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主要略語一覧 

 

本論文において用いた主な略語を以下に示す。 

 

CAIA Collagen antibody-induced arthritis 

CCL CC chemokine ligand 

CD Crohn’s disease 

CFA Complete Freund's adjuvant 

CIA Collagen-induced arthritis 

Con A Concanavaline A 

cγ Common γ 

DC Dendritic cell 

DLN Draining lymph node 

DSS Dextran sulfate sodium 

DTH Delayed-type hyperresponsiveness 

EAE Experimental autoimmune encephalomyelitis 

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay 

EPO Erythropoietin 

EtOH Ethanol 

FCM Flow cytometry 

FITC Fluorescein isothiocyanate  

FoxP3 Forkhead box P3 

GWAS Genome-wide association study 

H&E Hematoxylin and Eosin 

Krt16 Keratin 16 

IBD Inflammatory bowel disease 

IFN Interferon 

IL Interleukin 

ILC Innate lymphoid cell 

IMQ Imiquimod 

JAK Janus kinase 

LPS Lipopolysaccharide 

mBSA Methylated bovine serum albumin 

mRNA Messenger ribonucleic acid 

MHC Major histocompatibility complex 

MMP Matrix metalloproteinase 
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MS Multiple sclerosis 

PE Phycoerythrin 

PMA Phorbol 12-myristate 13-acetate 

qPCR Quantitative real- time polymerase chain reaction 

RA Rheumatoid arthritis 

SCID Severe combined immunodeficiency 

SLE Systemic lupus erythematosus 

SNP Single nucleotide polymorphism 

STAT Signal transducer and activator of transcription 

TCR T cell receptor 

TGF Transforming growth factor 

TNBS 2,4,6-Trinitrobenzene sulfonic acid 

TNF Tumor necrosis factor 

Th1 Type 1 helper T 

Th2 Type 2 helper T 

Th17 IL-17-producing helper T 

Treg Regulatory T 

TYK2 Tyrosine kinase 2 

UC Ulcerative colitis 
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序論 

生物は病原体あるいは抗原などの環境変化に対して恒常性を維持する機能として免疫シ

ステムを持ち、細胞、蛋白、遺伝子レベルで制御を行うことで生存し進化を続けている。

免疫反応において細胞間の情報伝達物質あるいは直接的な防御機能として分泌されるサイ

トカイン蛋白は、細胞表面に発現したそれぞれのサイトカインに対応する特異的な受容体

により認識され、細胞内にその情報を伝えることで生体の恒常性維持に必要な細胞レベル

でのイベントを誘導する。この受容体からの情報伝達を担う代表的な経路として、キナー

ゼによる細胞内蛋白のリン酸化を介したシグナル伝達経路が知られている。 

サイトカイン受容体の重要なシグナル伝達経路として JAK-STAT (Janus kinase - signal 

transducer and activator of transcription) シグナル経路が知られている1)。JAK-STATシ

グナル経路では JAKsファミリーに属する JAK1、JAK2、JAK3、TYK2、ならびに、STATs

ファミリーに属する STAT1、STAT2、STAT3、STAT4、STAT5a/b、STAT6が主要な役割

を担う。キナーゼである JAKs はサイトカイン受容体の細胞内ドメインに会合し、サイト

カインの受容体刺激によりリン酸化を受けて活性化する2) (Figure 1)。さらに、活性化した

JAKs が受容体をリン酸化し、次いで転写因子 STATs のリン酸化を介して細胞内にシグナ

ルを伝達することで様々な標的遺伝子の発現による細胞増殖や分化、サイトカイン分泌を

誘導する。そのため JAK-STATシグナル伝達経路はサイトカインによるイベントの上流に

位置する必須の経路として注目されている。 

Figure 1.  JAK-STAT pathway 
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JAKファミリーの内、Tyrosine kinase 2 (TYK2) は 1990年に Krolewski J.J.等により

発見されたプロテインチロシンキナーゼである3)。彼等はヒトのリンパ球 cDNA ライブラリ

から c-fms tyrosine kinase domain probe を用いて新規のプロテインチロシンキナーゼを

探索し、TYK1、TYK2および TYK3を見出した。しかし、TYK1は既にマウスで見出され

ていた受容体型チロシンキナーゼ leukocyte receptor tyrosine kinase (LTK) のヒトホモロ

グであり、また TYK3 はほぼ同時期に発見された非受容体型チロンシンキナーゼの fps/fes 

related (FER) であった。そのため、現在は ”TYK” と名の付くキナーゼは TYK2のみであ

る。その後、同研究グループにより TYK2 が膜貫通ドメインを持たない非受容体型チロシ

ンキナーゼであることが明らかにされた。1992年には Velazquez L.等が TYK2が I型イン

ターフェロン (Interferon-α/β: IFN-α/β) のシグナルを伝達すること4)、さらに 1993年には

Shuai K.等が STATが TYK2によりリン酸化されてシグナルを伝えることを明らかにし5)、

TYK2発見から3年ほどの間に機能解析が大きく進んだ。他方、JAKsは1991年にWilks A.F.

