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研究成果の概要（和文）：病原体感染時のTh2免疫応答の抑制機序におけるIRF-1の役割に焦点を絞って解析した。その
結果、IRF-1が直接Th2細胞のIl4遺伝子転写を抑制する事をみいだした。リステリア感染APCから産生される可溶性因子
の作用により、IRF-1がIl4遺伝子のサイレンサー部分に結合し、Il4遺伝子転写を抑制する。この可溶性因子の活性はI
L-1によって担われている。これらの結果から、IRF-1がTh1細胞へのシフトを引き起こすと同時に、Th2細胞の中で作用
して、積極的にIl4遺伝子転写を抑制することによりTh2細胞へのシフトを抑制するという、IRF-1の新しい機能が明ら
かになった。

研究成果の概要（英文）：We focused on the role of IRF-1 during a pathogen infection, especially the involv
ement of IRF-1 in the suppression of Th2 during the pathogen infection. We found that IRF-1 directly suppr
esses the transcription of Il4 gene of Th2 cells. IRF-1 binds to the silencer region of Il4 gene by the in
fluence of soluble factor that produced by Listeria-infected APCs and down-regulates the Il4 gene transcri
ption. We identified that IL-1 mediates the activity of the soluble factor. According to the results prese
nted, we propose that IRF-1 functions to induce the Th1 shift via two distinct mechanisms, the previously 
known mechanism and a novel function described here. IRF-1 activates the Il12 p40 gene promoter activity a
nd induces the gene transcription, resulted in the shift to Th1 subset. In addition, IRF-1 acts on the sil
encer region of Il4 gene by the influence of IL-1 and inhibits the transcription of the Il4 gene in Th2 ce
lls.
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１．研究開始当初の背景 
IRF-1 が Th1 細胞を誘導するのみならず、
Th2 機能を積極的に抑制することが明らか
になってきた。すなわち、Irf1遺伝子欠損マ
ウスでは、野生型マウスで認められる感染によ
る Th2 細胞誘導抑制が認められない。Th2 細
胞クローンと T 細胞を除いた Irf1遺伝子欠損
マウス脾細胞との混合培養に細菌を感染させ
ると、IL-4 産生の抑制が認められた。この作
用は感染樹状細胞・マクロファージの産生
する可溶性因子の作用によるもので、すで
に分化した Th2 細胞機能を抑制するのみ
ならず、Th2への分化をも抑制することが
明らかになった。 
 
２．研究の目的 
この因子の遺伝子を分離し、リコンビナン
ト蛋白を作成し、抗アレルギー作用の詳細
な機序を明らかにし、それを用いたアレル
ギー抑制法を開発する。 
 
３．研究の方法 
本研究では、この因子の遺伝子を分離・同定
し、そのリコンビナントタンパクを用いた、アレ
ルギー･免疫関連疾患治療に結びつく Th2 細
胞への分化抑制、また分化したTh2細胞機能
抑制法を開発するのが目標である。 
 
４．研究成果 
 
① リステリア感染による Th2 免疫応答抑
制には IRF-1 が必要である。 
 BALB/c マウスに in vivo でリステリア
（Listeria monocytogenes, Lm）を感染させ 3
日後に脾細胞を採り、T 細胞を刺激して産生
するサイトカインを調べると、感染マウス脾細
胞では非感染マウス脾細胞に比べて IFN-γ 
産生の増加と、IL-4 産生の低下が認められ
た（図 1）。この結果は、病原体感染により宿
主免疫系がTh1免疫応答優位にシフトしてい
ることを示している。Il12p40遺伝子ノックアウト
マウスでは、リステリア感染による IFN-γ 産生
の増加は認められないことから、リステリア感
染による Th1 免疫応答誘導には IL-12 は必
須である。ここで興味あることは、野生型マウ
スで認められた病原体感染によるTh2免疫応
答の抑制は、Il12p40遺伝子ノックアウトマウス
でも認められることである。すなわち、ここで認
められる Th2 免疫応答の抑制は IL-12 の作
用によるものではないことが分かる。このマウ
スではTh1免疫応答が誘導されていないにも
かかわらず、Th2 免疫応答の抑制が認められ
る。すなわち、病原体感染による Th2 細胞サ
ブセットの誘導抑制は、単なる Th1/Th2 バラ
ンスによるものではないことを示している。 
 次に、Il12p40 遺伝子発現に重要であるとさ
れている Irf1 および Stat1 遺伝子ノックアウト
マウスを用いて検討したところ、興味ある結果
が得られた。興味あることにリステリア感染 Irf1
遺伝子ノックアウトマウスでは Th1 免疫応答が

認められた。このことは、Il12p40 遺伝子発現
に必須とされている IRF-1 は、リステリア感染
によるTh1免疫応答誘導には必須ではないこ
とを意味している。前述したように Il12p40遺伝
子発現は Th1 免疫応答には必須であることか
ら、感染が生理的な Th1 細胞分化での経路と
は異なる経路でも Il12遺伝子発現を誘導して
いることを示唆している。一方、Th2 免疫応答
抑制にはIRF-1が必須であり、IL-12は関与し
ない。このことは、Th1 細胞を誘導する刺激が
Th2 細胞誘導を抑制している訳ではないこと
を示している。すなわち、Th1 免疫応答誘導と、
Th2 免疫応答抑制は、鏡像関係にあるもので
はないことを示していると考えられる。 
 

