
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１１３０１

基盤研究(C)

2014～2012

Ｔｈ１７およびＴｆｈ分化に及ぼすＴＲＡＦ５の抑制作用の解明

Roles of TRAF5 in the lineage commitment of helper T cell subsets

６０２９４９６４研究者番号：

宗　孝紀（SO, Takanori）

東北大学・医学（系）研究科（研究院）・准教授

研究期間：

２４５９０５７１

平成 年 月 日現在２７   ４   ９

円     4,200,000

研究成果の概要（和文）：アレルギー性喘息や関節リウマチなどの免疫病の増悪には、ヘルパーT細胞（Th 細胞）と呼
ばれるリンパ球が重要な役割をはたす。Th17 細胞は、その分化にサイトカイン IL-6 を必要とする Th 細胞の一集団
であり、好中球に対する活性化能や自己免疫病を増悪させる悪玉細胞として働く。本研究により、TRAF5 という細胞内
タンパク質が IL-6 によるシグナル伝達を阻害し、これにより Th17 細胞の産生や Th17 細胞による自己免疫病の発症
を抑制することを初めて明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Helper T-lymphocytes (Th cells) promotes immune-mediated inflammatory diseases, 
such as allergic asthma and rheumatoid arthritis. Signaling via IL-6 contributes to the development of 
the Th17 subset, which is one of major subpopulations of Th cells. Th17 cells activate neutrophils and 
are involved in autoimmune diseases. This study demonstrates that TRAF5 adaptor protein constitutively 
associates with a cytoplasmic region in the signaling transducing receptor for IL-6, gp130, to inhibit 
the IL-6 signaling and that TRAF5 works as an anti-inflammatory factor to limit immune responses mediated 
by pathogenic Th17 cells.

研究分野：免疫学
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１．研究開始当初の背景 
 TRAF5 (tumor necrosis factor 
receptor-associated factor 5) は、TNF受容体型
分子群（TNFR スーパーファミリー）の細胞
内領域に結合することで NF-B などの炎症
性シグナルの促進因子として機能すること
が知られていた。申請者は、CD4+ T細胞（ヘ
ルパーT 細胞、Th 細胞）の分化における
TRAF5 の機能を解析した結果、TRAF5 が炎
症性 CD4+ T細胞の分化に対し阻害的にはた
らくことを見いだした (引用文献 1)。この結
果から、従来炎症を促進すると考えられてい
た TRAF5 が、ある種の特別な免疫応答、特
に CD4+ T細胞を介する炎症応答において、
抗炎症的にはたらくことが示唆された。また
本研究の開始当初、TRAF5が IL-6に対する T
細胞応答に対し抑制的にはたらくという予
備知見を得ていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、CD4+ T 細胞内に発現する
TRAF5 によるシグナル制御機構および
TRAF5を介する Th細胞分化制御機構の解明
を目的とした。特に、IL-6シグナルに対して
TRAF5 がどのような分子機序で抑制能を発
揮するかについて、また IL-6が分化促進因子
となる Th17 細胞および Tfh 細胞の分化に対
し TRAF5 がどのように抑制能を発揮するか
について明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) Ba/F3細胞を用いた TRAF5の機能評価 
 gp130 の遺伝子導入により、gp130 を細胞
表面に発現する Ba/F3 細胞 (Ba/F3-gp130 細
胞) を作成した。Ba/F3 細胞は、培地に IL-3
を添加することにより維持した。この細胞を
IL-6/IL-6R で刺激することにより、細胞増殖
応答として IL-6 シグナルの強度を評価でき
ることを確認できた (図 1)。さらに TRAF5
の機能を解析するために、Ba/F3-gp130 細胞
に TRAF5を遺伝子導入し TRAF5を高発現す
る細胞株 (TRAF5)、また RNA 干渉により内
在性  TRAF5 をノックダウンした細胞株 
(shTRAF5) それぞれを作成した (図 1)。イム
ノブロティングにより、それぞれの細胞株で
TRAF5 の発現量の亢進および低下を確認で
きた。また、これらの細胞株における gp130
の発現量や IL-3 に対する細胞増殖能はコン
トロールベクターを遺伝子導入した細胞株 
(Control vector) と同等であることを確認し
た。 
 
(2) IL-6 シグナル伝達における TRAF5 の作
用点の特定 
 IL-6 受容体のシグナル伝達分子である
gp130と TRAF5との相互作用が示唆された。
そこで、TRAF5および gp130の欠失変異体を
作成し、これらの発現ベクターを HEK293T
細胞にトランスフェクションし、細胞内に発
現したタンパク質を免疫沈降することで、そ

れぞれの分子のどの部分で結合が起こるか
を評価した。 
 また、CD4+ T 細胞に内在性に発現する
gp130とTRAF5との間で結合が起こるかにつ
いても、野生型 C57BL/6 マウスより精製し
た CD4+ T細胞を用いた免疫沈降実験により
評価した。 
 