等が JAK1ならびに JAK2を6)、1994年に Takahashi T.等が JAK3を発見した7)。JAKの

名は、対応するサイトカイン受容体からのシグナルの最上流にあること、受容体がリガン

ドの刺激を受けて活性化すると JAK自身が自己リン酸化を起こし、さらに活性化受容体に

結合する転写因子 STAT をリン酸化するという二面性があることから、ローマ神話の門を

見守る双面神ヤヌス (Janus) に因んで命名された。JAK1、JAK2、JAK3 と TYK2 には、

キナーゼドメイン構造の共通性があり同じファミリーに分類され、これら 4つは JAKファ

ミリーと呼ばれている。 

このように TYK2は JAKファミリーの中で最初に発見された分子であるが、遺伝子欠損

マウスの解析では他の JAKs と比較してその表現型は強く無かった (Table 1)。すなわち、

JAK1の遺伝子欠損 (Jak1 gene knock-out: Jak1


) マウスは出生後すぐに死亡し、Jak1


細胞がサイトカイン共通受容体 γ鎖 (common γ chain: cγ chain) を共有する IL-2、IL-4、

IL-7、IL-9、IL-15、IL-21や、IL-6等の cγサイトカインに対しては応答を欠失すること8)、

Jak2
マウスは赤血球の産生に必須の erythropoietin (EPO) 受容体シグナルに関わるた

め造血機能障害を起こして胎生致死であり9)、Jak3
マウスは cγ サイトカインに対する応

答の欠失から、T細胞、B細胞、NK細胞の機能不全を示し、出生するものの X連鎖重症複

合免疫不全症 (X-linked severe combined immunodeficiency: X-SCID) を示す10)。このよ

うに、JAK1、JAK2および JAK3の遺伝子欠損マウスはいずれも非常に強い表現型を示し

た。一方で、2000年に Shimoda K.等により作製された TYK2 の遺伝子欠損 (Tyk2


) マ

ウスは正常に出生したこと、そして TYK2 は IL-12 のシグナル伝達には必須であったが、

他に TYK2が介在する IFN-α/βや IL-6のシグナルへの影響は軽微だったことから、部分的

に代替可能な分子と考えられた11)。TYK2遺伝子については gene targeting knockoutだけ

でなく、自然発生の突然変異による表現型も明らかにされている。Ortmann R.等は一般的

なブリーダーの B10.Qマウスと比較して Jackson Laboratoryで生産される B10.Q/Jマウ
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スが IL-12 シグナル抑制、易感染性ならびにコラーゲン誘導性関節炎 (collagen-induced 

arthritis: CIA) モデルにおいて発症抵抗性を示すことを見出した12,13)。その後、B10.Q/J

マウスにはTYK2のpseudokinase (Janus kinase homology 2) domainにE775K mutation

があるため機能的な TYK2 を発現していないことが判明したが14)、それ以上の解析は進ま

なかった。Tyk2
マウスにおいては、エンドトキシンショックに対して強い抵抗性を示す

ことが報告されたものの15,16)、免疫系、特に免疫疾患における役割に関しては十分な研究が

進まなかった。 

TYK2 は IL-12 および IFN-α/β の受容体シグナル伝達に関わることは知られていたが、

その後、サイトカイン研究の進展により、IL-12に似た IL-23の受容体シグナル伝達にも関

わることが明らかになった17)。IL-12 および IL-23 はそれぞれ p40/p35 および p40/p19 と

いう蛋白質サブユニットが複合体を形成してヘテロダイマーとなったサイトカインで、共

通のサブユニットとして p40を有する18)。同様に IL-12受容体は IL12Rβ1/ IL12Rβ2、IL-23

受容体は IL12Rβ1/ IL23R のヘテロダイマーにより形成される19)。IL-12と IL-23がサイト

カイン受容体を刺激すると、いずれのサイトカインも TYK2 および JAK2 のリン酸化を誘

導し、下流の STAT4 あるいは STAT3 をリン酸化して、リン酸化 STAT がダイマーを形成

して核内移行し、転写因子として機能する。一方、IFN-α/βの受容体シグナル伝達には TYK2

と JAK1 が関与する。このように、JAK-STAT 経路が関わるサイトカイン受容体では 2 つ

または 3つの JAKが様々な組み合わせによりシグナル伝達を行う。 

Table 1.  Representative phenotypes by JAKs mutation in mouse and human 

Defected gene Phenotype in mouse Phenotype in human

Tyk2 Impaired response to IL-12 Hyper IgE syndrome

Pertially impaired response to IFNα
(Impaired response to IL-12,

IL-6 and IFNα/β)

Impaired production of nitric oxide upon

lipopolysaccharide induction

Resistant to collagen-induced arthritis*

Jak1 Decrease in birth rate No report

Failure to nurse

Perinatal lethality

Smaller thymus

Abnormal lymphocyte development

Impaired response to class II cytokines (IL-10,

etc.), gp130 cytokine family (IL-6, etc.) and cγ

cytokines (IL-2, IL-7, etc.)

Jak2 Embryonic lethality around day 12.5 postcoitum No report

Absence of definitive erythropoiesis

Absence of fetal liver BFU-E and CFU-E colonies

Impaired response to Epo, thrombopoietin, IL-3,

GM-CSF and IFNγ

Jak3
Impaired development of mature B cell, T cell and

NK cell
X-linked SCID

Small thymus

Impaired response to cγ cytokines

* Tyk2 mutant mouse (B10.Q/J)
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TYK2研究は、2006年にMinegishi Y.等が高 IgE血症の患者の中からヒト TYK2欠損症

例を発見したことで大きな転機を迎えた20)。ヒトでの TYK2 欠損の表現型が、マウスの研

究から明らかになっていた IL-12 シグナル抑制に基づいた Th1 細胞抑制の表現型を示した

だけでなく、IL-6や IFN-α/βシグナルに対しても TYK2欠損の影響が認められたことで、

TYK2はヒトにおいては他の JAKに代替されない重要な役割を持つと考えられるようにな

った。また同時期には、SLE の多発家系において TYK2 の一塩基多型 (single nucleotide 

polymorphism: SNP) が見出されていたが21,22)、数年後に発表された全ゲノム関連解析 

(genome-wide association study: GWAS) からも TYK2に関して注目すべき結果が相次い

だことも、TYK2の重要性を認識させるに十分だった。世界各国において様々な疾患に対し

て精力的に行われた結果、主要な自己免疫疾患であるクローン病 (Crohn’s disease: CD) 