 
図 1。種々の遺伝子ノックアウトマウスにリス
テリアを感染し、3 日後に脾細胞を採りだし、
抗CD3抗体と抗CD28抗体で刺激し、脾臓
T細胞の産生するサイトカインを測定した。 

 
② リステリア感染による Th2 免疫応答抑
制には T 細胞の IRF-1 が関与している。 
 リステリア感染は Th0 から Th2 細胞への誘
導過程を抑制することが明らかになっている。
前項で述べたように、Irf1遺伝子ノックアウトマ
ウスでは抑制が認められないことから、Th2 細
胞への誘導抑制に IRF-1 がどのように関わっ
ているかを検討した。リステリア感染の場とな
る樹状細胞/マクロファージと T 細胞での
IRF-1 の働きを別々に調べるために、Th2 細
胞クローン（MS-SB 細胞）と、T 細胞を除いた
脾細胞の混合培養にリステリアを感染し、Th2
細胞の IL-4 産生を検討した結果から二つの
興味あることが示唆された。第一に、感染脾
細胞が直接 T 細胞とコグネートに反応するこ
とにより、あるいは、可溶性因子を介した間接
的な反応により IL-4 産生を抑制している。そ
こでリステリア感染脾細胞の培養上清（LmSN）
中に Th2 細胞による IL-4 産生を抑制活性が
認められた。種々のサイトカインに対する抗体
を用いた中和実験から､この抑制活性は IL-1
により担われていることが示された。 
 第二の興味あるポイントは、図 1 で認められ
た IRF-1 要求性が T細胞のレベルであること
である。自然免疫系細胞の中で作用している
と考えられてきた転写因子 IRF-1 が、分化し
た T 細胞の中で直接その機能をコントロール
していることが示唆され、IRF-1 の機能を考え
る上で興味ある知見である。 
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図 2。MS-SB 細胞（C3H マウス由来
CD4Th2 細胞クローン）と T 細胞を除いた
脾細胞の混合培養にリステリアを 1 時間感
染し、T細胞刺激 24時間後の IL-4産生を
測定した。 

 

③ IRF-1 は I l4遺伝子プロモーター活性

を抑制しない。 

 IRF-1 転写因子は Il12p40遺伝子プロモー
ターに結合しその転写を活性化する 3。IL-12
は Th1 細胞サブセット分化に必須のものであ
り、この遺伝子発現をコントロールしている転
写因子がTh2細胞サブセットの分化に関わる
Il4 遺伝子発現をもコントロールしているとす
ると、極めて興味深い。そこで IRF-1 転写因
子が Il4遺伝子プロモーター活性を抑制する
かを検討した（図 3）。Il4遺伝子プロモーター
を結合したLuciferase レポーターをTh2細胞
に導入し、同時に導入した Irf1 遺伝子 
(pAct-1) を強制発現させると 、 PMA と
Ionomycin での刺激による内因性の Il4 遺伝
子発現および IL-4 産生が抑制された。しか
し内因性 Il4 遺伝子と同じプロモーターを持
つ Luciferase レポーター遺伝子の活性は抑
制されなかった。したがって、Il4 遺伝子発現
抑制はプロモーター活性の抑制によるもので
はない。IFN-γが IRF-1 の Il4遺伝子プロモ
ーターへの結合を誘導してその転写を抑え
るとする報告があるが、今回の解析では
Luciferase 活性が抑制されず、IRF-1 の Il4
遺伝子プロモーターへの抑制作用は認めら
れなかった。Elser らの結果との乖離の理由
は不明であるが、今回の結果は、Il12p40 遺
伝子プロモーターに結合しその転写を活性
化する転写因子 IRF-1 が、Il4 遺伝子プロモ
ーターを抑制することなく、何らかの機序で
Il4遺伝子転写を抑制していると考えられる。 

 

 
図 3。 Il4 遺伝子プロモーター部位を
Luciferase レポーター遺伝子上流に挿入

し（pGL4-pIL4）、IRF-1 発現プラスミド（ｐ
Act-1）とともに MS-SB 細胞に導入し、
PMA と Ionomycin で刺激し、IL-4産生量
と Luciferase 活性を測定した。 

