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研究成果の概要（和文）：IL-17産生型γδT (γδT17) 細胞は感染初期の防御応答を担う一方で、炎症性疾患
や癌の転移に関与することが示され、様々な疾患の治療標的として注目を集めている。γδT17細胞は胸腺で分
化するが、その分化機構には不明な点が多い。本研究ではT細胞受容体(TCR)シグナルがγδT細胞の分化に果た
す役割を解明することを目的とした。遺伝子改変マウスを用いた解析から、チロシンキナーゼSykがγδTCRシグ
ナル伝達に重要な役割を担い、PI3K/AKT経路およびLAT/ERK経路を活性化することでγδT17細胞の分化プログラ
ムを制御することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：IL-17 producing γδT (γδT17) cells play an important role in the early 
response to infection, whereas they are involved in the pathogenesis of inflammatory diseases and 
metastasis. Although the γδT17 cells are known to develop in the thymus, its precise molecular 
mechanism remained unclear. In this study, we aimed to clarify the molecular mechanism how T cell 
receptor (TCR) signal controls the development of γδT17 cells in the thymus. Studies with 
genetically modified mice revealed that Syk functions as a dominant tyrosine kinase in γδTCR 
signaling. We also found that Syk activates the PI3K/AKT pathway and LAT/ERK pathway, both of which 
are mandatory for the development of γδT17 cells. 

研究分野： 免疫学

キーワード： 胸腺　T細胞受容体　γδT細胞　Syk

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究にて、研究代表者らはγδT細胞におけるSyk依存的なTCRシグナルを同定した。これまでγδT細胞のシグ
ナル伝達機構は典型的αβT細胞と類似していると考えられてきたが、研究代表者らはγδT細胞に特有のTCRシ
グナル伝達がγδT細胞の機能決定に重要であることを明らかにし、世界に先駆けて発表した。免疫学領域にお
ける新たな知見を提供し、学術的意義の高い成果となった。本研究成果から、SykやPI3Kを標的とすることで、
炎症性γδT細胞を人為的に制御できる可能性があり、炎症性疾患の治療法確立に繋がる可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 我々ヒトを含む脊椎動物は常に感染や腫瘍等の脅威に曝されているが、免疫系がこれらを排

除することで生体恒常性を維持している。よって、免疫細胞の分化プロセスや機能獲得機構を

解明することは免疫関連疾患の克服に繋がると期待され、基礎医学研究の重要な課題である。 

 T 細胞は胸腺にて分化し、細胞表面上の T 細胞レセプター(TCR)によってT 細胞とT 細胞

に分けられる。T 細胞は、ヒトやマウスではT 細胞よりもマイナーな集団であることから、

研究が進んでおらず、その分化メカニズムや生理学的重要性は十分に理解されていない。T

細胞は感染早期に炎症部位に出現し、自然免疫から獲得免疫への移行を円滑にすることが知ら

れている。しかし、近年になって乾癬、がんの転移などにT 細胞が関与することが示され、

治療標的としての有用性が見出されつつある。 

 T細胞は胸腺にて IL-17産生型T (T17) 細胞または IFN産生型T(T1) 細胞に分化する。

T17 細胞は胎仔期から新生仔期の短い期間でのみ分化し、その後、成長と共にT1 細胞が優

位に分化するというユニークな特徴を持つ(Bonneville et al, Nat. Rev Immunol 2010, Carding et 

al, Nat Rev Immunol 2002)。また、細胞表面に発現する TCR-V鎖とT 細胞の機能には密接な

関係があることが知られ、T17 細胞は V4 と V6 を、T1 細胞は V1 と V5 を発現する。

多くの遺伝子改変マウスを用いた解析によって、T17 細胞の分化に必須の転写因子や液性因

子が同定されたが、TCR シグナルがT 細胞のサイトカイン産生能獲得にどのような機能を担

っているのかについては統一的な見解がない。研究代表者はその原因がTCR シグナル伝達を

担う重要な TCR シグナル関連分子が同定されていないためであると考えた。TCR シググナ

ル伝達は数十年にも及ぶ研究の蓄積から、その全体像がほぼ明らかにされている。一方、T

細胞は TCR 複合体の構造や TCR シグナル関連分子がT 細胞とは部分的に異なるという報告

から（Hayes & Love JEM 2006; Laird et al, J  Immunol 2010）、申請者はT 細胞に特有の TCR シ

グナルがT 細胞の機能的分化を制御するという仮説を立てた。そこで、抗原受容体の近傍の

チロシンキナーゼである Zap70 (Zeta chain of T cell receptor associated protein kinase 70)と Syk 

