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研究成果の概要（和文）：Th1 細胞を抗原、IL-2、IL-18 で共刺激すると、IL-13 産生能力を有

する“super Th1 細胞”が誘導される。super Th1 細胞における Il13 遺伝子の発現には

GATA-binding protein 3 (Gata3)の発現が不可欠であるが、これだけでは Th1 細胞からの IL-13

産生の開始には十分ではない。IL-13 の産生誘導には Gata3 の発現とともに TCR からのシグナ

ルが必要である。又、super Th1細胞が Th17細胞に匹敵する IL-22産生能力を有すること、抗

CD3 抗体、IL-2、IL-18 の共刺激によって、Th1 細胞に Rorc 遺伝子(Th17 のマスターレギュレ

ーターである Rorγtをコードする)の強い発現が誘導されることが明らかになった。これらのこ

とから、Th1 細胞は外来刺激に反応してサイトカインプロファイルを変化させる能力を有して

いることが示された。 

 
研究成果の概要（英文）：We previously demonstrated that Th1 cells gain the capacity to 
produce IL-13 in response to antigen, IL-2 and IL-18, and based on their unique function, 
we designated these activated Th1 cells as “super Th1 cells”. In this project, we showed 
that when costimulated with anti-CD3, IL-18 and IL-4, the GATA-binding protein 3 (Gata3), 
which is not originally expressed in Th1 cells, is induced in T-bet-expressing Th1 cells 
and that Gata3 is essentially required for Il13 gene expression in super Th1 cells. However, 
Gata3 induction is not satisfactory, and additional TCR-signaling is prerequisite for 
triggering IL-13 production by Gata3 plus T-bet-expressing Th1 cells. In addition, we 
revealed that super Th1 cells simultaneously produce IL-22, the amount of which is 
comparable to that of Th17 cells. Furthermore, we confirmed that when stimulated with 
anti-CD3, IL-2 and IL-18, Th1 cells strongly increased the expression of Rorc gene, which 
encodes Rorγt, “Th17-master regulator”. These findings suggest that Th1 cells have the 
capacity to alter their cytokine profile in response to external stimuli. 
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１．研究開始当初の背景 
 従来、アレルギー性疾患は、アレルゲン
特異的 T helper (Th) 2細胞とアレルゲン

/IgE で活性化された肥満細胞が原因であ
ると考えられてきた。実際、小児アレルギ
ーの病態は Th2/IgEで誘導されることが多
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い。これとは異なり、成人の場合はその発
症は Th2/IgE非依存的かつ感染で増悪する
ことから小児とは異なる病態であると考え
られていた。我々のグループでは動物モデ
ルを用いて、その発症が、微生物成分で刺
激された細胞由来の Interleukin (IL) -18
の刺激を抗原刺激とともに受けた Th1細胞
から、IFN-γに加えIL-13を産生するSuper 
Th1 細胞が誘導されることが原因であるこ
とを明らかにしてきた。しかしながら、
IL-18 刺激で何故 Th1 細胞から Th2 サイト
カインの IL-13の産生が誘導されるのか、
そのメカニズムは不明なままであった。 
 そこで、本研究計画代表者は平成 20〜21
年度研究活動において、super Th1 細胞から
の IL-13産生の分子機構に関する研究を行い、
以下のことを明らかにした。 
(1) super Th1細胞における Il13遺伝子の転
写活性化には Th1細胞を抗原+IL-18で再刺激
することが必要であるが、この際微量の IL-4
が存在している必要がある。 
(2) これらの刺激を受けた Th1細胞では転写
因子 NFAT/Stat6/NF-kB 活性化され、その結
果 Th2 細胞特異的転写因子 GATA-binding 
protein 3 (Gata3) の発現が Th1細胞に誘導
される。 
(3) Il13遺伝子上の CGREモチーフへの Gata3
の結合が確認されたことから、発現誘導され
た Gata3の Il13遺伝子への結合が super Th1
細胞における Il13 遺伝子の活性化において
重要であると考えられた。 
 しかしながら、Gata3 の発現誘導だけで
super Th1 細胞からの IL-13 産生に対して必
要かつ十分であるのかについてはいまだ明
らかでなく、又、Th1細胞、Th2 細胞、super 
Th1細胞の各細胞における Il4-Il13遺伝子座
のクロマティン構造の差異についても不明
であった。 
 加えて、マイクロアレイを用いて IL-18 刺
激の有無で発現に差のある遺伝子をスクリ
ーニングしたところ、super Th1 細胞では
Il22  mRNA の発現が上昇していることが明
らかになった。IL-22 は皮膚疾患の発症に重
要な役割を演じることから、super Th1 細胞
からの IL-22産生にも焦点を当てる必要が存
在していた。 
 
