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概要 

 

【目的】 

関節リウマチは多関節炎を特徴とする慢性炎症性疾患である．その病態は未解明であ

るが，炎症滑膜に多数の CD4 陽性 T 細胞が浸潤し，病態形成に関与する事が指摘され

ている．特に Th1 細胞分化に重要な転写因子である T-Box Expressed in T cells (T-bet) 

発現は，関節リウマチにおいて炎症と負に相関し，病態形成に重要な役割を果たすと考

えられる．当研究室では T 細胞特異的に T-bet を過剰発現させたマウスにおいて関節リ

ウマチのマウスモデルであるコラーゲン誘導関節炎 (CIA) が抑制される事を報告した

が，CD4 陽性 T 細胞に生理的に発現する T-bet の関節炎における役割は不明であり，

T-bet の病態形成に与える影響と機能的意義を明らかにする事を目的として研究を行っ

た． 

 

【実験材料と方法】 

8~11 週齢の雄 C57BL/6 系統の野生型マウス (WT)，T-bet 欠損マウス (T-bet KO)，

T-betfl/flマウス，CD4-Cre T-betfl/fl (cKO) マウスを対象として下記の実験を行った． 

1) WT マウスと T-bet KO マウスに CIA を誘導した． 

2) CII 免疫後の WT マウスと T-bet KO マウスのリンパ節中 CD4 陽性 T 細胞と CD11c

陽性樹状細胞を CII 存在下で培養し，サイトカイン産生を評価した． 
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3) CII 免疫後の WT マウスと T-bet KO マウスのリンパ節中 CD4 陽性 T 細胞における

RORt 発現，IL-17A 産生を評価した． 

4) CII 免疫後の WT マウスと T-bet KO マウスのリンパ節中 CD4 陽性 T 細胞における

CD25 陽性 Foxp3陽性制御性 T 細胞と CXCR5 陽性 ICOS 陽性濾胞性ヘルパーT 細胞の

割合を評価した． 

5) WT マウスと T-bet KO マウス由来 naïve CD4 陽性 T 細胞を Th17 条件で培養し，

RORt 発現，IL-17A 産生を評価した． 

6) T-betfl/flマウスと CD4-Cre T-betfl/fl (cKO) マウスに CIA を誘導した． 

7) T-betfl/flマウスと cKO マウスの炎症関節の CD4 陽性 T 細胞における RORt 発現，

IL-17A 産生を評価した． 

8) CII 免疫後の T-betfl/flマウスと cKO マウスのリンパ節中 CD4 陽性 T 細胞のトランス

クリプトームを RNA-seq で比較した． 

 

【結果】 

1) T-bet KO マウスでは WT と比較して CIA の発症率，重症度ともに増悪した． 

2) T-bet KO マウス由来 CD4 陽性 T 細胞では WT マウス由来 CD4 陽性 T 細胞と比較し

て CII 反応性 IFN，IL-10 産生が低下し，IL-17A，IL-17F，TNF産生が亢進した． 

3) T-bet KO マウス由来 CD4 陽性 T 細胞では WT マウス由来 CD4 陽性 T 細胞と比較し
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てRORt発現が亢進し，RORt陽性CD4陽性 T細胞において IL-17A産生が亢進した． 

4) T-bet KO マウス由来 CD4 陽性 T 細胞では WT マウス由来 CD4 陽性 T 細胞と比較し

てCD25陽性 Foxp3陽性制御性 T細胞とCXCR5陽性 ICOS陽性濾胞性ヘルパーT細胞

の割合は同等であった． 

5) T-bet KO マウス由来 naïve CD4 陽性 T 細胞では WT マウス由来 naïve CD4 陽性 T

細胞と比較して，Th17 条件培養後の RORt 発現は同等であったが，IL-17A 陽性率が亢

進した． 

6) cKO マウスでも T-betfl/flマウスと比較して CIA の発症率，重症度ともに増悪した． 

7) cKO マウスの炎症関節では，T-betfl/flマウスと比較して CD4 陽性 T 細胞の RORt 発

現が亢進し，IL-17A 産生が亢進した． 

8) cKOマウス由来CD4陽性 T細胞では T-betfl/flマウス由来CD4陽性 T細胞と比較して

Th1 細胞関連遺伝子発現が低下し，Th17 細胞関連遺伝子発現が亢進した．rorc 発現を

制御する遺伝子や rorc 以外の il17a 発現を制御する遺伝子の発現レベルは cKO マウス

由来 CD4 陽性 T 細胞と T-betfl/flマウス由来 CD4 陽性 T 細胞で同等であった． 

 

【考察】 

 Th1 細胞分化の主要な転写因子である T-bet の過剰発現や Th1 細胞の主要サイトカ

インである IFNは CIA を抑制し，関節リウマチにおいても CRP と逆相関する事が知ら
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れる．本研究で，CD4 陽性 T 細胞中の T-bet は RORt の発現と機能を抑制し，関節炎

原性 Th17 細胞の発生と CIA の病態を抑制する事が示された． 

 CD4 陽性 T 細胞はサブセットにより CIA への病態寄与が異なり，Th17 細胞や濾胞性

ヘルパーT 細胞は CIA を促進，制御性 T 細胞は CIA を抑制する事が知られる．T-bet KO

マウスでは制御性 T 細胞や濾胞性ヘルパーT 細胞の割合は変化無かったが，Th17 細胞

が増加していたことから，T-bet は Th17 細胞発生を抑制する事で CIA の病態を制御す

ると考えられた． 

T-bet が Th17 細胞発生を抑制する機序として，in vitro 分化誘導系の結果から T-bet

は naïve CD4 陽性 T 細胞の Th17 細胞への分化を抑制する事が示された．分子生物学的

観点からは，T-bet は RORt 発現を抑制する事に加え，T-bet は RORt 陽性 CD4 陽性 T

細胞において IL-17A 産生を抑制した事から，RORt の機能を抑制する事が示された．

RNA-seq の結果から，T-bet は Th17 細胞関連遺伝子の発現を抑制したが，rorc や il17a

発現を制御する遺伝子の発現には影響を与えず，T-bet が rorc や il17a の転写制御に直

接関与する可能性が示唆された． 

 

【結論】 

CD4 陽性 T 細胞における T-bet は RORt の発現と機能を抑制することで Th17 応答

を抑制し，CIA を抑制すると考えられた． 
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第一章：背景 

 

 関節リウマチは本邦において人口の約 1%が罹患する骨・軟骨破壊を特徴とする慢性

炎症性疾患である 1．関節炎が制御されない場合には続発性の関節破壊を来たし，日常

生活に支障を来しうる 2．その治療は古くから試みられており，紀元前 1500 年頃に史

上初めて関節リウマチを記載した Ebers papyrus には既に緑青や硫酸銅の塗布による

治療が記載された 3．その有効性は確立していないが，興味深い知見として古典的な疾

患修飾性抗リウマチ薬である D-penicillamine は銅依存性に T 細胞増殖を抑制する 4．今

日では，1985 年に有効性が確立された methotrexate 5や，1994 年に登場した TNF阻

害薬 6に代表される生物学的製剤により関節リウマチの治療成績は向上してきた．しか

し，実臨床において，未だに充分な治療効果を得ることの出来ない症例や薬剤関連有害

事象により治療継続困難な症例も散見され，関節リウマチの病態解明や新規治療標的の

同定が必要である． 

関節リウマチの病態は未解明であるが，関節リウマチ発症前からリウマチ因子や抗

cyclic citrullinated peptide (CCP) 抗体が陽性化する事が知られ，免疫異常の関与が指

摘される 7．特に CD4 陽性 T 細胞への抗原提示に関連する human leukocyte antigen 

(HLA) -DR 多型は関節リウマチ発症のリスクファクターであり 8，炎症関節の滑膜にオ

リゴクローナルに増殖した T細胞が浸潤する 9事からCD4陽性 T細胞の病態への関与
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が推定される． 

