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研究成果の概要（和文）：IFN-γ産生型γδ型T細胞には胎生期胸腺のCD4-CD8-ダブルネガティブ (DN)細胞のDN2aステ
ージから直接分化するものとDN3ステージから分化する2種類が存在した。一方、IL-17A産生γδ型T細胞はDN2bのステ
ージからNotch1/Hes1、Notch1/Bcl11b依存性，およびNotch-RBP-Jκ-IL-7Rαに直接分化するということがわかった。I
L-17A産生γδT細は選択的にCD30L/CD30を発現しており、リステリアおよびMycobocterium bovis (BCG)感染早期の防
御にCD30L/CD30が重要であることが明らかした。

研究成果の概要（英文）：Early T cell precursors at the double-negative (DN) 2 or 3 stages in fetal thymus 
are committed to IL-17A or IFN-γ γδ T cells.We found that IL-17A γδ T cells developed directly from 
DN2b cells in Notch/Hes1, Notch/Bcl11b and Notch/IL-7Rα-dependent pathways, whereas two types of IFN-γ 
γδ T cells developed from DN2a or DN3 stage in fetal thymus, respectively. CD30 and CD30L were 
selectively expressed by IL-17A γδ T cells and the number was drastically reduced in CD30L or CD30 
knock out mice. In vivo administration of soluble CD30 protein (CD30-Ig) impaired the early protection 
against Listeria monocytogenes or Mycobacterium bovis Bacillus Calmette-Guerin infection,while agonistic 
anti-CD30 monoclonal antibody enhanced the protection by activating the IL-17A γδ T cells. CD30L/CD30 
signaling plays an important role in the activation of IL-17A γδ T cells at the early stage for 
protection against bacterial infection.

研究分野： 細菌学
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1．研究開始当初の背景 
1992 年に CD30 遺伝子が(Cell 68:421,1992)、
1993 年に CD30 リガンド(CD30L)遺伝子がク
ロニングされた(Cell 73:1349,1993)。CD30 は
おもに活性化 T 細胞に発現され、そこからの
シグナルは TRAF1,2,3,5 を介して、増殖、分
化、アポトース抑制などに働く。一方、CD30L
も活性化 T 細胞に発現される。CD30L はタイ
プ IIの膜型タンパク質でN末端が短い細胞内
ドメインを形成するが、そのリバースシグナ
ルは Th17 細胞分化を阻害する IL-2 産生を抑
制する(J.Immunol.185:2222-30, 2010)。
CD30L/CD30 は、T-T 相互作用により T 細胞
機能分化に関与しているとか考えられる。
(Annu.Rev.Immunol. 23:23, 2005. Immunology. 
118: 143-152, 2006)。我々はマウスの in vitro
の培養系の解析からCD30L/CD30シグナルは
αβ 型 Th17 細胞の分化に関与していることを
示した。(J.Immunol 185:2222-30, 2010)。in vivo
実験でも炎症性腸炎モデル（ハプテン誘導腸
炎、CD45 陽性 T 細胞移入 SCID マウス、オ
キザゾロン誘導腸炎、デキストラン硫酸誘導
腸炎）で Th17 細胞 の誘導に(Gastroenterology 
134:447-458, 2008. J.Immunol.185:7671-80, 
2010)、アレルギー性鼻炎や喘息モデルで Th2
細胞応答に (J .A l le rgy.Cl in .  Immuno l . 
118:942-8.2006,Eur.J . Immunol.41:2947
-54,2011) CD30L/CD30 シグナルの関与を報
告した。一方、IL-7Rα はナイーブ T 細胞のみ
ならず、IL-17 を産生する自然免疫リンパ球
や Th17 細胞、さらにメモリーT 細胞に発現
が高いことが知られいる(Nat Rev Immunol. 
11:330-42,2011)。CD30L は IL-7 によって誘導
されるという報告があり、また Notch シグナ
ルが IL-7Rα の発現に関与している
（J.Immunol. 174: 6686–6691,2005）。これらの
結果からNotchシグナルが IL-7Rαの発現を誘
導し、IL-7R からのシグナルは CD30L を T 細
胞に発現させ、さらに CD30L からのリバー
スシグナルが IL-2 産生を抑制することで
IL-17A 産生 T 細胞の機能分化に働くことが
考えられる。 
 
