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研究成果の概要（和文）：本研究では、低分子量Gタンパク質Arfファミリーの生理機能解明に取り組んだ。Arf1
欠損は、マスト細胞においてmTORC1依存性に細胞増殖能を低下させる一方、B細胞においてはIL-4依存的な胚中
心B細胞への分化障害を引き起こした。一方、Arf1の欠損単独ではT細胞機能に何ら影響は認められず、Arf6と二
重に欠損させた場合にのみTh17依存的な自己免疫病態の抑制が観察された。興味深いことに、T細胞特異的
Arf1/Arf6二重欠損マウスにおいても野生型マウスと比肩しうるレベルでTh1・Th2応答が誘導されており、Arf経
路の抑制により自己免疫病態のみを抑制しうる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：ADP-ribosylation factor (Arf) family, consisting of six family members 
Arf1-Arf6, regulates vesicle trafficking. However, their physiological roles remain elusive. We 
therefore established mice lacking Arf1 and/or Arf6 in the immune cells, and investigated their 
physiological roles in the immune system. The lack of Arf1 in mast cells resulted in the defect in 
cell proliferation due to the impaired activation of mTORC1 while B cells lacking Arf1 failed to 
differentiate to germinal center B cells upon IL-4 stimulation. Although, unlike mast cells or B 
cells, loss of Arf1 alone had no impact in T cell function, we found that the lack of both Arf1 and 
Arf6 alleviates autoimmune diseases like colitis and experimental autoimmune encephalomyelitis which
 are mediated by Th17, whereas immune responses through Th1 or Th2 are seemingly normal. Our 
findings reveal an unexpected role for the Arf pathway as a therapeutic target in the autoimmune 
diseases.

研究分野：免疫学

キーワード： ADP-ribosylation factor　自己免疫疾患　小胞輸送制御因子

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
低分子量Gタンパク質であるADP-ribosylation factor (Arf)は、細胞の恒常性維持に必須な小胞輸送を制御する
ことが示唆されているが、高次生命現象への関わりについては不明な点が多い。本研究を通じて、Arf１がマス
ト細胞の増殖過程ならびにB細胞の機能分化過程でそれぞれ必須の役割を担うことが明らかとなり、さらに
Arf1/Arf6の二重欠損によりTh17依存性の自己免疫病態のみがほぼ完全に抑制されることが明らかとなった。以
上の結果は、Arf経路を標的とした治療法の開発が、これまで困難とされてきた自己免疫病態治療時の日和見感
染症の問題の解決に繋がることを強く示唆する。

※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 

 ADP-ribosylation factor (Arf)ファミリーは小胞輸送を制御する低分子量 Gタンパク質であ

り、マウスではArf1-Arf6の6つのアイソフォームが存在している。Arf阻害剤であるBrefeldin 

A は in vitro で T細胞からのサイトカイン分泌阻害に用いられるが、個体レベルの免疫応答に

おいて Arf 経路が果たす役割は不明であった。研究代表者は、小胞輸送が免疫シグナルの

fine-tuning に関わる可能性に思い至り、T細胞・B細胞特異的な Arf 欠損マウスの樹立に取り

組んだ。驚いたことに、T細胞で Arf1 を欠損させても、細胞増殖・機能分化の何れにも影響は

認められず、Arf1 と Arf6 を二重欠損させた場合にのみ、活性化に伴う細胞死の亢進が認めら

れた。一方で、Arf1/Arf6 二重欠損 T 細胞においてもサイトカイン分泌能に異常は認められな

かった。また、並行して樹立した B細胞特異的 Arf1 欠損マウスにおいては、外来抗原に対する

抗体産生能が著しく低下していることが明らかとなった。以上の予備的な知見を踏まえ、本研

究では、世界初となる免疫系特異的 Arf 欠損マウスの解析と Arf 経路が免疫系で果たす生理的

役割の統合的な解明に取り組んだ。 

 