 抗原に暴露されていない naïve CD4 陽性 T 細胞は抗原刺激や周囲のサイトカイン環

境により機能的に成熟したサブセットへ分化する．CD4 陽性 T 細胞サブセットとして

ヘルパーT (Th) 1 細胞，Th2 細胞，Th17 細胞，制御性 T 細胞，濾胞性ヘルパーT 細胞

が知られる．Th1 細胞は interferon- (IFN) を産生し細胞内寄生菌感染，Th2 細胞は

interleukin (IL) -4 を産生し蠕虫感染，Th17 細胞は IL-17A を産生し細菌や真菌感染に対

する免疫応答に重要であり，制御性 T 細胞は免疫寛容の維持，濾胞性ヘルパーT 細胞は

B 細胞の抗体産生に寄与する 10．各 CD4 陽性 T 細胞サブセットへの分化には系統特異

的な転写因子発現が重要であり，T-box expressed in T cells (T-bet) は Th1 細胞 11，GATA 

binding protein 3 (GATA3) は Th2細胞 12，Retinoic acid-related orphan receptor (ROR)t

はTh17細胞 13，Forkhead box P3 (Foxp3) は制御性T細胞 14，B-cell lymphoma 6 (BCL6) 

は濾胞性ヘルパーT 細胞 15の分化を規定する． 

関節リウマチでは転写因子による CD4 陽性 T 細胞サブセット制御異常が指摘されて

いる．関節リウマチ症例の末梢血ではT-betをコードする遺伝子である tbx21発現と ifng

発現が全身の炎症を反映する C 反応性蛋白と逆相する 16．また，関節リウマチ症例の

CD4 陽性 T 細胞では RORt をコードする rorc の発現レベルが上昇し，関節炎の活動性

が高い症例では Th17 細胞の割合が増加する事も知られる 17．従って，T-bet と RORt

による CD4 陽性 T 細胞の分化制御異常と続発する Th17 細胞増加が関節リウマチの病
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態に関与する事が推察される． 

 コラーゲン誘導関節炎 (collagen-induced arthritis: CIA) は II 型コラーゲン (collagen 

type II: CII) 免疫により誘導される慢性滑膜炎で，関節リウマチのマウスモデルとして

病態解析に用いられる．CIA の病態は特定のサイトカインやサイトカインシグナリング

に依存的である．IFNシグナリングを欠損すると CIA が増悪し 18–20，IL-17 受容体 A が

欠損すると CIA 抵抗性を呈する事が知られ 21，関節リウマチの CD4 陽性 T 細胞サブセ

ット制御異常と関連した病態が CIA にも存在することが示される．CIA において転写因

子による CD4 陽性 T 細胞のサブセット分化制御も同様に重要で，当研究室から T-bet

過剰発現マウスでは CD4 陽性 T 細胞における rorc や ahr 発現が低下し，CII 反応性

IL-17A 産生が低下し，CIA 抵抗性になることを報告した 22, 23．T-bet は Th17 細胞を抑

制する事で CIA を抑制する事が示唆されるが，T-bet 過剰発現マウスでは胸腺内で T 細

胞発生異常が見られ，T 細胞発生異常により CIA が抑制された可能性も想定される．従

って，T-bet による CD4 陽性 T 細胞の分化制御と CIA の病態の関係の詳細は未だ不明

であり，研究を行うこととした (図 1)． 
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第二章：目的 

 

 CD4 陽性 T 細胞に発現する Th1 細胞の主要転写因子である T-bet の CIA における 

役割を明らかにする． 
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第三章：実験材料と方法 

 

1. マウス 

 本研究では，8~11 週齢の雄の C57BL/6 系統の野生型 (wild-type: WT) マウス，T-bet

欠損 (T-bet knockout: T-bet KO)，T-betfl/fl マウス，T 細胞特異的に T-bet を欠損する

CD4-Cre T-betfl/fl (conditional knockout: cKO) マウスを用いた．WT マウス，T-bet KO

マウス，T-betfl/flマウスは Jackson Laboratory から購入した．cKO マウスは T-betfl/flマ

ウスと CD4-Cre マウスを交配し，作製した．CD4-Cre マウスは筑波大学医学医療系解

剖学発生研究室 高橋智教授から御供与頂いた．本研究の実験は筑波大学動物実験委員

会に実験計画書を提出し，また，筑波大学遺伝子組換え実験安全委員会に遺伝子組換え

実験計画書を提出し，承認を得た上で，筑波大学動物実験取扱規定を遵守して実施した． 

 

2. CIA 誘導 

 CII 2 mg を 0.01 M 酢酸 500 l に溶解し，加熱結核死菌 2.5 mg と不完全フロイント

アジュバント 500 l を用いてエマルジョンを作製した．マウスをイソフルランで麻酔

後，尻根部周囲に CII 200 g を皮内注射した．同様の操作を 21 日後にも施行した． 

 下記の肉眼的評価に基づいて重症度スコアを付け，合計した． 

<重症度スコア> 

 0 点：正常な四肢 
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 1 点：関節の軽度腫脹，または発赤 

 2 点：中等度腫脹 

 3 点：著明な腫脹，または強直 

 

 病理学的評価は，初回 CII 免疫後 60 日目の両側足関節を用いて施行した．10%中性

緩衝ホルマリン液で固定後，EDTA 飽和液を用いて 4 週間程度脱灰後，矢状断で足関節

断面が最大となるように作製した標本を用いてヘマトキシリン・エオジン染色を行い，

既報を参照し，下記の所見に基づいて滑膜炎スコア，骨糜爛スコアを付けた 24． 

<滑膜炎スコア> 

 0 点：正常 (炎症所見なし) 

 1 点：極僅かな炎症細胞浸潤 

 2 点：滑膜増生や周囲の軟部組織の浮腫を伴わない軽度の炎症細胞浸潤 

 3 点：幾らかの滑膜増生や軽度の周囲の軟部組織の浮腫を伴う中等度の炎症細胞浸潤 

 4 点：滑膜増生や周囲の軟部組織の浮腫を伴う著明な炎症細胞浸潤 

 5 点：著明な滑膜増生や広範な周囲の軟部組織の浮腫を伴う重度の炎症細胞浸潤 

 

<骨糜爛スコア> 

0 点：正常 (骨糜爛無し) 

1 点：弱拡大では明らかでない僅かな骨糜爛 
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2 点：弱拡大では明らかではないが複数の骨吸収像 

3 点：中等度の明らかな骨吸収像 

4 点：著明な骨皮質内部に達するような骨吸収像 

5 点：皮質骨の全層性の欠損を伴うような重度の骨糜爛 

 

