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研究成果の概要（和文）：インターロイキン-17産生T細胞（以下Th17細胞と略）は粘膜組織中に常駐し、粘膜組織の恒
常性維持と病原菌に対する粘膜感染防御に重要な細胞群である。本研究課題では、Th17細胞の可塑性を解析可能にする
ためのレポーターマウスを確立し、腸管粘膜組織においてTh17細胞の濾胞性Tヘルパー細胞方向への可塑性と抗原特異
的IgA産生機構について明らかにした。さらに、Th17細胞の機能及びメモリーTh17細胞への分化についての解析を行い
、関連する細胞表面マーカーの候補を得た。また、粘膜組織中インターロイキン-17の恒常的産生に関与する細菌叢を
メタゲノム解析により同定した。

研究成果の概要（英文）：Interleukin (IL)-17-producing T helper (Th17) cells play an important role in the 
maintenance of mucosal immune homeostasis and the host defense against pathogens. In this study, we have 
established a reporter strain that visualizes IL-17-producing cells and is able to assess their fate. We 
have studied the regulation and function of Th17 cells and an interaction between Th17 cells and the 
microbiota in the gut, which controls the constitutive expression of IL-17 and drives production of 
anti-microbial peptides. We have demonstrated that Th17 cells show plasticity toward T follicular helper 
cells and help antigen-specific B cells to differentiate into IgA-secreting B cells in the small 
intestine. Taken together, Th17 cells regulate multiple layers for mucosal immune homeostasis.

研究分野：免疫学
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１．研究開始当初の背景 
新規ヘルパーT 細胞として同定されたイン
ターロイキン -17(IL-17)産生 T ヘルパー
(Th17)細胞は、これまで考えられてきた
IFN-産生 Th1細胞や IL-4産生 Th2細胞と
は異なった細胞群であり、細胞外細菌や真菌
による粘膜感染症に対する生体防御に重要
な役割をはたしている。一方、慢性関節リウ
マチ、多発性硬化症、炎症性腸疾患などの自
己免疫疾患惹起および炎症の慢性化に関与
することが示唆されている。 
 Th17 細胞の制御機構については、これま
でに Nature・Science誌をはじめ活発な研究
発表がなされており、免疫学・医学のホット
トピックとして世界的な研究競争が行われ
てきた結果、急速に進展してきた分野である。
ナイーブCD4ヘルパーT細胞からTh17細胞
分化に必須のサイトカイン、特徴的なエフェ
クターサイトカインである IL-17を転写制御
するマスター転写因子、Th17 細胞の初期分
化・機能を抑制する因子など、多方面からの
アプローチにより Th17細胞の分子生物学的
及び細胞生物学的特徴が急速に明らかにな
ってきた。特に、多発性硬化症や関節リウマ
チなどの慢性自己免疫疾患の動物モデルに
おいて、Th17 細胞の発生分化及び機能を負
に制御することによる慢性炎症反応の抑制
はさまざまなノックアウトマウスを使った
実験系で証明されており、さらにヒト Th17
細胞の初期分化、機能、炎症局所への遊走な
どの新規制御法の開発は、Th17 細胞が関わ
る感染免疫・腫瘍免疫の増強のみならず、こ
れまで有効な治療法が確立していない各種
膠原病や慢性炎症性疾患などの免疫難病に
対する有効な治療手段になりうる可能性を
示唆している。 
 我々の作製した IL-17-細胞系譜リポータ
ーマウス(Hirota, et al., Nat Immunol 2011)
を使った実験によって、非常に興味深い生物
学的特長の一つである Th17細胞の生体内で
の可塑性が明らかになった。Tヘルパー細胞
の可塑性とその特異的な機能に関しては新
規の重要なトピックであるが、細胞系譜リポ
ータマウスを使わなければ解析ができない
点からも、これまでのところ十分な理解が得
られていない。したがって、IL-17 細胞系譜
リポーターマウス、IL-17-eGFP マウスを駆
使することにより、可塑性を示した細胞の機
能およびその後の細胞運命について詳細な
解析が可能となった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、新規に開発した IL-17細胞系
譜リポーターマウスと IL-17-eGFPマウスを
駆使することにより、IL-17産生 T細胞の発
生・分化・エフェクター機能、加えて可塑性
誘導因子の分子基盤を明らかにし、将来的に
は、IL-17産生 T細胞の機能操作による免疫
制御法の確立を目指す。また、IL-17 産生 T
細胞の分化や機能維持に重要な常在細菌叢

