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研究成果の概要（和文）：ナイーブCD4陽性T細胞がヘルパーT細胞に分化する過程で、中性脂質の貯蔵量や膜脂
質の組成を大きく変化させることを見いだした。細胞内寄生細菌の排除や細胞性免疫に寄与するTh1細胞では、
解糖系酵素群とトリアシルグリセロール合成に関わる酵素の遺伝子発現が亢進しており、グルコースを材料とし
て生成された中性脂質が顕著に蓄積した。また、蓄積した中性脂質は栄養飢餓時のTh1細胞の生存維持に寄与し
ている可能性が示された。一方、抑制性T細胞ではいくつかの脂肪酸輸送体の発現が亢進することを見いだし、
脂肪酸の細胞内取り込みが高いことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we found that naive CD4+ T cells dramatically change their 
neutral lipid stores and membrane lipid composition during differentiation into helper T cells. Th1 
cells highly express glycolytic enzymes and diacylglycerol O-acyltransferase 1, which result in 
accumulation of neutral lipids generated from glucose. The accumulated neutral lipids may contribute
 to the maintenance of Th1 cell survival during nutrient starvation. By contrast, regulatory T cells
 highly express several fatty acid transporters, which result in upregulation of intracellular 
uptake of fatty acids.

研究分野：脂質生化学

キーワード： T細胞分化　脂質代謝　脂肪酸　マウス病態モデル

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、ヘルパーT細胞が分化過程で代謝のパターンを変化させるという報告が相次いでいるが、その多くが親水
性代謝物を中心とした解析で、脂質代謝物の解析は遅れている。本研究では、T細胞の分化により貯蔵脂質の量
や細胞膜の飽和度が大きく変化していることを明らかにした。特に、抑制性T細胞が細胞外の脂肪酸を積極的に
取り込んでいることが明らかとなり、食に含まれる脂質の質が抑制性T細胞の細胞膜の脂質組成にそのまま反映
されることが想定される。近年、いくつかの炎症性疾患は増加傾向にあり、本研究の成果が食餌の欧米化と炎症
性疾患の関連性を解く手がかりとなることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
CD4陽性のナイーブ T細胞は、T細胞受容体（TCR）とサイトカインの刺激を受けることで、
様々なヘルパーT細胞に分化する（図 1）。近年の網
羅的解析技術の発達に伴い、T 細胞分化に伴って代
謝のパターンが大きく変化することが明らかとなっ
てきた。しかし、これらの研究は次世代シークエン
サーによる遺伝子発現解析や水溶性代謝物を対象に
したメタボロミクス解析が中心で、脂質の網羅的解
析はほとんど行われていなかった。膜のリン脂質や
中性脂質の定量は、色素を用いた染色や薄層クロマ
トグラフィーと発色といった古典的な方法が長年使
用されてきたが、近年の質量分析計の発達により、
脂質を構成する脂肪酸の長さや飽和度といった詳細
な情報を得ることが可能となり、これまで一括りに
考えられた脂質が実は多種多様であることが明らか
となってきた。 
 