(Spleen tyrosine kinase)に着目した。Zap70 はTCR のシグナル伝達に必要であり(Negishi et al, 

Nature 1995)、Syk は B 細胞受容体(BCR)や Fc 受容体などの自然免疫シグナル伝達に必要であ

る (Turner et al, Nature 1995; Cheng et al Nature 1995)。 

 
２．研究の目的 
本研究では、TCR 近傍のチロシンキナーゼである Zap70 と Syk に焦点をおき、T 細胞におけ

る TCR シグナル伝達の分子メカニズムを理解することで、TCR シグナルがT 細胞の機能決定

に果たす役割を解明することを目的とした。具体的には、CRISPR/Cas9 法を用いて遺伝子改変

マウスを作成し、表現系解析を行うことで TCR シグナルとT 細胞の分化・機能との関係を調

べた。また、チロシンキナーゼ下流の分子(LAT、PI3K)も含め、T 細胞への役割を検討した。 

 
３．研究の方法 
（１）遺伝子改変マウスの作成 

標的遺伝子(Zap70, Syk, Lat, Pik3cd, Pik3cg)に対する single guide RNA およびヒト化 Cas9 をコー

ドする mRNA を前核期受精卵に注入し、偽妊娠 ICR マウスの卵管へ移植した。得られた胎仔・

新生仔マウスについて PCR 法、サンガーシークエンス法などで標的遺伝子が欠損していること

を確認した。 

 



（２）胸腺T 細胞の分化、機能解析  

野生型(WT)および KO マウスの胸腺を採取し、フローサイトメトリーによって胸腺T 細胞の

絶対数と頻度を計測した。また、TCR-V1、-V4、-V5、-V6 サブセットの細胞数についても

定量化を行った。胸腺細胞を Brefeldin A 存在下にて PMA (Phorbol12-myristate13-acetate)と

Ionomycin によって刺激し、T1 細胞およびT17 細胞の絶対数を定量化した。 

 

（３）TCR シグナル伝達解析 

1 日齢の WT マウスの胸腺からT 細胞を精製し、TCR シグナルを誘導した。TCR シグナルの

誘導には、ストレプトアビジンで架橋した抗 CD3抗体を用い、37℃で 2 分刺激を行った。刺

激後、細胞を可溶化し、抗リン酸化抗体(clone: 4G10)を用いて免疫沈降を行い、Western blot に

よりリン酸化 Zap70 および Syk を検出した。WT および KO マウスから調整した胸腺細胞懸濁

液を同様の方法にて刺激した後、抗リン酸化ERK抗体(197G2)および抗リン酸化AKT抗体(D9E)

によって染色し、フローサイトメトリーによって各々の蛍光強度を定量した。さらに、生体内

におけるT 細胞の活性化状態を TCR シグナルマーカーである CD5 の発現量を定量化するこ

とで評価した。 

 

（４）新生仔期特異的に分化するT 細胞におけるチロシンキナーゼの機能解析 

胎生 15.5 日の WT および Syk KO マウスから肝臓を採取し、Gr-1- TER119-の T 前駆細胞を含む

細胞画分を調整した。Stem Cell Factor (SCF)および IL-7 存在下で２４時間培養し、レトロウイ

ルスによって Zap70 または Syk をコードする cDNA 配列を導入した。デオキシグアノシン処理

を施した胎生 15.5 日の胸腺と遺伝子導入した T 前駆細胞をハンギングドロップで 24 時間共培

養し、フィルターメンブレン上で胎仔胸腺器官培養(FTOC)を行った。9〜14 日後、T 細胞の

分化や機能について解析を行った。 

 

（５）イミキモド(IMQ)誘導性乾癬様皮膚炎発症モデル 

胎生 15.5 日の WT または Syk KO マウスの肝臓に由来する T 前駆細胞を X 線照射した

TCR/TCRdKO マウスに移入し、骨髄キメラマウスを作成した。マウスの両耳介に 5% IMQ

クリームを 5 日間反復塗布し、乾癬様皮膚炎を誘導した。耳介腫脹をノギスで計測し、皮膚炎

症反応の指標とした。5 日目に頸部リンパ節を回収し、T細胞の絶対数を定量化した。 

 
４．研究成果 
(1)胸腺T 細胞の分化を制御するチロシンキーゼの同定 

1日齢の胸腺から精製したT にTCR刺激を誘導し、Zap70および Sykのリン酸化をWestern blot

により解析した結果、どちらの分子もTCR 刺激依存的にリン酸化された。そこで、Zap70 KO、

Syk KO、Zap70/Syk dKO マウスの胸腺T 細胞の分化を評価した。WT および ZAP70 KO マウ

スの胸腺 T 細胞数は約 2 x105 であり、Zap70 欠損によるT 細胞数の有意な変化は認められ

なかった。一方、Syk KO マウスではT 細胞数が WT の 25%程度であった。さらに、Zap70/Syk 

dKO マウスでは、WT マウスの 10%程度まで減少した。これら KO マウスの胸腺細胞を用いて、

TCR を誘導し、ERK のリン酸化を評価した。Zap70 欠損T 細胞は WT マウスと同程度に ERK

のリン酸化が誘導された。一方、Syk 欠損T 細胞は、ERK のリン酸が著しく障害されていた。

また、Zap70/Syk 両欠損T 細胞では ERK のリン酸化が全く検出されなかった。これらの結果

と一致して、T 細胞における CD5 の発現量は Zap70 欠損による影響を受けず、Syk の欠損に



よって減少した。また、Zap70 と Syk を両方欠損するT 細胞では CD5 を発現するT 細胞は

全く検出されなかった。よって、Syk 依存的な TCR シグナルが胸腺T 細胞の分化に中心的な

役割を果たしていると考えられた。 

 

