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研究要旨 

関節リウマチ（rheumatoid arthritis；RA）の病態形成における CD4+ T 細胞の分化制御機構を明らかにすることを目的と

して、Th-1 分化を決定する転写因子 T-bet およびを T 細胞でのみ過剰発現した T-bet トランスジェニックマウス（T-bet 

Tg）に対してコラーゲン誘導関節炎（collagen induced arthritis；CIA）を誘導したところ、T-bet Tg では野生型（WT）と比較

して関節炎の発症率、重症度の有意な減少が認められ、また病理組織学的に関節局所の炎症像および骨破壊像が減弱

していた。抗原であるタイプ II コラーゲン（CII）反応性 T細胞のサイトカイン産生、転写因子発現については、T-bet Tg に

おいてIL-17産生の有意な抑制が認められ、T-betの発現亢進とTh-17分化に重要な転写因子であるRORγtの発現抑

制が認められた。以上からT-betは、RORγt発現を抑制することによりIL-17産生が抑制したと考えられた。次にT helper 

17 細胞（Th-17）分化を決定する転写因子 RORγt を T 細胞でのみ過剰発現した RORγt トランスジェニックマウス（ROR

γt Tg）に対してコラーゲン誘導関節炎（collagen induced arthritis；CIA）を誘導したところ、RORγt Tg マウスでは野生型

（wild type; WT）と比較して関節炎の発症率、重症度の有意な減少が認められ、また病理組織学的に関節局所の炎症像

および骨破壊像が減弱していた。RORγt TgマウスにおいてFoxp3+CD4+T細胞（Foxp3+制御性T細胞）におけるRORγ

t の発現亢進を認め、同時に関節炎局所への遊走に重要なケモカインレセプターCCR6 の発現亢進を認めた。また

Foxp3+制御性 T 細胞の細胞増殖抑制能は、WT と RORγt Tg マウス間に有意な差は認められなかった。WT に対して

RORγt Tg マウス由来のリンパ節細胞の経静脈的に移入し、CIA を誘導した場合の影響を解析したところ、RORγt Tg マ

ウス由来のリンパ節細胞の移入による関節炎の減弱が確認され、RORγt Tg マウス内に関節炎に対する抑制性細胞分画

が存在している可能性が示唆された。 

以上から、CD4+ T 細胞の分化を決定する各マスター転写因子の発現は、自己免疫性関節炎の発症とこれに伴う関節

破壊に多大な影響を及ぼすこと等が明らかになった。 

 

A.研究目的 

RAの疾患モデルであるCIAを用いてCD4+ T細胞の分

化を決定するマスター転写因子が関節炎発症に与える影

響を解析することによって、関節炎の病態形成における

CD4+ T細胞の分化制御機構を明らかにすることを目的とし

た。 

 

B.研究方法 

T-bet Tg の検討 

1） 野生型（WT）およびT-bet Tgに対してCIAを誘導し、

臨床像を比較検討した。 

2） 抗原反応性T細胞のサイトカイン産生、転写因子発現

を評価するためにCII投与後のマウスからリンパ節を採

取し、in vitro で抗原である CII とともに培養し、ELISA

による培養上清中のサイトカイン量の測定、培養後の

細胞を回収して FACSによるサイトカイン、転写因子発



 

現の評価を行った。 

3） 各マウスから分離したCD4+ T細胞、CD11c+ 樹状細胞

の criss-cross co-culture によって抗原反応性 T細胞

のサイトカイン産生、転写因子発現を評価した。 

4） T 細胞分化に対する T-bet 過剰発現の影響を解析す

るために、WT、T-bet Tg の脾臓 naïve CD4+ T 細胞を

MACS を用いて分離し、in vitro で T 細胞分化を誘導

して、サイトカイン産生パターン、転写因子発現につい

て FACS により解析した。 

RORγt Tg の検討 

1） WT および RORγt Tg に対して CIA を誘導し、臨床

像を比較検討した。 

2） CII 投与後の所属リンパ節細胞を in vitro で抗原であ

る CII とともに培養し、ELISA による培養上清中のサイ

トカイン量の測定および FACS によるサイトカイン産生、

転写因子 RORγt 発現の評価を行った。 

3） CII 投与後に所属リンパ節細胞を採取して FACS によ

り転写因子Foxp3発現およびケモカインレセプター発

現との関連を解析した。 

4） WT Foxp3GFP reporter マウスおよび RORγt Tg 

Foxp3GFP reporter マウスから CD4+GFP+（=Foxp3+）細

胞を sorting し、CD4+CD25-GFP-細胞を effector T 細

胞に対する細胞増殖抑制能を in vitro で評価した。 

5） CII 投与後のWTもしくは RORγt Tg マウス由来の所

属リンパ節細胞をCII投与後のWTマウスに経静脈的

に移入し、関節炎発症に与える影響を評価した。 

 