23,24)、全身性エリテマトーデス (systemic lupus erythematosus: SLE) 25,26)、多発性硬化

症 (multiple sclerosis: MS) 27,28,29),、乾癬 (Psoriasis) 30)の GWAS において、度々TYK2

あるいは TYK2 関連分子である IL-12 や IL-23 やその受容体、あるいは STAT3、STAT4

が疾患感受性遺伝子として同定されたのである。代表的な自己免疫疾患である関節リウマ

チ (rheumatoid arthritis: RA) の GWASでは TYK2の名は挙がっていないが、IL-23受容

体や STAT4の関連が指摘されていることから31,32)、代表的な自己免疫疾患と TYK2の間に

は関連性が強く示唆されている。 

自己免疫疾患研究においては、2004 年に Th17 細胞の発見によるパラダイムシフトが起

きた。それまでは IFN-γを産生する Th1細胞と IL-4や IL-5を産生する Th2細胞の 2者が

サイトカインを介して互いの機能を抑制するようバランスがとられ、その繊細なバランス

制御の破綻により免疫疾患あるいはアレルギー疾患を発症するという Th1/Th2 細胞バラン

ス説が主流だった33,34)。しかし、IFN-γ
マウス由来の T細胞や抗 IFN-γ中和抗体ではMS

の動物モデルである実験的自己免疫性脳脊髄炎  (experimental autoimmune 

encephalomyelitis: EAE) を悪化させることや35,36)、Th1細胞を誘導する IL-12の投与によ

り EAEが抑制されることから37)、Th1/Th2だけでは必ずしも自己免疫疾患発症メカニズム

が説明できるわけではなかった。しかし、活性化あるいは IL-23 に応答して IL-17 を産生

するヘルパーT 細胞として Th17 細胞が新たに発見され38,39,40)、IL-17
マウスや抗 IL-17

中和抗体により EAE が抑制されることが明らかになった41,42)。こうして Th17細胞が自己

免疫疾患において病態誘導性に働くことが強く示唆され、Th1 細胞と並んで自己免疫疾患

発症に重要な役割を持つヘルパーT細胞と認識されるに至った。さらに、Sakaguchi S.等に

より発見されていた抑制性 T細胞 (regulatory T: Treg) 細胞が43)、Th1細胞および Th2細

胞だけでなく Th17細胞機能をも抑制することが明らかになり44)、現在では Th1細胞、Th2

細胞、Th17 細胞および Treg 細胞の主に 4 つのヘルパーT 細胞サブセットが免疫系の恒常

性維持あるいは病態形成に重要な役割を担っていると考えられている。ここで私が注目し

たのは、その細胞分化や機能発現に必要なサイトカインの構成である。 
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各ヘルパーT細胞サブセットは Figure 2に示すように活性化刺激を受けたことのないナ

イーブ T 細胞から分化し、サブセット毎に様々な環境下で主に樹状細胞 (Dendritic cell: 

DC) から分泌されるサイトカインが関わっている45)。ナイーブ T細胞への IL-12刺激によ

り STAT4 活性化を介して T-bet 発現が誘導され、高い IFN-γ 産生能を持った Th1 細胞へ

の分化を遂げる。この Th1細胞は主に細胞性免疫を担い、感染防御に重要である。IL-4刺

激では STAT6活性化を介した GATA binding protein 3 (GATA3) 発現誘導により、IL-4や

IL-5、IL-13 を産生・分泌して寄生虫感染防御やアレルギーの液性免疫を担う Th2 細胞へ

の分化を遂げる。Th17細胞の誘導は IL-6と TGF-β (ヒトでは IL-1β) の 2つのサイトカイ

ン刺激により retinoic acid receptor-related orphan receptor γt (RORγt) 発現が誘導され

て未成熟な Th17 細胞へと分化する。この未成熟な Th17 細胞には RORγtにより誘導され

た IL-23 受容体が発現し、成熟した Th17 細胞へと分化する46)。最近では ex-Th17 細胞と

呼ばれる IFN-γと IL-17を産生する細胞が見出されており、Th17細胞の最終分化形態とも

考えられ、ex-Th17細胞分化での IL-23の関与も示唆されている47,48)。また、当初 Th17細

胞は IL-17産生細胞として見出されたが、IL-17だけでなく IL-22の産生能も高いことが明

らかになっており49)、Th17細胞が産生する IL-17および IL-22を Th17サイトカインと呼

ぶ。TGF-β刺激では forkhead box P3 (FoxP3) 発現誘導により Treg細胞分化が誘導され、

TGF-βや IL-10を産生すると共に、細胞表面の cytotoxic T- lymphocyte antigen 4 (CTLA4) 

の発現を介して他のヘルパーT 細胞の機能制御に寄与すると考えられている。また、Treg

Figure 2.  Helper T (Th)-cell differentiation and immune responses 
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細胞の機能維持・機能発現には cγサイトカインの一つである IL-2からの刺激が重要である