2．研究の目的 
CD30/CD30 は活性化 T 細胞に同時に発現さ
れ、T-T 細胞相互作用によって、CD30 からの
シグナルと CD30L からのリバースシグナル
が IL-17A 産生 T 細胞の機能分化に関与する。
我々の今までの研究成果などから Notch シグ
ナルがインターロイキン(IL)-7Rα の発現を誘
導し、IL-7R からのシグナルは CD30L を T 細
胞に発現させ、さらに CD30L からのリバー
スシグナルが IL-2 産生を抑制することで
IL-17A 産生 T 細胞の機能分化に働くという
仮説をたてた。本研究は Notch/IL7-Rα/CD30L
の一連のプロセスが γδ 型 Th17 細胞と αβ 型
Th17 細胞の機能分化と細菌感染防御機構と
しての働く機序を解明し、Notch/IL7-Rα/CD30L 
による感染症制御法の開発研究を行う。 
 

3．研究の方法 
(1)IL-17A 産生 T 細胞の分化維持における
N o t c h / I L 7 - R α 制 御 機 構 

T 細胞は胸腺で分化する過程で Notch シグ
ナルと IL-7R シグナルが必要であるが、両者
の関連性は不明である。Dll4-Notch1 の持続的
シグナルによる IL-7Rα の分子機構産生の分
子機構を明らかにする。胎生期胸腺の
CD4-CD8-double negative (DN)ステージをさ
らに C D 4 4、C D 2 5、C D 1 1 7 の発現で
C D 4 4 +C D 2 5 - CD 11 7 +( D N 1 )ステージ、
CD44+CD25+CD117+(DN2)ステージ、
CD44lowCD25+CD117-(DN3)ステージにわけ
て、IFN-γ 産生型と IL-17A 産生型の γδ 型 T
細胞の IL-7Rα がどのステージから発現する
のかまた Dll4/Notch1 シグナルがその決定に
関与しているのか DLL4 発現ストローマ細胞
株（TSt4-Dll4：Ikawa et al. Science. 329:93-6, 
2010）を用いた in vitro 培養系で解析する。 
 In vivo での IL-17A産生型 γδ型T細胞の分
化での Notch シグナルの IL-7Rα 関与につい
て、intracellular Notch 遺伝子を導入した胎生
期肝細胞（Hozu mi  e t  a l .  J  Exp  Med . 
205:2507-13,2008）を放射線照射マウスに移入
して胸腺および末梢組織での IFN-γ 産生型と
IL-17A 産生型の自然免疫 T 細胞をフローサ
イ トメ ータ ーで 解析 する 。 R o s a 2 6 - 
loxP-stop-loxP-ICN1-IRES-GFP x MX1-Cre マ
ウスで Notch シグナルを末梢で強制的に誘導
したマウスと Notch シグナルノ下流転写因子
conditional RBP-J ノックアウト(KO)マウス、
(Rag1Cre x RBP-J(fl/fl)マウス)を用いて in vivo
で解析する。DLL4/Notch1 シグナルで誘導さ
れる IL-7Rα(Gonzalez-Garcia S, J Exp Med, 
2009) の T 細胞の機能獲得と維持での役割を
明らかにするために IL-7RαKO マウスの胸
腺と末梢組織での IFN-γ産生型と IL-17A産生
型の γδ 型 T 細胞を解析する。IL-7RαKO マウ
スでは TCRγ 鎖遺伝子の再構成が起こらない
ので我々が既に作成している TCRγ 鎖トラン
スジェニックマウスとかけあわせて分化し
てきた γδ 型 T 細胞の IFN-γ 産生型と IL-17 産
生 型 を 胸 腺 と 末 梢 組 織 で 検 討 す る 。 
(2)感染防御機構における CD30L/CD30 制御
機構の役割 
 Listeria monocytogenes を用いた急性感染症
モデルと Mycobacterium bovis (BCG)を用いた
慢性感染症モデルでの intracellular Notch 遺
伝子を導入した胎生期肝細胞（Hozumi et al. J 
Exp Med. 205:2507-13, 2008）を放射線照射マ
ウスに移入したマウスと
Rosa26-loxP-stop-loxP-ICN1-IRES-GFP x MX1-Creマ
ウスで Notch シグナルを末梢で強制的に誘導
したマウスを用いて IL-17A 産生 γδ 型 T 細胞
をフローサイトメトリーにて解析して、Notch
依存性を比較検討する。 
 in vivo での CD30L/CD30 の役割を Listeria 
monocytogenes を用いた急性感染症モデルと
Mycobacterium bovis (BCG)（を用いた BALB/c 
及び C57BL/6 背景の CD30LKO マウスおび



