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〈要 約〉

　2型ヘルパーT細胞により産生されるインターロイキン4はB細胞に作用して抗体の産生，とくに，免疫グロブリンG1あるいは免疫グロブリンEへのクラススイッチを誘導する重要なサイトカインであり，また，2型ヘルパーT細胞によるインターロイキン4の産生は免疫グロブリンEの産生に必須であることからアレルギー病態の形成に深くかかわるサイトカインとも考えられている．しかしながら，免疫グロブリンG1や免疫グロブリンEがどこでどのようにつくられるのかという，ごくあたりまえのことも明らかにされていないのが現状である．B細胞が抗体をつくる場としてB細胞の濾胞，とくに，胚中心が想定されており，このB細胞の濾胞に局在するT細胞として濾胞性ヘルパーT細胞の存在が注目されている．濾胞性ヘルパーT細胞も2型ヘルパーT細胞と同様にインターロイキン4を産生するヘルパーT細胞である．では，濾胞性ヘルパーT細胞は2型ヘルパーT細胞とどこが違うのだろうか．また，濾胞性ヘルパーT細胞から産生されたインターロイキン4は2型ヘルパーT細胞から産生されたインターロイキン4とどのような役割の違いがあるのだろうか．今回，筆者らは，この疑問に答えるべく，インターロイキン4遺伝子の発現制御にかかわるさまざまな非転写ゲノム領域を欠失させた遺伝子改変マウスを作製し，その領域とインターロイキン4遺伝子の発現および抗体の産生との関係性を調べた．その結果，インターロイキン4遺伝子に存在するCNS2という進化的に非常によく保存されたエンハンサー領域が濾胞性ヘルパーT細胞において特異的にはたらくことにより，抗体の産生にはたらくインターロイキン4の発現を制御していることを明らかにした．また，アレルギー反応に関与するインターロイキン4の発現と抗体の産生に関与するインターロイキン4の発現とはまったく異なる分子機構により制御されていることがわかった．

はじめに

　T細胞から産生されるインターロイキン4はT細胞に依存性の液性免疫に重要なサイトカインであり，B細胞の増殖と生存，そして，免疫グロブリンG1あるいは免疫グロブリンEへのクラススイッチを誘導することが知られている1)．インターロイキン4を産生するおもなT細胞サブセットとしてはこれまで2型ヘルパーT細胞が知られ，この細胞が液性免疫を担うヘルパーT細胞として認識されていた2)．しかし，近年の研究から，新たなT細胞サブセットとして濾胞性ヘルパーT細胞（follicular helper T cell：Tfh）が同定され，この細胞がB細胞への作用に特化したT細胞として認識されるようになってきた3,4)．濾胞性ヘルパーT細胞はB細胞の濾胞に移行し，インターロイキン4，インターロイキン21，インターフェロンγを産生することでB細胞の増殖，クラススイッチ，抗体産生細胞やメモリー細胞への分化を制御しているものと考えられている．これらB細胞の機能分化は胚中心とよばれる場所で起こるが，濾胞性ヘルパーT細胞のない環境では胚中心の形成は阻害されることがわかっている5,6)．濾胞性ヘルパーT細胞は2型ヘルパーT細胞と同様にインターロイキン4を産生するが，2型ヘルパーT細胞への分化とインターロイキン4遺伝子の発現制御に必須である転写因子GATA3の発現レベルは2型ヘルパーT細胞に比べ非常に低い7)．また，2型ヘルパーT細胞はGATA3に依存的にインターロイキン5とインターロイキン13を産生するが，濾胞性ヘルパーT細胞はこれらのサイトカインをほとんど産生しない．これらの事実から，濾胞性ヘルパーT細胞におけるインターロイキン4遺伝子の転写制御の機構は2型ヘルパーT細胞とは異なることが示唆されていた．また，2型ヘルパーT細胞から産生されるインターロイキン4と濾胞性ヘルパーT細胞から産生されるインターロイキン4にどのような役割の違いがあるのかもいまのところ不明である．今回の筆者らの研究から，インターロイキン4遺伝子の3’側に存在するCNS2とよばれるエンハンサー領域が濾胞性ヘルパーT細胞におけるインターロイキン4遺伝子の発現に必須であり，濾胞性ヘルパーT細胞から産生されるインターロイキン4が液性免疫応答に重要な役割をはたしていることが明らかになった．