3. CII 特異的 IgG 抗体価測定 

 0.1 M Na2CO3に溶解した 10 g/ml CII 溶解液 100 l を 96 well-plate に入れ，4℃で一

晩インキュベートした．0.05% ポリソルベート含有 phosphate buffered saline (PBS) 

300 l で 3 回洗浄後に，1% bovine serum albumin (BSA) 含有 PBS 300 l を入れ，室

温で 1 時間インキュベートした．各 well を洗浄し，1% BSA 含有 PBS で 5000 倍希釈

した血清 100 l を加え，室温で 1 時間インキュベートした．各 well を洗浄し，1% BSA

含有 PBS で 5000 倍希釈した horseradish peroxidase (HRP) 標識抗マウス IgG 抗体，

抗マウス IgG1 抗体，または抗マウス IgG2c 抗体を加え，室温で 1 時間インキュベート

した．各 well を洗浄し，3, 3’, 5, 5’-tetramethylbenzidine 100 l を加え，室温で 5~10 分

間インキュベートし，1M H2SO4 50 l を加えた．マイクロプレートリーダーを用いて

450 nm で吸光度を測定した． 

 

4. 細胞表面抗原，細胞内抗原染色と flow cytometry (FCM) による解析 

 胸腺細胞における CD4，CD8 発現評価のための染色は次の通りに行った．
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anti-CD4-peridinin chlorophyll/cyanin 5.5 (PerCP/Cy5.5) ， anti-CD8-allophycocyanin 

/cyanin 7 (APC/Cy7) により細胞外染色を施行した． 

 CD8 陽性 T 細胞，CD19 陽性 B 細胞，CD11c 陽性樹状細胞における T-bet 発現評価

のための染色は次の通りに行った．anti-CD8-APC/Cy7，anti-CD19-phycoerythrin/cyanin 

7 (PE/Cy7)，anti-CD11c-fluorescein isothiocyanate (FITC) により細胞外染色を施行し，

FOXP3/Transcription factor staining buffer set (Invitrogen) を用いて細胞膜透過処理後

に，anti-T-bet-allophycocyanin (APC) を用いて細胞内染色を行った． 

 ナチュラルキラー (natural killer: NK) 細胞における T-bet発現評価のための染色は次

の通りに行った．anti-CD3-PerCP/Cy5.5，anti-NK1.1-FITC により細胞外染色を施行し，

細胞膜透過処理後に，anti-T-bet- APC を用いて細胞内染色を行った． 

 CD4 陽性 T 細胞における T-bet，RORt 発現評価のための染色は次の通りに行った．

anti-CD4-PerCP/Cy5.5 により細胞外染色を施行し，細胞膜透過処理後に，anti-T-bet-APC  

と anti-RORt-phycoerythrin (PE) を用いて細胞内染色を行った． 

 CD4陽性T細胞におけるCD25とFoxp3発現評価のための染色は次の通りに行った．

anti-CD4-PerCP/Cy5.5 と anti-CD25-APC により細胞外染色を施行し，細胞膜透過処理

後に，Anti-Foxp3-Alexa Fluor (AF488) を用いて細胞内染色を行った． 

  CD4 陽性 T 細胞における CXCR5 と ICOS 発現評価のための染色は次の通りに行

った．anti-CD4-PerCP/Cy5.5 と anti-ICOS-APC により細胞外染色を施行し，同時に
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biotin 標識 anti-CXCR5 とインキュベートした．その後，PE 標識 streptavidin を用いて

染色した． 

 CD4 陽性のサイトカイン染色にあたり，事前に細胞を 50 ng/ml phorbol myristate 

acetate (PMA)， 1 g/ml ionomycin，1 l/ml of GolgiStop 存在下で 4 時間培養した．初

めに fixable viability dye eFluor 780 を用いて死細胞染色を行い，anti-CD4-PerCP/Cy5.5

により細胞外染色を施行し，細胞膜透過処理後に，anti-T-bet-APC，anti-IL-17A-PE/Cy7，

anti-RORt-PE を用いて細胞内染色を行った． 

 染色したサンプルは FACSVerse flow cytometer を用いて解析し，データは FlowJo 

(version 8.8.7) を用いて解析した． 

 

 

5. CD4 陽性 T 細胞と CD11c 陽性樹状細胞の培養 

 CII 免疫後 10 日目のマウスの所属リンパ節から anti-CD4 monoclonal antibody (mAb) 

と anti-CD11c mAbを使用し，magnetic activated cell sorting (MACS) を用いて positive 

selection で CD4 陽性 T 細胞と CD11c 陽性樹状細胞を単離した．単離した 1×105 CD4

陽性 T細胞と 2×104 CD11c陽性樹状細胞を加熱溶解した 100 g/ml CII存在下で 96時

間培養した．また，純度について CD4 陽性 T 細胞は 98.8±0.15%，CD11c 陽性樹状細

胞は 97.4±0.35%であった． 
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6. CII 反応性サイトカインの解析 

 上記の通り，CII 存在下で 96 時間培養後，培養上清を回収した．培養上清中の各種サ

イトカイン濃度を LEGENDplex bead-based immunoassay を用いて測定した．20 l

のアッセイバッファー，mixed capture beads，サンプルもしくはスタンダードを 96 

well-plate 上で室温にて 2 時間混和した．ウオッシュバッファーで beads を洗浄し，20 

l の detection antibody を加え，室温で 1 時間混和した．その後，20 l の PE 標識

streptavidin を加え，室温で 30 分混和した．ウオッシュバッファーで beads を洗浄し，

サンプルもしくはスタンダードの beads を FACSVerse flow cytometer を用いて解析し

た．データは BioLegend 社が提供する付属のソフトウェアを用いて解析した． 

 

 

7. 定量リアルタイムポリメラーゼ連鎖反応 (quantitative real-time PCR: qRT-PCR) 

 細胞中の全リボ核酸 (ribonucleic acid: RNA) を Isogen 法で抽出した．抽出した RNA

から PrimeScript RT reagent Kit (Perfect Real Time) を用いて相補的 DNA 

(complementary DNA: cDNA) を合成した．Thermo Fisher Scientific 社の TaqMan gene 

expression assays として販売されているプライマーを用い，リアルタイム PCR システ

ムとして QuantStudio3 を用いてリアルタイム PCR を施行した．各種遺伝子発現量は

gapdh により標準化した． 
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8. ナイーブ CD4 陽性 T 細胞の単離 

 マウスの脾臓から細胞懸濁液を作製し，CD4+ CD62L+ T cell MACS cell solation kit

を使用し，MACS を用いて negative selection でナイーブ CD4 陽性 T 細胞を単離した．

ナイーブ CD4 陽性 T 細胞の純度は 95.1±3.5%であった． 

 

9. Th17 細胞分化誘導 

 脾臓から単離した 2×105 ナイーブCD4陽性T細胞を 2 g/ml plate-bound anti-CD3 

mAb，1 g/ml soluble anti-CD28 mAb，2.5 ng/ml human TGF-，50 ng/ml マウス IL-6，

10 ng/ml マウス IL-23 存在下で 72 時間培養した． 

 

10. 炎症関節に浸潤する細胞の単離 

 CII免疫後 35日目の関節炎を発症した足関節を 0.08 Wunsch unit/ml Liberaseと 37℃

で 1 時間インキュベートした．関節周囲の筋組織や結合組織を用手的に除去し，関節包

を切り開いた．関節包を液体培地で洗浄し，炎症関節に浸潤する細胞の懸濁液とした． 

 