２．研究の目的 
我々の研究室では、質量分析計を用いた脂質の網羅的定量系を立ち上げ、中性脂質・膜脂質・
生理活性脂質の一斉測定が可能となった。この測定系を用いてヘルパーT 細胞の脂質組成を比
較したところ、Th1細胞が分化の過程で中性脂質を顕著に蓄えること、Th1細胞が飽和度の高
い極長鎖脂肪酸を有する膜脂質を多く含むのに対し、iTreg 細胞は不飽和度の高い脂肪酸を有
する膜脂質の含有量が高いことを見いだした。また、RNA-Seq による遺伝子発現の網羅的解
析を行ったところ、T 細胞の分化に伴い、脂質代謝に関わる遺伝子群の発現が大きく変動する
ことが明らかとなり、積極的に脂質組成を変化させていることが示唆された。また、Th1細胞
や Th2細胞では解糖系に関わる酵素の発現が亢進しているのに対して、Th17細胞や iTreg細
胞では脂肪酸輸送体の発現が上昇することも見いだしている。本研究では、中性脂質の貯蓄量、
膜脂質に含まれる脂肪酸の飽和度、細胞外からの脂肪酸の取り込みが、T 細胞の分化や機能に
どの様な影響を与えるかについて明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) ヘルパーT細胞の in vitro分化実験 
C57BL6/J マウスから脾臓細胞を採取し、ビオチン化抗体（Ter119, CD49b, CD8α, CD25, 
CD11b, CD11c, B220, γδTCR）およびストレプトアビジンビーズを用いて陽性細胞を除去する
ことで、ナイーブ CD4陽性 T細胞を濃縮した。抗 CD3抗体コートした 24 well-plateに T細
胞を播種し、抗 CD28 抗体を含む RPMI1640 培地にサイトカインおよびサイトカイン中和抗
体（Th1: IL-12/抗 IL-4抗体, Th2: IL-4/抗 IFN-γ抗体, Th17: TGF-β/IL-6/抗 IL-4抗体/抗 IFN-γ
抗体, iTreg: TGF-β/抗 IL-4抗体/抗 IFN-γ抗体）を添加し、4-5日間培養して分化させた。Dgat1
阻害剤[PF-04620110（Cayman）, A922500（Adooq BioScience）]は培養 2日目で添加した。
グルコース安定同位体（D-Glucose-13C6, 大陽日酸）は培養 2日目に添加して 48時間取り込ま
せた。脂肪酸添加の実験は、Screen-Well Fatty Acid Library（Enzo Life Sciences）を用い、
分化培養初期から 10 µMの濃度で添加した。分化の程度は、サイトカインや分化特異的転写因
子の染色細胞のフローサイトメトリー解析と培養上清中に分泌されたサイトカインを ELISA
により測定することで評価した。 
 
(2) リピドミクス解析 
Bligh & Dyer法を用いて、in vitroで分化させたヘルパーT細胞から脂質を抽出した。脂質解
析は、当研究室が保有しているタンデム四重極型質量分析計（Xevo™ TQ-S micro, Waters）
を用いて行った。 
 
(3) RNA-Seq解析 
in vitroで 4日間分化培養をしたヘルパーT細胞を Dead Cell Removal Kit（Miltenyi Biotec）
を用いて死細胞除去し、生細胞から TRizol 試薬を用いて Total RNA を抽出した。RNA-Seq
解析は九州大学大川恭行教授の協力により行った。 
 
(4) 遺伝子欠損マウスの作製 
中性脂質であるトリアシルグリセロール（TAG）の生成を担う酵素 Dgat1（Diacylglycerol 
O-acyltransferase 1）、脂肪酸を細胞外から取り込みアシル CoA の生成を担う酵素 FATP1, 
FATP6の遺伝子欠損マウスを CRSPR/Cas9システムを用いて作製した。多価不飽和脂肪酸の
生成を担うΔ6 不飽和化酵素 FADS2 の遺伝子欠損マウスは既に当研究室で作製済みであり、
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アシル CoAの生成を担う酵素 Lipidosinの遺伝子欠損マウスは、理化学研究所のバイオリソー
スセンターより購入した凍結精子を用いて個体化した。 
 
(5) 病態モデルの作製 
①	
 接触性皮膚炎モデル 
Dgat1 欠損マウスおよび同腹仔対照マウスの腹部にハプテンである DNFB 溶液を塗布し（感
作）、5日目と 12日目に DNFB溶液を両側耳介に塗布した（惹起）。感作前および惹起から 24
時間後および 48時間後に両耳介厚を測定した。 
 
②	
 ドライアイモデル 
Dgat1欠損マウスおよび同腹仔対照マウスの眼窩外涙腺を摘出しドライアイモデルを作成した。
ドライアイの症状は、涙腺摘出前と摘出 7日後にフルオレセインの点眼を行い、残存染色の強
度で評価した。 
 
③	
 乾癬モデル 
FATP1 欠損マウスおよび同腹仔対照マウス, FATP6 欠損マウスおよび同腹仔対照マウスの両
側耳介にイミキモドクリームを 5日間連日塗布した。感作前およびイミキモド塗布前に両耳介
厚を連日測定した。 
 
