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研究成果の概要（和文）：炎症性腸疾患(IBD)を自然発症するT細胞特異的Rap1欠損マウス（大腸炎モデルマウ
ス）を用いて、以下のことを明らかにした。１)大腸炎モデルマウスでは、Rap1欠損によるTCR-mediated distal
 signalの低下により、大腸粘膜固有層でのRorgammat+制御性T細胞の生成及びCTLA-4を介する抑制機能が低下し
ている。2)Rap１欠損T細胞では、alpha4beta7インテグリンが活性型構造となっているため、腸管へのホーミン
グが亢進している。3)腸炎惹起性T細胞ではmiR-150の発現が有意に上昇しており、その欠損は病原性T細胞の増
大を抑制し、大腸炎の発症を抑制する。

研究成果の概要（英文）：T-cell-specific Rap1 deletion causes spontaneous colitis in mice. In the 
large intestinal lamina propria of these mice, RORgammat+Treg cells were scarcely induced by 4 weeks
 of age. The expression of CTLA-4 on Rap1-deficient Treg cells was impaired. Rap1-deficient T cells 
exhibited the defective nuclear translocation of NFAT and actin foci in response to TCR engagement, 
which is critical for Treg-mediated control of colitogenic Th17 responses. Integrin activation is 
associated with conformational regulation. We generated two kinds of mAbs that recognized Mn2+
-dependent epitopes of β7. Using these mAbs, we found that the conversion of Rap1-GDP to GTP exerts
 two distinct effects stepwise on the conformation of α4β7. Colitogenic CD4+ T cells demonstrated 
the increased expression of miR-150. MiR-150 silencing completely inhibited the expansion of 
pathogenic Th17 cells and the development of colitis in Rap1KO mice. MiR-150 is a potential 
therapeutic target of IBD.

研究分野：免疫学

キーワード： colitis　Rap1　TCR　regulatory T cells　microRNA　lymphopenia　proliferation

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Rap1シグナルがTCR distal signalに重要な役割を果たすこと及びRap1-GDPがインテグリンalpah4beta7の活性型
構造を抑制していることを初めて明らかにした。また、miR-150の阻害は、リンパ節におけるLIP
(lymphopenia-induced proliferation)を抑制し、大腸炎の発症を抑制することから、miR-150阻害剤はIBDなど
の自己免疫疾患治療薬として有望であることを見出した。

※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 

 

T細胞特異的 Rap1を欠損させたマウスは、大腸腫瘍を伴う炎症性腸疾患(IBD)を自然発症する。

Rap1 欠損エフェクターCD4+T 細胞を正常マウスへ養子移植することで、大腸炎が発症すること

から、Rap１の欠損が腸炎惹起性 T 細胞の生成につながることが判明している。しかしながら、

Rap1 欠損病原性 T 細胞が生成する機構は明らかになっていなかった。Rap1 欠損エフェクターT

細胞は、過度に大腸粘膜固有層へ浸潤することがわかっている。これは alpha4beta7 の活性型

構造が誘導されていることにより、大腸粘膜固有層の後毛細血管内皮細胞に特異的に発現する

MadCAM-1 への接着が亢進することが原因 であると考えられるが、活性型 alpha4beta7 を特異

的に認識するモノクローナル抗体が存在しないため、Rap1 欠損の活性型構造への影響をこれま

で検討することができなかった。また、microRNA は様々な細胞機能に関与することから、腸炎

惹起性 T 細胞においても重要な役割を果たしている可能性がある。RNA seq 解析により、腸炎

惹起性 T 細胞においてその発現が有意に変化しているものが同定されているが、大腸炎発症に

おける microRNA の関与は不明であった。 

 

 

２．研究の目的 

 