２．研究の目的 

本研究では、先行する T細胞特異的 Arf 欠損マウス（以下、Arf-TKO）の解析を中心に、B細

胞特異的 Arf1 欠損マウス（以下、Arf１—BKO）ならびに Arf1 欠損マスト細胞の解析に取り組ん

だ。具体的には、(1) T 細胞生存維持における Arf 経路の機能解明、(2) Arf-TKO マウスにお

ける生体防御能の検証、(3) Arf1-BKO マウスにおける抗体産生能低下の分子基盤解明、(4) Arf1

欠損マスト細胞の表現型解析の 4つの課題を設定した。 

 

(1) T 細胞生存維持における Arf 経路の機能解明 

ナイーブ CD4+ T 細胞は、TCR 刺激による活性化過程で代謝リプログラミングが生じ、酸化的

リン酸化から解糖系に依存するようになる〔2〕。定常状態における Arf-TKO ナイーブ CD4+ T

細胞の生存能はコントロールと差がない一方で、TCR 刺激に伴いアポトーシスが亢進すること

から、活性化過程における代謝リプログラミングがアポトーシス亢進の引き金なのではないか

と考えた。そこで、T細胞代謝リプログラミングへの Arf・Arf6 の関与の有無を検証する。 

(2) Arf-TKO マウスにおける生体防御応答の検証 

各種ヘルパーT 細胞への分化は、周りのサイトカイン環境の違いに依存している。Arf-TKO

活性化 T細胞で誘導されるアポトーシスは IL-21 などのある種のサイトカイン存在下では抑制

されることから、Arf1・Arf6 を欠損しても一部の免疫応答は維持されている可能性が考えられ

た。そこで、Th1 型・Th2 型・Th17 型の免疫応答への Arf 経路の関与と Arf-TKO マウスの生体

防御能について解析を行う。 

(3) Arf1-BKO マウスにおける抗体産生能低下の分子基盤解明 

 B 細胞が抗原に応答して抗体産生細胞に分化する過程で、胚中心が中心的な役割を担う。そ

こで、Arf1-BKO マウスのリンパ節を対象に胚中心形成能に焦点を当てた解析に取り組む。 

(4) Arf1 欠損マスト細胞の表現型解析 

 T 細胞・B細胞特異的 Arf 欠損マウスを樹立する過程で、タモキシフェン依存性に任意の組織

で Arf1 を欠損可能なマウス（以下、Arf1-CreERT2）を樹立した。Arf1-CreERT2 マウス由来の

骨髄を出発材料に、in vitro マスト細胞分化系を用いることで、マスト細胞における Arf1 の



生理機能解明に取り組む。 

 

