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研究成果の概要（和文）：将来メモリー細胞になるエフェクター細胞集団のcDNAマイクロアレイ解析およびメモリー細
胞形成に必要なシグナルを用いた遺伝子発現変動の結果から、2個のメモリーTh17細胞形成制御候補分子を同定した。
現在進行中のこれらの分子によるメモリーTh17細胞形成制御機構の解明を行うことで、好中球浸潤を伴うステロイド抵
抗性のTh17依存性喘息治療確立に貢献できると考えている。

研究成果の概要（英文）：We identified the two candidate genes regulating memory Th17 cell generation by cD
NA microarray analysis of effector cells that become memory cells. To clarify the mechanism that control m
emory Th17 cell generation by the candidate molecules is important for establishment of a basis for the tr
eatment of neutrophilic and steroid-resistant Th17 dependent asthma.
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１．研究開始当初の背景 
	
 免疫応答の司令塔であるヘルパーCD4	
 T

（Th）細胞は産生するサイトカインによって

少なくとも 3 つのサブセットがあり、IFN-g

を産生する Th1 細胞、IL-4 を産生する Th2 細

胞、さらに近年新たに同定された IL-17A を

産生する Th17 細胞に分けられる。これらの

サブセットの活性化は、炎症反応やアレルギ

ー性疾患などの誘導に関与することが知ら

れている。抗原提示を受けていないナイーブ

CD4	
 T 細胞は抗原刺激により活性化し、エフ

ェクターTh 細胞となって一部の細胞のみが

長期間生存可能なメモリーTh 細胞となる。こ

のメモリーTh 細胞は、ナイーブ CD4	
 T 細胞と

比べて短時間でサイトカインを産生でき、機

能を維持したまま長期生存が可能である。さ

らに、慢性気管支喘息などの患者で機能する

Th細胞は CD45RO+のメモリーTh細胞であるこ

とがわかっており、アレルギー性疾患の治療

を考える上でメモリーTh 細胞の形成制御機

構を理解することは非常に大切である。	
 

これまでに、申請者らは喘息疾患治療の基

礎研究として、エフェクターTh2 細胞分化お

よびメモリーTh2 細胞形成の制御機構を明ら

かにしてきた（Yamashita	
 et	
 al.	
 Immunity	
 

2006,	
 Kimura,	
 Suzuki	
 et	
 al.	
 J	
 Immunol.	
 