1．CNS2領域は免疫グロブリンG1と免疫グロブリンEの産生を制御する

　多くの遺伝子の転写はクロマチンの構造変化をともなうヒストンの修飾やDNAメチル化などのエピジェネティックな制御により制御されている．クロマチンの構造変化にともないDNaseIに高感受性を示す部位（hypersensitive site：HS）が出現するが，インターロイキン4遺伝子にはこれまで複数のDNaseI高感受性部位が報告されている8)．このような部位には転写因子が結合しやすく，また，これらの多くが保存された非コード配列（conserved non-coding sequence：CNS）と一致しているため，これらDNaseI高感受性部位がインターロイキン4遺伝子の転写制御にかかわっていることが考えられた．筆者らはこれまでに，インターロイキン4遺伝子の転写制御を解析する目的で，その制御にかかわると考えられるさまざまな非転写ゲノム領域を欠損させた複数の遺伝子改変マウスを作製してきた．そして，これら遺伝子改変マウスの解析から，インターロイキン4遺伝子の第2イントロンに存在するHS2領域が2型ヘルパーT細胞におけるGATA3に依存性の転写に必須であることを明らかにした9)（新刊論文レビュー でも掲載）．一方，インターロイキン4遺伝子の3’側に存在するCNS2領域の欠損は2型ヘルパーT細胞におけるインターロイキン4遺伝子の発現にはほとんど影響がなかった．また，2型ヘルパーT細胞によりひき起こされるアレルギー性喘息はHS2ノックアウトマウスでは症状が顕著に減弱したが，CNS2ノックアウトマウスではわずかに亢進していた．しかしながら，HS2ノックアウトマウスとCNS2ノックアウトマウスの血清における抗体の濃度を測定したところ，免疫グロブリンG1と免疫グロブリンEの産生量がともに顕著に減弱していた．これらの結果から，インターロイキン4遺伝子のHS2領域は2型ヘルパーT細胞型のアレルギー反応と抗体の産生の両方に重要であるが，CNS2領域は2型ヘルパーT細胞型のアレルギー反応には関与しないが抗体の産生に対し重要な役割を担っていることが示唆された．

2．CNS2領域が活性化した細胞は濾胞性ヘルパーT細胞と同様の性質を示す

　なぜ，CNS2領域の欠損は2型ヘルパーT細胞型のアレルギー反応に影響がないにもかかわらず，抗体の産生に大きな影響を及ぼすのだろうか．この疑問を解決するため，CNS2領域がどのような細胞において活性化されているのかをCNS2-GFPレポーターマウスを用いて検討することにした．このレポーターマウスではCNS2領域の活性化をGFPの発現を指標として可視化することが可能である10)．まず，CNS2領域は2型ヘルパーT細胞において活性化されていなかったが，この結果は，2型ヘルパーT細胞からのインターロイキン4遺伝子の発現はCNS2領域の活性化をともなわないことを示唆していた．つぎに，このレポーターマウスからさまざまなリンパ組織を取り出しCNS2領域の活性化しているCD4陽性T細胞の割合を調べたところ，パイエル板において突出して高い割合にて存在していることが明らかになった．パイエル板は腸管の微生物相から継続的に抗原の刺激を受け取っており，濾胞性ヘルパーT細胞の分化と胚中心の形成が恒常的に誘導されている．このパイエル板に存在する濾胞性ヘルパーT細胞について調べたところ，その半分近くでCNS2領域が活性化していた．また，CNS2領域の活性化したT細胞は，T細胞領域にはほとんどみられず，B細胞の濾胞および胚中心に多く存在していることがわかった．CNS2領域の活性化した細胞は濾胞性ヘルパーT細胞に特徴的なBcl6，CXCR5，PD-1，ICOS，インターロイキン4，インターロイキン21などの発現が高く，一方，2型ヘルパーT細胞に特徴的なGATA3，インターロイキン5，インターロイキン13の発現はナイーブT細胞と同じ程度であった．これらの結果から，パイエル板に存在するCNS2領域の活性化したT細胞は，2型ヘルパーT細胞というより濾胞性ヘルパーT細胞であることがわかった．

3．濾胞性ヘルパーT細胞におけるCNS2領域の活性化はクラススイッチに必要である

　CNS2領域が濾胞性ヘルパーT細胞において活性化されていることが明らかになったため，濾胞性ヘルパーT細胞におけるCNS2領域の役割をCNS2ノックアウトマウスを用いて調べることにした．CNS2ノックアウトマウスに由来するT細胞をT細胞を欠損したマウスに移入したところ，濾胞性ヘルパーT細胞に正常に分化しBcl6やインターロイキン21などの発現は野生型マウスと変わりなかった．しかし，インターロイキン4遺伝子の発現はCNS2を欠損した濾胞性ヘルパーT細胞において顕著に減弱していた．また，B細胞による胚中心の形成の誘導には影響はなかったが，免疫グロブリンG1と免疫グロブリンEの産生が減少していた．以上の結果は，CNS2領域が濾胞性ヘルパーT細胞におけるインターロイキン4遺伝子の発現を制御していること，そして，濾胞性ヘルパーT細胞から供給されるインターロイキン4が免疫グロブリンG1あるいは免疫グロブリンEへのクラススイッチに必須であることを示していた．

