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緒緒  言言  

 
インターロイキン-17（IL-17）を産生する炎症性CD4＋Tヘルパー（Th17）細胞は、生理的には粘膜組織の感染防御

に重要なサブセットである［1］。一方、自己抗原に対する過剰な免疫応答により自己免疫疾患を惹起する［2，3］。    

疾患特異的な T ヘルパー細胞の制御機構を標的とした免疫学的治療法の開発には、標的となる自己抗原の理解が鍵と

なる。しかし、自己免疫性Th17細胞のT細胞受容体（TCR）が認識する疾患惹起性の自己抗原については未だ不明な

点が多い。本研究では、関節炎を制御する自己免疫性Th17細胞と制御性T細胞のTCRレパートリーを解析し、疾患

特異的なTCRレパートリーの特徴を明らかにする。 
また関節の滑膜炎症に寄与する Th17 細胞、滑膜ストローマ細胞、滑膜自然リンパ球がどのような外的環境因子・ 

炎症細胞死プログラム（Necroptosis、Pyroptosis など）によってクロストークし組織炎症を増悪・慢性化させている

のか、これまで明らかになっておらず、関節炎発症・維持におけるNecroptosisおよびPyroptosisの関与を明らかにす

る。 
本研究で用いる Th17 細胞依存的関節炎モデル（SKG マウス）は関節リウマチ、脊椎関節炎病態を反映する自然   

発症モデルであり、関節炎惹起性Th17細胞を起点とした慢性炎症維持機構の同定など［4］、自己免疫性関節炎の理解

を深める新規の病因・病態メカニズムについてこれまで報告してきた。しかし、自己免疫性関節炎の疾患惹起に関わる

自己抗原と抗原特異的な病態発症メカニズムについて未だ不明な部分が多く、これら課題を解決するため関節炎惹起性

T 細胞のTCR が認識する自己抗原を同定するプラットフォーム開発を進め［5］、これまで不明であった関節炎を惹起

する自己抗原の病理学的・臓器特異的な意義について研究展開が可能となった。他のモデルも含め、国内外で関節炎  

惹起性の CD4 T 細胞が認識する自己抗原同定に成功したグループは無く、自己免疫性関節炎発症に関わる抗原    

レパートリーを決定していくための非常に強力なプラットフォームである。 
TCRレパートリー解析の結果、Th17細胞はオリゴクローナルなTCRレパートリーを有し、制御性T細胞はポリク

ローナルな TCR レパートリーを示した。加えて、Th17 細胞と制御性 T 細胞の TCR レパートリー間の重複は認めら

れなかった。これらの結果は、Th17細胞と制御性T細胞間の可塑性が乏しいことを示唆しており、それぞれ異なる自

己抗原に反応して活性化および機能が制御されていることが示唆された。 
自己免疫性関節炎におけるNecroptosis、Pyroptosis経路の役割は分かっておらず、それぞれの鍵となる分子である

Ripk3とGsdmd KO SKGマウスを用いて、Th17細胞の分化および病態の表現型を評価した。コントロールSKGマ

ウスと同様に、Ripk3 KO SKGとGsdmd KO SKGマウスに関節炎が誘導された。また、これら経路はTh17細胞の

分化・活性化にも影響を与えなかった。よって、Th17 細胞依存性の自己免疫性関節炎モデルの病態発症および炎症維

持にこれら経路は関与しないことが明らかになった［6］。 
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方方  法法  

 
11．．ママウウスス  
炎症関節で抗原特異的に活性化した自己免疫性 Th17 細胞と制御性 T 細胞を同時に同定できる Il17aeGFP Foxp3hCD2 

SKGマウス系統を作製した。CRISPR/Cas9システムを用いて、Ripk3 KO、Gsdmd KO SKGマウスを作製し、SPF
飼育環境下で全ての実験をおこなった。全ての動物実験は京都大学ウイルス・再生医科学研究所の倫理委員会で審査・