2007,	
 Suzuki	
 et	
 al.	
 J	
 Immunol.	
 2010）。ま

た、近年申請者らは好酸球浸潤を伴う Th2 依

存性喘息だけでなく、好中球浸潤を伴いステ

ロイド抵抗性の Th17 依存性喘息の発症機構

の解明にも取り組んでいる。	
 

	
 CD30 は Tumor	
 necrosis	
 factor	
 receptor

（TNFR）ファミリーの一つであり、腫瘍細胞

や活性化エフェクターT 細胞、B 細胞に発現

している。CD30 は活性化に伴い発現が認めら

れ、エフェクターTh 細胞のサイトカイン産生

能に重要であることが知られている。さらに、

CD30 欠損マウスではメモリーCD4 および CD8	
 

T 細胞形成能の低下が報告されている。しか

しながら、メモリーTh 細胞形成過程において、

いつ、どのように CD30 が関わっているのか

はよくわかっていない。	
 

	
 本研究を計画的に進めていくにあたり、申

請者は以下の研究方法を確立し、予備的実験

結果を得ている。	
 

(1)メモリーTh17細胞作製法の確立（in	
 vitro

で分化したエフェクター細胞をマウスに

移入する系）。	
 

(2)CD30 発現レベルとメモリーTh17 細胞数の

相関がみられた。	
 

(3)CD30 発現細胞由来のメモリーTh17 細胞は、

非発現細胞由来のものに比べて 3〜5 倍の

細胞数が認められた。この現象は、他のサ

ブセットである Th1 細胞でも確認された。	
 

(4)(3)で得られた CD30 発現細胞由来のメモ

リーTh17 細胞では、非発現細胞由来のもの

に比べて顕著に IL-17A 産生能が亢進して

いた。	
 

(5)CD30 発現エフェクターTh17 細胞では、非

発現細胞と比較してアポトーシス促進因

子である Bimや FasLの発現が mRNAレベル

で著しく低下していた。	
 

(6)エフェクターTh17 細胞分化において、

CD30 発現が TGF-βによって抑制または
IL-1βによって亢進していた。	
 

 
２．研究の目的 
最近、申請者は細胞の活性化および生死を

制御する細胞表面分子 CD30 がメモリーTh17

細胞の形成に重要であることを見いだした。

本研究は、好中球浸潤を伴うステロイド抵抗

性の Th17 依存性喘息治療の基盤となる、メモ

リーTh17 細胞形成制御機構を明らかにするも

のである。	
 

	
 具体的な研究項目は、(1)メモリーTh17 細

胞形成に CD30 シグナルが必要となる時期の

同定、(2)アポトーシス促進因子 Bim 欠損に

よるメモリーTh17 細胞形成の解析、(3)cDNA

マイクロアレイを用いたメモリーTh17 細胞

形成制御因子の探索、(4)CD30 シグナルによ

る Bim および(3)で得られた候補分子の発現

制御機構の解明、(5)Th17 依存性喘息におけ

るCD30の役割、(6)CD30発現制御機構の解明、

の 6つである。	
 

 
３．研究の方法 
メモリーTh17 細胞形成機構における CD30

の役割およびその CD30 発現制御機構を明ら

かにするため、本研究では、以下の 6つの研

究を行った。	
 

(1)メモリーTh17細胞形成にCD30シグナルが

必要となる時期の同定	
 

(2)アポトーシス促進因子 Bim 欠損によるメ

モリーTh17 細胞形成の解析	
 

(3)cDNA マイクロアレイを用いたメモリー

Th17 細胞形成制御因子の探索	
 

(4)CD30シグナルによるBimおよび(3)で得ら

れた候補分子の発現制御機構の解明	
 

(5)Th17 依存性喘息における CD30 の役割	
 

(6)CD30 発現制御機構の解明	
 

	
 申請者らの予備実験により、CD30 発現細胞

を含むエフェクターTh17 細胞由来のメモリ

ーTh17 細胞は CD30 非発現細胞のものに比べ

て細胞数が多く、CD30 がメモリーTh17 細胞

形成に重要であることが示唆された。	
 

(1)メモリーTh17 細胞形成に CD30 シグナル

が必要となる時期の同定	
 

CD30シグナルがエフェクター細胞からメモ

リー細胞になる際（退縮期〜メモリー期）に

必要なのかを調べるために、レシピエントで



ある野生型マウスまたは CD30 リガンド欠損

マウスにエフェクターTh17 細胞を移入し、メ

モリー細胞の細胞数に違いがあるか解析し

た。	
 

(2)アポトーシス促進因子 Bim 欠損によるメ

モリーTh17 細胞形成の解析	
 

	
 CD30 発現エフェクターTh17 細胞において、

アポトーシス促進因子 Bim の発現低下が認め

られた。そこで、Bim の低発現がメモリーTh17