4．CNS2領域の活性化した濾胞性ヘルパーT細胞はナイーブCD4陽性T細胞から発生する

　CNS2領域の活性化したT細胞は胸腺にも存在している10)．この結果から，CNS2領域の活性化した濾胞性ヘルパーT細胞は胸腺において分化する可能性と，ほかのヘルパーT細胞サブセットと同様に末梢においてナイーブCD4陽性T細胞から分化する可能性の2つが考えられた．そこで，CNS2領域の活性化していないナイーブCD4陽性T細胞をT細胞を欠損したマウスに移入し，パイエル板においてCNS2領域の活性化した濾胞性ヘルパーT細胞が分化しうるかどうかを検討した．CNS2-GFPレポーターマウスに由来するCNS2領域の活性化していないCD4陽性T細胞は，パイエル板においてその一部がCNS2領域の活性化したT細胞に分化していることが観察された．この結果は，CNS2領域の活性化した濾胞性ヘルパーT細胞は，腸管の微生物相からの刺激によりナイーブCD4陽性T細胞から分化する可能性を示唆していた．

　そこで，CNS2領域の活性化した濾胞性ヘルパーT細胞は抗原の刺激により分化するのかどうかを検討した．マウスを卵白アルブミンで免疫し，卵白アルブミンに特異的なT細胞受容体をもつナイーブT細胞からCNS2領域の活性化したT細胞が出現するかどうかを経時的に観察した．免疫ののち3日目にはCNS2領域の活性化したT細胞が出現しはじめ，7日目には約75％の濾胞性ヘルパーT細胞においてCNS2領域が活性化していた．これらの結果から，CNS2領域の活性化した濾胞性ヘルパーT細胞はナイーブCD4陽性T細胞から抗原の刺激により分化することが明らかになった．

おわりに

　2型ヘルパーT細胞の産生するインターロイキン4が免疫グロブリンG1，そして，アレルギーに関与する免疫グロブリンEの産生を誘導するということが，これまで長らくこの研究分野におけるドグマであった．しかし，濾胞性ヘルパーT細胞の登場により，B細胞の濾胞の外に存在する2型ヘルパーT細胞から産生されるインターロイキン4がこれらの免疫グロブリンの産生の制御を行っているのか，または，B細胞の濾胞の内部に存在する濾胞性ヘルパーT細胞から産生されるインターロイキン4がその役割を担っているのか，という新たな疑問が生じてきた．また，インターロイキン4遺伝子の発現制御の機構はこれまで2型ヘルパーT細胞を材料として詳細な解析が行われてきたが，その中心的な役割を担う転写因子GATA3の発現は濾胞性ヘルパーT細胞においては低く，濾胞性ヘルパーT細胞におけるインターロイキン4遺伝子の発現制御は2型ヘルパーT細胞とは異なるものと考えられていた．今回の研究から，濾胞性ヘルパーT細胞は2型ヘルパーT細胞とは異なり，インターロイキン4遺伝子のもつCNS2領域をエンハンサーとしてその発現を制御していること，また，免疫グロブリンG1および免疫グロブリンEの産生の誘導は2型ヘルパーT細胞よりも濾胞性ヘルパーT細胞によりおもに担われていることが示唆された（図1）．この研究により，抗体の産生を制御する新たな分子機構が明らかになったが，この発見は効率的なワクチンや新規の抗アレルギー薬の開発にも貢献することが期待される．
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〈図説明〉
図1　抗体の産生におけるインターロイキン4遺伝子のもつCNS2領域の役割

T細胞領域において樹状細胞により抗原の提示をうけた抗原に特異的なT細胞は，その一部が転写因子Bcl6，さらに，ケモカイン受容体CXCR5を発現することによりB細胞の濾泡に移行し濾胞性ヘルパーT細胞（Tfh細胞）となる．濾胞性ヘルパーT細胞の一部はインターロイキン4遺伝子のもつCNS2領域を活性化させ胚中心においてインターロイキン4遺伝子を発現する．産生されたインターロイキン4を受け取ったB細胞では免疫グロブリンG1（IgG1）あるいは免疫グロブリンE（IgE）へのクラススイッチが誘導され，さらに，免疫グロブリンG1あるいは免疫グロブリンEを産生する細胞へと分化していく．
IL-4：インターロイキン4．