承認を受けた。 
22．．関関節節炎炎惹惹起起  

20 mg マンナンを腹腔投与することで関節炎を誘導し、関節炎の重症度をスコア化した。 
33．．関関節節炎炎組組織織かかららのの細細胞胞浮浮遊遊液液のの調調整整ととフフロローーササイイトトメメトトリリーー解解析析  
滑膜組織を 300U の collagenase I と collagenase Ⅳで酵素処理後、70-μm のメッシュに通し細胞浮遊液を調整し

た。細胞を 50 ng/ml の phorbol 12-myristate 13-acetate と 500 ng/ml の ionomycin で 2.5 時間刺激後、3.7％の

formaldehydeと0.1％のNP-40でそれぞれ固定と細胞膜透過処理しサイトカインの細胞内染色をおこなった。 
44．．TTCCRRレレパパーートトリリーー解解析析  

Il17aeGFP Foxp3hCD2 SKGマウスにマンナンを単回投与して関節炎を誘導した。腫脹関節にコラゲナーゼ処理を施し

関節浸潤細胞を単離した後にセルソーターを用いてCD4＋eGFP＋（Th17）細胞およびCD4＋hCD2＋（Treg）細胞分画

をそれぞれ分取した。分取した各細胞検体よりRNAを抽出しSMARTer ® Mouse TCR a/b Profiling Kit（Takara Bio）
の手順に準じてシーケンスライブラリー調整を行った。Miseq（Illumina）を用いてTCRβ鎖のシーケンス情報ならび

に頻度を得てバイオインフォマティクス解析（TCRレパトア解析）を実施した。 
 

結結  果果  

 
11．． 炎炎症症関関節節内内ののTThh1177とと制制御御性性TT細細胞胞ののTTCCRRレレパパーートトリリーー解解析析。。  

Th17 依存性関節炎モデル（Il17aeGFP Foxp3hCD2 SKG マウス）を用いて、関節炎局所に局在する Th17 および

Foxp3＋制御性T細胞をセルソーターで分取し（図1a）、次世代シークエンサーを用いてTCRα鎖、TCRβ鎖、それぞ

れの CDR 領域のシークエンス情報を取得し、TCR レパートリーを比較した。Th17 細胞はオリゴクローナルな TCR
レパートリーを有し、制御性T 細胞はポリクローナルなTCR レパートリーを示した。加えて、Th17 細胞と制御性T
細胞のTCR レパートリー間の重複は認められなかった（図 1b）。これらの結果は、Th17 細胞と制御性 T 細胞間の可

塑性が乏しいことを示唆しており、それぞれ異なる自己抗原に反応して活性化および機能が制御されていることが示唆

された。 

 
図1．TCRレパートリー解析 

a) TCRレパートリー解析のために分取した炎症関節内Th17と制御性T細胞。 
b) 炎症関節浸潤Th17 及びTreg 細胞のTCRβ鎖のTCR レパトア結果を示した円グ

ラフ。上位TCR 配列の内、シーケンス頻度が全体の 1％を超えるものを個別にグ

ラフ表示し、1％未満の配列は灰色のグラフに集約して表示。 
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22．．RRiippkk33ととGGssddmmddはは自自己己免免疫疫性性関関節節炎炎のの発発症症、、重重症症度度にに関関与与ししなないい  
滑膜細胞の増殖と関節破壊が自己免疫性関節炎の主要な病態であり、細胞のストレスや傷害から放出されるダメージ

関連分子パターン（IL-33やミトコンドリアDNAなど）が、直接的・間接的にTh17細胞、ILCs細胞間の炎症反応を

増悪させていることをこれまで明らかにした。ダメージ関連分子パターンの放出にいたる中心的な分子経路として、炎

症関連細胞死プログラムである Necroptosis と Pyroptosis 経路に焦点をあて、それぞれの鍵となる分子 Ripk3 と

Gsdmd KO SKGマウスをCrispr/Cas9システムを用いて作製した。これらマウスに関節炎を惹起したところ、コント

ロール（WT SKG）マウスと同様の発症頻度、重症度で関節炎を起こした（図 2）。これらの結果から、関節炎組織に

は多量の細胞死が認められるが、自己免疫性関節炎の発症、重症度に Necroptosis と Pyroptosis 経路は関与しないこ

とが示唆された。 
 

 
 