 
④ リステリア感染での I l4 遺伝子転写抑
制には I l4 遺伝子サイレンサーへの
IRF-1 の結合が関与している。 
 Th1 細胞の Il4遺伝子は、そのサイレンサー
部位への T-bet および Runx3 の作用で抑制
されていることが報告されている。そこで、Th2
細胞の Il4 遺伝子発現におけるサイレンサー
の働きを検討した（図 4A）。Luciferase 遺伝子
上流に Il4 遺伝子プロモーター部位を、
Luciferase遺伝子下流にIL-4サイレンサー部
位を挿入したレポーターを構築し、Th2 細胞
（MS-SB 細胞）に導入し、リステリア感染脾細
胞培養上清（Lm-SN）を添加し検討した。
Luciferase 活性は、サイレンサーを含むレポ
ーターを用いたときのみ、Lm-SN 添加により
抑制された。この結果は、Lm-SNによる Il4遺
伝子発現抑制には、Il4 遺伝子サイレンサー
が関与していることを示している。図 3 の結果
を含めて考えると、Lm-SN により IRF-1 が Il4
遺伝子サイレンサーに作用し、Il4 遺伝子転
写を抑制していることが考えられる。 
 次に、IRF-1 が Il4遺伝子サイレンサーに結
合するかを検討した。MS-SB細胞を LmSN存
在下で培養後、PMA と Ionomycin で刺激し、
細胞溶解後、抗 IRF-1 抗体を用いてChIP 法
を行い、Il4 遺伝子サイレンサー部位を qPCR
で検出した（図4B）。LmSN存在下では、Il4サ
イレンサー部位へ結合する IRF-1 が増加して
いることが示された。したがって、Th2 細胞で
の Il4遺伝子転写は IRF-1 が Il4遺伝子サイ
レンサーに結合することにより負に制御されて
いると考えられる。 
 感染状況下では、感染樹状細胞/マクロファ
ージの産生する可溶性因子が Th2 細胞に作
用し何らかの機序で Irf1遺伝子転写が持続し、
IRF-1 の Il4 遺伝子サイレンサーへの強い結
合が生じ、Il4遺伝子転写抑制がおきると考え
られる。ここまで述べてきたように、Th2細胞で
の Irf1 遺伝子発現は樹状細胞とは異なる機
序で制御されており高い発現レベルを維持し
ていること、Irf1遺伝子欠損マウスでは種々の
抗原刺激でTh2細胞が強く誘導されること、さ
らに Irf1 遺伝子欠損マウスでは、野生型マウ
スで認められる感染による Th2 細胞抑制が認
められないことなどが観察されている。これら
の現象は、IRF-1 による Il4遺伝子サイレンサ
ーを介した Irf1遺伝子転写制御機序により説
明が可能であると考える。 
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図 4。A) Luciferase 遺伝子上流に Il4遺
伝子プロモーター部位を、Luciferase 遺
伝子下流に Il4 遺伝子サイレンサーを挿
入したレポーター(pIL4-pGL4-Silencer) 
を MS-SB 細胞に導入し、リステリア感染
培養上清（Lm-SN）を添加し、PMA と
Ionomycin で刺激し、 IL-4 産生量と
Luciferase 活性を測定した。 
B) MS-SB 細胞を LmSN 存在下で PMA
と Ionomycin で刺激し、細胞溶解後、抗
IRF-1 抗体を用いて DNA 断片を調製し、
Il4 遺伝子サイレンサー部位を qPCR で
検出した。 

 
⑤ リステリア感染培養上清の作用はTh2
細胞に限局している。 
 分化した Th2 細胞の IL-4 産生を抑制する
リステリア感染培養上清（LmSN）が、ナイー
ブなT細胞からTh1/Th2細胞への分化にど
のように作用するかを調べた（図 5）。興味あ
ることに、LmSN の作用は Th2 細胞に対して
のみで、Th1 細胞に対する効果は見られな
かった。これは、LmSN の作用が T 細胞に対
して限局されており、樹状細胞/マクロファー
ジでの IRF-1 を介した Il12 遺伝子発現には
影響しないためと考えられる。その詳細な機
序は未だ不明である。 

 

 

図 5。OVA 特異的な TCR を持つ
DO11.10 ト ラ ン スジ ェニ ッ クマ ウ ス
（BALB/cバックグラウンド）の脾細胞を in 
vitro で LmSN 存 在下で培養 し 、
Th1/Th2 細胞サブセットへのシフトを調
べた。 

 

⑥ 結語 
 従来、IRF-1 は樹状細胞・マクロファージ細
胞内で、Il12p40 遺伝子プロモーターに作用
してその発現を増強し、Th1細胞へのシフトを
強く誘導するという働きが注目されてきた。 
本研究で明らかにしたように、IRF-1がTh1細
胞へのシフトを引き起こすと同時に、Th2細胞
の中で作用して、積極的に Il4 遺伝子転写を
抑制することにより Th2細胞へのシフトを抑制
するという、IRF-1 の新しい機能が明らかにな
った。さらに、Th2 サイトカインの中でも Il4 遺
伝子に特異的な抑制であり、Il5 遺伝子およ
び Il13 遺伝子の発現には影響が認められな
かった。 
 リステリア感染時に認められるこのような抑
制活性は、感染樹状細胞/マクロファージから
産生される IL-1 によるものである。本研究の
結果から、IL-1 の T 細胞に対する作用は、
Th1 細胞を増やすことなく、Th2 細胞の増殖
や活性化のみを抑制することが可能であり、
副作用の少ない新規アレルギー疾患制御法
への応用が期待できる。 
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