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研究成果の概要（和文）：口腔アレルギーは全身での免疫応答を背景として口腔内で起こるアレルギー疾患です。その
病態にはT細胞による免疫応答が重要な役割を果たすことが知られていますが、疾患を引き起こす分子メカニズムにつ
いては不明な点が多く残されています。我々はアレルギー反応に関する研究を進める過程で、アレルギーに関連したT
細胞の分化段階において新しいシグナル伝達分子が発現することを見出しました。この分子を標的としてヘルパーT細
胞における発現パターンとサイトカイン産生に及ぼす影響といった機能について解析を行いました。その発現はTh2細
胞に限定されるものであり、アレルギー応答の制御に重要な役割をもつ可能性が認められました。

研究成果の概要（英文）：T helper cells especially Th2 cells play a triggering role in the allergic 
response, including oral allergies. However, the mechanism underlying the differentiation of T helper 
cells into Th2 cells has not been completely elucidated. Our group has studied various signaling 
molecules controlling the differentiation of T helper cells. We found a novel signaling molecule, which 
was expressed specifically in Th2 cells during the differentiation of T helper cells. We investigated the 
characterization and function of the signaling molecule. The expression of the signaling molecule, as in 
Th2 cells, was not found in other types of T helper cells. The signaling molecule could have some 
functions in cytokine production and cell migration in T cells.

研究分野： 免疫細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 口腔アレルギーは口腔内の環境が原因で
起こる歯科口腔領域の疾患で、年々増加傾向
にあり国民の関心が高まっています。口腔ア
レルギーの病態は、花粉症アレルギーを背景
にして交差反応で生じる口腔食物アレルギ
ーや、指輪・ネックレス・ピアス使用者にお
いて歯科治療後に生じる口腔金属アレルギ
ーといったように多岐にわたりますが、何れ
もT細胞による免疫応答が深く関与していま
す。しかしながら、口腔アレルギーを引き起
こすメカニズムについて、T 細胞の分化と遊
走に関与する分子の視点からの解析は見当
たりません。 
 研究代表者は、ディファレンシャルディス
プレイ法によってマウス Th2 細胞から新規
Th2 特異的遺伝子を同定し、新しい T 細胞分
化制御機構を世界に先駆けて明らかにしま
した(Immunity 2003; J. Clin. Invest. 2007)。
この蛋白質はマウスSWAP-70とアミノ酸レベ
ルで 45%の高い相同性をもつことから
SWAP-70-like adapter of T cells（SLAT）
と命名しました。マウスとヒトの間ではアミ
ノ酸レベルで 92%の高い相同性をもちます。
SLATは胸腺細胞や末梢のT細胞に多く発現し
ており、マクロファージや筋肉組織にも発現
しています。一方、SWAP-70 は B 細胞特異的
な遺伝子として単離され、B 細胞に多く発現
しています。SLAT は SWAP-70 とともに第３の
グアニンヌクレオチド交換因子（GEF）とし
て分類され、PH ドメインと DH-like ドメイン
をタンデムにコードします。 
 SLATはN末端からカルシウム結合ドメイン
である EF hand、不完全な ITAM シークエンス
をもつ ITAM-like ドメインを有し、PH と
DH-like の間に核移行シグナル（nuclear 
localization signal; NLS）をもちます。
SWAP-70 に Rac を活性化する GEF としての機
能があり、それまでに知られていた DH とも
DHR2 とも異なるドメインをもつことが報告
されています。また、SLAT にも同様に Rac1、
Cdc42、RhoA に対する GEF としての機能があ
ることが報告されております。 
 一方、研究代表者は Vav が欠損することで
転写因子 c-Maf の発現障害により、Th1 型の
免疫応答が亢進することを見出しました
(Blood 2005)。また、アレルギー発症におけ
るDOCK2-Racシグナルの重要性を明らかにし
ました(Nature Immunol. 2007)。さらに、ヒ
ト高 IgE血症の原因遺伝子 Dock8が生体内３
次元環境下での樹状細胞の遊走を制御して
いることを見出しました(Blood 2012)。この
ように研究代表者はアレルギーに関わる免
疫細胞のシグナル伝達および分化・遊走制御
機構を明らかにしてきました。 
 これら一連の解析の過程で、ナイーブ T細
胞からアレルギー関連 T細胞へ分化・成熟し
て行く段階で SLAT に関連した新規の分子が
発現することを見出しました。本研究課題は、
この新規分子に焦点をあわせて口腔アレル