についてメタゲノム解析を進める。 
 
３．研究の方法 
IL-17を一旦高発現したTh17細胞を永続的
に追跡できるシステムとして、IL-17 細胞系
譜リポーター系統  (Il17aCreR26ReYFP, 
Il17aCreR26RFP635)を作製した。このシステ
ムによって、細胞固定後の細胞内サイトカイ
ン染色に頼らずに、蛍光分子 eYFP 又は FP635
陽性細胞として Th17 細胞を生きたまま追跡
可能である。加えて、解析時に IL-17 発現を
停止した”ex-Th17”細胞も同定可能である。
したがって、細胞系譜リポーターマウスは
Th17 細胞の潜在的な可塑性やエフェクター
能を評価できる強力な研究ツールである。 
IL-17-細胞系譜リポーターマウスの IL-17
産生 T細胞をリポーター遺伝子の発現と細胞
表面マーカーに基づいてセルソーターを用
いて分画し、機能・増殖能・生存能を細胞レ
ベル、分子レベルで比較検討する。また、粘
膜組織付着の常在細菌叢の構成を次世代シ
ークエンサーを用いてメタゲノム解析を行
い、IL-17 産生 T 細胞、粘膜上皮細胞、常在
細菌叢の相互作用と遺伝子発現維持機構に
ついての解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 末梢リンパ組織 Th17 細胞の腸管親和性 
末梢リンパ節や脾臓では、0.1%程度の

CD4+ Th細胞はリポーターeYFP陽性 Th17
細胞であり、PMA/Ionomycin 刺激後の細胞
内染色によって大部分の eYFP 陽性細胞は
Th17 細胞の特徴である IL-17 を産生し、マ
スター転写因子である Rort陽性である。表
面抗原のフローサイトメトリ解析から、これ
ら Th17 細胞は腸管遊走性受容体である
CCR6 や CD103 を高発現し、これらの細胞
をフローサイトメトリにより純化後にT細胞
欠損マウスへ養子移入を行うと、腸管パイエ
ル板及び粘膜固有層への遊走能が非常に高
いことが分かった。加えて、生理的な条件下
での Th17細胞の分化は腸内細菌叢に依存し
ていることと、腸管常在菌も存在しない無菌
マウスでは末梢リンパ節に Th17細胞が見ら
れないことからもリンパ節や脾臓の Th17細
胞は腸管由来の細胞群であることを示唆し
ている。即ち、腸管フローラ特異的な Th17
細胞は体内リンパ組織を循環しており、リン
パ球欠損マウスに養子移入により活性化・増
殖を行うことから機能的にはセントラルメ
モリー型細胞であることを見出した。 
 
(2) Th17細胞の腸管パイエル板における可塑
性 
 Th17 細胞のパイエル板への集積は、胚中心
B 細胞と相互作用する可能性を示唆した。こ
れまで、表面マーカーCXCR5, PD-1, ICOS,サ
イトカイン IL-21,転写因子 Bcl6 を高発現す
る Tfh 細胞は胚中心に位置する Th サブセッ
トであり、そこでの B細胞の活性化、分化に



重要な役割を担っていることが明らかにさ
れている。パイエル板 Th17 細胞の表現系の
解析から、15%以上の eYFP 陽性細胞は、CXCR5
及び PD-1 を高発現し、Tfh 表現系に可塑性を
示していることが分かった。非常に興味深い
ことに、表面抗原のみならず IL-21 と Bcl6
の発現を上昇させた Tfh 細胞への可塑性は、
リンパ節や粘膜固有層では観察されず、パイ
エル板環境下特異的に観察され、同時に Th17
細胞の特徴的な因子であるIL-17と転写因子
Rort の発現は低下していた。即ち、最終分
化した機能的な Th17 細胞は、未だ不明なパ
イエル板組織因子によって可塑性が誘導さ
れ、新たな機能を獲得したことが示唆された。 
 