２．研究の目的 
(1) super Th1細胞における Il13遺伝子活性
化のメカニズムに関する検討 
Th1 細胞を TCR 刺激とともに IL-18 で刺激す
る時に IL-4が加わると Il13遺伝子が活性化
される。この Il13遺伝子の活性化には、Gata3
の発現が誘導され、Gata3が Il13遺伝子上の
CGRE モチーフに結合することが重要である
ことがすでに明らかになっている。そこで、
TCR刺激、Gata3発現、IL-13 の 3 者の関係性

に焦点を当てて、Super Th1 細胞における
Il13 遺伝子活性化のメカニズムを検討する
ことを目的とした。 

(2) super Th1細胞におけるIl4-Il13遺伝子座

のクロマティン修飾に関する解析 

一般的に、Th2細胞ではIl4-Il13遺伝子座が 

“transcriptionally permissive”な状態に

、Ifng遺伝子が“transcriptionally 

repressive”な状態に、Th1細胞ではこの逆の

状態になっていることが知られており、これ

は各遺伝子座のヒストンH3の修飾状態と相関

している。そこで、super Th1細胞における

Ifng遺伝子やIl4-Il13遺伝子座のヒストン修

飾がTh1型なのかTh2型なのかを検討すること

を目的とした。 

(3) super Th1細胞からのIL-22産生に関する

解析 

マイクロアレイによる発現遺伝子のスクリー

ニングによって、super Th1細胞ではIl22遺伝

子の発現の上昇が示唆された。そこで、実際

にsuper Th1細胞からIL-22が産生されている

のかについてタンパクレベルで検討する。又

、IL-22を産生するヘルパーT細胞サブセット

としてはTh17細胞が知られていることから、

本現象がTh17細胞の混入によるものではなく

、IL-18で刺激されたTh1細胞によるものであ

ることを確認する。加えて、super Th1細胞に

おけるTh17関連遺伝子の発現についても検討

し、本現象との関連性についても考察するこ

とを目的とする。 

(4) super Th1細胞から産生されるIL-22の病

理学的意義 

 IL-22は皮膚疾患との関連が示唆されてい

る。そこで、活性化型IL-18が皮膚において恒

常的に産生されている環境では、super Th1

細胞からIL-22産生の誘導が観察されうるの

かどうか、そしてその産生されたIL-22が皮膚

疾患の発症に関与するのかどうか検討するこ

とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) super Th1細胞における Il13遺伝子活性
化のメカニズムに関する検討 
TCR刺激、Gata3誘導、IL-13 の 3 者の関係に
焦点を当てて、super Th1細胞における Il13
発現のメカニズムを検討する。TCR 刺激の非
存在下でも、IL-2+IL-18+IL-4 の複合刺激に
よって Th1細胞に Gata3の発現を誘導できる。
そこで、種々のサイトカインの組み合わせで
Th1 細胞を刺激し、その時の Gata3 発現と
IL-13 産生を FACSによってモニターする。こ
の細胞をさらに TCR刺激し IL-13産生を再び
FACSでモニターすることによって、IL-13産
生に対する Gata3発現と TCR刺激の必要性を



検討する。 
 IL-13 は IL-4 と同様のシグナル経路 
(Stat6経路) を有することから、産生された
IL-13 が Gata3 発現を誘導する positive 
feedback因子となりうるのかについて検討
する。これには、野生型とIl13欠損マウスの
naïve CD4+ T細胞からTh1 細胞を分化させた
後super Th1 細胞誘導刺激を行い、これらの
2系統の細胞のGata3発現をFACSで検討する。
IL-13 の必要性については、外来性IL-13 を
添加することによって、その再確認を行う。 

