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研究成果の概要（和文）：本研究では、自己免疫疾患の治療法を開発することを目指し、免疫系

の調節機構を解明する事を研究目的とした。その結果、Notch シグナルが、細胞傷害性 T リンパ球分

化、CD4 陽性 T リンパ球からの IL-22 産生、腸管マクロファージ分化、記憶 T リンパ球の維持に重要

な役割を持つことを見いだした。さらに、PSMB8 の遺伝子変異に起因する新しい自己炎症性症候群を

見いだすことに成功した。 

 
研究成果の概要（英文）：We aim to reveal the molecular mechanisms to maintain immune homeostasis 
in order to establish therapeutic strategies for human immune-mediated disorders. We demonstrated the 
crucial roles of Notch signaling in cytotoxic T cells responses, IL-22 production from CD4+ T cells, the 
differentiation of macrophages in the small intestine and maintenance of memory T cells. Furthermore, 
we identified PSMB8 as a causative gene for a new type of autoinflammatory syndrome.  
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１．研究開始当初の背景 

自己免疫疾患は根本的治療法のない難病で

あり、自己免疫疾患の病因およびその治療法を

開発することは社会的に急務の課題である。そ

の課題克服のために、免疫系の活性化を調節

する分子群ネットワーク機構を解明しその破綻

機序を解明することは必須の方策である。また、

自己免疫疾患の発症には遺伝的素因が深く関

与しており、遺伝学的視点からの研究は原因解

明に大きく貢献できると考えられる。以上の背景

から、本研究では、下記 2 に記載した 2 項目に

ついての研究を実施することを計画した。 

 

２．研究の目的 

本研究では二つの研究の目的を提案した。 

(1)Notch シグナルによる免疫調節 
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我々は、Notch シグナルが、CD4 および CD8 陽

性 T リンパ球で機能して細胞性免疫システムの

活性化を促すことを世界に先駆けて発見してき

た 。 (Nature 2000, Nature Immunol 2001, 

Immunity 2003, J Immunol 2004, J Immunol 

2006)。また、T 前駆細胞に糖転移酵素である

lunatic fringe が発現し、Notch の糖鎖修飾を制

御することで T 前駆細胞が胸腺上皮に発現する

適切なリガンドである Delta を選別して相互作用

している機構を発見した(J Immunol 2006)。また、

他の研究グループからは Notch シグナルが樹状

細胞の分化にも役割を持っていることが報告さ

れた。しかし、Notch シグナルが免疫系の構築あ

るいは活性化に重要な役割を担っていることは

明らかになりつつあるものの、Notch シグナルが

自己免疫疾患に代表される免疫関連疾患の病

態にどのように関与しているかについては不明

である。我々はこれまでの研究で Notch リガンド

である Jagged1 を DNA ワクチンとして生体内で

発現させることでマウスコラーゲン誘導性関節リ

ウマチモデルを著明に抑制することを解明した(J 

Immunol 2008)。これらの知見を基盤として、本

申請では Notch シグナルが免疫系の構築・維持

に関与する分子機構を明らかにし、Notch シグ

ナルを修飾することによる免疫療法の開発研究

を目的とする。 

(2) 免疫疾患の原因遺伝子同定研究 

我々は SLE の遺伝子解析から、DNase1 の遺伝

子異常が SLE の原因遺伝子の一つであることを

発見した(Nature Genetics 2001)。さらに、非メチ

ル化 DNA を認識する Toll の様受容体 9(TLR9)

の一塩基多型が Treg 機能を抑制して SLE 発症

に関与していることも見出した(Ann Rheumat Dis 

2007)。SLE の原因は多因子であることが推測さ

れているが、これまでの申請者らの研究からも明

らかなように、単一遺伝子欠損によって惹起され

る SLE も存在する。このような単一遺伝子異常

によって惹起される自己免疫疾患を解明するこ

とにより、自己免疫疾患の共通の発症基盤に迫

ることが可能になると期待できる。これらの背景

を基盤として、本研究では、自己免疫疾患のな

かでもメンデル遺伝様式で発症し、遺伝的要因

が濃厚である家族症例を対象とすることにより、

単一遺伝子疾患の効果的なマッピング手法であ

るホモ接合体マッピング法やポジショナルクロー

ニング法を適用し、表現型に大きく影響する同

祖由来の疾患遺伝子の探索を目標とする。特に、

ホモ接合体マッピング法は、常染色体劣性疾患

を有する近親婚家系において原因遺伝子を同

定する強力な手法として確立され、少数の患者

で新規疾患遺伝子を同定できることが特徴であ

る。また、原因遺伝子が同定された場合には、そ

の遺伝子異常が自己免疫疾患の発症にどのよ

うに関与するかについての機能解析研究を行

う。 

 