ことが知られている 43)。このようなヘルパーT 細胞に関して得られている知見から、私は

自己免疫疾患制御を考える場合に、Th1細胞および Th17細胞への分化・細胞機能を制御す

ることが重要であると同時に、内在性の制御担当細胞である Treg細胞には影響しないこと

が最適な方法であると考えた。 

JAKs はサイトカイン受容体シグナルにおいて上述のように重要な役割を持つことから、

JAKs制御すなわち JAKs のキナーゼ阻害は創薬標的として注目されている50) (Figure 3)。

JAKs制御による自己免疫疾患の治療を目指した創薬を志向したとき、TYK2はこのヘルパ

ーT細胞の分化においてTh1細胞分化に必須の IL-12、Th17細胞の機能維持に必須の IL-23

に重要な JAKsであることから優れた創薬標的としてのプロファイルを持つと考えられる。

JAK2 も同様に IL-12および IL-23のシグナル伝達に関わるが、JAK2は EPO 受容体シグ

ナルにおいても必須であり JAK2 変異に基づく慢性骨髄性増殖疾患の治療標的として有望

であるが51)、自己免疫疾患治療薬としては造血系の副作用懸念が強いと考える。一方、JAK3

は白血球に限局して発現し、T 細胞の発生にも関与する cγ サイトカインを広く制御するこ

とから、自己免疫疾患治療において有望視されている JAKである。しかし、T 細胞を広く

制御するため、内在性の免疫制御を担う Treg 細胞をも抑制することが予測される。JAK1

も JAK3と同様に cγサイトカインを制御する他、IFN-γ受容体シグナルにも関与すること

から、易感染性リスクが高まることが懸念される。TYK2は免疫細胞で発現が高いものの比

較的広範に非免疫細胞にも発現する。しかし、ヒトでの TYK2 欠損の表現型は免疫細胞に

Figure 3.  Predictable efficacy and side effect by JAKs inhibition 
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強く現れていることから、TYK2の機能を制御する薬剤は免疫疾患治療に有望であると私は

考える。 

 

本研究において、私は自己免疫疾患における TYK2 の役割に着目し、Tyk2
マウスを用

いた検討を行った。第一章では、T細胞機能発現およびヘルパーT細胞分化における TYK2

の役割を in vitroならびに in vivoで解析して得た知見について述べる。第二章では関節炎、

第三章では炎症性腸疾患、そして第四章では乾癬の自己免疫疾患モデルを検討して病態形

成における TYK2の役割、ならびに TYK2阻害剤を用いて得た新しい知見を述べる。  
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第一章 T細胞における TYK2の役割 

 

第一節 諸言 

TYK2が細胞内シグナル伝達に関連するサイトカインである IL-12および IL-23は、それ

ぞれ IFN-γ産生、IL-17産生を強く誘導する。また、エフェクターT細胞と呼ばれるナイー

ブ T 細胞から分化したヘルパーT 細胞サブセットの誘導にも関与する。エフェクターT 細

胞には、感染防御などにおいて細胞性免疫に関与する Th1 細胞および Th17 細胞、液性免

疫やアレルギーに関与する Th2 細胞、Th1/Th2/Th17 細胞の過剰な免疫応答を制御する

Treg 細胞が存在し、それぞれのヘルパーT 細胞サブセットが直接的または産生するサイト

カインの応答を介して相互に影響し合い、絶妙のバランスをとることで生体の恒常性維持

を行っている 45)。しかし、Th1 細胞や Th17 細胞が自己抗原あるいは外来抗原に対して過

剰な炎症を誘導することによってそのバランスが崩れたときには自己免疫疾患のような病

的な状態を引き起こす原因細胞となる。 

炎症部位を支配する所属リンパ節 (draining lymph node: DLN) では IL-12や IL-23に

より Th1 細胞あるいは Th17 細胞等のヘルパーT 細胞の分化が誘導され、各ヘルパーT 細

胞サブセットは障害部位で産生されたケモカインによる遊走作用で炎症部位に集積して炎

症反応を亢進させる52)。Th1細胞や Th17細胞のようなエフェクターT細胞に分化するナイ

ーブ T 細胞は、胸腺において造血幹細胞から分化した細胞である。ナイーブ T 細胞への分

化においては多数のサイトカインが関わることで T細胞レセプター (T cell receptor: TCR) 

や CD3などの T細胞固有の分子を発現して成熟し、成熟過程で CD4や CD8などさらにク

ラスを分ける分子を発現して末梢の二次リンパ器官で生体防御に関わる。このような T 細

胞の成熟過程においては、JAK1/JAK3 が関与する IL-753)、JAK2 が関与する c-kit が関与

するが54)、TYK2 が関与するサイトカインは関与しない。そのため、TYK2 は成熟した T

細胞にのみ影響を及ぼすと考えられる。 

本章では、Tyk2
マウスおよび Tyk2 natural mutantマウスから得た細胞を用いて、in 

vitroでの基本的な T細胞応答性、TYK2依存的なサイトカイン応答とヘルパーT細胞分化

への影響を、特に Th17細胞に注目して検討した。さらに、in vivoにおける関与を明らか

にするため、 T 細胞依存的な免疫応答である遅延型過敏反応  (delayed-type 

hyperresponsiveness: DTH) への影響を検討した。 
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第二節 実験材料と方法 

i) Tyk2
-/-マウス 

TYK2遺伝子の knockoutマウスは ES細胞において TYK2 (マウス tyrosine kinase 2 : 