11. RNA sequencing 

 CII免疫後 10日目のマウスの所属リンパ節からMACS法を用いてCD4陽性 T細胞を

単離した．1×104 CD4 陽性 T細胞から TRIzolを用いて全 RNA を抽出した．全 RNA 500 

ng から NEBNext rRNA Depletion Kit を用いて rRNA を除去した．NEBNext Ultra 

Directional RNA Library Prep Kit を用いてライブラリー合成を行い，ライブラリーを
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Illumina NextSeq500 を用いてシークエンスした．Ensemble gene annotation system を

用いてリードをマッピングした．リードカウントは quantile 法を用いて標準化し，主成

分分析，スキャッタープロット作製，ヒートマップ作製に用いた．また，Gene Ontology

解析は DAVID を用いて施行した．  

 シークエンスデータは DNA Data Bank of Japan (DDBJ) に登録し，DRA accession 

number: DRA011788 から入手可能である． 

 

12. 統計解析 

 統計解析は IBM SPSS statistics version 25 を用いて行った．データは平均値±標準

誤差で提示した．群間差の検定には Welch の t 検定，Dunnet 検定，Log-rank 検定を用

いた．P <0.05 の場合に有意差ありと判定した． 
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第四章：結果 

 

1. T-bet KO マウスにおける胸腺内の T 細胞発生の評価 

 T-bet 欠損により胸腺内での T 細胞発生に変化を来す可能性があり，胸腺細胞の分画

を評価した．全腺細胞数，各細胞分画割合 (CD4 陰性 CD8 陰性細胞，CD4 陽性 CD8

陽性細胞，CD4 陽性 CD8 陰性細胞，CD4 陰性 CD8 陽性細胞) は WT マウス，T-bet KO

マウスで同等であった (図 2)．T-bet KOマウスを用いて，正常な T細胞発生下での T-bet

の CIA における解析が可能であると考えられた． 

 

2. T-bet KO マウスにおける CIA の評価 

 CIA の病態における T-bet の役割を解析するため，WT マウス，T-bet KO マウスに

CIA を誘導した．WT マウスと比較して，T-bet KO マウスでは CIA の重症度・発症率と

も有意に増悪した (図 3)．病理組織学的には T-bet KO マウスの炎症関節において著明

な炎症細胞浸潤や滑膜増成が見られ，関節全体に広範な骨糜爛が見られた (図 4)．また，

T-bet KOマウスではCII特異的総 IgG抗体価とCII特異的 IgG1抗体価が上昇していた．

しかし，T-bet KO マウスでは CII 特異的総 IgG2c 抗体価は低下していた (図 5)． 

 以上の結果から T-bet は CIA において抑制的な役割を持つことが示された． 
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3. CII 免疫後の T-bet KO マウス由来 CD4 陽性 T 細胞によるサイトカイン産生評価 

 CIA は Th17 細胞により増悪する病態であり 25，T-bet KO マウスでは CII に対する

Th17 応答が亢進する事で CIA の病態が増悪する可能性が考えられた．また，CII 免疫

下において T-bet は CD11c 陽性樹状細胞にも発現する事から (図 6)，CD11c 陽性樹状

細胞に発現する T-bet が持つ CD4 陽性 T 細胞によるサイトカイン産生への影響につい

ても評価を行った．WT マウス由来 CD4 陽性 T 細胞によるサイトカイン産生は CD11c

陽性樹状細胞の T-bet の影響を受けなかった．WT マウス由来 CD4 陽性 T 細胞を WT

マウス由来 CD11c 陽性樹状細胞と培養した場合と比較して，T-bet KO マウス由来 CD4

陽性 T 細胞による IFNや IL-10 産生は低下していたが，IL-17A，IL-17F，IL-22，TNF

といった Th17 細胞関連サイトカイン産生は亢進していた．WT マウス由来 CD4 陽性 T

細胞を WT マウス由来 CD11c 陽性樹状細胞と培養した場合と比較して，T-bet KO マウ

ス由来 CD4 陽性 T 細胞による IL-4 産生は T-bet KO マウス由来 CD11c 陽性樹状細胞と

培養した場合にのみ亢進していた (図 7)． 

 以上から CD4 陽性 T 細胞の T-bet は CII 反応性サイトカイン産生制御に重要で，特

に Th17 細胞関連サイトカイン産生を抑制する事が示唆された． 

 

4. CII 免疫後の T-bet KO マウス由来 CD4 陽性 T 細胞のサブセット解析 

 Th17 細胞に加えて，制御性 T 細胞 26, 27や濾胞性ヘルパーT 細胞 28, 29も CIA の病態に



21 
 

おいて重要な役割を果たすため，CD4 陽性 T 細胞のサブセットの解析を行った．T-bet 

KOマウス由来CD4陽性 T細胞で Th17細胞関連サイトカイン産生が亢進する事と一致

して，Th17 細胞の主要な転写因子である RORt 発現が亢進していた (図 8)．しかし，

CD25 陽性 Foxp3陽性制御性 T 細胞や CXCR5 陽性 ICOS 陽性濾胞性ヘルパーT 細胞の

割合は同等であった (図 9-10)．また，RORt 陰性 CD4 陽性 T 細胞における IL-17A 陽

性細胞は WT マウス，T-bet KO マウスともに乏しく，同等であったが，RORt 陽性 CD4

陽性 T 細胞においては，WT マウスと比較して，T-bet KO マウスで IL-17A 陽性細胞割

合が増加していた (図 11)． 

 これらの結果から，T-bet は CII 免疫下において，RORt の発現と機能を抑制し，Th17

細胞を特異的に抑制する事が示唆された． 

 

5. CII 免疫後の T-bet KO マウス由来 CD4 陽性 T 細胞の遺伝子発現解析 

 T-bet は転写因子であり，CII 免疫下の T-bet KO マウス由来 CD4 陽性 T 細胞におけ

る遺伝子発現変化について解析を進める事とした．T-bet KO マウス由来 CD4 陽性 T 細

胞において tbx21，ifng，il10 発現が低下していた．一方で，T-bet KO マウス由来 CD4

陽性 T 細胞において rorc や il17a，il17f，il22 といった rorc の標的遺伝子発現は亢進し

ていた．T-bet KO マウス由来 CD4 陽性 T 細胞では ccr6 や ccl20 発現も亢進していた．

しかし，Th17 細胞分化に関連する irf4，ahr，rora 等の遺伝子群の発現レベルは同等で



22 
 

あった (図 12)． 

 

6. T-bet の Th17 細胞分化における役割の解析 

 T-bet KO マウス由来 CD4 陽性 T 細胞は CII 免疫下で in vivo で Th17 応答が亢進する

事が示され，T-bet が Th17 細胞分化を抑制している可能性が考えられた．ナイーブ CD4

陽性 T 細胞における rorc や il17a 発現レベルは WT マウス，T-bet KO マウスで同等で

あった (図 13)．Th17 条件で培養すると，WT マウスと比較して T-bet KO マウス由来

CD4 陽性 T 細胞の IL-17A 陽性率が亢進した．しかし，RORt 陽性率は WT マウス，T-bet 

KO マウスで同等であった (図 14-15)．この結果から，T-bet は Th17 細胞分化を抑制す

る事が確認された．また，RORt 発現が二群間で同等であった事から，T-bet が RORt

陽性 CD4 陽性 T 細胞からの IL-17A 産生を抑制する事を示した ex vivo の実験の結果と

同様に，T-bet が RORt の機能を抑制する可能性が示唆された． 

 