(2) super Th1細胞におけるIl4-Il13遺伝子座

のクロマティン修飾に関する解析 

Ifng遺伝子座、Il4-Il13遺伝子座におけるヒ

ストン修飾に関しては、メチル化もしくはア

セチル化ヒストンに対する抗体を用いて、

ChIP assayを行う。 

(3) super Th1細胞からのIL-22産生に関する

解析 

まずELISA法によって、super Th1細胞からの

IL-22の産生を確認する。次に、TCR刺激した

Th1細胞、TCR+IL-18で刺激したTh1細胞、TCR

刺激したTh17細胞を抗IFN-γ抗体、抗IL-22

抗体で細胞内染色することによって、IL-22

が混入したTh17細胞ではなくTh1細胞から産

生されていることを確認する。又、Rorc、Ahr

といったTh17関連遺伝子の発現については、

リアルタイムPCR法を用いる。 

(4) super Th1細胞から産生されるIL-22の病

理学的意義 

皮膚ケラチノサイト特異的なcaspase-1トラ

ンスジェニック (Tg) マウスでは、活性化型

IL-18の産生が亢進している。そこで、このマ

ウスを用いて、IL-18が恒常的に産生されてい

る環境で、CD4+ T細胞からのIL-22産生が増大

しているかを確認し、この現象と皮膚病変と

の関係について考察する。 
 
４．研究成果 
(1) super Th1細胞における Il13遺伝子活性
化のメカニズムに関する検討 
 TCR 刺激 (抗 CD3 抗体刺激) の存在下で 
(この時 Th1細胞から微量の内在性 IL-4が産
生される)、IL-2、IL-2+IL-4、IL-2+IL-18、
IL-2+IL-18+IL-4 の組み合わせで Th1 細胞を

刺 激 す る と 、 IL-2+IL-18 刺 激 と

IL-2+IL-18+IL-4 刺激によって Gata3 の発現
が誘導された。この時、Th1細胞からの IL-13
の産生は Gata3 発現の有無に相関していた 
(図 1)。 
 次に TCR刺激の非存在下で同様の組み合わ
せ の サ イ ト カ イ ン 刺 激 を 行 う と 、
IL-2+IL-18+IL-4 の刺激によってのみ Gata3
の発現が誘導された (図 2A上)。この時、Il13
上の CGRE motif への Gata3 の結合は確認さ
れたが (図 2B)、IL-13 の産生は観察されな
かった (図 2A中)。しかし、この Gata3 発現

細胞をさらに TCR刺激すると IL-13の産生が
確認された (図 2A 下)。 

 以上のこと
か ら 、 super 
Th1 細胞から
の IL-13 産生
の 誘 導 に は
Gata3 の発現
誘導だけでは
不十分であり、
Gata3 を発現
している Th1
細胞に TCR か
らの刺激が加
わ る こ と で
Il13 遺伝子の

活性化が誘導されると考えられた。 

 以前の研究によって、IL-18で刺激された

Th1細胞におけるGata3の発現誘導には、TCR

刺激を受けたことによってTh1細胞から産生

される微量の内在性IL-4とそのシグナル伝達

分子Stat6が重要な役割を果たすことを明ら

かにしている。IL-4と同様にIL-13もシグナル

伝達分子としてStat6を用いることから、

super Th1細胞から産生されたIL-13がさらに

Gata3の発現を誘導する“positive 

feedback”因子となりうるかどうか検討した

。Il13欠損Th1細胞では、野生型に比べて内在



性IL-4の産生が減少しており、その結果、

super Th1細胞誘導刺激を行っても野生型Th1

細胞のようにGata3の発現が強く誘導されな

かったが、外来性IL-4を添加するとGata3の発

現レベルは回復した。しかし、この時、外来

性IL-13の添加を行っても、Gata3発現の回復

は見られなかった (図3)。 

 以上のことより、super Th1細胞における

Gata3発現にはIL-13ではなくIL-4が必要であ

ることが明らかになった。 

(2) super Th1細胞におけるIl4-Il13遺伝子座

のクロマティン修飾に関する解析 

 次に、ChIP assayによってIfng遺伝子座と

Il4-Il13遺伝子座におけるヒストンH3の修飾

状態 (メチル化: H3K4me3、アセチル化: 

