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研究成果の概要（和文）：ビタミンA代謝産物のレチノイン酸は、IL-6によるIL-13高産生炎症性ヘルパーT(Th)
細胞の誘導を抑制した。ビタミンA欠乏マウスの腸間膜リンパ節では、経口抗原特異的にIL-13を産生するCD4陽
性T細胞が誘導された。IL-13高産生炎症性Th細胞に発現し、Th2細胞とTh9細胞では発現していない細胞表面分子
を見出した。当該分子は、Th1細胞およびTh17細胞で発現していることが報告されているが、IL-13産生細胞での
発現は報告されていない。当該分子は新たなアレルギー治療法のターゲットとして期待される。

研究成果の概要（英文）：The vitamin A metabolite retinoic acid suppressed the induction of 
IL-6-dependent IL-13 high-producing inflammatory helper T (Th) cells. CD4+ T cells that produce 
IL-13 specifically for oral antigens were induced in the mesenteric lymph nodes of vitamin 
A-deficient mice. We found a cell surface molecule that was expressed on IL-13 high-producing 
inflammatory Th cells but not on Th2 and Th9 cells. This molecule has been reported to be expressed 
on Th1 and Th17 cells, expression on IL-13-producing cells has not been reported. In the future, we 
aim to construct a new allergy treatment method targeting this molecule.

研究分野： 免疫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アレルギー患者は近年急増しているが、その治療法のほとんどは対症療法で、根本的治療法は少ない。アレルギ
ーの中心はTh2型炎症反応だが、その他のTh細胞の活性化パターンが組み合わさることで、アレルギーの病態は
多様化するため、病態ごとに適切な治療法を選択する層別化医療が求められている。本研究成果により、IL-6に
よって誘導される新規IL-13高産生炎症性Th細胞の制御を目的とした新たなアレルギー治療戦略の創出に貢献で
きると考えている。

※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	
	 腸管粘膜は、食物とともに多くの病原微生物が侵入してくる危険に絶えず曝されており、生
体防御の最前線として免疫防御システムを発達させている。その一方で、生体にとって有益ま
たは無害な異物である食物や腸内常在細菌に対しては、過剰な免疫応答を起こさないように経
口免疫寛容を確立する。しかし、経口免疫寛容が破綻すると、食物や腸内常在細菌に対する免
疫応答が惹起され、アレルギーや炎症性腸疾患などを発症する。このような腸管免疫系の正と
負のバランスを巧妙に維持するためには、免疫系の司令塔である CD4 陽性ヘルパーT(Th)細胞の
腸管粘膜への配備と機能分化の制御が重要な鍵を握っている。	
	ビタミン A 代謝産物であるレチノイン酸は、リンパ球の腸管配備と機能分化の制御を介して腸
管免疫系の恒常性を維持し、炎症反応の抑制に寄与する。当研究グループは、ビタミン A 欠乏
マウスの腸間膜リンパ節樹状細胞が、IL-6 産生能増強およびレチノイン酸産生能低下に伴って、
IL-13を高産生する炎症性Th細胞を誘導する能力を獲得することを明らかにした。この細胞は、
他の Th2 サイトカインである IL-4 や IL-5 の産生能が低く、IL-4 で誘導される従来の Th2 細胞
とは異なる Th 細胞サブセットであった。IL-13 は IgE 産生増強に加え、上皮細胞の粘液分泌亢
進や、繊維芽細胞の活性化による組織の繊維化や肥厚形成に関与するなど、アレルギーや慢性
炎症の病態形成に重要な因子である。当研究グループは、ビタミン A 欠乏マウスでは経口免疫
寛容が正常に誘導されず、食物抗原に対する IgE および IgG1 抗体の産生が強く誘導され、即時
型アレルギー反応が惹起されることを見出した。しかし、IL-13 遺伝子欠損マウスでは、ビタ
ミン A 欠乏による食物抗原特異的抗体産生が起こらなかった。つまり、これらの反応が通常の
抗体産生で重要な IL-4 の関与を受けず、完全に IL-13 依存的であったことから、IL-13 を高産
生する新規 Th 細胞による新しいアレルギー発症メカニズムの存在が示唆された。	
	
２．研究の目的	
	 アレルギー炎症性疾患は、近年、罹患者の増加が著しい。本研究では、新規 IL-13 高産生炎
症性 Th 細胞の本態を突き止め、その分化誘導機序と、ビタミン Aやレチノイン酸などによる制
御機構を明らかにし、これらの疾患への関与を検証して、発症予防、診断、治療技術の創成へ
の展開を目指す。	