(3) TRAF5による Th細胞分化制御機構 
 野生型および Traf5-/- C57BL/6 マウスの脾
臓から、あるいは、これらのマウスと OT-II 
TCR トランスジェニックマウス (ovalbumin, 
OVA由来抗原ペプチド OVA323-339に反応する
TCRを遺伝子導入したマウス) とを交配した
マ ウ ス の 脾 臓 か ら ナ イ ー ブ 
(CD44lowCD62Lhigh) CD4+ T細胞を精製し、in 
vitroおよび in vivo における Th分化を評価し
た。 
 in vitroの分化培養系に IL-6 を添加するこ
とで、Th17細胞あるいは Tfh細胞への分化を
誘導した。また、ナイーブ CD4+ T細胞を同
系マウスに養子移入し、OVAとフロイント完
全アジュバント (CFA) でレシピエントマウ
スを免疫することで、ドナーCD4+ T細胞の in 
vivo における Th分化能を評価した。 
 
(4) TRAF5による疾患制御機構 
 実験的自己免疫性脳脊髄炎 (EAE) は、ヒ
トの多発性硬化症のモデルとして用いられ、
近年の研究から Th17 細胞が疾患の病態形成
に重要な役割を果たすことが明らかになっ
ている。野生型および Traf5-/- C57BL/6 マウ
スを用いて、脳炎惹起ミエリン抗原に由来す
る抗原ペプチド (MOG35-55) と CFAの免疫に
より EAEを誘導し、TRAF5の欠損が EAEの
疾患病態にどのような影響を及ぼすかを評
価した。 
 また、CD4+ T 細胞に発現する TRAF5 が
EAE 発症にどのような役割をはたすかを明
らかにするために、CD4+ T細胞の養子移入に
より EAEを誘導する実験系を確立した。すな
わち、亜放射線照射した同系レシピエントマ
ウスに野生型あるいは Traf5-/- CD4+ T細胞を
養子移入した後、定法に従いMOG35-55と CFA
でレシピエントマウスを免疫し、ドナーT 細
胞依存的に EAEを発症させる実験系である。 
 
４．研究成果 
(1) Ba/F3細胞を用いた TRAF5の機能評価 
 Ba/F3-gp130 細胞の IL-6/IL-6R 刺激に対す
る細胞増殖能は、TRAF5の発現量と逆相関す
ることがわかった (図 1)。すなわち、TRAF5
を高発現する細胞 (TRAF5) で増殖能の低下
が、TRAF5を低発現する細胞 (shTRAF5) で
は増殖能の亢進が認められた。この結果と対
応して、IL-6刺激による STAT3のリン酸化量
も TRAF5 の発現量と逆相関することがわか
った  (data not shown)。以上の結果から、
TRAF5 が IL-6 シグナルの抑制因子として機
能することがわかった。 



図 1 TRAF5 の発現量を変化させた Ba/F3-gp130
細胞株の IL-6依存的な細胞増殖応答 
 
(2) IL-6 シグナル伝達における TRAF5 の作
用点の特定 
 TRAF5が、C末端の TRAF-Cドメインを含
む TRAF5242-558 の領域を介して gp130と結合
することがわかった。また、TRAF5242-558 は、
gp130の細胞内領域gp130774-798 と結合するこ
とがわかった (図 2, 引用文献 2)。 
 野生型 C57BL/6マウスに由来する CD4+ T
細胞の gp130を免疫沈降することによっても、
TRAF5-gp130間の結合を確認でき、この結合
は IL-6刺激に依存しないことがわかった (引
用文献 2)。 
 gp130774-798 には、TRAF-Cドメインが認識
する結合するSXXEモチーフ (SRSE) および
di-acidic モチーフ (EE および ED) が含まれ、
これらのモチーフを介して TRAF5 が gp130
と恒常的に結合することが gp130の変異体を
用いた解析から明らかになった (図 2, 引用
文献 2)。 
 

 
図 2 TRAF5および gp130の構造 

 
図 3 野生型および Traf5-/- CD4+ T 細胞における
IL-6刺激依存的な STAT3のリン酸化 
 
 
 野生型および Traf5-/- C57BL/6 マウスに由
来する CD4+ T細胞は、細胞表面に gp130を
同程度に発現する。これらの細胞を
IL-6/IL-6R で刺激することで、IL-6 依存的に
STAT3のリン酸化を誘導した。Traf5-/- CD4+ T