7. cKO マウスにおける CIA と炎症関節局所の解析 

 CD4 陽性 T 細胞の T-bet の CIA における役割を評価するため，CD4-Cre マウスと

T-betfl/flマウスを交配し，T細胞特異的にT-betを欠損するcKOマウスを作製し (図16)，

CIA の評価を行った．T-betfl/flマウスと比較して，cKO マウスでは CIA の重症度・発症

率とも有意に増悪した (図 17)．炎症関節局所の CD4 陽性 T 細胞について，cKO マウ

スでは RORt 陽性率が亢進し，IL-17A 産生も亢進していた．また，T-betfl/fl マウスの
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CD4 陽性 T 細胞の T-bet 陽性率は 51±7.5%であった (図 18)．以上から CD4 陽性 T 細胞

の T-bet は関節炎原性 Th17 細胞抑制に重要である事が示された． 

 

8. RNA-seq を用いた CII 免疫後の cKO マウス由来 CD4 陽性 T 細胞の遺伝子発現解析 

 CII免疫下において T-betがCD4陽性 T細胞のトランスクリプトームに与える影響を

解析するため，CII 免疫後の T-betfl/flマウスと cKO マウス由来 CD4 陽性 T 細胞を用いて

RNA-seq 法を用いた検討を行うこととした．主成分分析により T-betfl/fl マウスと cKO

マウス由来 CD4 陽性 T 細胞は異なる遺伝子発現を呈する事が示された (図 19)．T-bet

により fold change 2.0 以上かつ false discovery rate adjusted P 値 0.05 未満を満たす

52 遺伝子が同定された．cKO マウス由来 CD4 陽性 T 細胞で発現が亢進していた 29 遺

伝子には Th17 細胞関連遺伝子が含まれ，発現が低下していた 23 遺伝子には Th1 細胞

関連遺伝子が含まれていた (図 20)．発現変動遺伝子を用いた Gene Ontology 解析では

炎症応答，リンパ球遊走，IL-17 産生への濃縮が示された (図 21)．Th17 細胞や Th1 細

胞以外のサブセットにも重要な遺伝子群を含む遺伝子セット 30 を用いて作製したヒー

トマップでは，cKOマウス由来CD4陽性 T細胞で Th1細胞関連遺伝子発現低下と Th17

細胞関連遺伝子発現亢進が見られた (図 22)．一方，Th2 細胞関連遺伝子群は二群間で

同等であった (図 23)．以上から CD4 陽性 T 細胞における T-bet は Th17 細胞関連遺伝

子発現を特異的に抑制する事が示された． 

 また，シークエンスデータを用いて既報 31–33にある Th17 細胞分化を制御する遺伝子
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発現レベルを解析したが，T-betfl/flマウスと cKO マウス由来 CD4 陽性 T 細胞で有意な

発現変動は見られなかった (図 24)． 
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第五章：考察 

 

 T-bet は Th1 細胞分化の主要な転写因子であり，Th1 細胞に特徴的なサイトカインで

ある IFN産生を促進する 11．既報では T-betの過剰発現 22や IFN –はCIAを抑制し，

T-betや IFNは関節リウマチの炎症と逆相関する 16事が知られる．本研究において，CD4

陽性 T 細胞中の T-bet は RORt の発現と機能を抑制し，関節炎原性 Th17 細胞の発生を

抑制し，CIA を抑制する事が示された． 

 T-bet が関節炎を抑制する機序として，1. Th17 細胞の抑制，2. 自己抗体産生の抑制，

3. 制御性 T 細胞の増加，の３つの可能性を想定した．既報によれば，CD4 陽性 T 細胞

の CIA における役割はサブセット依存的であり，Th1 細胞 18–20や制御性 T 細胞 26, 27は

CIA を抑制するが，Th17 細胞 25や濾胞性ヘルパーT 細胞 28, 29は CIA を促進する．本検

討では，T-bet KO マウス由来 CD4 陽性 T 細胞では Th17 細胞の主要転写因子である

RORt 発現と Th17 細胞関連サイトカイン産生が亢進していた．一方で，Th1 細胞関連

の IFNに加えて IL-10 産生が低下していた．Type 1 regulatory T 細胞では，T-bet は il10 

promoter 近傍に結合し，IL-10 産生を促進する 34事が知られ，CII 反応性 IL-10 産生に

おいても同様の機序が存在する可能性が考えられた．T-bet KO マウス由来 CD4 陽性 T

細胞のサイトカイン産生プロファイルは T-bet が Th1 細胞分化や IFN産生に重要で，

かつ IFNは IL-17Aを抑制する事でCIAを抑制するとした既報 20とも整合する結果であ
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った．また，Th17 細胞による IL-10 産生は，Th17 細胞の関与が指摘される実験的自己

免疫性脳脊髄炎や，T cell adoptive transfer colitis の病態を抑制する 35, 36事が知られて

おり，T-bet は CIA において，IL-10 産生を促進することで Th17 細胞の病原性も抑制す

る可能性が示唆された．実験的自己免疫性脳脊髄炎においては T-bet と Th17 細胞の病

原性の関連が指摘される 37が，T-bet 陽性 RORt 陽性 CD4 陽性 T 細胞を欠く T-bet KO

マウスで CIA が増悪する事から，CIA においては T-bet 陽性 RORt 陽性 CD4 陽性 T 細

胞の病原性は明らかでなかった． 

 CIA の重症度と相関するとされる CII 特異的 IgG 抗体価 38は，T-bet KO マウスで高

値であった．CII 特異的 IgG 抗体産生は Th17 細胞や濾胞性ヘルパーT 細胞により促進

される 29, 39．濾胞性ヘルパーT 細胞は T-bet により発生が抑制される 40が，濾胞性ヘル

パーT 細胞の割合は WT マウス，T-bet KO マウスで同等であった．また，CII 特異的 IgG

サブクラスとして，T-bet KO マウスでは CII 特異的 IgG1 抗体価が上昇していたが，CII

特異的 IgG2c 抗体価は低下していた．CII 特異的 IgG1 抗体価は T-bet KO マウス由来

CD4 陽性 T 細胞では Th17 細胞関連サイトカインに加えて，一部 Th2 細胞関連サイト

カイン産生亢進が見られ，高値を呈したと考えられた 41．IgG2c 抗体価は Th1 細胞によ

り産生が促進される 42ため，T-bet KO マウスでは低値をきたしたと考えられた．なお，

理由は未解明であるが，RNA-seq のシークエンスデータでは cKO マウス由来 CD4 陽

性 T 細胞における Th2 細胞関連遺伝子発現亢進は見られなかった． RNA-seq のシーク
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エンスデータは細胞培養系と異なり，1 時点での遺伝子発現レベルの評価であることや，