NM 018793.2) 遺伝子座をジーンターゲティング法 (マウス TYK2 遺伝子のエクソン１の

4.2 kb XbaI-EcoRVフラグメントをネオマイシン耐性遺伝子に置換) によって破壊した。そ

れをマウス胚に顕微注入してキメラマウスを作製し、交配によって作製されたホモ欠損マ

ウス (Tyk2
マウス) またはヘテロ欠損マウス (Tyk2

マウス) を用いた (>8 generation 

onto BALB/c)11)。コントロールマウス (Tyk2
マウス) としては SPF 化に使用した

BALB/cAnNCrlCrlj系統 (日本チャールス・リバー) を使用した。 

ii) Tyk2 mutantマウス 

B10.Qバックグラウンドのマウスのうち、Taconic Farms, Inc. (NY, USA) で生産される

wild-typeの B10.Q/Aiマウスに対し、The Jackson Laboratory (ME, USA) で生産される

B10.D1-H2q/SgJ (B10.Q/J) マウスは TYK2遺伝子の E775K natural mutationにより機

能的な TYK2 蛋白を発現しない 14)。両マウスを各々のブリーダーから購入して試験に使用

した。 

iii) 動物倫理  

本試験は以下の法律およびガイドラインに準拠して実施した。  

 「動物の愛護及び管理に関する法律」（昭和 48 年 10 月 1 日法律第 105 号，平成 11

年 12月 22日改正，平成 17年 6月 22日一部改正）  

 「実験動物の飼養及び保管並びに苦痛の軽減に関する基準」（環境省告示第 88 号，

平成 18年 4月 28日）  

 「動物実験に関する指針」［（社）日本実験動物学会，昭和 62年 5月 22日］ 

iv) T細胞機能評価 

マウス脾臓を、麻酔下で放血致死したマウスから無菌的に採取した。脾臓はナイロンメ

ッシュを用いて血球を含む脾細胞を回収し、ACK buffer (150 mM NH4Cl、10 mM KHCO3、

0.1 mM EDTA-2Na) で溶血処理して、10% FBSおよび 100 units/mL penicillinおよび 100 

μg/mL streptomycin を含む RPMI1640 培地に脾細胞を懸濁した。細胞培養は、CO2イン

キュベーター内において 37˚C、5% CO2の条件下で行った。 
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Tリンパ球幼若化反応試験では、96 well plateに 1×106 cells/wellとなるよう脾細胞を播

種し、T 細胞マイトジェン concanavalin A (Con A) (Sigma-Aldrich) の終濃度が 0 10 

μg/mLとなるように活性化刺激を加えた。刺激45時間後から48時間後の間の増殖をWST8 

(同仁化学) で評価するとともに、回収した培養上清中 IL-2濃度を ELISAで測定した。 

サイトカイン産生試験では、 5×104 cells/well となるよう anti-mouse CD3 

antibody-coated T-cell activation plate (BD Biosciences) に脾細胞を播種し、mouse IL-2

またはmouse IL-12で48時間刺激したときの培養上清中 IFN-γ濃度をELISAで測定した。

Mouse IL-23 を用いた時には、72 時間刺激したときの培養上清中 IL-17 濃度を ELISA で

測定した。細胞刺激に用いたサイトカインは、mouse IL-2およびmouse IL-12はPeproTech、

mouse IL-23は R&D systemsから購入した。サイトカイン用 ELISAキットは全て R&D 

systemsから購入した。 

v) ヘルパーT (helper T: Th) 細胞分化誘導試験 

Dynabeads Mouse CD4 (L3T4) (Life Technologies) を使用して脾細胞から CD4+細胞を

ポジティブセレクションした。その後、DETACHaBEAD Mouse CD4 (Life Technologies) 

を用いてビーズフリーの CD4+細胞を回収した。さらに CD62L MicroBeads (Miltenyi 

Biotec) を使用して CD62L+細胞をポジティブセレクションし、精製度が>95%の

CD4+CD62L+ナイーブ T 細胞を回収した。精製したナイーブ T 細胞は、mouse IL-6 (50 

ng/mL)、human TGF-β (5 ng/mL)、mouse IL-23 (10 ng/mL)、mouse IL-12 (1 ng/mL)、

anti-IFN-γ antibody (XMG1.2) (10 μg/mL)、anti-IL-4 antibody (11B11) (10 μg/mL)、

anti-mouse IL-12/IL-23p40 antibody (C17.8) (10 μg/mL) および anti-CD28 antibody 

(37.51) (1 μg/mL)と共に、anti-CD3e antibody (145-2C11) を 5 μg/mLで一晩固相化した

プレートで 72時間培養し、Th17細胞、Th1細胞または Treg細胞への分化を誘導した。誘

導に用いたサイトカインは、mouse IL-6およびmouse IL-12は PeproTech、human TGF-β

およびmouse IL-23は R&D systemsから購入した。抗体は、anti-mouse IFN-γ antibody、

anti-mouse CD3e antibody、anti-mouse CD28 antibodyは BD Pharmingen、anti-mouse 

IL-12/IL-23p40 antibodyは BioLegend から購入した。anti-mouse IL-4 antibodyは 11B11

細胞から精製した抗体を用いた。 

vi) フローサイトメトリー (Flow cytometry: FCM) 解析 

分化誘導の確認は細胞内サイトカイン、転写因子、または細胞表面抗原の染色を行なう

ことで確認した。すなわち、Th1 細胞および Th17 細胞は FITC-IFN-γ 抗体ならびに

PE-IL-17抗体を用いて二重染色し、Tregは PE-FoxP3抗体で二重染色して、その発現パタ

ーンをフローサイトメーターBD FACSCalibur (BD Biosciences) および解析ソフト

CellQuest (BD Biosciences) または FlowJo software (Tree Star) で解析した。細胞表面抗
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原ならびに細胞内サイトカインの染色用抗体 Alexa Fluor 647 labeled anti-CD4 antibody 

