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研究成果の概要（和文）：制御性T(Treg)細胞のマスター転写因子Foxp3を発現せず、抑制性サイトカインIL-10
を産生するI型制御性T(Tr1)細胞は、細菌感染による慢性炎症を抑制すると考えられたため、その分化制御につ
いて解析した。IL-27を用いてin vitroにおいてTr1を分化する際に、脂質リン酸化酵素の１種であるPI3Kを阻害
するとTr1分化が抑制され、反対に増強すると分化が促進されることから、PI3KシグナルがTr1分化を正に制御し
ていることが示された。

研究成果の概要（英文）：Since Foxp3-negative, IL-10-producing regulatory T (Tr1) cells are quite 
important for the suppression of chronic inflammation, I tried to investigate the regulatory 
mechanisms of Tr1 differentiation. When I added the inhibitor of PI3K, a kind of lipid kinases, in 
Tr1 differentiation by IL-27, I was able to suppress Tr1 differentiation. In contrast, Tr1 
differentiation was enhanced when the PI3K pathway was augmented. These results suggest that PI3K 
pathway positively regulates the differentiation of IL-27-induced Tr1 cells.
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１．研究開始当初の背景 
 慢性炎症は、本来宿主の生体防御に働く免
疫細胞が、何らかの理由で持続的・長期的に
自己の組織を侵襲することにより引き起こ
される。この慢性炎症には、様々な自然免疫
系および獲得免疫系が関わるが、特にヘルパ
ーT(Th)細胞は炎症部位に浸潤し、炎症性サ
イトカインや（走化性因子である）ケモカイ
ンなどを産生して炎症反応を誘発するため、
この Th 細胞の働きを制御できれば、慢性炎
症の治療に役立つことが容易に想像される。 
 Th 細胞にはいくつかの違った役割を持つ
細胞に分類され、Th1 細胞は細胞性免疫に、
Th2 細胞は液性免疫に関わっている。また、
TGFの豊富な粘膜組織においては、（マウス
では）IL-6 & TGFによって分化し IL-17 を
産生する Th17 細胞も存在し、粘膜組織に存
在する細胞外寄生細菌に対する生体防御に
働く。逆に、これらエフェクターTh 細胞の機
能を抑制する Th 細胞もまた生体内に存在し
（あるいは誘導され）、過剰な免疫応答を抑
えるように働いている。この中には、マスタ
ー転写因子として Foxp3 を発現し、抑制性サ
イトカインである TGFを主に産生する制御
性 T 細胞(regulatory T cell；Treg)が良く
知られているが、その他にも、Foxp3 を発現
せず抑制性サイトカインであるIL-10を主に
産 生する１型制御性 T 細 胞 (type 1 
regulatory T; Tr1)が挙げられる。 
 申請者はこれまでに、脂質リン酸化酵素で
ある phosphoinositide 3-kinase (PI3K)欠損
マウスへの Hp 感染において、炎症部位に浸
潤する Th17 細胞の割合が対照群に比べて減
少することから、PI3K が in vivo において
Th17 の分化を正に制御することを明らかに
した。PI3K が Th17 分化を正に制御する分子
機構として、下流に存在する mTOR complex 1 
(mTORC1)を介して少なくとも２通りの経路
があることを明らかにした (Cell Rep 
(2012))。申請者が着目している PI3K-mTORC1
経路の役割に関して、一方で、IL-10 を主に
産生する Tr1 細胞の分化について、
PI3K-mTORC1 経路がどのように関わるかにつ
いての報告はない。Tr1 分化における分子機
構の解明は、慢性炎症抑制の観点からも重要
であるため、PI3K-mTOR 経路による Tr1 分化
における分子機構の解明を試みるに至った。 
 
２．研究の目的 
粘膜組織における細菌感染による慢性炎症
の誘発・持続には、ヘルパーT(Th)細胞が重
要な役割を果たし、特に Th1 や Th17 細胞な
どの炎症性細胞が病態の悪化に関わってい
る。一方でこれら炎症性細胞に対し、炎症を
抑制する Th 細胞も誘導され、行き過ぎた炎
症性細胞の活動を抑制し、炎症反応を終息さ

