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研究成果の概要（和文）：免疫監視機構の効果的な制御は、重篤疾患の予防に繋がることから社会的意義も大きいが、
その詳細な分子機構は不明である。また近年、運動負荷と免疫の関係が注目されている。本研究ではJNK特異的フォス
ファターゼであるDUSP16がTh1/Th2分化バランスをTh2方向に偏位させること、MAPキナーゼシグナルの上流キナーゼで
あるCot/Tpl2が抗原提示細胞におけるIL-12 mRNAの分解を促進することを示した。これら2つの蛋白は免疫監視制御のk
ey分子であると考えられる。また、メカニカルストレスの1種である超音波刺激が、TLRシグナルによるケモカイン産生
を抑制することで抗炎症作用を持つことを示した。

研究成果の概要（英文）：The good control of immune surveillance is socially significant as it is essential
 for the prevention of severe diseases.  However, the molecular mechanisms of immune surveillance have not
 been well defined.  Recently, the relationship between exercise and immunity has attracted a lot of atten
tion.  Here, we have shown that DUSP16, a JNK-specific MAP kinase phosphatase, is functionally important t
o deviate Th1/Th2 balance toward Th2.  Our research results have also revealed that Cot/Tpl2, an upstream 
kinase of the MAP kinase cascade, functionally decreases IL-12 p40 mRNA.  Thus, these two molecules are co
nsidered as key controlling molecules of immune surveillance.  We have furthermore shown that the ultrasou
nd, one of the mechanical stresses, can be anti-inflammatory by inhibiting TLR signals.
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１．研究開始当初の背景 
免疫監視とは、元来、自然発症するガン細胞

を認識・排除する免疫系の監視システムとし

て1960年代にBurnet によって初めて提唱さ

れたが、現在では、腫瘍免疫だけでなく外来

病原体の脅威からの生体防御機構を含めた

security system として広く知られている。

免疫監視の破綻はガン、難治性感染症などの

重篤疾患に繋がることから、免疫監視機構の

効果的な制御の重要性は明白であるが、ゲノ

ム科学を含めた近年の飛躍的な研究の進歩に

もかかわらず、この制御機構の全貌は依然と

して明らかにされていない。また近年、運動

負荷が免疫機能に影響を与えることが注目さ

れている。 

免疫監視制御システムの重要な基盤となるの

は、自然免疫系の樹状細胞やマクロファージ

などの抗原提示細胞からCD4+T細胞へと抗原

情報が伝えられる抗原提示と呼ばれるステッ

プである。抗原提示を受けたナイーブCD4+T

細胞は、エフェクターヘルパーT（Th）細胞へ

と分化するが、分化形式の違いによって異な

った種類のサイトカインを産生する。Th1細胞

は主にIFNを産生することで細胞性免疫を誘

導し、CD8+細胞傷害性T細胞（CTL）、ナチュ

ラルキラー（NK）細胞やマクロファージの活

性化を介して、ウィルスや細胞内細菌感染細

胞、ガン細胞などを標的とする。Th2細胞は、

主にIL-4、IL-5、IL-13を産生することで体液

性免疫を誘導し、主に寄生虫や細胞外感染細

菌などを標的とする。Th17はIL-17A/Fを産生

することで好中球主体の炎症反応を誘導する。

一方iTregはTGFやIL-10を分泌し、免疫抑制

機能を有する。これらのThの分化様式は、抗

原提示時の抗原提示細胞や周囲細胞から分泌

されるサイトカイン濃度によって影響される

ことが知られ、特にTh1/Th2分化は、それぞれ

IL-12、IL-4によって促進される。各種の遺伝

子欠損マウス等を用いた実験から、ガン細胞

に対する免疫監視にはTh1 分化に伴い産生さ

れるIFNが根幹となることが証明されている。 

 