(3) Th17細胞の可塑性に対するサイトカイン
IL-23 の役割 
 これまで、自己免疫疾患モデルにおいて
Th17 細胞のエフェクター機能及び可塑性は
IL-23 に依存しており、IL-23 欠損マウスを
使った実験から Th17 細胞の機能維持に必須
のサイトカイン分子であることが知られて
いる。そこで、Tfh 細胞への可塑性において
もIL-23が制御しているのかどうか調べるた
め、IL-23 欠損 IL-17 細胞系譜リポーターマ
ウスを作製した。これまでの報告と一致して、
腸管 Th17 細胞のエフェクターサイトカイン
の一つである IL-22 産生能は IL-23 に依存し
ていた。逆に、IL-23 の自己免疫反応時にお
ける Th17 細胞機能維持や可塑性に対する役
割とは対照的に、IL-23 は恒常的な腸管 Th17
細胞の生存維持に関与せず、Th17 細胞の Tfh
細胞への可塑性にも影響を与えなかった。こ
れらの結果は、自己免疫惹起性 Th17 細胞と
腸管 Th17 細胞の機能制御、生存維持、可塑
性は独立した因子によって制御されている
ことを示唆している。 
 
(4) パイエル板“ex-Th17”細胞は IgA 産生
胚中心 B細胞を誘導する 
 生理的な環境下における Tfh(“ex-Th17”)
細胞への可塑性が、パイエル板 B細胞にどの
ような作用をするかどうか調べた。T 細胞欠
損マウスは通常パイエル板の胚中心の形成
は見られず、B 細胞 AID の発現は低い。その
マウスに eYFP 陽性 Th17 細胞を養子移入する
実験系によってB細胞に対する影響を調べる
と、移入した eYFP 陽性細胞が胚中心に位置
し胚中心の形成促進が見られ、強いB細胞AID
の上昇が観察された。さらに、その
GL-7+CD95+胚中心 B細胞は IgA発現を上昇さ
せ、血清中の免疫グロブリンアイソタイプの
中で IgA のみ特異的に上昇させた。このこと
から、移入 Th17 細胞の認識する抗原が腸管
パイエル板に存在し、抗原特異的な B細胞の
活性化とIgA産生の促進に寄与することが示
唆された。 
 
(5) Th17 細胞は抗原特異的腸管 IgA産生に必
要なサブセットである 

 上記に解説した T 細胞欠損マウスに Th17
細胞を養子移入する非生理的な実験系だけ
でなく、通常マウスの T細胞依存的 IgA 産生
における Th17 細胞の役割を検証した。通常
のIL-17細胞系譜レポーターマウスに腸管細
菌毒素であるコレラ毒素を経口免疫し、パイ
エル板でのTh17細胞の表現系を解析すると、
Th 細胞の中での eYFP 陽性細胞の割合に変化
は見られなかったが、毒素投与前後に eYFP
陽性 Th 細胞中の CXCR5 陽性 Tfh 細胞の頻度
が15％程度から50%程度にまで著しく増加し
た。このことから、コレラ毒素の経口免疫に
より、Th17 細胞は積極的な Tfh 細胞への変移
シグナルを受けていることが示唆される。こ
の経口免疫後、コレラ毒素特異的な IgA 産生
能の検証を行なったところ、毒素特異的な
IgA が検出された。次に、これら抗原特異的
な IgA 産生機構に Th17 細胞が直接関わって
いるかどうか調べるため、野生型骨髄細胞ま
たは Rorc 欠損骨髄細胞を T 細胞受容体α
(TCRα)欠損マウスに再構築を行った。骨髄
移植3ヵ月後のコントロール野生型骨髄キメ
ラマウスと Th17 細胞欠損(Rorc 欠損)骨髄キ
メラマウスを用いて、コレラ毒素特異的な
IgA 産生機構を検証した。経口免疫前に Th17
細胞欠損骨髄キメラマウスのパイエル板を
解析すると、Th17細胞以外のTh1,Th2,Foxp3+
制御性 T細胞は通常マウスと同様に再構築さ
れていたが、期待した通りに Rorc は Th17 細
胞のマスター転写因子であることから Th17
細胞への分化は阻害されていた。これら骨髄
キメラマウスにコレラ毒素を経口免疫し、10
日後にコレラ毒素特異的IgAを測定したとこ
ろ、コントロール骨髄キメラマウスは通常マ
ウスと同様にコレラ毒素特異的IgAの産生を
増加させたが、Th17 細胞欠損骨髄キメラマウ
スは特異的なIgA産生上昇が見られなかった。
これらの結果から、Th17 細胞はパイエル板に
おける胚中心 B 細胞の腸管抗原特異的な IgA
産生機構に必要なサブセットであることが
明らかとなった。 
 