せるよう働く。粘膜組織における炎症抑制に
は、抑制性サイトカインである IL-10 が深く
関わっていることから、本研究では IL-10 を
産生する Foxp3 陰性 Th 細胞（Tr1 細胞）の分
化制御機構を明らかにし、粘膜組織に慢性炎
症を引き起こす細菌感染動物モデルを用い
て、Tr1 細胞の機能増強による慢性炎症抑制
効果を in vivo において検討し、慢性炎症に
対する新たな治療法の確立を目指すことを
目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）in vitro における Tr1 分化の検討 
 脾臓細胞から CD25-CD4＋T 細胞を分離し、
IL-27存在下で抗CD3抗体および抗CD28抗体
で刺激して 3 日間培養し、Tr1 細胞を誘導し
た。ここに PI3K 阻害剤を加えて Tr1 分化に
及ぼす影響について以下のように調べた。 
①Tr1 分化度を、IL-10 を指標に FACS にて解
析した。 
②PI3K 経路の関与について、タンパク質を抽
出してウェスタンブロットにより、関連分子
のリン酸化を調べた。 
③Tr1 関連遺伝子発現について、RNA を抽出
後に cDNA を作製して RT-PCR による検討を行
った。 
（２）in vivo における Tr1 分化の検討 
 IL-10-Venus x Foxp3-hCD2/CD52 マウスに
抗 CD3抗体を腹腔内投与することにより Tr1
細胞を in vivo で分化させることができる。
PI3K 阻害剤をさらに加えた場合に、抗体投与
3 日後において脾臓(spl)，腸間膜リンパ節
(mLN)，小腸粘膜固有層(SILP)，パイエル板
(PP)に存在する Tr1 分化の影響を調べた。 
 
４．研究成果 
（１）in vitro における Tr1 分化の検討 
①Tr1分化時にPI3K阻害剤を添加することに
より、Tr1 分化を抑制することが明らかにな
った。この抑制効果は濃度依存的であり、か
つ分化初期に添加することにより効果的に
分化を抑制することができた。また、逆に
PI3K の 下 流 に あ る Akt を 、
4-hydroxytamoxifen 添加により活性化する
ことのできる細胞を用いてTr1分化を行った
ところ、分化が促進した。以上の結果から、
PI3K-Akt経路はTr1分化を促進することが示
された。 
②PI3K 経路の下流でどの分子が活性化され
ているかをリン酸化を指標に調べた。その結
果、Akt の Ser473 のリン酸化および Foxo1 の
Ser256 が阻害剤によって阻害されているこ
とが示された。これらの結果から、PI3K の下
流で、Akt-Foxo1 経路が Tr1 分化時に活性化
されることが明らかになった。 
③Tr1 細胞の分化に必要な転写因子として知
られる Ahr や c-Maf の発現は、予想に反して
PI3K 阻害により上昇することが示された。ま
た、これにより産生制御され Tr1 分化の維持
に必要なサイトカインIL-21の遺伝子発現に



ついても、同様に阻害剤により上昇した。し
かしながら、オートクリン様式で作用するの
に必要な Tr1細胞上の IL-21 受容体(IL-21R)
の発現が、阻害剤により減少することを見出
した。すなわち、PI3K は IL-21R 発現を増強
することにより、Tr1 分化を促進することが
明らかになった。 
（２）in vivo における Tr1 分化の検討 
抗 CD3抗体を投与することによって、Tr1 細
胞すなわち Venus (Foxp3)-hCD2(IL-10)+細胞
が spl, mLN SILP, PP のいずれにおいても誘
導された。PI3K 阻害剤投与により、全てにお
いてTr1分化が抑制された。興味深いことに、
Treg 細胞すなわち Venus+hCD2+細胞の割合は
阻害剤によって影響を受けなかった。すなわ
ち、Tr1 細胞産生 IL-10 のみが PI3K によって
制御されていることが示された。 
 以上の結果から、PI3K-Akt 経路は Foxo1 を
介して IL-21R の発現を制御し、Tr1 分化を促
進するように働くことが示された。なお、こ
れらの成果については、現在英語論文として
まとめ投稿中である。 
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