(L3T4) 、 FITC labeled-IFN-γ antibody (XMG1.2) 、 PE labeled-IL-17 antibody 

(TC11-18H10)、PE labeled-FoxP3 antibody (MF23)、FoxP3 の細胞内染色試薬 Mouse 

FoxP3 Buffer Setは BD Pharmingen から購入した。IL-17および IFN-γの細胞内サイト

カイン染色用試薬 BD Cytofix/Cytoperm Fixation/ Permeabilization Solution Kit with 

BD GolgiPlugは BD Biosciencesから購入した。 

vii) DTH反応  

Day 0に 5 mg/mLのmethylated bovine serum albumin (mBSA) (Sigma-Aldrich) と 1 

mg/mL H37Raを含む Complete Freund's adjuvant (CFA) (DIFCO) を 1:1で混合してエ

マルジョンを調製し、50 μLのエマルジョンを腹部の 2箇所に皮内注して免疫した。Day 7 

(惹起前) にシックネスゲージ (PEACOCK) を用いて両後肢の厚みの pre値を測定した後、

0.5 mg/mL のmBSA溶液を右後肢の踵へ 50 μL皮内注した。左後肢の踵へは生理食塩液

50 μLを皮内注した。Day 8 (惹起 24時間後) に後肢の肥厚を測定した。DTH反応の評価

は、各個体について、day 8における後肢の厚みから、day 7の pre値を差し引くことで算

出した。 

viii) 統計解析 

要約統計量の算出ならびに図の作成は Microsoft Excel 2003 または 2010 (Microsoft 

Corporation) を使用した。統計解析は SAS System Release 8.2 (SAS Institute Inc.) を使

用し、有意水準 0.05（両側）をもって判定した。統計手法は、2 群間の連続した数値の比

較は t検定またはWelch検定を用いた。 

 

第三節 結果および考察 

 TYK2遺伝子欠損マウス T細胞の表現型 第一項

エフェクターT細胞の応答における TYK2の役割を明らかにするため、Tyk2
、Tyk2



および Tyk2
マウスの脾細胞を用いて T細胞応答を検討した。T細胞マイトジェンである

Con Aを用いて種々の濃度で細胞を刺激したとき、Tyk2
、Tyk2

および Tyk2
マウスの

脾細胞は同等の細胞増殖性および IL-2産生能を示した (Figure 4A, 4B)。また、JAK1およ

び JAK3によってシグナルが伝達されTYK2が関与しないサイトカインである IL-2刺激に

おいても、各細胞間で誘導される IFN-γ 産生量に違いは認められなかった (Figure 4C)。

このことから、TYK2 欠損によって基本的な T 細胞機能は保持されることが明らかになっ

た。 
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Figure 4.  TYK2 is not required for T cell specific mitogen reaction and IL-2- 

dependent IFN-γ production. 

A and B, Isolated splenocytes (1×105 cells) from Tyk2, Tyk2, or Tyk2 mice were analyzed for 

proliferative response (A) and IL-2 production (B) after stimulation with or without Con A (0  10 

μg/mL) for 48 h. Results are representative of two independent experiments. C, Isolated splenocytes 

(5×104 cells) from Tyk2, Tyk2, or Tyk2 mice were analyzed for IFN-γ production after stimulation 

with or without IL-2 (0  3 ng/mL) in the presence of anti-CD3 mAb for 48 h. 

 

次に、TYK2および JAK2が関与する IL-12刺激に対する影響を検討した 17)。その結果、

IL-12による刺激により、Tyk2
および Tyk2

では著明な IFN-γ産生が認められたのに対

し、Tyk2
の脾細胞では IFN-γ 産生の上昇が認められなかった (Figure 5A)。この IL-12

刺激に対する応答性の欠失はTyk2 mutantであるB10.Q/Jマウスにおいても同様に認めら

れた (Figure 5B)。研究に用いた Tyk2
マウスは BALB/c系統であったが、B10.Q/Jマウ

スは C57BL/10SnSg系統である。また、これまでの研究において 129/SVと C57BL/6の混

雑系統の Tyk2
マウスにおいても IL-12に対する応答性が欠失することを確認しているこ

とから 11)、IL-12依存的な IFN-γ 産生における TYK2 の関与が普遍的であり、遺伝的な背

景の違いの影響を受けないことが示唆された。 

IL-12は p40/p35で構成されるヘテロダイマーのサイトカインであり、p40/p19で構成さ

れる IL-23とはp40を共有している 18)。TYK2およびJAK2は IL-12受容体のみならず IL-23

受容体にも会合しシグナル伝達に関わる 19)。IL-23 は IL-17 産生の誘導因子でもあること

から、Tyk2
、Tyk2

および Tyk2
マウスの脾細胞を IL-23で刺激したときの IL-17産生

について検討した。Figure 6Aに示すように、Tyk2
では IL-23刺激濃度に依存して IL-17

産生量の増加が認められた。一方、Tyk2
では IL-17 産生はほぼ欠失し、Tyk2

では中程
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度の IL-17産生を示すに過ぎなかった (Figure 6B)。Tyk2 mutantである B10.Q/Jにおい

ても IL-17 産生の欠失が認められた。このことは、IL-23 依存的な IL-17 産生が TYK2 に

強く依存していることが明らかになり、その依存の程度は IL-12 依存的な IFN-γ 産生とは

異なる可能性が示唆された。 

 

 

   

 

Figure 5.  TYK2 is required for IL-12-dependent IFN-γ production. 

A, Isolated splenocytes (5×104 cells) from Tyk2, Tyk2, or Tyk2 mice were analyzed for IFN-γ 

production after stimulation with or without IL-12 (0 – 3 ng/mL) in the presence of anti-CD3 mAb for 

48 h. B, Isolated splenocytes (5×104 cells) from B10.Q/Ai or B10.Q/J mice were analyzed for IFN-γ 

production after stimulation with or without IL-12 (0 – 3 ng/mL) in the presence of anti-CD3 mAb for 

48 h. 

 

   

 

Figure 6.  TYK2 is required for IL-23-dependent IL-17 production. 