３．研究の方法 

(1)Notch シグナルによる免疫調節 

Notch シグナルを欠損する RBP-J 欠損マウスあ

るいはNotch1およびNotch2欠損マウスを用い、

T リンパ球およびそれ以外の免疫担当細胞にお

いて、免疫系の恒常性維持あるいはその破綻に

ついてどのように Notch シグナルが関与するか

を個体レベルで明らかにする。用いたマウスは

以下のマウスである。 

a. Rbpjflox/flox mouse 

b. Notch1flox/flox mouse 

c. Notch2flox/flox mouse 

d. Dll1flox/flox mouse 

e. Jagged1flox/flox mouse 

f. CD4-Cre transgenic mouse 

g. E81-Cre transgenic mouse 

h. CD11c-Cre transgenic mouse 

 

 (2) 免疫疾患の原因遺伝子同定研究 

遺伝性免疫疾患については、連鎖解析、ホモ接

合体マッピング、エクソーム解析法により、原因

遺伝子を同定する。原因遺伝子のその機能解

析を遺伝子改変マウスの樹立を中心として実施

する。 

 

４．研究成果 

(1)Notch シグナルによる免疫調節 

a)Notch による細胞傷害性 T リンパ球調節 

Rbpjflox/flox あるいは Notch2flox/flox マウスを用い

て、Rbpj あるいは Notch2 が CD8 陽性 T リンパ

球で欠損するマウスを樹立したところ、Notch2 が

欠損することで細胞傷害性 T リンパ球分化が顕

著に低下する事を見いだした(図 1)(Nature 

Immunol 2008)。また、Notch2 は CREB1 と相互

作用して細胞傷害活性の機能分子であるグラン

ザイム B の転写を調節することも明らかにした。 



Notch シグナルは NK 細胞の細胞傷害活性も

制御していることを明らかにしていることから、

Notch シグナルは免疫系に特異的な細胞機能

である細胞鎖傷害活性を制御する極めて重要

な刺激伝達系であることを解明した。リンパ球の

過剰な細胞傷害活性は各種自己免疫疾患の最

終エフェクターとして機能することから、Notch シ

グナルが自己免疫疾患の治療の一つの標的に

なり得ると考えられた。 

 

 

b) Notch による IL-22 発現調節 

T リンパ球で Rbpj が欠損するマウス(RFF4)由来

の CD4 陽性 T リンパ球では、抗原刺激後のイン

ターロイキン(IL)-22 の発現が低下していた。そ

の結果、IL-22 が抗炎症応答に寄与する ConA

肝炎の感受性が RFF4 マウスでは亢進した(図 2; 

コントロールマウスでは肝炎を誘導できない

ConA 投与量で、RFF4 マウスでは出血を伴う肝

炎が誘導される)。 

RFF4 マウスに IL-22 を投与するとその感受性の

亢進は消失したことから、その亢進には IL-22 の

欠乏が関与していると考えられた。次に、どのよ

うなメカニズムによって、Notch が IL-22 の発現を

調節しているかを検討した。その結果、Notch シ

グナルは IL-22 の転写を直接制御しているので

はなく、aryl hydrocarbon receptor を刺激する分

子の発現に関与することを見いだした。そして、

その刺激物質が IL-22 の発現には必要であるこ

とを明らかにした (Proc Natl Acad Sci USA 

2010)。 

 

c)Notch シグナルによる記憶 T リンパ球調節 

RFF4 マウスを OVA 抗原で免疫した場合、免疫

後 7 日目に T リンパ球の二次応答が観察される

が、免疫後21 日ではほとんど二次応答が観察さ

れなかった。その現象が、T リンパ球の応答性の

低下に依存するのか、T リンパ球の数が減少す

るのかを知るために、RFF4 とコントロールマウス

の T リンパ球をレシピエントに移入した後の細胞

の生存を検討した。その結果、RFF4 マウス由来

の活性化した記憶細胞はコントロールと比較す

ると明らかに細胞の生存が短縮していた。また、

その記憶細胞の生存には、細胞へのグルコース

の取り込みが関与していることが推測された。 

 

d)Notch による樹状細胞分化制御 

Notch シグナルが樹状細胞分化を制御している

かを知るために、Rbpjflox/flox マウスと CD11c-Cre

トランスジェニックマウスを交配して、CD11c 陽性

細胞で Rbpj が欠損するマウス(RFF11)を樹立し

た。RFF11マウスでは、CX3XR1を発現する腸管

のマクロファージが欠損することを見いだした。

同じ欠損は、Notch1 と Notch2 をともに欠損させ

たマウスでも観察されたことから、Notch1 と

Notch2 がその分化を調節していることが推測さ

れた。 

e) Arnt シグナルによる腸管免疫制御 

Notch シグナルは IL-22 を産生することを見いだ

したが、過去の報告では Ahr も IL-22 の産生を

制御している事が示されている。そこで、Ahr の

結合分子である Arnt がどのように IL-22 産生と

腸管免疫を制御するかを解析した。その結果、

Arnt は IL-22 の産生には直接的には関係しない

ことが明らかになった。しかし、Arnt が T リンパ球

で欠損したマウスでは、腸管上皮間リンパ球の

一つである TCRαβCD8αα 細胞が 10％程度まで

低下していることを見いだした。また、その低下

には Arnt による Stat3 の発現調節が必須である

ことも明らかにした (Nature Commun 2013 in 

press)。 
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図1; Rbpjを欠損したCD8陽性Tリンパ球では細胞傷害活性が低下する
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図2. RFF4マウスではConA誘導性肝炎の感受性が亢進する