in vivo では CII 免疫で用いた完全フロイントアジュバントに含まれる結核死菌による，

樹状細胞の Th2 サイトカイン産生を抑制する IL-12 産生 43, 44により，T-bet による Th2

細胞関連遺伝子発現抑制が顕在化しなかった可能性は否定できていない．最後に，関節

炎を抑制するサブセットである制御性 T 細胞割合は WT マウス，T-bet KO マウスで同

等であった．T-bet KO マウスでは Th1 応答を抑制するとされる T-bet 陽性制御性 T 細

胞 45が欠損すると考えられるが，T-bet KO マウス由来 CD4 陽性 T 細胞では CII 反応性

IFN産生は低下しており，T-bet KO マウスにおける CIA 増悪への関与は乏しいと考え

られた．以上から，T-bet は CD4 陽性 T 細胞サブセットの分化を制御し，特に Th17 細

胞を抑制する事で CIA を抑制する事が示唆された． 

 T-bet が Th17 細胞を抑制する時機，機序ついて考察を行う．T-bet KO マウス由来ナ

イーブ CD4 陽性 T 細胞で rorc や il17a 発現亢進が見られず，Th17 細胞分化が亢進した

事から，T-bet は Th17 細胞分化プロセス開始以降に Th17 細胞分化を抑制すると考えら

える．T-bet が Th17 細胞を抑制する機序として以下の 4 つの仮説について検討した．

まず，T-bet が il17a 発現を直接抑制する仮説であるが，RORt 陰性 CD4 陽性 T 細胞に

おいて T-bet は IL-17A 産生に影響を及ぼさず，その可能性は乏しいと考えられた．次

は T-bet が rorc 発現を抑制する仮説である．CII 免疫後の所属リンパ節中の T-bet KO マ

ウス由来 CD4 陽性 T 細胞では rorc 発現亢進に加えて，標的遺伝子である il17a，il17f，
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il22 発現 31, 46, 47が亢進していた．加えて，T-bet KO マウス由来 RORt 陽性 CD4 陽性 T

細胞からの IL-17A 産生が亢進しており，T-bet は RORt の機能も抑制する事が示唆さ

れた．in vitro Th17 細胞分化誘導系では T-bet による RORt 発現抑制が確認されなかっ

たが，in vitro 分化誘導系における T 細胞受容体刺激，IL-6，TGF-による強力な RORt

誘導シグナルにより，T-bet による RORt 発現抑制が顕在化しなかった可能性が考えら

れた．第三に T-bet が rorc や il17a 発現を制御する遺伝子の発現レベルを制御する仮説

が挙げられるが，RNA-seq のシークエンスデータからは rorc や il17a 発現変動を説明す

る遺伝子は同定されなかった．最後は他の細胞に発現する T-bet による細胞間相互作用

を介して Th17 細胞が抑制される仮説である．当科の先行研究で T-bet 過剰発現マウス

と T-bet 過剰発現 IFN KO マウス由来 CD4 陽性 T 細胞では同程度に Th17 細胞分化が

抑制された 23事から，CD4 陽性 T 細胞内部の T-bet が Th17 細胞分化抑制に重要である

事が示唆される．以上からCD4陽性T細胞内のT-betはRORtの発現と機能を抑制し，

Th17 細胞を抑制する可能性が最も考えられた．本検討からは T-bet が RORt の発現と

機能を抑制する機序は同定されなかったが，T-bet は rorc や il17a 発現を制御する遺伝

子の発現レベルではなく，機能を制御する可能性が示唆された．T-bet が機能制御する

rorc や il17a 発現制御遺伝子として，RUNX1 が挙げられる 48．T-bet は RUNX1 と複合

体を形成し，RUNX1 による rorc 発現亢進や，RUNX1 の RORt と共役して il17a 発現

亢進させる機能を阻害する事が知られ，本検討でみられた T-bet により RORt の発現
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と機能が抑制された事象の部分的な説明になりうると考えられる． 

 CD4 陽性 T 細胞中の T-bet の炎症関節局所での役割について考察を行う．CD4 陽性 T

細胞と CD11c 陽性樹状細胞を用いた培養実験結果から CD4 陽性 T 細胞中の T-bet が

CII 反応性 IL-17A 産生に重要である事が明確に示された．CD4 陽性 T 細胞中の T-bet

の炎症関節局所での役割を明らかにするための cKO マウスを用いた検討で，CIA が増

悪する事を確認した．また，炎症関節局所において CD4 陽性 T 細胞の約半数が T-bet

陽性であり，cKO マウスの炎症関節中 CD4 陽性 T 細胞では RORt 発現と IL-17A 産生

が亢進していた．IL-17A は滑膜線維芽細胞からの CXCL2 49や CCL20 50産生を促し，

好中球 51 や Th17 細胞 52 を含む炎症細胞集簇を促進する．更に，Th17 細胞は NF-B 

ligand (RANKL) を発現し 53，IL-17A を介して破骨細胞や滑膜線維芽細胞からの RANKL

発現を誘導する 54．従って，本検討の結果から CD4 陽性 T 細胞中の T-bet は関節炎原

性 Th17細胞発生を抑制する事で，関節局所の炎症や骨破壊を抑制する事が示唆された． 

 本研究の限界について考察を行う．本研究では CD4 陽性 T 細胞に発現する T-bet の

CIA と細胞内での役割に着目した解析を行ったが，CD4 陽性 T 細胞外に発現する T-bet

の関節炎における役割は未解明である．CD11c 陽性樹状細胞中の T-bet は CD4 陽性 T

細胞からのサイトカイン産生に必須でない事を示したが，CD11c 陽性樹状細胞中の

T-bet は IL-1 ， macrophage inflammatory protein-1 (MIP-1) ， thymus- and 

activation-related chemokine (TARC) の産生に関係する 55とされる．辺縁帯 B 細胞の
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T-bet は IL-10 産生を促進し，CIA 抑制に関与する 56とされる．T-bet による自己免疫性

関節炎制御機構の全体像解明には更なる検討が求められる．本研究では Cre-loxP シス

テムを利用して，CD4 陽性 T 細胞に発現する T-bet の解析を行った．WT マウス，T-bet 

KO マウスの CIA と T-betfl/flマウス，cKO マウスの CIA は異なる時期に施行した検討の

ため直接比較は不可能であるが，T-betfl/flマウスは WT マウスと比較した場合，cKO マ

ウスは T-bet KO マウスと比較した場合に CIA の発症率と重症度が軽度である可能性が

考えられた．T-betfl/flマウスや cKO マウスに存在する loxP 配列や cKO マウスに存在す

る Cre recombinase が CIA の病態に影響を与えた可能性は低いと考えられるが，現時

点では否定は困難である． 

 総じて，CD4陽性 T細胞中の T-betはRORtの発現と機能を抑制し，関節炎原性 Th17

細胞の発生を抑制し，CIA を抑制すると考えられた (図 25)．T-bet-RORt-Th17 細胞軸

は自己免疫性関節炎の新規治療標的となりうる可能性が示唆された． 
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第六章：結論 

 

CD4 陽性 T 細胞中の T-bet は RORt の発現と機能を抑制し，関節炎原性 Th17 細胞

の発生を抑制し，CIA を抑制した． 
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主要略字 

 

