抗 TNFRSF18 抗体添加の有無によっ
て、GM-CSF 産生能の異なる活性化 Th 細胞
をえる。これらの細胞群から mRNA を抽出
し、マイクロアレイを用いて変動遺伝子の同
定を行った。また、別系として同様に純化し
た Th 細胞を野生型または TNFRSF18-リガ
ンド欠損マウスから調整した抗原提示細胞
と共培養後、TNFRSF18 とそのリガンドの
相互作用の有無によって GM-CSF 産生能の
異なる活性化 Th 細胞を純化し、同様に遺伝
子プロファイルを解析した。これら二つの独
立した系を用いることで候補分子を絞りこ
み、変動の大きい遺伝子については個別に定
量的PCR法で実験結果の検証をおこなった。 

 

(3)病態モデルの実験のため、TNFRSF18-

リガンド欠損マウスの BALB/c, BL/6 背景へ
のバッククロスをおこなった。野生型および
TNFRSF18-リガンド欠損マウスを用いて自己
免疫疾患モデルを誘導後、GM-CSF 産生能と疾
患感受性について細胞・個体レベルでの影響
について検証をおこなった。誘導したモデル
は、GM-CSF 産生自己反応性 Th 細胞の関与
が 確 立 さ れ て い る 自 己 免 疫 性 関 節 炎
(Sakaguchi N et al Nature 2003, 

Hashimoto M et al. J Exp Med 2010)と実験
的自己免疫性脳脊髄炎である。疾患惹起後、
所属リンパ節のGM-CSF産生Th細胞の分化
レベルや GM-CSF 産生能を、それぞれフロ
ーサイトメトリーとELISAによって評価し、
生体内での免疫応答時に TNFRSF18 とその
リガンドの相互作用がGM-CSF産生Th細胞
のエフェクター能獲得に必要なシグナルで
あることを明らかにする。 



  

４．研究成果 
(1) ① GM-CSF 産生 Th 細胞の分化を誘導す
る特異的副刺激シグナル(Tnfrsf18)の同定 
 GM-CSF 産生制御に関わる特異的副刺激分
子のスクリーニング（TNFRSF18, CD2, CD27, 
CD30, CD150, DR3, OX-40）をおこなった結
果、TNFRSF18 シグナルをアゴニスティック抗
体で刺激することにより GM-CSF 産生が特異
的に増強した。即ち、単純な副刺激による活
性化レベルの上昇のみではエフェクターサ
イトカインである GM-CSF 産生に影響は与え
ず、TNFRSF18 シグナルによって GM-CSF 制御
に直接かかわる分子機構の活性化が示唆さ
れた。 
 
② TCR強刺激による GM-CSF産生細胞分化の
増強 
GM-CSF 産生の調節機構の一つとして TCR シ
グナル強度を同定した。ナイーブ細胞からエ
フェクター細胞への分化過程において、TCR
シグナル強度の差異が Tヘルパー細胞の分化
に影響を与える。そこで、T 細胞活性化に関
わる刺激の中で、TCRと CD28 シグナルの強度
を変化させた条件を検討し GM-CSF 産生能を
解析した。細胞内染色によって単細胞が産生
する炎症性サイトカインをフローサイトメ
トリーで解析したところ、TCR 強刺激によっ
て GM-CSFのみならず IL-3の発現上昇が誘導
されることを見いだした。GM-CSF と IL-3 を
共産生する Th サブセットは、これまで提唱
されている Th1、Th2、Th17 サブセットとは
エフェクターサイトカインの発現パターン
が異なっており、サイトカイン産生パターン
から特に骨髄系細胞の分化・成熟化を誘導す
るユニークな Th サブセットであると考えら
れる。 
 
③ 既存の GM-CSF産生 Th17サブセットに対
する TNFRSF18 シグナルの影響 
試験管内での Th17 誘導条件において、

TNFRSF18シグナルは Th17細胞からの GM-CSF
発現上昇を強く抑制した。TNFRSF18 刺激から
分化する GM-CSF産生細胞は Th17関連サイト
カインを全く産生しない。従って、従来考え
られてきた Th17細胞が産生する GM-CSF発現
機構とは異なった制御機構が存在すること
が示唆された。さらに、Th17 細胞における
TNFRSF18-GM-CSF 産生軸の抑制メカニズムの
一つとして、Th17 細胞培養に添加している
TGF-が主要な役割を果たすことを見出した。 
 