２．研究の目的 

（１）免疫監視に関わるkey分子の同定： 

過去の報告および予備実験データより、免疫

監視制御のkeyシグナル分子候補としてフォ

スファターゼであるDUSP16(MKP-M) および

Cot/Tpl2キナーゼの2分子を同定した。これら

の分子の免疫制御における役割をin vitro、

in vivo両面で検討することを目的とした。 

（２）メカニカルストレスと免疫監視能： 

メカニカルストレス負荷が、骨芽細胞におけ

るケモカイン産生能に及ぼす影響を明らかに

することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）免疫監視制御における DUSP16、

Cot/Tpl2 両分子の機能的役割の解析（in 

vitro および in vivo 両面に渡る）： 

①マウス脾臓由来のナイーブ CD4陽性 T細胞

の CD3 刺激による in vitro Th 分化実験系に

おける DUSP16 の発現量変化を調べた。次に

同分化実験系において、アデノウィルスによ

る DUSP16 の強制発現が Th分化様式に及ぼす

影響を解析した。 

②野生型およびドミナントネガティブ（DN）

変異型のDUSP16のコーディング配列をマウス

Lckプロモーター下流に繋いだ発現プラスミ

ドを受精卵に導入することで、T細胞特異的な

野生型およびDN型のDUSP16トランスジェニッ

ク（Tg)マウスを作成した。またES細胞を用い

た通常の方法によってDUSP16 遺伝子欠損マ

ウスを作成し、その表現型を解析した。 

③上記の3種のDUSP16遺伝子改変マウスおよ

びCot/Tpl2 遺伝子欠損マウス（既報）から、

ナイーブCD4陽性T細胞とマクロファージを単

離し、in vitro 刺激実験によって、それぞれ

の細胞種のサイトカイン産生能、、Th 分化様

式を解析した。以上の所見から、サイトカイ

ン産生能およびTh 分化様式におけるDUSP16 



とCot/Tpl2 の役割を明らかにした。 

④in vivoにおける抗原特異的免疫反応を解

析する目的で、野生型およびDN変異型のT細胞

特異的DUSP16Tgマウスに対して卵白アルブミ

ン(OVA)による感作を複数回行い、感作後血清

中のOVA特異的免疫グロブリンサブタイプ濃

度を測定した。 

⑤Cot/Tpl2遺伝子欠損マウスより腹腔マクロ

ファージを単離し、LPS誘導性のIL-12産生量

を野生型マクロファージと比較し、その産生

分子メカニズムにおけるCot/Tpl2の役割につ

いて検討した。 

 

（２）メカニカルストレスが骨芽細胞の分化

能およびケモカイン産生能に及ぼす影響の解

明： 

①骨芽細胞（初代培養および培養細胞株）に

低出力超音波（LIPUS）を照射し、LPS 誘導

性のケモカイン産生量に及ぼす影響を、リア

ルタイム PCR 定量法で調べた。 

②骨芽細胞および間葉系幹細胞株に LIPUS

刺激を加え、それぞれの骨・脂肪細胞分化に

およぼす影響を、細胞染色、リアルタイム

PCR 定量法等で解析した。 

 

４．研究成果 

（１）免疫監視制御における DUSP16、

Cot/Tpl2 両分子の機能的役割の解析： 

①マウス脾臓由来のナイーブ CD4陽性 T細胞

の CD3 刺激による Th 分化実験系において、

DUSP16 の遺伝子・蛋白発現レベルは Th1 分化

に伴って低下し、逆に Th2 分化に伴って著し

く上昇した。これは Th2 分化細胞における

DUSP16 遺伝子プロモーター領域のヒストン

H3/H4 アセチル化レベルの上昇を伴っていた。

またヒストン脱アセチル化酵素の阻害剤で

あるトリコスタチン A の処理によって、

DUSP16 の遺伝子発現が著明に上昇すること

を確認した。次に、アデノウィルスベクター

を用いて、マウスナイーブ CD4 陽性 T細胞に

DUSP16 を強制発現させ、その in vitro Th 分

化に対する影響を調べたところ、野生型

DUSP16 を強発現させることで Th 分化を Th2

方向に、逆に DN 型 DUSP16 の強制発現によっ

てTh1方向に偏位が誘導されることを認めた。 

②樹立した DUSP16 遺伝子欠損マウスについ

ては、形態的に尾末端に特徴的な鉤状の変形

を呈し、同部の椎間円板の形成不全を認めた。

よって、DUSP16 が骨格形成に必須の役割を果

たすと考えられた。一方、末梢血、胸腺のリ

ンパ球分画に著明な異常は見られなかった。 

③DUSP16遺伝子欠損マウスの腹腔内LPS投与

実験において、野生型マウスに比較して、血

中 TNF濃度の軽度上昇と IFN濃度の著明な

上昇を認めた。一方、DUSP16 遺伝子欠損マウ

スから単離した腹腔マクロファージのLPS刺

激実験においては、TNF mRNA 上昇の遅延を

認めたが、IFN、IL-12 p40 mRNA レベルは軽

度の上昇を認めただけであった。 

④野生型 DUSP16 およびその DN変異体の T細

胞特異的 Tg マウスに対して OVA 感作後血清

中の抗原特異的免疫グロブリンサブタイプ

濃度を測定したところ、同じ処理を加えたコ

ントロールの C57BL/6 マウスに比べて、DN 型

DUSP16 Tg マウスでは OVA 特異的 IgG2a 濃度

が高値を示した。一方、野生型 DUSP16 Tg マ

ウスでは、コントロールマウスに比べ OVA 特

異的 IgG2a 濃度が低値を示し、逆に OVA 特異

的 IgG1 および IgE の血清濃度が高値を示し

た。 

⑤Cot/Tpl2遺伝子欠損マウスより単離した腹

腔マクロファージは、LPS誘導性のIL-12産生

量が著明に増加しており、IL-12 mRNAの安定

性が野生型マクロファージに比べて上昇して

いることを見いだした。これはLPSによって誘

導されるRNA分解タンパクであるMCPI-P1の産

生量がCot/Tpl2シグナルによって増強される

ためであることを解明した。 

 

（２）メカニカルストレスが骨芽細胞のケモ



カイン産生に及ぼす影響： 

骨芽細胞における LPS誘導性の 2種類のケモ

カイン（CXCL1 および CXCL10）mRNA 発現誘導

は、LIPUS の同時刺激によって著明に低下し

た。次にこれは、超音波刺激が細胞内の

TLR4-MyD88 結合の解離を誘導するためであ

ることを見いだした。これらの所見はメカニ

カルストレスが抗炎症性に働きうることを

示唆している。 
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ホームページ等 
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/topics20131118.html 
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