４．研究成果 
(1) Th1細胞における中性脂質（TAG）の役割 
リピドミクス解析の結果、ナイーブ
CD4陽性 T細胞から Th1細胞へ分化
する過程で TAG を多く蓄積するよう
になることが明らかになった（図 2
左）。また、TAGの蓄積とほぼ同じタ
イミングで Dgat1 の発現が上昇する
ことも見いだした（図 2 右）。また、
Th1 細胞では解糖系に関わる酵素群
の 発 現 も 亢 進 し て お り 、
D-Glucose-13C6 の取り込み実験から、
取り込まれたグルコースの一部は脂肪酸合成に使われた後、TAGとして蓄積されていることが
明らかとなった。 
	
 まず最初に、in vitro でのヘルパーT 細胞分化系に Dgat1 阻害剤を添加し、TAG の蓄積が
Th1 細胞の分化に与える影響を調べた。Dgat1 阻害剤の添加により T1 細胞での TAG の蓄積
量は 1/3以下に減少すること、このとき Th1細胞への分化は亢進する傾向にあることが明らか
となった。Dgat1 阻害剤存在下では TAG 合成が抑制される一方で、膜のリン脂質の量が増加
しており、これが細胞の分化に影響を与えている可能性が考えられた。一方、Dgat1阻害剤の
添加は、Th17細胞や iTreg細胞の分化には影響せず、この結果はこれらの細胞で Dgat1の発
現が低いことと矛盾しない。次に、Th1細胞における TAG蓄積の意義を明らかにする目的で、
Dgat1阻害剤添加により TAG蓄積量が低下した Th1細胞を、グルコース濃度の低い培地に切
り替えて培養した。Dgat1阻害剤処理した Th1細胞では、阻害剤なしの細胞と比べて生存率が
僅かに低下する傾向があった。Th1 細胞の TGA は、細胞周辺の栄養素が枯渇した場合、生存
に寄与する可能性が示唆された。 
	
 次に、生体内での役割を明らかにする目的で、Dgat1欠損マウスを作製した。開始コドンの
下流で 13塩基または 25塩基欠損する個体が得られ、8週齢を過ぎるとほぼ全ての個体で脱毛
が生じた。この表現型は過去の Dgat1 欠損マウスの報告 1）と一致していた。これらのマウス
を用いて、各リンパ組織に存在する免疫細胞の割合を検証したところ、脾臓においてのみ抑制
性 T細胞の割合が有意に増加していた。次に接触性皮膚炎モデルを用いて、Th1細胞の応答性
における Dgat1欠損の影響を評価した。野性型マウスと Dgat1欠損マウスの間で、DNFB塗
布による耳介の肥厚の程度に差は認められなかった。続いて、涙腺摘出によるドライアイモデ
ルを作成し、Dgat1欠損の影響を調べた。ドライアイの発症や増悪には、好中球やリンパ球の
浸潤が関与しているという報告がある。Dgat1は Th1細胞の他に好中球でも発現が高いことが
明らかになっているが、Dgat1の欠損はドライアイ症状の増悪に影響しないということが明ら
かとなった。また、1 年齢の未処置の雌マウスの角膜の状態も調べたが、加齢による角膜障害
についても Dgat1 の欠損によって影響を受けないことが明らかとなった。TAG は栄養飢餓時
のエネルギー源として使用される可能性があるため、がん細胞の排除など、栄養飢餓が想定さ
れるモデルを用いた場合での解析が今後期待される。 
 
(2) 膜脂質に含まれる脂肪酸の飽和度の違いが TCR応答や T細胞の分化に与える影響 
リピドミクス解析により、Th1細胞が飽和度の高い極長鎖脂肪酸を有する膜脂質を多く含むの
に対し、iTreg 細胞は不飽和度の高い脂肪酸を有する膜脂質の含有量が高いことを見いだした
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（図 3）。また、飽和度の高い膜脂質で構成され
る脂質ラフトが TCR の活性化に重要であるこ
と、ヘルパーT 細胞の種類により分化に最適な
TCR 刺激の強度が異なることが知られている。
そこで、膜脂質の飽和度の撹乱が TCR 応答や
ヘルパーT 細胞の分化にどの様な影響を与える
かを調べた。 
	
