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緒　言

　近年，Interleukin (IL-)17 A を産生する CD4+T 細胞サブセットの１つである Th17 を中心とした感染防御や種々の疾
患との関連が注目されている．我々はこれまでに，IL-1α，β，αβ，receptor antagonist (IL-1Ra)，IL-17A などのサ
イトカイン KO マウスを用い，これらのサイトカインが関節リウマチなどの炎症や自己免疫の発症において重要な役
割を果たしていることを明らかにしてきた 1-3)．さらに，樹状細胞やマクロファージで発現が見られる C 型レクチンフ
ァミリーのメンバーである Dectin-1 や Dectin-2 の KO マウスを作製し，これらがそれぞれ真菌の膜成分である β グル
カン，α マンナンのセンサー分子であることを明らかにするとともに，これらのシグナルの下流で活性酸素種の発現
を誘導することにより直接真菌を殺す一方で，IL-1，IL-6，IL-23 などのサイトカイン分泌を促し，Th17 細胞の分化を
誘導することにより，産生された IL-17 A が抗真菌活性を発揮することを明らかにした 2,3)．これらの結果は，真菌感
染が Th17 細胞の分化誘導を介して，自己免疫やアレルギーの発症に関与している可能性も示唆している．しかしなが
ら，たとえば，関節リウマチの発症過程において，何が引き金となり関節に対する自己免疫が誘導され，IL-1 や IL-17
など種々のサイトカインがどの細胞で作られ，どのようにお互いの発現を制御しながら病態を形成するのか，など詳細
なメカニズムはほとんど分かっていない．そこで本研究では，自己免疫性関節炎発症における組織特異性がどのように
して決定されるかを解明することを目的とした．
　IL-17A の産生細胞として，Th17 細胞以外に T 細胞受容体 (TCR) が γ 鎖と δ 鎖で構成される γδT 細胞が知られ
ている．マウスでは，TCRγ 遺伝子座は７個の Vγ (Vγ1-Vγ7) 遺伝子がコードされている．これらのレパートリー
のうち，Vγ4+細胞と Vγ6+細胞から IL-17A が分泌されることが知られている．Vγ6/Vδ1+細胞は，発生後期の胸腺
で成熟し，子宮，膣，肺，表皮，腹腔などに局在する．一方，Vγ4+細胞はどちらかというと広範なレパートリーを持
ち，胎児と成体のどちらの胸腺でも成熟し，血流にのり表皮や２次リンパ組織に局在する．しかし，これらの細胞の詳
細や役割，特に炎症性疾患における役割に関してはほとんど明らかとなっていない．さらに，γδT 細胞で，CCR6，
CCR2，CXCR6 などのケモカインレセプターの発現が亢進しているという報告もあるが，炎症局所へ遊走するメカニ
ズムなどに関しても十分な知見はない．そこで本研究では，IL-1Ra KO マウス関節炎のモデルマウスとして用い，
IL-17A 産生メカニズムに関して解析を行うことにより，炎症反応の誘導機構を解明した．

方　法

１．関節炎モデルマウス
　関節炎のモデルマウスとして，IL-1Ra KO マウスを使用した．関節炎の発症は，目視により点数化した. ０点，変化
なし；１点，軽度の腫脹；２点，明らかな腫脹；３点，重度の腫脹と関節の強直，とし，四肢それぞれ３点を満点とし
た（１個体あたり 12 点満点）．
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２．IL-17A レポーターマウスの作製
　IL-17A の発現に伴い EGFP を発現するレポーターマウスを作製した 4)（図 1）．また，そのマウスを BALB/cA 背景
に８世代戻し交配を行い，IL-1Ra KO マウスと交配した．

図 1． IL-17A レポーターマウスの作製．
Internal ribosome entry site (IRES)-EGFP-polyadenylation signal (pA)とネオマイシン耐性遺伝子 (Neo) を含む
断片を，IL-17A 遺伝子のストップコドンの直下に挿入したものをベクターとして用いた．Neo の前後には FLP
リコンビナーゼ認識標識 (FRT) を挿入しており，FLP リコンビナーゼの導入により，Neo を除去した．

３．FACS 解析
　関節浸潤細胞の解析は，マウスより関節を採取，ヒアルロニダーゼとコラゲナーゼで処理を行い，単一細胞に分離
後，各種抗体を用いて行った．

４．抗体投与
　４週齢の IL-1R a KO マウス（関節炎未発症）に抗 TCRγδ 抗体 (UC7-13D5) を 400μg，あるいは抗 CD4 抗体
(GK1.5) を 250μg を１週間に２回腹腔投与し，関節炎の発症率と重症度を観察した．