ギーの新たな予防、診断、治療法のターゲッ
トとしての意義を探ろうとするものです。 
 
２．研究の目的 
 本 研 究 は 、 新 規 SLAT 関 連 分 子
（SLAT-AP:SLAT associated protein）を切
り口として、T 細胞の分化と遊走をシグナル
伝達機構の視点から解析することで、アレル
ギーの病態を制御する新しい分子メカニズ
ムの解明を目的としています。 
 歯科口腔疾患の中でも口腔アレルギーの
病態と治療法に関する研究は取り残された
領域であり、T 細胞のシグナル分子という視
点からそのメカニズムについて明確に示し
た報告はありません。これまで研究代表者が
明らかにしてきたT細胞の分化と遊走におけ
るシグナル伝達制御機構を深く掘り下げて
研究を進めました。得られた成果は口腔アレ
ルギーの病態を解明し、新しい治療法の開発
への道を切り拓くと期待されます。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、新規シグナル伝達分子
SLAT-AP を対象として、T 細胞の分化と遊走
をグアニンヌクレオチド交換因子(GEF)-低
分子量G蛋白質シグナルの視点から解析する
ことで、アレルギーの病態を制御する新しい
分子メカニズムを明らかにすることを目的
として研究を進めました。 
 
(1) ヘルパーT 細胞の各種サブセット Th1、
Th2、Th17、Treg などへの分化条件で、SLAT-AP
の発現パターンを real-time RT-PCR や
western blotting により RNA レベル、蛋白レ
ベルで詳細に解析しました。また、Th2 への
分化段階にサイトカインの中和抗体の共存
の有無によってSLAT-AP発現を比較検討しま
した。 
 
(2) 一過性にSLAT-APを過剰発現させたヒト
T 細胞株 Jurkat を用いて、IL-4 や IFN-γな
ど各種サイトカインのルシフェラーゼアッ
セイにより、サイトカイン産生における
SLAT-AP の役割を解析しました。 
 
(3) より安定した実験系を構築するために、
レトロウイルスを用いて恒常的に内在性
SLAT-AP の発現をノックダウンした stable 
Jurkat 細胞株を作製した後、SLAT-AP を再構
築した細胞株を樹立して検証しました。 
 
(4) さらに、より生理的な条件で解析するた
めに、OVA を認識する T 細胞受容体トランス
ジェニックマウスから分離した T細胞に、レ
トロウイルスにて SLAT-AP を過剰発現、ある
いはノックダウンさせて、抗原提示細胞と
OVA ペプチドで刺激することで IL-4 や IFN-
γなど各種サイトカイン産生への影響を細
胞内サイトカイン染色による Flowcytometry
を用いて比較検証しました。 



 
(5) SLAT-AP あるいは SLAT を Jurkat 細胞に
過剰発現させて、ケモカインによるトランス
ウェルでの遊走実験を行い定量的に評価し
ました。 
 
(6) GFP で標識した SLAT-AP ならびに SLAT を
Jurkat 細胞に発現させることで、これら分子
の細胞内局在と過剰発現による細胞の形態
変化について蛍光顕微鏡を用いて比較観察
しました。 
 