(6) エフェクターTh17 細胞と Th17 細胞由来
Tfh 細胞の遺伝子プロファイル 
 Th17細胞のTfh細胞方向への可塑性を誘導
する因子を検索するため、可塑性を示す前後
の細胞群をフローサイトメトリを用いて純
化し、マイクロアレイ解析によって遺伝子プ
ロファイルの差異について検討を行った。予
想されたエフェクター分子と特徴的な転写
因子の他に、細胞内代謝に関わる分子の候補
を得た。これら候補分子の Th17 細胞可塑性
に関わる機能を検討するため、遺伝子改変マ
ウスの作製を行い、現在解析を継続している。 
 
(7) パイエル板 Th17 由来 Tfh 細胞は生存・
増殖能を示さない 
 末梢リンパ組織に循環している腸管細菌
特異的な Th17 細胞は機能的であり増殖能を
示す。同様な実験システムを用いて、Th17 由



来の Tfh 細胞の細胞運命を調べた。IL-17 細
胞系譜リポーターマウスの eYFP 陽性
CXCR5+PD-1+T 細胞を腸管パイエル板から純
化し、リンパ球欠損マウスに養子移入したと
ころ、パイエル板のエフェクターeYFP+Th17
細胞は強い増殖を示したのち再構築が見ら
れた。しかしながら、eYFP+Tfh 細胞は末梢リ
ンパ組織および腸管組織で検出できなかっ
たことから、増殖せず細胞死したことが示唆
された。従って、eYFP+Tfh 細胞は、細胞運命
の一つの最終形態であり、B 細胞と相互作用
した後には細胞死する運命にあることが示
唆された。 
 
(8) メモリー型 Th17 細胞とエフェクター型
Th17細胞を分離する手法の開発 
 メモリー型 Th17細胞の同定は、エフェク
ターサイトカインを産生しない性質のため
非常に困難である。IL-17 細胞系譜レポータ
ーマウスを用いることによって、最終分化し
たエフェクターTh17 細胞がサイトカインの
産生を停止させた後もレポーター遺伝子を
指標として追跡・解析可能になる。特に、２
次リンパ組織中のレポーター陽性細胞を細
胞表面マーカーと IL-17産生能を組み合わせ
て評価を行った。従来からのメモリー型細胞
が発現するマーカーと IL-17産生能との間に
相関は見られ、現在までにメモリー型 Th17
細胞の分離・解析法を確立した。今後、メモ
リー型 Th17細胞に有意に発現の高い遺伝子
を欠損させたマウスの作製を行っていき、機
能的分子群の同定を展開する。 
 
(9) 粘膜組織中の恒常的 IL-17 産生に関わる
維持因子の同定 
 生殖粘膜組織に常在する IL-17産生T細胞
のサブセット解析と相互作用する相手側の
粘膜上皮細胞から分泌される抗菌ペプチド
について解析を進めた。IL-17 細胞系譜リポ
ーターマウスの解析から、IL-17 産生細胞の
大部分はγδT細胞であることを見出し、こ
れらの IL-17産生γδT細胞は Th17細胞と
は異なり可塑性は示さず、粘膜組織中の安定
的な IL-17 供給源であることが示唆された。
また、IL-17 欠損マウスの解析から、生殖粘
膜中の IL-17依存性の抗菌ペプチド群（Lcn2
など）を同定し、粘膜組織の恒常性維持に重
要な役割を果たすことを示した。さらに、粘
膜組織中の恒常的 IL-17誘導にかかわる上流
シグナルの解析を進める過程で、粘膜常在細
菌叢の関与を示唆する結果を得た。そこで、
常在細菌を完全に欠損する無菌マウスを用
いてγδT細胞の IL-17産生能と抗菌ペプチ
ド産生能を評価したところ、無菌条件におい
て IL-17産生と抗菌ペプチド産生の有意な低
下を見出した。即ち、常在細菌叢が恒常的な
IL-17 産生に関わる上流シグナルの一つであ
ることを見出した。さらに、細菌叢分布につ
いて生殖粘膜組織のメタゲノム解析を行い
生殖粘膜特異的な細菌種を同定した。現在、

これらの特定の細菌種によってγδT細胞か
ら恒常的な IL-17産生が維持されるのかどう
か検討を進めている。 
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