肝臓の炎症と出血像



 

(2) 免疫疾患の原因遺伝子同定研究 

我々は、本研究期間に免疫系の異常により発

症すると考えられる遺伝性疾患のゲノムサンプ

ルを集めてきた。その結果、発熱、結節性紅斑、

脂肪萎縮を特徴とする疾患群を見いだした。本

疾患は、近親婚家系に発症し、我々は同様の症

状を呈する 2 家系を見いだした。 

 罹患者の血清所見では CRP が強陽性、高 γ

グロブリン血症が特徴で、自己抗体は検出され

なかった。また補体の低下も観察されなかった。

皮膚生検所見では、皮下への著明な細胞浸潤

が観察され、筋生検では筋細胞への封入対の

形成が認められた。以上の臨床的および検査

学的特徴から、本疾患は自己炎症性疾患であ

ると考えられ、我々は JASL と名付けた。本疾患

で観察される臨床的特徴はこれまで報告されて

いる自己炎症性疾患とはことなることから、これ

まで知られている自己炎症性疾患とは異なるメ

カニズムによって、発症していると考えられた。

以上の理由から、我々は、本疾患の原因遺伝子

同定研究に取り組んだ。 

 まず、連鎖解析を Merlin program を用いて実

施した。二家系の罹患者、健常人のゲノムサン

プルを用いて解析を実施したところ、6 番染色体

に候補領域が存在することが見いだされた。本

疾患は、近親婚家系に発症することから、常染

色体劣性遺伝形式であると考えられる。そこで、

次にホモ接合体マッピングを行い、罹患者でホ

モ接合体になっている領域を拾い上げた。その

結果、ホモ接合体マッピングでも、連鎖解析と同

様に 6 番染色体に候補領域があると考えられた。

ハプロタイプ解析によって最終的に領域を狭小

化し、6 番染色体の 6.8Mb の領域に候補変異が

あると考えられた。 

 次に、その候補領域に焦点を絞った超高速シ

ークエンサーを用いたエクソーム解析を行った。

得られた変異から、既に明らかになっている頻

度の高い変異、ヘテロ変異等を除外し、最終的

に候補領域上に 2 個の変異を見いだすに至っ

た。その一つは健常人を検索したところ、100 人

のうち 2 人に同様の変異があったことから、稀な

変異ではないと考えられた。もう一つの変異は、

PSMB8 のエクソン 5 に存在していた。 

 PSMB8 は免疫プロテアソームを構成するサブ

ユニットであり、β5i タンパクをつくる。β5i はキモト

リプシン様活性を持ち、免疫プロテアソーム機能

を制御する。まず、本変異がタンパク発現に影

響を与えるかを検討したところ、変異 β5i の発現

は著明に低下していることが明らかになり、本変

異によって β5i 発現が低下する事が解明された。

罹患者の皮膚でも β5i の発現は健常な皮膚と比

較すると低下していた。 

 免疫プロテアソームはユビキチンタンパクを分

解する活性があるため、罹患者の細胞ではユビ

キチンタンパクの蓄積が観察された。また、罹患

者の細胞では β5i が調節するキモトリプシン様活

性が低下していることが明らかになった。以上か

ら、本変異によって、免疫プロテアソーム活性が

低下すると考えられた。そのメカニズムを知るた

めに、免疫プロテアソーム分子集合について検

討した。その結果、罹患者の細胞では免疫プロ

テアソーム中間体が増加していることが明らかに

なり、変異 β5i により免疫プロテアソームの分子

集合が障害されていると考えられた。 

 次に、変異 β5i がどのようなメカニズムによって

炎症応答を誘導しているかについて検討した。

まず、罹患者の皮膚 IL-6 発現を検討したところ、

IL6 mRNA は著明に増加していることが観察さ

れた。どうように罹患者由来の B 細胞でも IL6 は

発現増加していた。その B 細胞での IL6 発現増

加は、正常 β5i を遺伝子導入することによって、

低下したことから、変異 β5i によって誘導されて

いる IL6 であることが明らかになった。また、IL6

誘導は p38 阻害剤によって抑制された。 

 JASL の特徴的所見の一つは脂肪萎縮症であ

る。罹患者の脂肪萎縮は炎症応答を抑制できる

ステロイドの量では抑制ができない事から、炎症

応答に付随する症状ではないと考えられた。ま

ず、脂肪前駆細胞である 3T3-L1 細胞の Psmb8

遺伝子を RNAi によって抑制したところ、脂肪細

胞への分化が障害された。さらに、マウス皮下に

Psmb8 に対する siRNA を注入したところ、マウス

皮下脂肪層が減少した。以上から、Psmb8 は脂

肪細胞分化を調節する因子であり、その機能不

全により JASL では脂肪萎縮症がみとめられて

いると考えられた。 
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