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    学位論文題名

Evaluation of the roles for IL一17―producing helper

    CD4+ T(Th17) cells and the therapeutic

    application to the immune diseases

（免疫疾患におけるIL―17産生CD4十ヘルパーT細胞(Th17)の関与

    およびその治療法開発に関する研究）

学位論文内容の要旨

研究の背景と目的
現在、癌や感染症の克服の為に、より強カで持続的な免疫応答を誘起する免疫療法の開発
が精力的に進められている。とりわけCD4陽性ヘルバーT細胞(Th細胞）による効率的な免
疫システムの活性化が注目されており、その制御機構の詳細な解明が重要課題である。こ
れまで111細胞にはいくっかのサプセットが報告され、細胞性免疫を担うThl細胞と体液性
免疫に重要なTh2細胞の2種が存在し、互いにパランスをとりながら免疫系を抑制してい
る事が広く知られている。さらに近年、リウマチ関節炎や実験的自己免疫性脳脊髄炎の発
症に強い関与が認められるIL-17産生11117細胞の発見や、自己免疫疾患の抑制を担う
CD25．Foxp3陽性制御性T細胞(Treg)といった新しいTh細胞サブセットの生理的意義が
解明された。現在ではThl/Th2パランスのみでは生体内における免疫応答の制御は完全に
説明し得ず、これらTh17細胞、Tregを含めた新たな免疫バランスのバラダイムが構築され
つっある。
  Th細胞は免疫パランスの制御を強く司っている一方で、その機能制御の破綻は時として
生体に癌、アレルギーや自己免疫疾患といった重篤な疾患をもたらす。免疫疾患の発症ヌカ
ニズムは未だ不明な部分も多く、効果的な免疫療法を患者に施す上で、Th細胞の制御機構
を詳細に解明する事は非常に重要な意味を持つ。今回、私は自己免疫疾患の発症に強く関
与が考えられるTh17細胞、また炎症性サイトカインであり、且つTh17細胞の誘導に必須
であるIL-6に着目し、疾患の評価とTh17細胞の生体内での機能について検討を行った。本
研究では、第1章にてTh細胞依存性の慢性大腸炎モデルマウス、第2章では当研究室で樹
立した新規のTh細胞依存性の移植片対宿主疾患(GVHR)モデルマウスを用しゝ、Th細胞を介
した生体内の免疫バランス制御と疾患発症メカニズムとの関連について検討を行うと同時
に、免疫疾患の新しい治療法開発を目指した。