A, Isolated splenocytes (2×105) from Tyk2, Tyk2, or Tyk2 mice mice were analyzed for IL-17 

production after stimulation with or without IL-23 (0 – 3 ng/mL) in the presence of anti-CD3 mAb for 

72 h. B, Isolated splenocytes (5×104 cells) from B10.Q/Ai or B10.Q/J mice were analyzed for IL-17 

production after stimulation with or without IL-23 (0 – 3 ng/mL) in the presence of anti-CD3 mAb for 

72 h. 
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以上の成績から、TYK2 を欠損した細胞では T 細胞の基本的な表現型ならびに TYK2 非

依存的なサイトカイン応答には影響を及ぼさず、TYK2が関与する IL-12および IL-23によ

り誘導されるサイトカイン産生に対してのみ重要な役割を持つことが明らかになった。 

 

 TYK2遺伝子欠損のヘルパーT細胞分化への影響 第二項

TYK2 遺伝子欠損の Th17 細胞分化への影響を明らかにする目的で、Tyk2
マウスおよ

びTyk2
マウスから単離したCD4+CD62L+ナイーブT細胞を IL-6およびTGF-β存在下で

培養したときの IL-17 および IFN-γ 産生能について、細胞内サイトカイン染色を用いた

FCMで解析した。Tyk2
細胞および Tyk2

細胞に CD3/CD28刺激のみを加えた場合では

IL-17産生能を持った細胞 (Th17細胞) はほとんど認められないが、IL-6 + TGF-βの Th17

細胞誘導刺激を加えた場合には著明かつ同等に Th17細胞の割合が増加した (Figure 7)。 

一方、IL-6 + TGF-βに加えて IL-23を添加した細胞においては、Tyk2
細胞に比しTyk2



細胞では Th17 細胞への分化が有意に低下し、TYK2 が IL-23 シグナルに影響することで

Th17細胞の増殖または機能維持に寄与することが明らかになった。 

IL-12 により誘導される IFN-γ 産生能を持った細胞 (Th1 細胞) の割合もまた Tyk2
細

胞では低下し、TYK2 が IL-12 シグナルに影響することで Th1 細胞の分化、増殖または機

能維持に寄与することが明らかになった。 

TYK2 がヘルパーT 細胞の分化において Th1 細胞分化および Th17 細胞分化に選択的に

影響するのかを明らかにするため、Treg細胞分化に対する影響を検討した。Figure 8に示

すように、TGF-β により誘導された Treg 細胞のマスターレギュレータである FoxP3 発現

は Tyk2
細胞と Tyk2

細胞で同等に誘導され、TYK2欠損の影響は各ヘルパーT細胞サブ

セットで異なることが明らかになった。 
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Figure 7.  TYK2 is required for Th17&Th1 cell induction. 

A and B, Isolated CD4+CD62L+ naive T cells (2.5×106 cells) from Tyk2 or Tyk2 mice were 

stimulated with plate-bound anti-CD3 mAb (5 mg/mL) and soluble anti-CD28 mAb (1 mg/mL) in 

Th1/Th17 cell-inducing conditions. Seventy-two hours poststimulation, cells were harvested and 

immediately subjected to intracellular cytokine staining for IL-17 and IFN-γ. IL-17+ and IFN-γ+ cell 

populations were gated, and their ratios were compared. Representative dot plot of CD4 gated cells 

and averaged values (A) and averaged results (B) are shown. The results represents mean + SD (n=3). 

*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 compared with control; ###p < 0.001 compared with Tyk2. 
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Figure 8.  TYK2 is not required for immune regulatory T cell. 

A and B, Isolated CD4+CD62L+ naive T cells (2.5×106 cells) from Tyk2 or Tyk2 mice were 

stimulated in the Treg-inducing conditions. Seventy-two hours poststimulation, cells were analyzed by 

FoxP3 staining. Representative graphs of three independent experiments are shown (A). Dashed line 

indicates the staining of naive T cells without TGF-β stimulation, and solid line indicates staining with 

TGF-β stimulation. Results were analyzed based on the percentage of FoxP3high population in Tyk2 

or Tyk2 cells. Histogram shows representative result of %FoxP3high population (B). The result 

represents mean + SD (n=3). NS, not statistic. 

 

 

以上の成績から、TYK2 は病態誘導性の Th1 細胞および Th17 細胞の分化誘導、増殖、

機能維持において重要な役割を持ち、免疫制御性の Treg細胞の分化誘導に対しては影響し

ないという選択的な免疫制御機能を持つことが明らかになった。 

 

 DTH反応 第三項

In vitro実験で認められた上述の IL-12および IL-23に対する影響を、in vivoの反応で

確認しようと考えた。DTH 反応は IV 型アレルギー反応とも呼ばれ、エフェクターT 細胞

が抗原に対して応答し、24～48 時間後をピークとした炎症が認められる。細胞性免疫反応

依存的、特に T 細胞の関与が強く示唆されており、IL-12p40 遺伝子欠損マウスおよび

IL-23p19遺伝子欠損マウスで応答が欠失することから IL-12および IL-23の関与が強く示

唆されている55,56)。そこで、in vivoでのTYK2欠損の影響を評価する目的で、Tyk2
、Tyk2



および Tyk2
マウスを用いた検討を行った。 

Tyk2
マウスでは抗原である mBSA 溶液投与から 24 時間後に足首部分からつま先にか

けて強い腫脹が認められ、反対足への saline投与では腫脹は認められなかった (Figure 9)。
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一方、Tyk2
マウスおよび Tyk2

マウスでは TYK2の欠損の程度に従い DTH反応による

腫脹が有意に減弱し、TYK2が in vivoにおいても IL-12および IL-23依存的な T細胞応答

に重要な役割を有することが示唆された。 

 

 

 

Figure 9.  TYK2 plays a role in T cell-dependent immune reaction in vivo. 

Mice immunized with mBSA were induced DTH reaction by the antigen injection into left heel. 

Antigen-specific swelling 24 h after challenge was calculated as footpad thickness over the value 

measured just before the challenge. The results represents mean + SD (n=5). *p < 0.05, ***p < 0.001 

compared with saline; # p < 0.05, ###p < 0.001 compared with Tyk2.  