APC: allophycocyanin 

APC/Cy7: allophycocyanin /cyanin 7 

BCL6: B-cell lymphoma 6 

BSA: bovine serum albumin 

CCP: cyclic citrullinated peptide 

CIA: collagen-induced arthritis 

CII: collagen type II 

cDNA: complementary DNA 

cKO: conditional knockout 

DDBJ: DNA Data Bank of Japan 

EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid 

FCM: flow cytometry 

FITC: fluorescein isothiocyanate 

fl: flox 

Foxp3: Forkhead box P3 

GATA3: GATA binding protein 3 

HLA: human leukocyte antigen 

HRP: horseradish peroxidase 

IFN: interferon 

IL: interleukin 

KO: knockout 

mAb: monoclonal antibody 

MACS: magnetic activated cell sorting 

PBS: phosphate buffered saline 

PE: phycoerythrin 

PE/Cy7: phycoerythrin/cyanin 7 

PerCP/cy5.5: peridinin chlorophyll/cyanin 5.5 
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PMA: phorbol myristate acetate 

qRT-PCR: quantitative real-time PCR 

RNA: ribonucleic acid 

RNA-seq: RNA sequencing 

ROR: retinoic acid-related orphan receptor 

rRNA: ribosomal RNA 

T-bet: T-box expressed in T cells 

Tfh: T follicular helper 

Th1: helper T type 1 

Th2: helper T type 2 

Th17: helper T type 17 

TNF: tumor necrosis factor 

Treg: regulatory T 

WT: wild-type 
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図表 

 

図 1 背景の概要 

 CD4 陽性 T 細胞は系統特異的な転写因子を発現することで，各サブセットへ分化す

る．関節リウマチや CIA において Th1 細胞は関節炎保護的であり，Th17 細胞が病態悪

化と関連する． 

 

図 2 T-bet KO マウスにおける胸腺細胞数と胸腺細胞分画 

 WT マウス (n=4) と T-bet KO マウス (n=4) の全胸腺細胞数と胸腺細胞分画を

FCM で評価した．上段に代表的 FCM 図，下段に全胸腺細胞数と各胸腺分画割合から作

製した棒グラフを提示した．データは平均±標準誤差で表記した．統計解析は Welch

の t 検定を用いて施行した． 

 

図 3 T-bet KO マウスにおける CIA の重症度と累積発症率 

 WT マウス (n=15) と T-bet KO マウス (n=14) に CIA を誘導し，重症度と累積発症

率をプロットした．データは平均±標準誤差で表記した．統計解析は，重症度は Welch

の t 検定，累積発症率は Log-rank 検定を用いて施行した (*P <0.05，** P <0.01，***P 

<0.001)． 

 

図 4 T-bet KO マウスにおける CIA の病理学的評価 
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 WT マウス (n=15) と T-bet KO マウス (n=14) に CIA を誘導し，初回 CII 免疫後 60

日目の両側足関節を用いてヘマトキシリン・エオジン染色を行い，滑膜炎スコア，骨糜

爛スコアを付けた．左に代表的な病理所見，右に滑膜炎スコア，病理スコアから作製し

た棒グラフを提示した．データは平均±標準誤差で表記した．統計解析は Welch の t

検定を用いて施行した (*P <0.05，***P <0.001)． 

 

図 5 T-bet KO マウス由来の血清における CII 特異的 IgG 抗体価 

 WT マウス (n=15) と T-bet KO マウス (n=14) に CIA を誘導し，初回 CII 免疫後 60

日目の血清を用いて CII 特異的総 IgG 抗体価，IgG1 抗体価，IgG2c 抗体価を測定した．

データは平均±標準誤差で表記した．統計解析はWelchの t検定を用いて施行した (** P 

<0.01，***P <0.001)． 

 

図 6 各種免疫細胞における T-bet 発現 

 CII免疫後 10日目のWTマウス (n=4) の所属リンパ節中の各免疫細胞におけるT-bet

陽性率を FCM で評価した．上段に代表的 FCM 図，下段に各細胞分画における T-bet

陽性率から作製した棒グラフを提示した．データは平均±標準誤差で表記した． 

 

図 7 T-bet KO マウス由来 CD4 陽性 T 細胞による CII 反応性サイトカイン産生 

 CII 免疫後 10 日目の WT マウス (n=6) と T-bet KO マウス (n=6) の所属リンパ節中
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CD4 陽性 T 細胞と CD11c 陽性樹状細胞を CII 存在下で培養し，培養上清中のサイトカ

イン濃度を測定した．データは平均±標準誤差で表記した．統計解析は Dunnet 検定を

用いて施行した (*P <0.05，** P <0.01，***P <0.001)． 

 

図 8 T-bet KO マウス由来 CD4 陽性 T 細胞における T-bet，RORt 発現 

 CII 免疫後 10 日目の WT マウス (n=6) と T-bet KO マウス (n=6) の所属リンパ節中

CD4 陽性 T 細胞の T-bet，RORt 発現を FCM で評価した．左に代表的な FCM 図，右

に T-bet，RORt 陽性率から作製した棒グラフを提示した．データは平均±標準誤差で

表記した．統計解析は Welch の t 検定を用いて施行した (**P <0.01，***P <0.001)． 

 

 

図 9 T-bet KO マウス由来 CD4 陽性 T 細胞における制御性 T 細胞分画の評価 

 CII 免疫後 10 日目の WT マウス (n=6) と T-bet KO マウス (n=6) の所属リンパ節中

CD4 陽性 T 細胞における CD25 陽性 Foxp3 陽性細胞割合を FCM で評価した．左に代

表的な FCM図，右にCD25陽性 Foxp3陽性細胞割合から作製した棒グラフを提示した．

データは平均±標準誤差で表記した．統計解析は Welch の t 検定を用いて施行した． 

 

図 10 T-bet KOマウス由来CD4陽性 T細胞における濾胞性ヘルパーT細胞分画の評価 

 CII 免疫後 10 日目の WT マウス (n=8) と T-bet KO マウス (n=8) の所属リンパ節中

CD4 陽性 T 細胞における CXCR5 陽性 ICOS 陽性細胞割合を FCM で評価した．左に代
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表的な FCM 図，右に CXCR5 陽性 ICOS 陽性細胞割合から作製した棒グラフを提示し

た．データは平均±標準誤差で表記した．統計解析はWelchの t検定を用いて施行した． 

 

図 11 T-bet KO マウス由来 CD4 陽性 T 細胞における IL-17A 産生評価 

 CII 免疫後 10 日目の WT マウス (n=6) と T-bet KO マウス (n=6) の所属リンパ節中

CD4 陽性 T 細胞の RORt 陰性分画，RORt 陽性分画における IL-17A 陽性率を FCM で

評価した．左に代表的な FCM 図，右に各分画における IL-17A 陽性率から作製した棒グ

ラフを提示した．データは平均±標準誤差で表記した．統計解析は Welch の t 検定を用

いて施行し，Bonferroni 補正した (***P <0.001)． 

 

図 12 T-bet KO マウス由来 CD4 陽性 T 細胞における遺伝子発現レベル解析 

 CII 免疫後 10 日目の WT マウス (n=8) と T-bet KO マウス (n=8) の所属リンパ節中

CD4 陽性 T 細胞における各遺伝子発現レベルを qRT-PCR 法で解析した．データは平均

±標準誤差で表記した．統計解析は Welch の t 検定を用いて施行した． 

 

図 13 T-bet KO マウス由来ナイーブ CD4 陽性 T 細胞における遺伝子発現レベル解析 

 WT マウス (n=7) と T-bet KO マウス (n=7) の脾臓から単離したナイーブ CD4 陽性

T 細胞における各遺伝子発現レベルを qRT-PCR 法で解析した．データは平均±標準誤

差で表記した．統計解析は Welch の t 検定を用いて施行した (**P <0.01)． 
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図 14 T-bet KO マウス由来ナイーブ CD4 陽性 T 細胞を用いた Th17 細胞分化誘導 