実験方法と結果・考察
  第1章；野生型BALB/cマウスの脾臓よりCD45RBhighCD62L十ナイープCD4十T細胞を単
離し、免疫不全である同系統のRAG2遺伝子欠損BALB/cマウスの尾静脈内に移入をした。
その結果、末梢のりンバ節よりも腸間膜リンバ節において有意にCD4+T細胞の分裂が認め
られ、エフェクター型の細胞が多くみられた。また、移入後2週における各リンバ器官の
CD4十T細胞のサイトカイン産生を細胞内染色、ELISA法で評価したところ、IFN-lrやIL-17
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などのサイトカインを高産生する111細胞が誘導されており、またこれらのマウスは組織切
片のHE染色法等による病理学的診断から：慢性的な大腸炎を発症している事が確認された。
さらに、IL-6のシグナルを遮断するアンタゴニスト抗体（抗IL-6R抗体）をナイーブCD4十T
細胞移入と共に投与する事で、大腸炎の発症や起因する体重減少の抑制などが有意に認め
られた。さらに詳細な解析を進めるため、IL-17欠損マウス由来のナイープCD4+T細胞を
用いて同様の解析を行ったところ、CD4+T細胞からIL-17の産生が無い条件でも大腸炎の発
症が認められた。抗IL-6R抗体の投与により、各ルンバ器官のIL-17産生CD4+T細胞は減
少していたが、同時にIL-4やIL-10を高産生するTh2細胞サプセットが増加している事が
明らかとなった。以上の結果よりTh17細胞は大腸炎発症の必要条件ではない事、抗IL-6R
抗体によるシグナルの遮断がTh細胞分化のバランスを是正しThl細胞、Th17細胞の誘導
を抑制するとともにTh2細胞、Tregの誘導を促進する事で大腸炎の発症を制御していると
しゝう事が示唆された。
  第2章；本研究でまず始めに野生型B10D2系統マウスの脾臓よりCD45RBmgCD62L+ナイ
ープCD4十T細胞を単離し、メジャー抗原(MHC)が適合するRAG2遺伝子欠損BALB/cマウ
スの尾静脈内に移入した。その結果、系統差異とマイナー抗原の認識を利用したCD4+T細
胞依存的に発症するGVHRの病態が生ずる事を見いだした。宿主のB́ 6曲/cマウスは、T
細胞を移入後1週間ほどで重篤なGVHRを発症し、7～10日ほどで全てのマウスが死亡した。
これらのマウスは眼瞼の炎症、下痢・血便、体毛の乱れや行動の低下などの著明なGVHR
症状を示していた。病態発症マウスの組織を病理学的に診断した結果、肝実質細胞の変性・
腎臓や大腸へのりンバ球集積などの著しい組織異常が起きていたほか、肝機能障害を示す
GOT／GPT値の上昇も確認された。1Jンパ節や脾臓などのりンパ器官における、移入CD4゙ T
細胞の表現型を用いて解析したところ、V叩T細胞レセプターを持つCD4十T細胞のみが異
常に増殖している事が判明した。これらのCD4十T細胞は、IFN－YやTNF．伍、IL117を高産生
するTh1細胞、Th17細胞といったTh細胞へと分化している事も明らかとなった。一方こ
の疾患モデルマウス内においてはIL一4産生Th2細胞やFoxp3陽性のTregなどのサブセット
はごく少数しかみられなかった。さらに、抗IL＿6R抗体をナイープCD4十T細胞移入ととも
に投与する事で、病態の著しい改善と生存の延長が確認され、この病態の発症にIL一6のシ
グナルが強く関与している事が示唆された。本研究で構築した急性GVHRモデルは宿主の
CD8゙ T細胞やB細胞など他のルンパ球の影響や相互作用を交えない系であるため、病態の
発症はCD4十T細胞の活性化のみに起因する。また同系統のRAG2遺伝子欠損B10D2マウス
を宿主に用いた場合には、この急性GVHRは発症しない事から、本疾患モデルマウスに移
入されたナイープCD4十T細胞は、BALB／cに発現しているマイナー抗原を認識して急激に
増殖し、IL‐6の作用により病原性のTh1細胞、1h17細胞へと偏向して分化し、宿主に臓器
不全と死をもたらす事が示唆された。

結論および展開
  ナイーブCD4+T細胞はその中に自己応答性の細胞群を含み、その異常な増殖や活性化に
よってThl細胞やTh17細胞等の炎症性エフェクターTh細胞が誘導され、慢性的な大腸炎，
急性GVHR等の免疫疾患を惹起する事が示された。またこれらの病態発症はIL-6よっても
たらされ、このアンタゴニスト抗体を用いる事により病態を著しく軽減する事が可能であ
り 、 111細 胞 の 異 常 分 化 と 免 疫 バ ラ ン ス を是 正 す る 事 が 確 認 さ れ た 。
  今回の研究で用いた慢性大腸炎やGVHRは著しくQOLの低い疾患であり、発症に至るメ
カニズム解析および治療法開発などの意義は大変深いものと考えられる。本研究の遂行に
より、IL-6シグナルを介したT細胞機能の制御機構の解明、T細胞以外の細胞群との関与、
GVHRを抑制する最終的なエフェクター因子の同定がなされることで、生体内でのサイト
カインとシグナル伝達経路が明確化され、病態発症との関連性が示される事により、さら
なる新しい免疫療法への応用が期待できる。

― 393―



学位論文審査の要旨

    学位論文題名

Evaluation of the roles for IL―17－producing helper
    CD4+ T(Th17) cells and the therapeutic