大腸炎モデルマウスは、生後数週間で IBD に類似した大腸炎・がんを発症する。このモデルマ

ウスへ抗生物質を投与すると発症が抑制されることから、ヒト IBD と同様に腸内細菌依存性に

生じていることがわかった。本研究課題では、独自に開発した大腸炎・がん自然発症モデルマ

ウスを用いて、IBD の発症原因及び病態形成機構を解明することを目的に、１）腸炎惹起性Ｔ

細胞(病原性 T 細胞)への分化が促進される新規メカニズムを明らかにする。２）それらの大腸

粘膜固有層への浸潤が亢進する機講を、活性型 alpha4beta7 を特異的に認識するモノクローナ

ル抗体を作成し検討する。３）大腸炎は発症に microRNA が関与する可能性を検討する。 

 

３．研究の方法 

１）腸炎惹起性Ｔ細胞の生成機構 

a)大腸炎モデルマウスでは Rap1 欠損Ｔ細胞が腸管リンパ節 において、腸内細菌の刺激によ

り、Th17 細胞へ分化し、血流を介して大腸粘膜固有層へ過度にホーミングすることがわかって

いるが、この Th17 細胞が実際に大腸炎発症に関与しているかどうかを、まず IL-17A ノックア

ウトマウスと大腸炎モデルマウスを掛け合わせることにより検討した。 

b)大腸炎モデルマウスの大腸粘膜固有層において新生期に生成する Rorgammat 陽性 Foxp３陽性

細胞の割合及び数を生後２週間後から Flow cytometry により経時的に解析した。 

c)Foxp3 陽性細胞の抑制機能に重要な CTLA-4 の発現及び、in vitro において抗原提示細胞の共

刺激分子 CD80 及び CD86 を取り込む能力を検討した。さらに大腸炎モデルマウスにおける樹状



細胞上での共刺激分子の発現を測定した。 

d)CD3/CD28 抗体架橋刺激よる PLCgamma、ZAP70 及び SLP76 のチロシンリン酸化及びマイクロク

ラスター形成などの proximal signal、及び、カルシウムの流入及び NFAT の核内移行などの

distal signal を測定した。 

d）TCR シグナル依存性のアクチン細胞骨格の再構成（actin foci 形成）について検討した。 

２）Rap1 による alpha4beta7 インテグリンの活性化構造の制御機構 

大腸への Rap1 欠損エフェクターT 細胞のホーミング亢進を解明するために、マウス

alpha4beta7 活性型特異的ラットモノクローナル抗体の作成を試みた。Alpha4beta7 の細胞外領

域をラットの尾根部へ投与し、ハイブリドーマを作成した。Mn2+ 存在下で高親和性の

alpha4beta7 とのみ結合するハイブリドーマを選別した。 

３）大腸炎発症に対する miR-150 の阻害の影響 

a)網羅的な RNA-seq 解析により、大腸炎を引き起こす Rap1 欠損 T 細胞おいて、有意に上昇して

いる microRNAs を同定した。それらの発現量を qPCR法及びノーザンブロット法 で確かめた。 

b)miR-150 の高発現が大腸炎の発症に関与している可能性を検討するため、miR-150 のノックア

ウトマウスを導入し、T 細胞特異的 Rap1 欠損マウスと掛け合わせたダブルノック アウトマウ

スを作製し、病理学的、免疫学的解析を行った。 

 