CD30KO マウスの感染実験で、生存率、菌数、
IL-17A 産生 γδ 型 T 細胞と αβ 型 CD4+Th17
細胞の運命を解析する。  
 CD30-免疫グロブリン融合蛋白(CD30-Ig)お
よび antagonistic CD30L 抗体を用いた阻害実
験、agonistic CD30 抗体を用いた刺激実験に
よって急性感染、慢性感染症での応用研究を
行う。まず in vitro のおけるこれらの生物学的
製剤の効果を調べるために抗原特異的CD4+T
細胞を使って、抗原特異的 CD4+T 細胞と
CD30LKO マウスからの樹状細胞で抗原特異
的応答を調べる。さらに抗原刺激した Wild 
type および CD30LKO マウスの抗原特異的
CD4+T 細胞を混合培養して抗原特異的応答
が変化するか検討する。次に CD30-Ig で阻害
実験、agonist CD30 抗体を用いた in vivo での
急性および慢性感染実験によって、生存率、
菌数、γδ 型および αβ 型 T 細胞のサイトカイ
ン産生能を調べる。  
 
４．研究成果 
(1)Notch／IL-7R シグナルのＴ細胞の胸腺で
分化における役割を明らかにするために、胎
生期胸腺の CD4-CD8-double negative (DN)細
胞を Notch-1 リガンドである DLL4(delta-like 
4)を発現するストロマ細胞株（TSt4-DLL4）
を用いて in vitro 培養系で解析した。その結
果、DN2から分化した γδ型T細胞は IFN-γ と
IL-17A 産生型にともに分化できるが、DN3
から分化できるのは IFN-γ 産生型だけであっ
た。さらに BCL11bKO マウスでの DN2a まで
しか分化できない胸腺の γδ 型 T 細胞は IFN-γ
産生型であり、IL-17A 産生型には分化できな
いことがわかった。IFN-γ 産生型には DN2a
から直接分化する γδ 型 T 細胞と DN3 から分
化する γδ 型 T 細胞の 2 種類が存在し、IL-17A
産生 γδ 型 T 細胞は DN2b のステージから
BCL11b 依存性に直接分化するということが

わかった。(図１) 
 IL-17A 産生 γδ 型 T 細胞の生体恒常性にお
ける Notch/IL-7Rα/CD30L 経路の関与を調べ
るために、Notch 標的遺伝子の網羅的遺伝子
解析を ICN1(intracellular Notch1)に対する抗
体を用いた ChIP-seq を行った。その結果、
Hes1、TCF1、CD25、BCL11b 、Nr4a1 に加
えて IL-7Rα の新規プロモーター部位を同定
できた。一方、CD30L は ICN が結合しない
ことがわかった。恒常的な Notch シグナルは、
試験管内だけでなく生体内においても γδ型T
細胞上の IL-7Rα 発現を誘導する潜在能力を
有した。一方で RBP-Jκ の条件付き遺伝子破