 ヘルパーT細胞分化時に各種脂肪酸（65種類）
の脂肪酸を添加したところ、Th1 細胞や Th2
細胞は、一価不飽和脂肪酸（MUFA）の添加で分化・増殖が亢進し、三価以上の多価不飽和脂
肪酸（HUFA）の添加で分化・増殖が顕著に抑制された。一方、Th17細胞では HUFAの添加
で分化・増殖が抑制される傾向があったものの、その抑制は Th1 細胞や Th2 細胞と比較する
と軽微であった。 
	
 次に、生体における脂質飽和度の撹乱の影響を調べるために、HUFAの生成を担うΔ6不飽
和化酵素 FADS2 の遺伝子欠損マウスに HUFA を含まない特殊餌（AIN-93G）を摂取させ、
HUFA欠乏マウスを作製した。このマウスの二次リンパ組織から細胞を採取し、表面抗原を指
標に免疫細胞の分布を調べた。その結果、どの組織においてもマクロファージの割合が顕著に
増加しており、そのためリンパ球の割合は顕著に低下していた。FADS2 欠損マウスでは皮膚
炎などの炎症が亢進するが、マクロファージの影響が大きいと考えられたため、脾臓からナイ
ーブ CD4陽性 T細胞を単離し、in vitroで実験を行うこととした。抗 CD3抗体を用いて TCR
刺激を行い細胞内シグナル分子のリン酸化の程度をウェスタンブロッティングにより比較した
が、野性型と FADS2欠損 T細胞の間で明らかな差は認められなかった。そこで、膜脂質のリ
ピドミクス解析を行ったところ、FADS2 欠損細胞では、正常細胞で観察されるアラキドン酸
やエイコサペンタエン酸やドコサヘキサエン酸などの HUFAを含む膜脂質が消失していたが、
正常細胞には存在しない異常な HUFAが著増していた。これは、FADS2欠損により蓄積した
基質脂肪酸を、別の不飽和化酵素（Δ5不飽和化酵素 FADS1）が別の HUFAに代謝したため
と考えられる。この作用により、当初予測していたほど T細胞膜脂質の飽和度が上昇しなかっ
たと考え、現在 FADS1と FADS2の二重欠損マウスを入手して解析を続けている。 
 
(3) Th17細胞や iTreg細胞における脂肪酸代謝の役割 
Th1 細胞や Th2 細胞では分化に伴って解糖系に関わる酵素の遺伝子発現が大きく上昇する一
方、Th17細胞および iTreg細胞では脂肪酸輸送体の発現が亢進することが RNA-Seq解析から
明らかになった。そこで、これらの細胞に脂肪酸を添加したところ、Th1細胞と比較して iTreg
細胞では脂肪酸の取り込みが大きく亢進していた。我々は、脂肪酸輸送体のうち FATP1, 
FATP6, Lipidosinが iTreg細胞（続いて Th17細胞）で発現が高いことに着目し、FATP1と 
FATP6 の遺伝子欠損マウスを作製した。FATP1 については開始コドンの下流で 31 塩基また
は 37 塩基欠損する個体が得られ、FATP6 については開始コドンの下流で 11 塩基欠損する個
体と、開始コドンを含む 199 塩基を欠損する個体が得られた。Lipidosin は凍結精子を入手し
て個体化した。これらの遺伝子欠損マウスの脾臓からナイーブ CD4 陽性 T 細胞を単離し、in 
vitroで分化培養を行ったが、Th17や iTregへの分化や増殖に異常は認められなかった。in vitro
での分化実験はサイトカインを添加することで強く分化誘導するため、生理的な違いを捉えら

れていない可能性を考えられる。そこで、Th17細胞依存的な疾患として知られる乾癬のマウス
モデルを作成した。イミキモドの耳介へ

の連日塗布により耳介の肥厚が観察さ

れたが、肥厚の程度は野性型、FATP1欠
損、FATP6欠損マウスの間で差が無かっ
た（図 4）。これら 3つの輸送体はお互い
に機能を相補している可能性があるた

め、交配による多重欠損マウスの作製を

進めるとともに、阻害剤を組み合わせた

解析も行っていく予定である。 
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