（倫理面への配慮） 

本研究は、当施設の遺伝子組み換え実験安全委員会、動

物実験委員会に実験計画書を提出して承認を得ており、

研究の実施に当たっては筑波大学遺伝子組換え実験安

全管理規定および筑波大学動物実験取扱規定に留意し

ながら行っている。 

 

C.研究結果 

T-bet Tg の検討 

1) T-bet Tg では WT と比較して CIA の発症率、重症度

について有意な減少が認められ（図１）、関節の病理

学的評価においても炎症、関節破壊は T-bet Tg で有

意に抑制されていた。 

2) CII 反応性 T 細胞のサイトカイン産生は、T-bet Tg に

おいて IL-17 産生の有意な抑制が認められたが、IFN

γはWT と T-bet Tg の間で特に差は認められなかっ

た。抗原反応性の転写因子発現については、T-bet 

TgにおいてT-betの発現亢進とTh-17分化に重要な

転写因子である RORγt の発現抑制が認められた。 

3) criss-cross co-culture では、T-bet Tg 由来の CD4+ T

細胞はWT、T-bet Tg のいずれのCD11c+樹状細胞を

使用した場合であっても、WT由来のCD4+ T細胞を用

いた場合と比較して IL-17産生およびRORγt発現の

有意な抑制が認められた（図 2）。 

4) 脾臓CD4+ T細胞を用いた in vitroでのTh-17分化誘

導実験においては、T-bet Tg 由来の CD4+ T 細胞で

はWTと比較して IL-17+ 細胞の減少と IFNγ+ 細胞の

増加が認められた。またT-bet Tg由来のCD4+ T細胞

では Th-17 分化誘導条件においても T-bet+ 細胞の

増加と RORγt+ 細胞の減少が認められ、RORγt+ 細

胞からの IL-17 産生の低下が認められた。 

RORγt Tg の検討 

1） RORγt Tg マウスではWT と比較してCIAの発症率、

重症度について有意な減少が認められた（図 3）。関

節局所の病理学的評価では、RORγt Tg マウスにお

いて炎症像、関節破壊像はで有意に抑制されていた

（図 4）。 

2） in vitroで培養後の上清中IL-17濃度は、WTと比較し

てRORγt Tgマウス由来のリンパ節細胞を培養した場

合に有意な増加が認められた。同条件下での CD4+ 

細胞における RORγt の発現は、WT と比較して ROR

γt Tg マウスにおいて有意に亢進していた。 

3） 所属リンパ節中 CD4+ T 細胞における Foxp3 発現は、

WT、RORγt Tg マウス間で有意な差は認めなかった

が、RORγt Tg 由来の Foxp3+ CD4+ 細胞においては



 

WT と比較して RORγtおよびCCR6の発現が有意に

亢進していた。 

4） WT Foxp3GFP reporter マウス、RORγt Tg Foxp3GFP 

reporter マウスから分離したCD4+GFP+（=Foxp3+）細胞

の effector T 細胞に対する細胞増殖抑制能は、WT、

RORγt Tg マウス間で有意な差は認められなかった。 

5） RORγt Tg マウス由来の所属リンパ節細胞をWTマウ

スに移入した後に CIA を誘導した場合に、WT 由来の

所属リンパ節細胞を移入した場合と比較して、関節炎

の重症度が有意に低下した。 

 

D.考察  

T-bet Tg に対して CIA を誘導した場合にWT と比較し

て関節炎の有意な抑制が認められた。in vitro での抗原

反応性のサイトカイン産生、転写因子発現の評価および

Th-17 細胞の分化誘導実験では、T-bet Tg において

IL-17 産生の低下および RORγt 発現の抑制が認められ、

抗原特異的な Th-17 分化が抑制されていることが示され

た。T-bet による関節炎原生の Th-17 分化の抑制が関節

炎の発症抑制に結び付いていると考えられた。 

RORγt Tg マウス由来の所属リンパ節細胞の in vitro に

おける解析から Th-17 が増加していることが示唆された

が、関節炎の発症は抑制され、また RORγt Tg マウスのリ

ンパ節細胞の移入によってWT の関節炎が抑制されたこと

から、RORγt Tg には関節炎に対する抑制性の細胞成分

が存在すると考えられた。RORγt Tg マウスでは、Foxp3+

制御性 T細胞において RORγt の有意な亢進が認められ

たが、細胞増殖能は保たれていることが明らかになった。ま

た RORγt Tg マウスの Foxp3+制御性 T 細胞において

CCR6 の発現亢進が認められたことから、これらが炎症局

所における関節炎発症制御に関与している可能性が考え

られた。 

 

E.結論 

 CD4+ T 細胞の分化を決定する各マスター転写因子の発

現は、自己免疫性関節炎の発症とこれに伴う関節破壊に

多大な影響を及ぼすこと等が明らかになった。 
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