
[課程-2] 
 

審査の結果の要旨  
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 本研究は、免疫応答の制御に重要な役割を果たすサイトカインIL-10が、その主な産生細胞の一つである

CD4陽性T細胞において誘導されるメカニズムを明らかにすることを目的として行った。IL-10高産生を特徴とす

るT細胞サブセットであるLAG3陽性制御性T細胞において転写因子Egr2がIL-10を誘導することが示唆されてお

り、転写因子Egr2を発現させたCD4陽性T細胞においては、Blimp-1（遺伝子名Prdm1）、IL-10のmRNAが誘導さ

れることが明らかにされている。この転写因子Egr2がIL-10を誘導するメカニズムを検討し、下記の結果を得て

いる。 

１． Eαペプチド特異的T細胞受容体を持つTEαマウスのCD4陽性ナイーブT細胞に対して、Eαペプチドを用

いてT細胞受容体刺激を行った。その際にIL-10誘導能の報告されている各種物質を添加し、IL-10および

Egr2のｍRNA誘導能について定量的PCRにより検討した。結果、IL-27が、Egr2を最も強く誘導し、またIL-10

も誘導されたことから、IL-27によるIL-10産生誘導にEgr2が関与している可能性が示唆された。なお、IL-27

添加時には、LAG3のmRNA発現も誘導されていた。 

２． C57BL/6マウスのCD4陽性ナイーブT細胞において、抗CD3抗体および抗CD28抗体刺激下でＩL-27がIL-10

産生を同様に誘導することを確認した。また、培養したCD4陽性T細胞について、Egr2タンパクを細胞内染

色し、FACS解析を行ったところ、T細胞受容体刺激後、Egr2タンパクは一過性に高発現した後、Day5には

低下傾向が確認されたが、IL-27を添加した場合には、Day5においても高い割合でEgr2タンパクの発現が

保持されていた。細胞表面上に発現しているLAG3タンパクについても染色し確認したところ、Egr2タンパク

を発現している細胞群においてLAG3タンパクも発現していることが確認された。 

３． CD4-Creマウスと、Egr2-loxPマウス、もしくはBlimp-1-loxpマウスを用いて、T細胞特異的Egr2ノックアウトマウ

ス（Egr2-CKOマウス）およびT細胞特異的Blimp-1ノックアウトマウス（Blimp-1-CKOマウス）を作製した。

C57BL/6マウス由来CD4陽性ナイーブT細胞においてIL-27存在下にT細胞受容体刺激をした際、Blimp-1、

およびIL-10のmRNA発現の亢進が定量的PCRにより確認できたが、それぞれのCKOマウス由来CD4陽性ナ

イーブT細胞では、IL-10のmRNA発現の亢進が消失していた。培養上清中のIL-10濃度をELISA法を用いて

測定した結果、同様に、それぞれのCKOマウス由来のCD4陽性ナイーブT細胞においては、Il-27添加時の

IL-10産生の亢進が認められなかった。またEgr2-CKOマウス由来のCD4陽性ナイーブT細胞においては、

Blimp-1のmRNA発現の亢進も消失していたことから、IL-27によるBlimp-1誘導が、Egr2を介していることが示

唆された。 

４． 293T細胞を用いて、Egr2タンパクを発現するpMIG-Egr2ベクター、およびBlimp-1のプロモータ領域の配列を

挿入したホタルルシフェラーゼ発現ベクターである、pGL3-(-1500Blimp-1)-LUCベクターをcotransfectionさせ

た際の、ルシフェラーゼ活性を検討した。内部コントロールとしてcotransfectionさせたphRL-TKベクターの発

現するレニラルシフェラーゼ活性に対する比を用いた。pMIGベクターをcotransfectionさせた場合と比較して、

pMIG-Egr2ベクターをcotransfectionさせた場合に、ホタルルシフェラーゼ活性が約2倍上昇したことから、Egr2

タンパクがBlimp-1プロモータ領域に対して転写活性を持つことが示唆された。 
５． C57BL/6マウス脾細胞を抗CD3抗体で24時間刺激後、ネガティブセレクションでCD4陽性T細胞を回収、

抗Eg2抗体を用いてChIPアッセイを行った。得られた沈降抽出物に対して、IL-10、LAG3、Prdm1の各プロモ

ータ領域の配列を用いて定量的PCRを行ったところ、Prdm1の-1000bp付近のプライマー配列で、コントロー

ルIgG抗体による沈降抽出物を用いた場合に比較して、有意な上昇が確認された。このことから、Egr2タン

パクがPrdm1プロモータ配列に結合することが明らかとなった。４の実験結果と合わせて、Egr2がBlimp-1の

プロモータ領域に結合し、転写活性を有していると考えられた。  
 

以上、本論文はマウスCD4陽性ナイーブT細胞をIL-27存在下に抗原刺激をした際にIL-10が誘導されるメカ

ニズムにおいて、転写因子Egr2が重要な役割を担うことを明らかにした。また、Egr2が、Blimp-1プロモータ領域

に結合、転写活性を有することを明らかにし、これによりIL-10が誘導することを示唆する結果を得た。本研究は、

これまでアナジー形成への関与について報告されてきたEgr2が、CD4陽性T細胞におけるIL-10発現に果たす

役割について具体的に明らかにしたものであり、今後、IL-10発現制御メカニズムの解明に貢献をなすと考え

られ、学位の授与に値するものと考えられる。  