H3K9/14Ac) の検討を行った。再刺激を行って

いないTh2細胞では、Il4遺伝子プロモーター

のH3K4me3、H3K9/14Acは亢進しており、Ifng
遺伝子プロモーターのH3K4me3、H3K9/14Acは

減弱していた。これとは逆に、再刺激を行っ

ていないTh1細胞では、Il4遺伝子プロモータ

ーのH3K4me3、H3K9/14Acは弱く、Ifng遺伝子

プロモーターのH3K4me3、H3K9/14Acの亢進が

見られた。Il13遺伝子プロモーターにおける

H3K4me3、H3K9/14AcはTh2細胞でいくぶん強い

ものの、Th1細胞でもある程度のH3K4me3、

H3K9/14Acが観察され、Il4遺伝子やIfng遺伝

子のようにTh1-Th2細胞間の明確な差異は検

出されなかった。再刺激を行ったTh1細胞にお

けるヒストン修飾を検討したところ、IL-18

刺激の有無にかかわらず、Ifng、Il4、Il13
の各遺伝子座のH3K4me3、H3K9/14Acは再刺激

を行っていないTh1細胞のものと大きな差は

見られなかった (図4)。 

 これらのことから、Th1細胞のIl13遺伝子座

は元来ある程度の転写が許容された状態にあ

り、ここにGata3が結合することによってIl13
遺伝子の転写活性化のスイッチが“ON”の状

態になると考えられた。 

(3)super Th1細胞におけるIl22遺伝子の発現

に関する解析 

 まず、再刺激したTh1細胞からのIL-22産生

をELISA法によって検討した。TCR刺激のみだ

とTh1細胞からのIL-22産生量は低かったが、

TCR+IL-18の再刺激を行ったTh1細胞 (super 

Th1細胞) からのIL-22産生量は非常に大きく

、Th17細胞からの産生量に匹敵するものであ

った。しかし、Th17細胞とは異なり、super Th1

細胞からのIL-17産生は全く観察されなかっ

た。次に、このIL-22がTh17細胞の混入ではな

く実際にTh1細胞から産生されたものである

ことを示すために、細胞内染色を行った。Th1

細胞をTCR刺激しただけではIL-22産生細胞の

顕著な出現は見られなかった。しかしIL-18

の同時刺激を行うと、強いIL-22産生を示す細

胞が多数出現し、その大部分はIFN-γとIL-22

の同時産生を示していた (図5)。これらのこ

とからTh1細胞はIL-22産生能力を有しており

、IL-18はその能力を誘導・増強する作用を有

していると考えられた。 

 各Thサブセットには“master regulator”

と呼ばれる固有の発現パターンを示す転写因

子が発現し、これらがサイトカイン産生パタ

ーン等の各Thサブセットの特徴を形成してい

る。super Th1細胞にはTh1細胞と同様にTh1

特異的転写因子T-betが発現しているがTh2特

異的転写因子Gata3も発現しており、この

Gata3の発現によってTh2細胞から産生される

と考えられていたIL-13の産生がTh1細胞に誘

導される。そこで、IL-22を産生するヘルパー



T細胞サブセットとして知られているTh17細

胞に特異的に発現する転写因子 (Rorγtと
Ahr) の

super Th1

細胞にお

ける発現

について

検討した。

Th1細胞を

IL-18刺激

すると、

Rorc 

(Rorγtを
コードす

る遺伝子) 

mRNAの発

現上昇が

確認され

たが、Ahr 
mRNAの発

現はむし

ろ低下し

ていた。又

、Rorcの発現は時間依存的に上昇し、これは

Il22 mRNAの発現のタイムコースと相関して

いた (図6)。 

 以上のことから、super Th1細胞における

Il22遺伝子の発現にはRorc遺伝子の発現が関

与している可能性が示唆された。 

(4) super Th1細胞から産生されるIL-22の病

理学的意義 

 フローサイトメトリー解析によってsuper 

Th1細胞からのIFN-γとIL-22の同時産生を確

認できたことから、Th1細胞も元来IL-22産生

能力を有しており、IL-18はその能力を誘導・

増強する作用を有していると考えられた。そ

こで、皮膚ケラチノサイト特異的なcaspase-1

トランスジェニック(Tg) マウスを用いて、こ

のIL-22産生の病理学的意義について考察し

た。このTgマウスは高IL-18血症、高IgE血症

を示し、その皮膚には肥厚やアトピー性皮膚

炎症状が認められた。次に、同Tgマウスの皮

膚におけるIl22 mRNAの発現を検討するため

に、Tgマウスの皮膚組織のtotal RNAからcDNA

を作製し、real-time PCR法に用いてIl22 mRNA

を定量した。しかし、野生型からもTgマウス

からもIl22 mRNAの発現は検出できなかった。 
 in vitroで分化誘導し再刺激したTh17細胞

でも、Il22 mRNAのコピー数はIl17 mRNAに比

べて非常に低かった。今回用いたin vivo実験

の系は、トランスジーン導入によって高値を

示すIL-18を利用してsuper Th1細胞を誘導す

るという“受動的な実験系”であった。故に

、皮膚に存在する少数のsuper Th1細胞由来の

Il22 mRNAはコピー数がかなり低く、その結果

、Il22 mRNAの検出はreal-time PCR法を用い

ても非常に困難であったと考えられた。 

 そこで、次のin vivo実験の系としては、マ

ウスの皮膚バリアをSDSによって破壊した後

にSpAを塗布し皮膚炎を誘導するモデルを用

いた“能動的な実験系”を用いることを考え

ている。 
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