結　果

　IL-1Ra は，内在性の IL-1 抑制因子であり，I 型 IL-1Ra KO マウスは４週齢頃より自己免疫性の関節炎を自然発症し，
８週齢から 10 週齢で 100％の個体に病変が見られる．ところが，IL-17A KO マウスと交配すると，関節炎の発症はほ
ぼ完全に抑制されることから，IL-17A 依存的であることが示された 5)．そこで，IL-17A 産生細胞を同定する目的で，
リンパ節及び炎症局所である関節における IL-17A 産生細胞の解析を行った．その結果，IL-17A 産生細胞は，CD4+の
いわゆる Th17 だけではなく γδT 細胞からも産生されていることがわかった 6,7)．興味深いことに，リンパ節では
IL-17A 産生細胞として，Th17 細胞と γδT 細胞が同程度であるのに対し，関節では IL-17A 産生細胞のほとんどが
γδT 細胞であることがわかった．そこで，Th17 と γδT 細胞のどちらがより強く病態形成に関与しているのかを明
らかにする目的で，抗体を投与することにより各々の細胞を除去し，関節炎の発症率を検討した．Th17 細胞を除去す
るために抗 CD4 抗体，γδT 細胞を除去するために抗 TCR-γδ 抗体を投与した．その結果，抗 CD4 抗体，抗 TCR-
γδ 抗体のどちらの抗体を投与しても，IL-1Ra KO マウスの関節炎の発症率は有意に低下した．このことから，IL-17A
の産生細胞として Th17 細胞と γδT 細胞のどちらも重要であることが示された（図 2）．
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図 2． 細胞除去による関節炎発症抑制効果．
IL-1Ra KO マウスに抗 γδ 抗体，あるいは抗 CD4 抗体を投与することより各々の細胞の除去を行った．その結
果，どちらの細胞を除去しても関節炎の発症は有意に低下した．* p < 0.05 (χ2 test).

　次に，関節で主要な IL-17A 産生細胞である γδT 細胞をより詳細に検討する目的で，種々の表面マーカーの発現を
検討した．その結果，CCR2，CXCR6，CCR6 などのケモカインレセプターが発現していること，とくに約 95%の γδT
細胞で CCR2 を発現しているが，CCR5，CXCR4，CCR9 は発現していないことが明らかとなった．そこで，これらの
γδT 細胞がリガンド特異的に関節へ遊走している可能性を検討する目的で，関節におけるケモカインリガンドの発現
を検討した．その結果，CCR2 リガンドである CCL2，CXCR6 リガンドである CXCL16，CCR5 リガンドである
CCL5，CXCR4 リガンドである CXCL12 の発現が IL-1Ra KO マウスの関節で亢進していることがわかった．これらの
結果から，CCL2-CCR2 axis が IL-17A 産生性 γδT 細胞の遊走に関与している可能性が示された．
　次に Vγ サブセットを解析したところ，IL-17A 産生性 γδT 細胞の Vγ サブセットは約 63%が Vγ6+で，約 37%
が Vγ4+であった．さらに，このどちらのサブセットも CCR2 を発現していた．そこで，同じケモカインレセプターを
発現しながら，炎症局所である関節では，IL-17A 産生は主に Vγ6+である点に注目し，以下の解析を行った．まず，
IL-1R の発現の検討を行ったところ，IL-1Ra KO マウスでは，リンパ節と関節の両方で IL-1R の発現が亢進しているこ
とが見出された．さらに，関節では IL-17A を産生している γδT 細胞はほとんどの細胞が IL-1R を発現しているこ
と，この IL-1R を発現している細胞は Vγ6+であることが明らかとなった．興味深いことに，この IL-1R の発現は，
IL-1Ra KO マウスの新生児の胸腺ですでに確認され，その細胞は Vγ6+であることがわかった．また，IL-1R の発現に
ともない，CCR2 が発現してくることもわかった．また，リガンドの IL-1β に関しては，正常なマウスでも関節で発
現しているが，関節炎を発症するとその発現が顕著に亢進することが確認された．以上の結果から，IL-1Ra KO マウ
スで見られる関節へ浸潤している CCR2+Vγ6+細胞は，元々 IL-1R を発現しているため，IL-1β と IL-23 の刺激により
IL-17 を産生し，関節炎の発症へとつながっている可能性が示された．

考　察

　本研究では，IL-1R a KO マウスを関節炎モデルマウスに用い，IL-17A 産生細胞の解析を行った．その結果，CD4+の
Th17 細胞と γδT 細胞の両方が重要であることが明らかとなった．さらに，SCID マウスを用いた細胞移植の系では
CD4+細胞と γδT 細胞の両方を同時に移植した時にはじめて関節炎の発症が認められた．関節炎を自然発症した
IL-1Ra KO マウスでは，関節に γδT 細胞の集積が認められるのに対し，SCID マウスに γδT 細胞のみを移植して
も，関節への浸潤はみられず，CD4+細胞とともに移植した場合は，γδT 細胞が関節へ集積した．これらの結果から，
おそらく CD4+細胞は γδT 細胞の局在化に必須であることが考えられる．
　γδT 細胞の炎症部位への集積に関し，ケモカインレセプターの発現を解析したところ，γδT 細胞では CCR2 の
発現し，関節局所ではそのリガンドである CCL2 が発現していることがわかった．さらに，抗 CCL2 抗体の投与でも関
節炎の発症は抑制できることから，CCR2-CCL2 axis を介した γδT 細胞の関節への集積が病態形成に重要であること
が示唆される．
　IL-17A 産生性 γδT 細胞に関し，IL-1R a KO マウスでは Vγ6+の γδT 細胞が主要な産生細胞であることを見出
した．Vγ6+細胞は，これまで組織に定着している細胞であると考えられてきた．しかし，今回，抗 CCL2 抗体投与に
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より関節炎の発症が一部抑制できたこと，また γδT 細胞の SCID マウスへの移植実験から，CCR2+Vγ6+細胞が関節
へ遊走することが示せたことなどから，CCR2-CCL2 axis の重要性が示唆されたが，抗 CCL2 抗体投与では完全に発症
を抑制することができなかった．従って，組織に定着している Vγ6+細胞も関節炎に関与している可能性は排除できな
い．しかしながら，本研究で IL-17A 産生細胞に関し，特に γδT 細胞に関して詳細な解析を行ったことで，関節炎発
症の新しいメカニズムが提唱された．そのことは，新しい治療戦略へと結びつく可能性を示している．
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