壊は、γδ 型 T 細胞による IL-7Rα 発現を抑制
したが Hes1 発現を抑制せず、末梢組織での
IL-7Rαhigh IL-17A 産生 γδ 型 T 細胞の貯蔵量
を選択的に減少させた。成体マウスでは、
IL-7Rα を介したシグナルの欠如によって
IL-17A 産生 γδ 型 T 細胞はほとんど維持され
なかった。試験管内で外因性の IL-7 を加える
と、選択的に IL-17A 産生 γδ 型 T 細胞が増殖
した。以上、我々の結果は、Hes1 とは独立し
た Notch-RBP-Jκ-IL-7Rα 経路の、IL-17A 産生
γδ型T細胞の生体恒常性に対する新たな役割
を明らかにした。 
(2)CD30L/CD30 遺伝子欠損マウスを用いて、
IL-17 産生 γδT 細胞の末梢組織での維持機構、
さらに感染防御機構におけるCD30L/CD30シ
グナルの役割について検討を行った。CD30L
または CD30 KO マウスの末梢組織での V レ
パートア検索では Vγ1-Vγ4-γδ 型 T 細胞数が
有意に低下しており、逆に Vγ1+T 細胞と
Vγ4+T 細胞は増加していた。RT-PCR の解析
では Vγ1-Vγ4-γδ 型 T 細胞は Vγ6 と Vδ１遺伝
子を発現しており、CD30L または CD30 KO
マウスで Vγ6 と Vδ1mRNA が消失していた。
細胞内サイトカイン解析では IL-17A 産生
Vγ1-Vγ4-γδ 型 T 細胞が認められたが CD30L
または CD30 KO マウスで有意に減少した。
一方、IFN-γ 産生 γδT 細胞の割合は変わらな
かった。CD30L KO マウスにリステリアまた
は BCG を腹腔内接種したところ、CD30LKO
マウスでは感染後早期（リステリアでは 3 日
目、BCG では 7 日目）の腹腔内での菌排除能
が有意に低下していた CD30L 欠損マウスで
は、感染早期の腹腔内の IL-17 の低下が見ら
れ、IL-17 産生 Vγ1-Vγ6-γδ 型 T 細胞が有意に
減少していた。抗 CD30 アゴニスト抗体投与
により CD30L 欠損マウスの感染早期で低下
していた菌排除能が回復した。一方で、野生
型マウスに可溶性 CD30-免疫グロブリン融合
蛋白（CD30-Ig）を投与して CD30L/CD30 シ
グナルを阻害すると感染早期の菌排除能が
低下した。以上より V γ6γδ 型 T 細胞の末梢の
維持と活性化にCD30L/CD30シグナルが重要
であることがわかった。 
  CD30L/CD30KO マウスを用いて、IL-17A
産生αβT細胞の末梢組織で機能分化における
CD30L/CD30 シグナルの役割について、実験
的自己免疫性脳脊髄炎（E x p e r i m e n t a l 
autoimmune encephalomyelitis, EAE）の系で検
討を行った。CD30L または CD30 KO マウス
の末梢組織で抗原特異的 IL-17A 産生 CD4T
細胞の産生が有意に減少し、EAE も軽減した。
CD30-Ig の EAE 誘導期に投与のみならず、発
症期に投与しても EAE の程度を抑制する k
とができた。骨髄キメラマウスの解析による
と、骨髄由来細胞の CD30L が特に重要であ
り、CD4 T 細胞の CD30L 逆方向性シグナル
は Th17 細胞分化に必要ではなかった。以上
より、CD30L/CD30 シグナルは、抗原特異的
CD4 Th17 細胞応答に関わっていることが明
らかとなり、この CD30L/CD30 シグナルが



Th17 細胞関与する炎症性疾患の新たな治療
標的となる可能性が示された（図２）。  
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