(1) IL-13 高産生炎症性 Th 細胞は、ナイーブ CD4 陽性 T 細胞を IL-6 存在下で抗 CD3＋CD28 抗
体で活性化するだけでも誘導することができる。この培養系を活用して、IL-13 高産生炎症性
Th 細胞の分化を促進または阻害する因子を探索して至適誘導条件を確立し、他の Th 細胞の誘
導条件との違いを明確する。DNA マイクロアレイ解析により、IL-13 高産生炎症性 Th 細胞のマ
ーカーとなる分子を探索する。	

(2)	ビタミン A 欠乏マウスやアレルギー炎症性疾患モデルマウスを作製して、炎症局所におけ
る IL-13 高産生炎症性 Th 細胞の存在を検証し、疾患発症・増悪との関係を明確にする。	
	
３．研究の方法	
(1)	マウス	
	 マウスは SPF 条件下で飼育し、すべての動物実験は、徳島文理大学動物実験委員会の審査お
よび学長承認を得て、文部科学省のガイドラインに沿った方法で実施した。	
	
(2)	ナイーブ CD4 陽性 T 細胞の分化誘導と解析	
	 C57BL/6 マウスまたは IL-13-EGFP レポーターマウス（YetCre-13 マウスと Rosa-floxed-stop	
-EYFP マウスの F1 マウス）から調製したナイーブ CD4 陽性 T 細胞を、IL-13 高産生炎症性 Th
細胞誘導条件（20	ng/ml	IL-6、10	µg/ml	抗 IFN-γ抗体）、Th2 誘導条件（5	ng/ml	IL-4、10	µg/ml
抗 IFN-γ抗体）、Th9 誘導条件（20	ng/ml	IL-4、2	ng/mlTGF-β、10	µg/ml 抗 IFN-γ抗体）、Th17
誘導条件（20	ng/ml	IL-6、10	ng/ml	IL-1β、10	ng/ml	IL-23、0.5	ng/ml	TGF-β、10	µg/ml
抗 IFN-γ抗体、10	µg/ml 抗 IL-4 抗体）、Th22 誘導条件（20	ng/ml	IL-6、10	ng/ml	IL-1β、
10	ng/ml	IL-23、10	µg/ml 抗 IFN-γ抗体、10	µg/ml 抗 IL-4 抗体、1	µg/ml 抗 TGF-β抗体）、
Th1 誘導条件（5	ng/ml	IL-12、10	ng/ml	IL-2、10	µg/ml 抗 IL-4 抗体）のもと、固相化抗 CD3
＋CD28 抗体（ともに 3	µg/ml）で 3 日間刺激した。場合によっては、レチノイン酸受容体逆作
動薬 BMS493（100	nM）、レチノイン酸受容体拮抗薬 LE540（500	nM）またはレチノイン酸受容体
作動薬 Am80（10	nM）を添加した。新しいプレートに細胞をまきかえ、さらに 1〜3 日間培養し
た。サイトカイン産生能を測定するため、分化誘導した CD4 陽性 T 細胞を固相化抗 CD3＋CD28
抗体で 5 時間または 24 時間再刺激した。DNA マイクロアレイを用いて遺伝子発現の網羅的解析
を、リアルタイム PCR を用いて個々の mRNA 発現解析を行った。培養上清中のサイトカイン濃度
は ELISA を用いて定量し、個々の細胞のサイトカインや細胞表面分子の発現パターンはフロー
サイトメトリーを用いて解析した。	
	



 

 

(3)	ビタミン A 欠乏マウスの作製と解析	
	 マウスを交配した後、妊娠した雌マウスに胎齢 2 週目からビタミン A 欠乏飼料を給餌し始め
た。出産後、離乳した仔マウスを引き続き同じ飼料で飼育し、血中レチノール濃度が正常の 1/10
以下になる 11 週齢以降からビタミン A欠乏マウスとして使用した。コントロールマウスは、ビ
タミンA欠乏飼料に5,000	IU/kgのビタミンAアセテートを添加した飼料で飼育して作製した。
これらのマウスに、10	mg	卵白アルブミン（OVA）を 1 日おきに計 5 回胃内投与した。最後の胃
内投与から 1.5 時間後に、腸間膜リンパ節を採取して CD4 陽性 T 細胞を分画した。正常マウス
由来脾臓細胞をＸ線照射して抗原提示細胞とし、1	mg/ml	OVA 存在下で CD4 陽性 T 細胞と共培
養した。3日後に培養上清中のサイトカイン濃度を定量した。	
	