４．研究成果 
 研究代表者が取組んできた一連の解析の過
程において、野生型マウスから分離した T細
胞に対して CD3 抗体+CD28 抗体刺激を用いて
Th2 細胞への分化誘導を繰り返し行うことに
より、新たな SLAT 関連分子が発現すること
を見出しました。また、より生理的な条件で
解析するために、OVA を認識する T 細胞受容
体トランスジェニック(TCR Tg)マウスにて確
認したところ、この抗原特異的な Th2 細胞に
おいても同様の結果を得ました。この分子は
初期刺激によるTh2細胞への分化では認めら
れず、再刺激後２日目から強く発現してくる
ことが明らかになりました。一方で、Th1 細
胞には全く発現していませんでした。この新
しい SLAT 関連分子が発現してくる Th2 細胞
の cDNA から新しい SLAT 関連遺伝子を単離す
ることに成功しております。本研究では、ヘ
ルパーT 細胞における発現パターンとサイト
カイン産生に及ぼす影響といった機能につ
いて詳細に解析を進めました。 
 ヘルパーT細胞の各種サブセットTh1、Th2、
Th17、Treg（制御性 T細胞）への分化条件で、
新規 SLAT 関連分子（SLAT-AP）の発現パター
ンをウエスタンブロッティングにより蛋白
レベルで詳細に解析したところ、Th1、Th17、
Tregでは発現を認めず、SLAT-APの発現がTh2
に特異的であり、IL-12 と IFN-γに対するサ
イトカイン中和抗体を共存させた場合に強
力に発現することが明らかになりました。ま
た、RNA レベルでも、Th2 において一過性に
発現の亢進が認められました。 
 完全長の SLAT は IL-4 産生を増強し、IFN-
γ産生を抑制することが明らかになってい
ます(Tanaka et al. Immunity 19: 119, 2003)。
一過性に SLAT-AP を過剰発現させたヒト T細
胞株 Jurkat を用いて、IL-4 や IFN-γなど各
種サイトカインへの影響をルシフェラーゼ
アッセイにより解析したところ、IL-4や IFN-
γといったサイトカイン産生における
SLAT-AP の影響はほとんど認められませんで
した。また、より安定した実験系を構築する
ために、レトロウイルスを用いて恒常的に
SLAT-AP の発現をノックダウンした Jurkat
細胞株を作製しました。これらの細胞株を利
用して SLAT-AP の機能を解析したところ、ル
シフェラーゼアッセイの結果と同様にサイ
トカイン産生におけるSLAT-APの影響はほと

んど認められませんでした。 
 さらに、より生理的な条件で解析するため
に、OVA 抗原を特異的に認識する T 細胞受容
体トランスジェニックマウスから分離した T
細胞に、レトロウイルスにて SLAT-AP を過剰
発現させて、抗原提示細胞と OVA ペプチドで
刺激することで IL-4 や IFN-γなど各種サイ
トカイン産生への影響を細胞内サイトカイ
ン染色によるFlowcytometryを用いて比較検
証したところ、IL-4 の産生に影響を及ぼす結
果が得られました。より生理的に近い条件で
サイトカイン産生に対する影響が示唆され
たことから、引き続き実験結果を検証してい
く予定です。 
 ケモカインによるトランスウエルでの遊
走実験では、SLAT-AP の過剰発現による明ら
かな影響を認めませんでした。 
 Jurkat細胞株を用いてSLAT-APの細胞内局
在を観察したところ、完全長の SLAT が細胞
膜に局在することに比較して、細胞質内に限
局して存在することが観察されました。さら
に、SLAT-AP の過剰発現によりアクチン集積
による細胞突起を観察するようになり、細胞
形態に変化が生じる可能性が示唆されまし
た。 
 これまでに得られた本研究成果に基づい
て、今後、SLAT-AP を標的とした T 細胞の分
化と遊走の制御機構を明らかにしていきま
す。また、アレルギーの病態解明と新しい治
療法の開発へと研究を展開していく予定で
す。 
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