図2．Ripk3、Gsdmdは自己免疫性関節炎の発症、重症度に影響をあたえない 
a) WT または Ripk3 KO SKG マウスに関節炎を誘導し、重症度スコアを評価した。 
b) WTまたはGsdmd KO SKGマウスに関節炎を誘導し、重症度スコアを評価した。 
 

33．．RRiippkk33、、GGssddmmddははTThhササブブセセッットトとと制制御御性性TT細細胞胞のの分分化化とと遊遊走走にに影影響響ししなないい  
次に、NecroptosisとPyroptosis経路が炎症性Th細胞および制御性T細胞の分化、遊走に影響を与えたかどうかフ

ローサイトメトリーを用いて解析をおこなった。関節炎スコアに差が認められない結果と一致して、所属リンパ節およ

び炎症滑膜組織内のCD4＋T細胞が発現する IL-17、GM-CSF、IFN-γ、Foxp3の割合にほとんど有意差は認められな

かった（図 3）。従って、自己免疫性関節炎モデルにおけるCD4＋T 細胞応答にはNecroptosis とPyroptosis 経路は関

与しないことが示唆された。 
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図3．Ripk3、GsdmdはThサブセットと制御性T細胞の分化と遊走に影響しない 

a) WTまたはRipk3 KO SKGマウスに関節炎を誘導し、リンパ節（LN）および炎症滑膜組

織（Inflamed joint）内のCD4＋ T細胞が発現する IL-17、GM-CSF、IFN-γ、Foxp3の

割合をフローサイトメトリーで解析した。 
b) WTまたはGsdmd KO SKGマウスに関節炎を誘導し、リンパ節および炎症滑膜組織内の

CD4＋T 細胞が発現する IL-17、GM-CSF、IFN-γ、Foxp3 の割合をフローサイトメトリ

ーで解析した。 
 

考考  察察  

 
本研究では、Th17細胞と制御性T細胞の細胞動態を時空間的に解析可能なIl17aeGFP Foxp3hCD2レポーターSKG 

系統を作製したことにより、生体内で自己抗原認識により活性化したT細胞の迅速な分取が容易になり、抗原特異的に

活性化した Th17 細胞と制御性 T 細胞の比較解析が可能となった。これまでに制御性 T 細胞が、炎症環境シグナルに

よって病原惹起性Th細胞に表現型を変化させることを示唆する報告がある一方、炎症組織局所の制御性T細胞と炎症

性Th細胞の関連については分かっていなかった。私たちの自己免疫性関節炎モデルにおいては、滑膜炎症局所のTh17
細胞と制御性T細胞との間でTCRレパートリーの重複はほとんど認められなかった。従って、制御性T細胞からTh17
細胞への可塑性は非常に低く、制御性T 細胞は炎症増悪化には関わっていないことが強く示唆された。また、TCR レ

パートリー解析の結果から、炎症性Th17細胞は限られた抗原特異性を持ち、限られた自己抗原によって関節炎が惹起

されうることが示唆された。一方、免疫を抑制する制御性T細胞は幅広いTCRレパートリーを有することから多様な

自己抗原によって活性化することで免疫を制御していることが示唆された。 
炎症組織では多量の細胞死が常時起こっており、これまでNecroptosis、Pyroptosis経路がどのように自己免疫性の

炎症疾患に関わっているのか分かっていなかった。本研究により自己免疫性関節炎などの T 細胞依存性の自己免疫疾

患には、これら細胞死プログラムの鍵となる分子Ripk3およびGsdmdは関与しないことを明らかにできた。これら経

路は、感染免疫に加え、自然免疫の活性化が病態の中心である自己炎症性疾患などに強く関与するのかもしれない。従

って、多量のネクローシスが付随する病態であっても、獲得免疫応答の維持と組織炎症の慢性化に Necroptosis、
Pyroptosis経路が必ずしも必要ないことが明らかとなった。 
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