    application to the immune diseases

（免疫疾患におけるIL―17産生CD4十ヘルパーT細胞(Th17)の関与

    およびその治療法開発に関する研究）

  本研究において発表者は自己免疫疾患の発症に強く関与が考えられるTh17細胞、また炎
症性サイトカインであり、且つTh17細胞の誘導に必須であるIL-6に着目し、第1章にて
Th細胞依存性の慢性大腸炎マウスモデル、第2章では当研究室で樹立した新規のTh細胞依
存性の急性移植片対宿主疾患(GVHR)マウスモデルを用い、111細胞を介した生体内の免疫バ
ラ ン ス 制 御 と 疾 患 発 症 メ カ ニ ズ ム と の 関 連 につ し ゝ て 検 討 を 行 っ た 。
  リウマチ関節炎や実験的自己免疫性脊髄炎(EAE)の発症に11117が関与しているという報
告はすでになされていたが、慢性大腸炎の発症とTh17の関連や影響については明らかにさ
れていなかった。発表者はナイープCD4十T細胞を単離し、免疫不全である同系統のRAG2
遺伝子欠損B」6曲/cマウスの尾静脈内に移入を行って発症する大腸炎モデルでその関与を
評価した。その結果、Th17細胞は大腸炎発症の必要条件ではない事、抗Iし6R抗体による
シグナルの遮断がTh細胞分化のパランスを是正しTh1細胞、1h17細胞の誘導を抑制する
とともに1比細胞の誘導を促進する事で大腸炎の発症を制御しているという事が示された。
  B10D2マウスよルナイープCD4゙ T細胞を単離し、主要組織適合抗原（MHC）が適合する
凡蛤2遺伝子欠損B心出/cマウスの尾静脈内に移入する事により、系統差異とマイナー組織
適合抗原の認識を利用したCD4十T細胞依存的に急性のGVHRが生ずる事を見いだした。宿
主マウスは、T細胞を移入後1週間ほどで著明なGVHRを発症し全てのマウスが死亡した。
宿主マウス組織を病理学的に解析した結果、肝実質細胞の変性・腎臓や大腸への1Jンパ球
集積などの著しい組織異常が起きていたほか、肝機能障害を示すGOT／GPT値の上昇も確認
された。宿主マウス生体内ではV邱T細胞レセプターを持つCD4十T細胞のみが異常に増殖
している事が判明し、これらのCD4十T細胞はIFN－YやTNF＿臥IL一17を高産生するTh1細胞、
Th17細胞といったTh細胞へと分化していた。さらに抗IL一6R抗体をナイープCD4十T細胞
移入とともに投与する事で、病態の著しい改善と生存の延長が確認され、この病態の発症
にIL一6のシグナルが強く関与している事が示唆された。
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  発表終了後、副査の今村教授より慢性大腸炎と急性GVHR両モデルの共通点を問われ、
発表者はナイープCD4+T細胞はその中に自己応答性の細胞群を含み、リンパ球減少症と抗
原刺激によって異常な増殖や活性化が起こり、炎症性エフェクター111細胞が誘導されて免
疫疾患を惹起する点、また病態発症はIL-6シグナルによってもたらされ、IL-6レセプター
のアンタゴニスト抗体を用いる事により病態を著しく軽減できる点が共通すると返答した。
野口教授からIL-6レセプターの一部であるgp130に対する抗体やシグナル効果などに関す
る質問を受け、発表者はgp130が様々なシグナルのアダプターであり、ノックアウトマウ
スが胎生致死でもあることからその機能が多岐に渡り、今回と同様の表現型を示す事は困
難であろうと返答した。清野教授よりこの研究と他の知見との差異・本研究の独創的な点
について、またヒトヘの応用に関する質問を受け、発表者は本研究にて慢性大腸炎疾患モ
デルが11117に依存しないで発症するという事を初めて報告した点、また、ヒトヘの応用と
して骨髄移植やT細胞の養子免疫療法を行う上で、副作用としての免疫疾患発症の抑制に
寄与するであろう事を示した点で新規性があると回答した。西村教授よりIL-6で、CD4+T
細胞からのIL-10産生が抑制される理由を間われ、発表者はIL-6とIL-10はシグナルの下流
分子として共にSTAT3を共有している事が理由として考えられ、これらが競合してネガテ
イプな影響が起きる可能性があると返答した。主査である笠原教授より急性GVHRでの組
織傷害をもたらすエフェクター細胞は何が考えられるか、また他の臓器での病変は起きる
のかという質問を受け、発表者はIFN-YやTNF-aを高産生するThlによる直接の傷害効果、
あるいは宿主に豊富に存在する炎症性のマクロファージなどがェフェクターとして考えら
れる事、肝臓以外では腎臓にやや異常は見られるものの大腸や肺などでは組織所見で大き
な変化は見られないと返答した。

  この論文は生体内でのIL-6シグナルを介したT細胞機能の制御機構と病態発症との関連
性を解明した事が高く評価され、今後の慢性大腸炎やGVHR等、著しくQOLの低い疾患の
治療への応用が期待される。審査員一同は、これらの成果を高く評価し、大学院課程にお
ける研鑽や取得単位なども併せ申請者が博士（医学）の学位を受けるのに充分な資格を有
するものと判定した。
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