３．研究の方法 

(1) T 細胞生存維持における Arf 経路の機能解明 

 細胞外フラックスアナライザー（Agilent Technologies 社）を用いて、ナイーブ CD4+ T 細

胞と活性化 CD4+ T 細胞における酸素消費速度（OCR）と細胞外酸性化速度（ECAR）を測定し、

Arf1・Arf6 欠損時に代謝リプログラミングが正常に誘導されているかを調べる。Arf-TKO 細胞

で代謝異常が認められた場合、代謝リプログラミングの異常がアポトーシスの原因であるかを

明らかにするため、ラパマイシンやメトホルミンなどの代謝阻害剤で処理した場合の細胞生存

能を比較する。 

(2) Arf-TKO マウスにおける生体防御応答の検証 

Th17 型の応答を評価するために、MOG ペプチドで免疫することで、野生型マウスならびに

Arf-TKO マウスに実験的自己免疫性脳脊髄炎（EAE）を発症させ、両群間で病態に差異が認めら

れるか否かを検証する。 

Th1 型の免疫応答を評価する方法として、SAS アジュバントと混合した卵白アルブミン（OVA）

をマウスの foot pad に皮下注射し、血清中の抗原特異的抗体化・所属リンパ節における T細胞

の割合・サイトカイン産生能を評価する。加えて、生体防御能を調べるために、Leishmania major

（L. major）の感染実験を行い、寄生虫の排除能や所属リンパ節における T細胞数・サイトカ

イン産生能を評価する。 

Th2型の免疫応答として、ダニ抗原と類似の作用を示すことが知られるpapainを経鼻投与し、

Th1 型の解析と同様、血清中の抗原特異的抗体価や所属リンパ節の解析を行う。また、生体防

御能を調べるために、腸管寄生虫 Heligmosomoides polygyrus（Hp）の感染実験を行う。すな

わち、コントロールマウスと Arf-TKO マウスの糞便における寄生虫卵数を比較すると共に、寄

生虫特異的抗体価や所属リンパ節における T細胞の性状を解析する。 

(3) Arf1-BKO マウスにおける抗体産生能低下の分子基盤解明 

 SAS アジュバントと混合した卵白アルブミン（OVA）をマウスの foot pad に皮下注射し、所

属リンパ節の構造解析ならびに集積している B細胞の性状解析を行う。 

(4) Arf1 欠損マスト細胞の表現型解析 

 IL-3 による in vitro マスト細胞分化系を用いることで、Arf1 存在下・非存在下でマスト細

胞の増殖・分化に差異が認められるか検証する。 

 