４．研究成果 

１）大腸炎モデルマウスでは、RORgammat+制御性Ｔ細胞の生成及び機能が低下している。 

a)IL-17A 欠損マウスと大腸炎モデルマウスを掛け合わせたマウスにおいて、 大腸粘膜固有層

において、代償性に IL-17F 生細胞が増加しているにもかかわらず、大腸炎の発症が抑制され

ることが明らかとなった。 

b)大腸炎モデルマウスの大腸粘膜固有層において新生期に生成する Rorgammat+Foxp3+細胞の割

合が低下していること がわかった。モデルマウスでは、Rorgammat+制御性 T 細胞の分化及び

CTLA-4 及び IL-10 産生を介した抑制機能が低下していた。Rorgammat+制御性 T 細胞における欠

損が、大腸炎発症に関与する可能性を、正常のナイーブ CD4+ T 細胞をモデルマウスへ養子移植

することによって検討した。養子移植された正常 T 細胞はモデルマウスの腸管粘膜固有層にお

いて、Rorgammat+制御性 T細胞へと分化し、大腸炎の発症を抑制した。 

c)Foxp3 陽性細胞の抑制機能に重要な CTLA-4 の発現が低下し、in vitro において抗原提示細胞

の共刺激分子 CD80 及び CD86 を取り込む能力も低下 していた。このため、大腸炎モデルマウス

の樹状細胞上での共刺激分子の発現が上昇していた。 

d)Rap1 欠損ナイーブＴ細胞では CD3/CD28 抗体架橋刺激よる PLCgamma, ZAP70 及び SLP76 のリ

ン酸化及びマイクロクラスター形成などの proximal signal に異常はなかったが、カルシウム

の流入、NFAT の核内移行などの distal signal が低下していた。アクチン細胞骨格を検討した

ところ、actin foci と呼ばれる構造が形成されていないことがわかった。Actin foci の形成に

重要な WASP 及び HS-1 の集積が認められないことから、Rap1 はこれらの分子の局在制御 に関

与していることが示唆された。 

２）Rap1-GDP と Rap1-GTPは独立して、alpha4beta7 の活性型構造を制御している。 



大腸へのエフェクターT 細胞のホーミング亢進の機構として、Rap1 による alpha4beta インテグ

リン活性化制御について検討した。2 種類の alpha4bet7 活性型特異的モノクローナル抗体

（G3,H3）を作成し、Rap1-GDP と Rap1－GTP がそれぞれ独立して alpha4beta7 の活性型構造を

制御していることを見い だした。G3 が認識するエピトープは PSI ドメインに存在し、H3 が認

識するエピトープはハイブリッドドメインに存在するが、Rap1 欠損腸炎惹起性 T 細胞では G3

エピ トープを高発現するが、H3 エピトープを発現しておらず、H3 エピトープの発現には

Rap1-GTP が必要なことを明らかにした。細胞骨格制御タン パク質 Filamin が Rap1-GDP による

抑制型の維持に関与しており、Talin は Rap1-GTP による活性型構造の安定化に寄与しているこ

とがわかった。 

３）MiR-150 の阻害は、大腸炎の発症を抑制する。 

a)miR-150 は正常 T 細胞において、無刺激の状態で他の microRNA に比べ 50 倍以上の高い発現

量を示し、抗原刺激によってその発現量が低下することが判明した。腸炎惹起性 T 細胞におい

て miR-150 の発現が有意に上昇しいることは、qPCR 法及びノーザンブロット法 で確かめられ

た。 

b)大腸炎モデルマウスと掛け合わせたダブルノック アウトマウスでは、大腸炎の発症が完全に

抑制された（図１）。 

c) このダブルノックアウトマウスにおいて、Rap1 欠損による T 細胞のインテグリンを介する

接着低下は全く改善されておらず、大腸炎モデルマウスと同様に、リンパ節において顕著なリ

ンパ球減少症が引き起こされた。しかしながら、リ ンパ球減少症でみられる LIP 

(Lymphopenia-induced proliferation)が、miR-150 の欠損により抑制され、腸炎惹起性 T 細胞

が増大しないことがわかった（図２）。d) 大腸炎モデルマウスで認められる RORgammat+制御性

T 細胞の低下は改善されておらず、Th17 細胞への分化は抑制されていなかった。 

これらの結果より、miR-150 の阻害は、LIP を抑制することによって腸炎惹起性 T 細胞の増大を

抑制し、大腸炎の発症を阻止していることが明らかとなった。miR-150 の阻害は炎症性腸疾患

の治療として有望であることがわかった。 
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