(2)T 細胞の機能決定における TCR シグナルの役割 

Zap70 欠損および Syk 欠損によるT 細胞機能への影響について解析を行った。0 日齢の WT マ

ウスにてT17 細胞数は約 6 x104 であり、Zap70 KO マウスでは 50%減少していた。Syk KO マ

ウスおよび Zap70/Syk dKO マウスではT17 細胞は全く検出されなかった。次に、T17 細胞

を含むサブセットである V4 と V6 に注目した。Zap70 欠損マウスでは V6 陽性 T 細胞のみ

が特異的に減少し、その他のサブセットに大きな変化が認めらなかった。また、V4 陽性 T17

細胞の細胞数は野生型マウスと同等に検出された。一方、Syk KO マウスでは V6 および V4 サ

ブセットが著しく減少していた。T1 細胞はいずれのマウスでも検出された。さらに、Syk を

欠損する骨髄キメラマウスおよびリンパ球系列特異的に Syk を欠損するマウスを作成し、末梢

T 細胞の表現型について解析を行った。その結果、Syk を欠損するマウスでは、肺や脾臓に

てT17 細胞がほとんど検出されなかった。また、IMQ 誘導性乾癬様皮膚炎を誘導した結果、

Syk の欠損によって耳介の肥厚が有意に減少した。また、炎症時における頸部リンパ節にて

T17 細胞はほとんど検出されなかった。以上の結果から、Syk によって誘導される TCR シグ

ナルがT17 細胞への運命決定に必要であり、末梢組織における炎症応答の規模を決定づける

重要な因子であることが示された。 

 

 (3)Zap70 と Syk のT 細胞分化における機能相補性の検証 

Zap70 と Syk は Syk family に属し、構造的に近縁なチロシンキナーゼである。Zap70 が Syk の

機能を代替できるかを検証する目的で、レトロウイルスを用いて Syk KO マウスに由来する T

前駆細胞に Zap70 を過剰させ、in vitro にてT17 細胞分化を再構築する実験系を確立した。本

手法では、WT マウスに由来する T 前駆細胞を用いた場合、ウイルス感染が成立したT 細胞

のうち 5%程度の細胞が IL-17 を産生する。また、Syk 欠損 T 前駆細胞を用いた場合、T17 細

胞はほとんど検出されなかった。Syk 欠損 T 前駆細胞に Zap70 を導入した結果、T17 細胞の

検出頻度は 2.5%程であり、統計的に有意な減少を認めた。また、CD5 の発現量も WT と比較

して 50%ほど減少していた。したがって、T 細胞の分化において、Zap70 は Syk の機能を相

補することはできず、T 細胞の機能獲得には Syk 特有の機能が必要であることが示された。 

 

(4)Syk によって制御する TCR シグナル分子の解析 

過去の報告から B 細胞において Syk が Phosphoinositide 3-kinase (PI3K)の活性化に関与すること

が示唆されている。PI3K は膜リン脂質である PIP3 の生成を介して AKT の活性化を誘導するキ

ナーゼである。よって、Syk が PI3K/AKT 経路の活性化を誘導することでT17 細胞の分化を

誘導する可能性を検証した。Syk 欠損T 細胞に TCR 刺激を誘導した結果、AKT のリン酸化は

有意に抑制された。一方で、Zap70 欠損T 細胞では AKT のリン酸化に有意な変化は認められ

なかった。次に、PI3K がT17 細胞の分化に必要であるかを検証するために PI3K KO マウスを

解析した結果、T17 細胞は全く検出されなかった。興味深いことに、PI3K 欠損T 細胞では、

TCR 刺激依存的な AKT のリン酸化は抑制されるものの、ERK のリン酸化にほとんど影響はみ

られなかった。また、CD5 の発現量にも有意差は認められなかった。ERK の活性化には LAT

が必要であることが知られている。このような実験的観察結果から、PI3K/AKT 経路と LAT/ERK



経路は Syk によって独立に制御されているのではないかと予想された。したがって、LAT 欠損

マウスを作成し、LAT 欠損による TCR 刺激依存的な AKT および ERK の活性を解析した。そ

の結果、TCR 刺激誘導性の AKT のリン酸化は LAT とは無関係に誘導され、ERK のリン酸化に

LAT が必要であることが確認された。また、LAT 欠損マウスではT 細胞数の著明な減少と

T17 細胞の消失が認められた。以上の結果から Syk は PI3K/AKT 経路と LAT/ERK 経路の活性

化を制御し、T17 細胞の分化を支持することが示された。 

 これらの成果を総括し、Journal of Clinical Investigation 誌に発表した。T 細胞は初期分化段

階において Zap70 よりも Syk に依存しており、T 細胞よりもむしろ B 細胞に近いシグナル

伝達機構を備えるという新しい知見が明らかになった。これらの成果を応用し、将来的には人

為的にT1 やT17 の分化や機能を制御し、自己免疫疾患や癌転移などを治療するための基礎

理論の確立に発展させたい。 
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