細胞形成制御に重要であるか調べるため、

Bim の発現が高い CD30 非発現エフェクター

Th17 細胞のメモリー細胞形成能を、野生型お

よび Bim 欠損マウスを用いて解析した。	
 

(3)cDNA マイクロアレイを用いたメモリー

Th17 細胞形成制御因子の探索	
 

	
 メモリーTh17 細胞形成制御因子を同定す

るため、(2)と平行して cDNA マイクロアレイ

を行い、CD30 発現／非発現細胞エフェクター

Th17 細胞で mRNA 発現量に差のある候補分子

を選定した。得られた候補分子をレトロウィ

ルスによりノックダウンまたは過剰発現さ

せ、メモリーTh17 細胞が増加するか検討した。	
 

(4)CD30シグナルによるBimおよび(3)で得ら

れた候補分子の発現制御機構の解明	
 

	
 メモリーTh17 細胞形成制御の候補分子と

して得られた Bim および(3)の分子の発現が

CD30 シグナルによって制御されているか調

べるため、CD30 リガンドによる CD30 シグナ

ル刺激を行い、候補分子発現量を解析した。	
 

(5)Th17 依存性喘息における CD30 の役割	
 

	
 Th17 依存性喘息におけるメモリーTh17 細

胞と CD30 の役割を明らかにするため、CD30

発現細胞を含むエフェクターTh17 細胞を移

入したメモリーTh17 マウスと CD30 非発現細

胞のエフェクターTh17 細胞を移入したメモ

リーTh17 マウスに喘息を誘導し、メサコリン

による気道抵抗値を測定して喘息の増悪を

検討した。	
 

(6)CD30 発現制御機構の解明	
 

	
 メモリーTh17 細胞形成に重要である CD30

を発現する細胞としない細胞の決定に分化

培養中に含まれるいずれのサイトカインが

関わっているかを明らかにするため、サイト

カイン濃度を振って培養上清中に添加し、

CD30 発現レベルの変化を調べた。	
 

	
 

４．研究成果	
 

	
 レシピエントに CD30 リガンド欠損マウス

を用いてエフェクターTh17 細胞を移入し、メ

モリー細胞数を検討した結果、野生型マウス

と比べて差が認められなかったことから、メ

モリーTh17 細胞形成における CD30 シグナル

が必要となる時期は、細胞が活性化するエフ

ェクター期であることがわかった。そこで、

エフェクター期において将来メモリーTh17

細胞になる CD30 発現細胞、なりにくい CD30

非発現細胞に分けて cDNA マイクロアレイ解

析を行い、10 個のメモリーTh17 細胞形成制

御候補分子を同定した。CD30 リガンド添加に

よる CD30 シグナル活性化を行ったところ、

10 個中 2 つの候補分子が発現変動していた。

この結果から、この 2 つの分子がメモリー

Th17 細胞形成制御因子である可能性が高い

ことが示唆された。アポトーシス促進因子

Bim は候補分子ほどの顕著な差が認められな

かった。一方、ステロイド抵抗性の Th17 依

存性喘息における CD30 の役割を調べるため、

CD30 発現細胞を含む Th17 細胞(Th17)または

CD30非発現Th17細胞(pTh17)をそれぞれマウ

スに移入したメモリーTh17 マウスを作製し、

抗原感作による気道炎症を誘導した。その結

果、CD30 発現細胞由来のメモリーTh17 マウ

スで喘息の悪化が認められた(図 1)。このこ

とから、CD30 が Th17 依存性喘息発症に重要

であることが明らかとなった。	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 
図 1.	
 喘息を誘導したメモリーTh17 マウ
スとメモリーpTh17 マウスの気道抵抗値。
pTh17 マウスで値が高く、喘息が増悪化し
ていることがわかる。	
 
	
 

	
 さらに、メモリー細胞になりやすい CD30

発現 Th17 細胞への誘導を制御するサイトカ

インを検討した結果、TGF-βによる抑制、IL-6
と IL-23 による誘導が認められた。この結果

から、IL-6 と IL-23 レセプター下流の STAT3

が誘導に重要であることが示唆された。また、

CD30 下流シグナルである NFkB が候補分子の

遺伝子座に結合することが報告されている

ことから、このシグナル経路がメモリーTh17

細胞形成に重要であることが示唆された。今

後、得られた２つのメモリー細胞形成制御候

補因子を解析することで、メモリーTh17 細胞

形成制御機構を解明し、ステロイド抵抗性

Th17 依存性喘息治療の基盤確立に貢献でき

ると考えている。	
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