④ 生体内エフェクター/メモリーTh 細胞に
対する TNFRSF18シグナルの影響 
生体内から CD44high エフェクター/メモリー

Th 細胞をフローサイトメトリーを用いて純
化後、TNFRSF18 による再刺激を行った。活性
化細胞からの IL-17産生能に変化は見られな
かったが、GM-CSF 産生を有意に上昇させた。
上記の結果は、ナイーブ Th 細胞と分化後エ

フェクターTh 細胞両方に対して特異的であ
り共通のメカニズムを有した GM-CSF 制御機
構の存在を示唆しており、GM-CSF を治療標的
にした免疫制御法開発に向けた有用な知見
である。  
 
⑤ 生理的条件下における TNFRSF18シグナル
による GM-CSF産生制御 
TNFSF18 欠損マウスの抗原提示細胞を用い
て活性化 Th細胞の GM-CSF産生能を試験管内
試験で測定した。TNFRSF18 をアゴニスティッ
ク抗体刺激した時と同様に、TNFSF18 欠損抗
原提示細胞との共培養条件下では Th 細胞か
らの GM-CSF 産生能が有意に減少していた。
また、TNFSF18 を高発現する細胞として腹腔
B１細胞を同定した。これらの結果から、生
体内に TNFRSF18-リガンドを高発現する細胞
が組織特異的に分布しており、免疫反応時に
これらの細胞と Th 細胞との相互作用が
GM-CSF産生に関わる鍵となり、時空間的制御
機構の存在が強く示唆された。  
 
⑥ TNFSF18発現細胞は制御性 T細胞の抑制能
を減弱する 
 生体内で TNFSF18を高発現する腹腔 B1細胞
を抗原提示細胞に使い制御性 T細胞の抑制能
を評価した。興味深いことに、TNFSF18 の高
発現はエフェクターTh 細胞の GM-CSF 産生に
関わるのみならず、制御性 T 細胞の抑制能を
有意に減弱し、エフェクター細胞の増殖・活
性化を促進した。これらの結果から、B1細胞
が抗原提示細胞として関わる免疫反応では、
非常に強い免疫応答と GM-CSF 産生が強く増
強することが示唆された。これまで B1 細胞
は一部自己免疫疾患の自己抗体産生に関わ
ることが報告されていることから、TNFSF18
が病因惹起能の一つの因子であることが示
唆された。 
 
(2) TNFRSF18シグナルカスケードの下流分子
の探索 
 Th 細胞を試験管内で抗 TNFRSF18 抗体及び
TNFSF18 欠損抗原提示細胞を用いて刺激後、
TNFRSF18 依存性の遺伝子発現変化をマイク
ロアレイを用いて網羅的に解析した。両条件
ともに遺伝子発現の重なる TNFRSF18 シグナ
ル経路に依存した分子候補として 72 遺伝子
を同定した。定量的 PCR法を用いて検証作業
を終了し、これら候補分子が直接的に GM-CSF
産生に関わるかどうかについて遺伝子の強
制発現実験およびノックダウン実験をおこ
ない検討作業を継続している。さらに、これ
らのアッセイ系から同定した分子に関して
は Crispr/Cas9法を用いた遺伝子改変マウス
作製に進み、生体内での重要性についても引
き続き検討をおこなっていく。 
 
(3) TNFSF18 欠損マウスは実験的自己免疫性
脳脊髄炎に抵抗性を示す 

生体内における TNFSF18シグナルによる自



己免疫疾患惹起能を調べるため、野生型と
TNFSF18 欠損マウスを用いて自己免疫病モデ
ルを誘導し病態と炎症組織に浸潤した細胞
機能について解析をおこなった。自己免疫性
関節炎および実験的脳脊髄炎ともに GM-CSF
依存性の病態を呈するが、自己免疫性関節炎
の重症度スコア比較では有意な差が見いだ
せなかった。一方、TNFSF18 欠損マウスにお
いて実験的脳脊髄炎の有意な重症度の低下
が観察された。臨床的な表現型と一致して、
組織に浸潤しているエフェクター細胞の
GM-CSF 産生能を含む機能低下も確認できた。
従って、TNFRSF18 シグナルはエフェクターT
ヘルパー細胞の機能を修飾し、自己免疫病の
病態に重要な役割を果たすことを明らかに
できた。 
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