４．研究成果 

(1) T 細胞生存維持における Arf 経路の機能解明 

細胞外フラックスアナライザーによって T 細胞の代謝パターンを解析した結果、ナイーブ T

細胞では Arf-TKO とコントロールで代謝状態に違いがない一方で（図 1B）、2日間 TCR 刺激を行

った活性化状態では、Arf-TKO T 細胞における basal OCR が上昇し、ECAR に対する OCR の割合

がコントロールより高くなっていた（図 1A・C）。さらにミトコンドリアの予備呼吸能（SRC）

も有意に上昇していた（図 1A）。これらの結果から、活性化した Arf-TKO CD4+ T 細胞の代謝状

態は、コントロール細胞と異なり、酸化的リン酸化に依存していることが明らかとなった。 

がん細胞を用いた解析から、Arf1 は PI4KIIIの局在を制御することにより、ミトコンドリア

の分裂に関与することが知られている〔3〕。Arf-TKO 細胞で、酸化的リン酸化が亢進していた

理由として、ミトコンドリアに異常があるのではないかと考え、解析を行った。しかし予想に



反して、ミトコンドリア総体

積・DNA 量・形態いずれにお

いても異常は認められなか

った【データ未掲載】。 

次に、Arf-TKO 細胞で認め

られた代謝バランスの異常

が、アポトーシスを誘導して

いるのかを調べた。TCR 刺激

による解糖系の亢進はｍ

TOR/HIF 経路の活性化によ

って誘導されるため、TCR 刺

激時にラパマイシンまたは

メトホルミンを添加し、活性

化による代謝リプログラミ

ングを抑制した場合の細胞

の生存を比較した。TCR 刺激

のみの場合と比較して、代謝

阻害剤で処理した場合には

Arf-TKO 細胞における生存

が維持されることから（図

1D）、代謝の異常がアポトー

シスの原因であることが強

く示唆された。 

（2）Arf-TKO マウスにおける生体防御応答の検証 

MOG ペプチドの免疫に伴い野生型マウスに EAE に特徴的な麻痺が誘導されたのに対し、

Arf-TKO マウスではその症状が著しく減弱していた（図 2A）。興味深いことに、同じく Th17 細

胞に依存することが知られるナイーブ CD4+ T 細胞移入大腸炎においても、Arf 欠損 T細胞移入

マウスでは大腸炎が観察されず、Arf 欠損により Th17 応答が著しく障害されていることが強く

示唆された〔1〕。 

Th1 応答を誘導する SAS アジュバントと混合した OVA を foot pad に免疫し、所属リンパ節を

解析した。所属リンパ節に集積する CD4+ T 細胞の割合・数ともに Arf-TKO マウスで減少してお

り、リンパ節を OVA で再刺激した時の IFN-γの産生量も低下していたが、興味深いことに、

Arf-TKO マウスの所属リンパ節内の Tfh（PD-1hiCXCR5hi）細胞の割合はコントロールと比較して

有意に増加していた（図 2B）。また、papain を用いた Th2 応答誘導モデルにおいても同様の結

果が得られた。 

L. major の感染排除能は Arf-TKO マウスで若干低下していたが、血清中 IgG2c 量はコントロ

ールと同等であり、IgG1 レベルは Arf-KO マウスでむしろ高かった（図 2C・データ未掲載）。Hp

の感染排除能は、コントロールマウスと Arf-TKO マウスで全く差がなく、血清抗体価について

も有意な差は認められなかった（図 2D）。 

以上の結果から、Th17 型の免疫応答と比較すると、Th1 型免疫応答や Th2 型免疫応答は

Arf-TKO マウスでコントロールマウスと比肩しうるレベルで維持されていることが明らかとな

った。免疫時の Arf-TKO マウスの所属リンパ節で Tfh 細胞の割合がコントロールマウスと比較

 
図 1：代謝リプログラミングに着目した解析 

A. 活性化したコントロール（Ctrl）と Arf-TKO（KO）細胞

のmito stress テストの結果。B.ナイーブ CD4+ T細胞におけ

る ECARに対する OCRの比率。C. 活性化 CD4+ T細胞にお

ける ECAR に対する OCR の比率。 D. コントロールと

Arf-KO ナイーブ CD4+ T細胞を 1：1で混合し、ラパマイシ

ン有無の環境で 2日間 TCR刺激した結果。 



して増加していた理由として、

Tfhの分化が誘導される環境で

は IL-21 が存在していること

から、Arf1・Arf6 が欠損した

状態でも T 細胞の生存が維持

されたためと考えられる。 

(3) Arf1-BKO マウスにおける

抗体産生能低下の分子基盤解

明 

 OVA免疫後の所属リンパ節の

サイズは Arf1-BKO で明らかに

小さく、集積したB細胞をFACS

解析したところ、GL7+Fas+の胚

中心 B 細胞の割合が野生型マ

ウスに比べて著しく低下して

いることが明らかとなった。実

際、リンパ節構造を免疫染色に

より確認したところ、Arf1-BKO

マウスではほとんど胚中心が

形成されておらず、このことが

外来抗原応答性の抗体産生消

失と考えられた（論文投稿中・データ未掲載） 

(4) Arf1 欠損マスト細胞の表現型解析 

 マスト細胞分化過程においてタモキシフェン処理により Arf1 を欠損させたところ、細胞の生

存にはほとんど影響が認められなかった一方、細胞増殖能が著しく低下することが明らかとな

った。さらにその背景を調べたところ、細胞増殖を司る mTORC1 シグナルの減弱が認められた一

方、細胞の生存を司る ERK 経路の活性には差が認められなかった。興味深いことに、この mTORC1

シグナルの低下は SCF 刺激や FcRI 刺激でも観察され、マスト細胞においては Arf1-mTORC1 軸

が細胞応答に密接に関与しているものと考えられた〔4〕。 

本研究により、Arf 経路が T細胞の生存維持やマスト細胞の増殖・B細胞分化など、多様な免

疫応答に関与することが明らかとなった。特に、T細胞特異的な Arf1・Arf6 二重欠損により Th17

細胞依存的な自己免疫疾患がほぼ完全に抑制される一方、Th1 細胞や Th2 細胞に依存した感染

応答は相当程度維持されているとの発見は、Arf1・Arf6 が制御する活性化 T細胞の生存維持機

構を標的とすることで、生体防御の維持と自己免疫疾患の抑制を両立する新たな治療法開発に

繋がる可能性を強く示唆する。 
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図２：Arf-TKO マウスにおける生体防御応答の検証 

A. MOG ペプチドを免疫し、麻痺の程度を経時的にスコアリ

ングした。B. マウスの footpadに OVAと SASアジュバント

を s.cし、所属リンパ節における Tfh（PD-1hiCXCR5hi）細胞

の割合を調べた。C. マウスに L. majorを感染させ、血清抗

体化を測定した。 D.マウスに Hp を感染させ、糞便中の虫

卵数を経時的に観察した。 
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