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研究成果の概要（和文）： 

申請者は膠原病を含む自己免疫性炎症性疾患病態における重要なサイトカインである
IL-17 を高産生するマウス T 細胞クローンを分離した。さらに同一起源の IL-17をほとん
ど産生しないクローンも複数分離し、それらの形質が安定していることを確認した。これ
らのクローン細胞を用いて DNA, RNA およびエピジェネティックレベルでの分子機序解析
を行なった。結果これらの形質は DNA 配列によって制御されているのではなく、IL-17 プロ
モーター領域のメチル化・脱メチル化というエピジェネティックレベルで制御されていること
が分かった。またその原因候補遺伝子 Xをマイクロアレイ解析によって同定した。本発見はこ
れまでと全く異なる作用機序による薬剤の開発の一助となると考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
IL-17 is an important cytokine in the pathogenesis of autoimmune inflammatory 
disease, including collagen disease. We established stable murine T cell clones which 
produce a large amount of IL-17 as well as its low producer from the same T cell line. 
Then we can analyzed its molecular mechanisms by DNA sequence, RNA (microarray) 
and epigenetic levels. Although we could not differences in DNA sequence in the 
promoter region and the expressions of transcriptional factors, we found methylation 
and de-methylation status were quite different in these clones. Furthermore, we found 
gene-X could control it. These findings will lead to new-generation strategy for 
controlling autoimmune inflammatory disease, including collagen disease. 
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１．研究開始当初の背景 

 近年、膠原病を含む自己免疫性炎症性疾患
において、サイトカインの 1 つである IL-17

を主に産生する Th17 細胞の役割が注目され
ている。しかし従来の Th1, Th2 細胞と異な
り、in-vitro における Th17 の誘導および安
定的な維持は明らかに困難・不安定でありそ
の分子メカニズムを解析するツールが不足

していた。 

 

２．研究の目的 

 上記背景の中、申請者らは偶然マウス細胞
株の中に IL-17を極めて多量に産生する細胞
株を発見し、クローニングすることに成功し
た。これらのクローン細胞の形質は安定して
いるため、マイクロアレイ、 エピジェネテ
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ィック解析によって IL-17高産生性を獲得し
た分子メカニズムの解析可能となる。その分
子メカニズムが明らかとなれば、新規の
IL-17 をターゲットとした免疫制御法が可能
になると考えた。 

 

３．研究の方法 

 すでに樹立した同じ細胞株を親株とする
IL-17A/F高産生クローン数クローン、および
その対照クローン数株を用いて以下の解析
を行なう。 

1)樹立細胞株間のゲノムレベル比較解析 
 全ゲノムのコピー数の増幅や欠損を包括
的かつ高密度に解析できるアジレント社の
CGH アレイを施行し，ゲノムレベルでクロー
ン間に差があるかどうかを解析する。 
2) 樹立細胞株間の mRNA レベル比較解析 
 IL-17A/F 高産生株特異的に発現が亢進あ
るいは低下している遺伝子をピックアップ
する。次に PCR バリデーション，蛋白レベル
のバリデーションを行い，発現ベクター構築
による強制発現系，および siRNA/shRNA によ
る knock-down での機能評価を行う． 
3) 樹立細胞株間のレポーターアッセイによ
るシスエレメント機能比較解析 
 IL-17A, F それぞれのプロモーター領域，
および種間で配列が良く保存されている
conserved DNA シークエンス領域をクローニ
ングし，ルシフェラーゼレポーターに組み込
んだベクターを，樹立した各細胞株に導入し，
組み込んだ DNAの機能に細胞株間で差異が存
在するかどうかを解析する．これでもし差異
があれば，その部位に対するトランスエレメ
ント（転写因子等）が原因であることが分か
り，ターゲットを絞ることができる．しかし，
差が見いだせなければ他の部位での検証を
追加していく． 
4) エピジェネティック制御レベルの樹立細
胞株間の比較解析 
 アジレント社の DNA メチル化解析マイク
ロアレイ，および Chip-on-Chip解析を行う。、
特に上記の解析ではそのメカニズムを明ら
かにすることが困難な場合に，その能力を発
揮すると考えている．本解析により，そのメ
カニズムが DNA のメチル化・アセチル化修飾
によるものである場合検出が可能となる． 
 
４．研究成果 
1) 樹立細胞株間のゲノムレベル比較解析 
 アジレント社の CGH アレイを施行し，大き
なゲノム領域の増幅や欠失等が細胞株間で
差がないことを確認した．さらに IL-17A/F
の各プロモーター領域においても明らかな
差異は認められなかった。本解析結果により、
これらのクローンの形質がゲノム上のシス
エレメントの差異によるものではないこと
が示唆された． 

2) 樹立細胞株間の mRNA レベル比較解析 
 IL-17A/F 高産生株特異的に発現が極めて
亢進あるいは低下している遺伝子 80 個前後
をピックアップした．さらに PCR バリデーシ
ョン，蛋白レベルのバリデーションを行なっ
た結果。特に特徴的な遺伝子を 30 数個まで
絞り込んだ.それらを一つ一つ発現ベクター
構築による強制発現系の実験を行なったと
ころ遺伝子 Xを原因遺伝子の有力候補として
見いだした。この遺伝子 Xを強制発現させこ
とで、IL-17A/F 低発現細胞株を高発現細胞株
に形質転換できることを証明し、さらに前述
の絞り込んだ遺伝子 30 数個の過半数の遺伝
子発現パターンを IL-17A/F 高発現型に転換
できることが分かった。現在さらに
siRNA/shRNAによるknock-downでの機能再確
認中である． 
3) 樹立細胞株間のレポーターアッセイによ
るシスエレメント機能比較解析 
  IL-17A, F それぞれのプロモーター領域，
で種間で配列が良く保存されている
conserved DNA シークエンス領域をクローニ
ングし，ルシフェラーゼレポーターに組み込
んだベクターを，樹立した各細胞株に導入し，
組み込んだ DNA（プロモーターシークエンス）
の機能に細胞株間で差異が存在するかどう
かを解析した結果、特にクローン間で差異は
見いだせず転写因子の量的・質的差が原因で
はないことが示唆された． 
4) エピジェニック制御レベルの樹立細胞株
間の比較解析 
 以上の結果は、IL-17A/F 高発現および低発
現クローン間の差異が、ゲノムシークエン
ス・転写因子レベルによるものでは無いこと
を強く示唆している。さらに遺伝子 Xがエピ
ジェネティック制御に関わる可能性が推測
されたため、アジレント社の DNA メチル化解
析マイクロアレイ，および Chip-on-Chip 解
析を行なった。 
 その結果 IL-17A プロモーター領域におい
てメチル化 CpG、非メチル化 CpG が両クロー
ン間で大きな差異があることを見いだした。
またこの差異は TNF-alphaプロモーター領域
では認められず、サイトカイン特異であるこ
とが示唆された。現在このエピジェネティッ
クな変化と遺伝子Ｘの分子メカニズムにつ
いて研究を進めている。． 
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