 WT マウス (n=6) と T-bet KO マウス (n=6) の脾臓から単離したナイーブ CD4 陽性

T 細胞を Th17 条件で 72 時間培養し，IL-17A，RORt，T-bet 陽性率を FCM で評価し

た．上段に代表的な FCM 図，下段に IL-17A，RORt，T-bet 陽性率から作製した棒グ

ラフを提示した．データは平均±標準誤差で表記した．統計解析は Welch の t 検定を用

いて施行した (**P <0.01，***P <0.001)． 

 

図 15 T-bet KOマウス由来ナイーブCD4陽性 T細胞を用いた Th17細胞分化誘導下に

おける RORt 陽性率の経時的推移 

 WT マウス (n=6) と T-bet KO マウス (n=6) の脾臓から単離したナイーブ CD4 陽性

T 細胞を Th17 条件で 24，48，72 時間培養し，RORt 陽性率を FCM で評価した．デ

ータは平均±標準誤差で表記した．統計解析は Welch の t 検定を用いて施行した． 

 

図 16 cKO マウスの各種免疫細胞における T-bet 発現 

 WT マウス，cKO マウス，T-bet KO マウスの脾臓の各免疫細胞における T-bet 陽性率

を FCM で評価した． 

 

図 17 cKO マウスにおける CIA の重症度と累積発症率 

 T-betfl/flマウス (n=12) と cKO マウス (n=14) に CIA を誘導し，重症度と累積発症率
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をプロットした．データは平均±標準誤差で表記した．統計解析は，重症度は Welch

の t 検定，累積発症率は Log-rank 検定を用いて施行した (*P <0.05)． 

 

図 18 cKO マウスの炎症関節中 CD4 陽性 T 細胞の解析 

 初回CII免疫後35日目時点で足関節に関節炎を発症したT-betfl/flマウス (n=8) とcKO

マウス (n=5) の足関節中CD4陽性 T細胞における IL-17A，RORt，T-bet陽性率を FCM

で評価した．上段に代表的な FCM 図，下段に IL-17A，RORt，T-bet 陽性率から作製

した棒グラフを提示した．データは平均±標準誤差で表記した．統計解析は Welch の t

検定を用いて施行した (*P <0.05，***P <0.001)． 

 

図 19 主成分分析 

 CII 免疫後 10 日目の T-betfl/fl マウス (n=3) と cKO マウス (n=3) の所属リンパ節中

CD4 陽性 T 細胞を用いて RNA-seq を施行し，quantile 法により標準化したリードカウ

ントを用いて主成分分析を施行した．T-betfl/flマウスは青，cKO マウスは赤で表示した． 

 

図 20 スキャッタープロット 

 CII 免疫後 10 日目の T-betfl/fl マウス (n=3) と cKO マウス (n=3) の所属リンパ節中

CD4 陽性 T 細胞を用いて RNA-seq を施行し，quantile 法により標準化したリードカウ

ントを用いてスキャッタープロットを作製した． 
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図 21  Gene Ontology 解析 

 CII 免疫後 10 日目の T-betfl/fl マウス (n=3) と cKO マウス (n=3) の所属リンパ節中

CD4 陽性 T 細胞を用いて RNA-seq を施行し，quantile 法により標準化したリードカウ

ントを用いて DAVID による Gene Ontology 解析を施行した． 

 

 

図 22 ヒートマップ 

 CII 免疫後 10 日目の T-betfl/fl マウス (n=3) と cKO マウス (n=3) の所属リンパ節中

CD4 陽性 T 細胞を用いて RNA-seq を施行し，quantile 法により標準化したリードカウ

ントを用いて Th1 細胞，Th2 細胞，Th17 細胞関連遺伝子を含むヒートマップを作製し

た． 

 

図 23 cKO マウス由来 CD4 陽性 T 細胞における Th2 関連遺伝子発現 

 CII 免疫後 10 日目の T-betfl/fl マウス (n=3) と cKO マウス (n=3) の所属リンパ節中

CD4 陽性 T 細胞を用いて RNA-seq を施行し，quantile 法により標準化したリードカウ

ントを用いて Th2 細胞関連遺伝子発現をプロットした．群間比較は edgeR 解析を用い

た． 

 

図 24 cKO マウス由来 CD4 陽性 T 細胞における rorc もしくは il17a 制御遺伝子発現 
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 CII 免疫後 10 日目の T-betfl/fl マウス (n=3) と cKO マウス (n=3) の所属リンパ節中

CD4 陽性 T 細胞を用いて RNA-seq を施行し，quantile 法により標準化したリードカウ

ントを用いて rorc もしくは il17a 発現を制御する遺伝子の発現レベルをプロットした．

群間比較は edgeR 解析を用いた． 

 

図 25 概念図 

 CD4陽性 T細胞に発現する T-betはRORtの発現と機能を抑制することで IL-17A産

生を抑制し，CIA を抑制する． 
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図 1 背景の概要 
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図 2 T-bet KO マウスにおける胸腺細胞数と胸腺細胞分画 
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図 3 T-bet KO マウスにおける CIA の重症度と累積発症率 
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図 4 T-bet KO マウスにおける CIA の病理学的評価 
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図 5 T-bet KO マウス由来の血清における CII 特異的 IgG 抗体価 
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図 6 各種免疫細胞における T-bet 発現 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



55 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 7 T-bet KO マウス由来 CD4 陽性 T 細胞による 

CII 反応性サイトカイン産生 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



56 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 8 T-bet KO マウス由来 CD4 陽性 T 細胞における 

T-bet，RORt 発現 
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図 9 T-bet KO マウス由来 CD4 陽性 T 細胞における 

制御性 T 細胞分画の評価 
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図 10 T-bet KO マウス由来 CD4 陽性 T 細胞における 

濾胞性ヘルパーT 細胞分画の評価 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



59 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 11 T-bet KO マウス由来 CD4 陽性 T 細胞における 

IL-17A 産生評価 
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図 12 T-bet KO マウス由来 CD4 陽性 T 細胞における 

遺伝子発現レベル解析 
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図 13 T-bet KO マウス由来ナイーブ CD4 陽性 T 細胞における 

遺伝子発現レベル解析 
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図 14 T-bet KO マウス由来ナイーブ CD4 陽性 T 細胞を用いた 

Th17 細胞分化誘導 
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図 15 T-bet KO マウス由来ナイーブ CD4 陽性 T 細胞を用いた 

         Th17 細胞分化誘導下における RORt 陽性率の経時的推移 
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図 16 cKO マウスの各種免疫細胞における T-bet 発現 
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図 17 cKO マウスにおける CIA の重症度と累積発症率 
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図 18 cKO マウスの炎症関節中 CD4 陽性 T 細胞の解析 
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図 19 主成分分析 
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図 20 スキャッタープロット 
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図 21  Gene Ontology 解析 
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図 22 ヒートマップ 
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図 23 cKO マウス由来 CD4 陽性 T 細胞における 

Th2 関連遺伝子発現 
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図 24 cKO マウス由来 CD4 陽性 T 細胞における 

rorc もしくは il17a 制御遺伝子発現 
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図 25 概念図 

 

 

 

 

 

 

 

 

 