細胞において、STAT3リン酸化の有意な亢進
が認められた (図 3, 引用文献 2)。gp130774-798 
の C末端側には、STAT3との結合に関わるチ
ロシン残基 (Y765, Y812, Y904, Y914) が存在
する。TRAF5の gp130への結合により、STAT3
の gp130への結合やその後に起こるSTAT3の
リン酸化が抑制されることがわかった (引用
文献 2)。TRAF5 がどのように STAT3 の活性
化を阻害するかは今後明らかにしたい。 
 以上から、TRAF5の gp130への恒常的な結
合こそが IL-6 シグナルの抑制につながるこ
とが明らかになった。 
 
(3) TRAF5による Th細胞分化制御機構 
 野生型および Traf5-/- CD4+ T細胞を抗 CD3
抗体、抗 CD28 抗体、IL-6、TGF-の刺激に
より Th17 細胞へ分化させた。Traf5-/- CD4+ T
細胞において、有意な Th17 細胞分化の亢進
が認められた。レトロウイルス感染により
Traf5遺伝子を Traf5-/- CD4+ T細胞へ導入する
ことで、Th17分化が抑制された (引用文献 2)。
以上から、CD4+ T細胞における TRAF5の発
現が Th17 細胞分化に対し阻害的にはたらく
ことがわかった。 
 OT-II マウスから精製した野生型あるいは
Traf5-/- ナイーブCD4+ T細胞を、OVA323-339 抗
原および野生型 C57BL/6 マウスの脾臓に由
来する抗原提示細胞で刺激し、Th細胞への分
化を誘導した。培地に添加した IL-6依存的に、
培養上清中に IL-17 および IL-21 が産生され
た。重要なことに、野生型T細胞に比較して、
Traf5-/- T細胞でこれらのサイトカイン産生の
有意な増加が認められた。IL-17 の細胞内染
色により、Traf5-/- OT-II T細胞が Th17細胞へ
分化しやすいことを確認できた。Th17や Tfh
細胞のマーカーとなる RORt や Bcl6 の発現
解析からも、IL-6 依存的な Th17 や Tfh 分化
が TRAF5 の欠損により起こりやすくなるこ
とがわかった (引用文献 2)。 
 OT-II マウスから精製した野生型あるいは
Traf5-/- ナイーブCD4+ T細胞を用いて、in vivo 
における Th 分化能を評価した結果、TRAF5
の欠損が Th17 分化の亢進に結びつくことを
確認できた (引用文献 2)。 
 以上の結果から、CD4+ T 細胞に発現する
TRAF5 が欠損することにより IL-6 シグナル
が過剰になり、このことにより Th17 細胞や
Tfh 細胞への分化が起こりやすくなることが
明らかになった。 
 
(4) TRAF5による疾患制御機構 
 野生型および Traf5-/- マウスに EAEを誘導
した結果、Traf5-/-マウスで EAE病態の有意な
亢進が認められた。これに対応して、Traf5-/- 
マウスでMOG抗原特異的なTh17細胞の分化
が有意に亢進し (図 4)、中枢神経へ浸潤する
Th17 細胞を含む炎症性 T 細胞の数も増加す
ることがわかった (引用文献 2)。 
 野生型あるいは Traf5-/- CD4+ T細胞依存的
に EAEを発症させたところ、Traf5-/- CD4+ T



細胞が有意に EAE 臨床スコアを上昇させる
ことがわかった (引用文献 2)。 
 
 

図 4 野生型および Traf5-/- マウスにおける EAE
臨床スコアの経時変化 
 
 
 以上から、TRAF5の欠損によりMOG抗原
に特異的な病原性 Th17 細胞の分化が起こり
やすくなり、これが EAE病態の増悪につなが
ることが明らかになった。 
 TRAF5の欠損が in vivo における Tfh分化
をどのように制御し、またこれが免疫応答と
してどのような差として観察されるかにつ
いて種々の実験系により検討したが、TRAF5
の関与を示す有意な結果は得られなかった。
最近の研究から、IL-6は Tfh分化の初期に分
化因子としてはたらくものの、それ以外の因
子により Tfh分化が大きく影響を受けること
が明らかになっている。このような理由によ
り期待する結果が得られなかったと推察す
る。 
 本研究から、TRAF5 の gp130 への結合に
より IL-6 シグナルが抑制されるという予想
外のT細胞炎症シグナル機構を明らかにする
ことができた。この TRAF5 による新たなシ
グナル機構は、これまでに TRAFファミリー
分子で明らかにされている機構と以下の 3点
で一線を画する。1) 向炎症でなく抗炎症に関
係すること、2) TNF受容体でなくサイトカイ
ン受容体シグナルの抑制に関係すること、3) 
誘導的でなく恒常的な TRAF結合配列により
制御されることである。今後、より普遍的な
炎症反応制御の観点から TRAF5 の機能を理
解し、さらに発展させ、炎症性疾患の治療法
の開発に資する分子基盤の確立を目指した
い。 
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