４．研究成果	
(1)	IL-13 高産生炎症性 Th 細胞分化を促進するオートクライン因子の同定	
	 ナイーブ CD4 陽性 T 細胞を IL-6 存在下で抗 CD3＋CD28 抗体で活性化し、IL-13 高産生炎症性
Th 細胞を誘導している途中の培養上清中には、自身の CD4 陽性 T 細胞が分泌した IL-4、IL-9
および IL-17 が検出された。これらのサイトカインが IL-13 高産生炎症性 Th 細胞の誘導に関与
しているかどうかを検証した。その結果、IL-9 と IL—17 は CD4 陽性 T 細胞の IL-13 高産生能の
獲得に影響を与えなかった。一方、IL-6 によって誘導される IL-4 産生は、レチノイン酸受容
体逆作動薬 BMS493 によって増強され、それと同等の濃度の IL-4（従来の Th2 細胞誘導に使わ
れる IL-4 の 1/10 程度の濃度）は、CD4 陽性 T 細胞の IL-4、IL-5 または IL-10 産生を誘導せず
に、十分量の IL-13 産生を誘導した。さらに、Th2 細胞の誘導で使われる濃度の IL-4 存在下で
抗 CD3＋CD28 抗体で活性化するとき、レチノイン酸シグナルが Th2 サイトカイン産生能の誘導
に与える影響を検証した。その結果、BMS493 の添加によって CD4 陽性 T 細胞の IL-13 と IL-9
産生は促進され、IL-5 産生は抑制された。IL-4 と IL-10 はほとんど影響を受けなかった。	
	
(2)	IL-13 高産生炎症性 Th 細胞と Th9 細胞の比較	
	 ナイーブ CD4 陽性 T 細胞を IL-6 存在下で抗 CD3＋CD28 抗体で活性化するとき、BMS493 の添
加によって IL-13 だけではなく IL-9 産生も増強された。そこで、IL-9 を産生してアレルギー
疾患の発症に関与することが従来から知られている Th9 細胞と、IL-13 高産生炎症性 Th 細胞の
分化誘導条件を比較した。Th9 細胞は、Th9 誘導条件である IL-4＋TGF-β存在下で 3 日間抗 CD3
＋CD28 抗体で刺激した直後に、IL-9 産生のピークがあり、培養を続けていくとその産生は低下
し、3 日後にはほとんど検出できなかった。一方、Th13 細胞は、3 日後の抗体刺激後、さらに
培養を続けた方が、IL-13 産生が強く誘導され、IL-9 産生も低下しなかった。	

	

(3)	IL-13 高産生炎症性 Th 細胞と Th17/Th22 細胞の比較	

	 IL-13 高産生炎症性 Th 細胞の分化誘導に必須の IL-6 は、自己免疫・炎症性疾患に関与する

Th17/Th22 細胞の分化誘導因子でもある。そこで、IL-6 による IL-13、IL-17 および IL-22 産生

細胞の分化誘導を比較検証した。IL-22 産生は分化誘導初期に検出されたが、分化誘導日数が

長くなるほど低下し、その一方で IL-13 産生が増強した。IL-17 産生はどの培養時間でも一定

量検出された。抗体による中和実験の結果、IL-6 刺激によって培養中に産生された IL-4 は、

IL-13 産生は促進する一方で、IL-17 産生は抑制、IL-22 産生には影響を与えないことが示され

た。TGF-βは、IL-13 および IL-22 産生を抑制する一方で、IL-17 産生は促進することが示され

た。レチノイン酸は IL-13 および IL-17 産生を抑制することが示された。IL-22 産生は、分化

誘導初期は影響しなかったが、後期では抑制することが示された。	

	

(4)	ビタミン A 欠乏マウスで食物抗原特異的に誘導される IL-13 高産生炎症性 Th 細胞の検出	

	 食物抗原を経口投与したビタミン A 欠乏マウスの腸間膜リンパ節から CD4 陽性 T 細胞を採取

し、サイトカイン産生能を測定したところ、IL-13とIL-9産生が亢進していることが判明した。

ビタミン A 正常マウスと比較して、IL-4 や IL-5 産生も亢進していたが、その産生量は IL-13

と IL-9 と比較して非常に低量だった。	

	

	(5)	IL-13 高産生炎症性 Th 細胞マーカーの探索	

	 IL-13高産生炎症性Th細胞と、アレルギーの発症に関与することが従来から知られているTh2

細胞と Th9 細胞を区別するため、DNA マイクロアレイ解析により細胞表面マーカーの候補遺伝

子を選抜した。様々な Th 誘導条件で候補遺伝子の mRNA 発現を解析し、7 つの分子に絞り込ん

だ。さらに、これらの細胞表面におけるタンパク発現を比較解析した結果、IL-13 高産生炎症

性 Th 細胞培養条件で誘導された IL-13 産生細胞に発現し、Th2 および Th9 培養条件で誘導され

た IL-13 産生細胞では発現していない分子を見出した。当該分子は、Th1 および Th17 細胞で発

現していることが報告されており、現時点で IL-13 産生細胞での発現は報告されていない。今

後は、当該分子を標的とした新たなアレルギー治療技術の創成の基盤構築を目指す。	
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