 

 

第四節 考察 

Tyk2
マウスは他の JAKs 遺伝子のノックアウトマウスと比較して、目立った表現型を

示さず外観的にも異常は認められない 8,9,10,11)。血液学的ならびに血液生化学的側面からの

解析も検討したが、他の JAKs 遺伝子欠損マウスのような特徴的な表現型を認めないこと

を確認した (データ非提示)。さらに、ヒトの TYK2欠損症例では高 IgE血症の症状を示す

ことから血清中の総 IgE 量を測定したが 20)、Tyk2
マウスと Tyk2

マウス間に差は認め

られなかった (データ非提示)。Tyk2
マウスでは Th2型の好酸球性炎症が亢進することか

ら57)、TYK2 を欠損した場合には抗原刺激が無いあるいは少ない環境下では T 細胞でバラ

ンスが維持され、過剰な抗原刺激によりバランスが破綻した場合には Th2 型に傾き易い表

現型を持つと考えられた。そのため、ヒト TYK2 欠損でも清浄な環境下であれば高 IgE 血

症のような Th2型の反応を示すことなく、Tyk2
マウスと同様に T細胞間のバランスを維

持することが可能だったかもしれない。しかし、我々の生活環境には Th1型あるいは Th17

型の免疫反応を誘導するウイルスや微生物等の抗原や Th2 型の免疫反応を誘導するダニや

花粉等の抗原 (アレルゲン) が存在し、恒常的な刺激により免疫系のバランスを形成・維持

しているため、ヒト TYK2 欠損では通常の生活環境下に存在するアレルゲンによって生体
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免疫システムが Th2優位な状態に変化したと考えることができる。 

Tyk2
マウスは特に目立った表現型を示さなかったが、脾細胞のサイトカイン応答性は

Tyk2
マウスとは大きく異なり、IL-12 シグナルおよび IL-23 シグナルにおいて TYK2 が

重要な役割を持つことが明らかとなった。また、ヘルパーT 細胞分化においても Tyk2
マ

ウス由来CD4+細胞ではTh1細胞への分化ならびにTh17細胞の増殖が低下することが確認

された。一方で、予見されたとおりに Treg細胞への分化には影響を及ぼさないことが明ら

かとなり、TYK2が自己免疫疾患の病態誘導に関わる Th1細胞ならびに Th17細胞の分化・

増殖を選択的にコントロールする分子で、免疫制御性の Treg細胞には影響しないという理

論が実際に成り立つことを明らかにした。創薬を考えた場合には、TYK2 阻害薬が Th1 細

胞ならびに Th17細胞に対して選択的な抑制作用を示すこと、さらには Treg細胞に影響し

ないことから Treg細胞による免疫抑制作用の補助も期待ができ、TYK2阻害薬は効率よく

免疫抑制作用を発揮することが期待される。JAK3阻害薬もまた有望な免疫抑制薬であるが、

T 細胞の発達に必要な IL-7 や Treg細胞の機能維持に必須の IL-2 シグナルを抑制すること

から T 細胞全般を強く抑制すると考えられ、TYK2 阻害薬と JAK3 阻害薬、あるいはその

他の JAK阻害薬とは関与するサイトカイン構成の違いから、全く異なる薬効発現プロファ

イルを持った薬剤になる可能性がある。 

このように、TYK2 は Th1 細胞および Th17 細胞を選択的に制御する興味深いプロファ

イルを持つことが明らかになったことから、炎症性疾患あるいは自己免疫疾患の病態モデ

ルでの TYK2 の役割を研究する意義は大きいと考えた。次章以降では、自己免疫疾患の病

態発症におけるTYK2の役割ならびにそのときのTh1およびTh17の関与についてTyk2


マウスを用いた検討を進めて得た知見について述べる。 

 

第五節 まとめ 

本章では、T細胞機能における TYK2の役割について以下のことを明らかにした。 

 TYK2 は基本的な T 細胞機能には影響せず、シグナル伝達に関与する IL-12 および

IL-23による細胞の応答に選択的に関与する。 

 TYK2 は病態誘導性の Th1 細胞ならびに Th17 細胞の誘導を制御するが、免疫制御

性の Treg細胞の誘導に対しては影響しない。 

 In vivoにおいても、TYK2は IL-12ならびに IL-23が関わる T細胞性免疫応答に役

割を有する。  
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第二章 関節炎における TYK2の役割 

 

第一節 諸言 

RAは自己免疫疾患の中でも最も多い患者数を占め、自己の免疫が主に手足の関節や筋肉

等の運動器官を炎症を伴って侵し、これにより関節痛、関節の変形が生じる代表的な炎症

性自己免疫疾患である58,59)。関節リウマチの症状は対称性に発症し、左右両側の手足に関節

炎を生じることが多い。RAの病因は十分には明らかになっていないが、単一の疾患という

よりはむしろ複合的な発症原因を含んでいると考えられている60)。RA患者の炎症滑膜では

CD4+細胞の浸潤が認められ Th1 優位な炎症を示すが、これは Th1 優位な関節炎を示すマ

ウスの CIA モデルと似ていることから、CIA モデルはヒト RA の動物モデルであると考え

られている。また、近年の Th17細胞の研究から、Th17細胞もまた RAならびに CIAモデ

ルの病態形成に関わることが示唆されている61)。 

II 型コラーゲンで免疫されたマウスはコラーゲンに対する抗体を産生し、自己の関節の

II 型コラーゲンに反応することで関節炎を発症する。しかし、この関節炎の発症はマウス

のmajor histocompatibility complex (MHC) ハプロタイプに強く依存する。コラーゲンに

対する応答は DBA/1 (H-2q) マウスや B10.RIII (H-2r) マウスで強く、C57BL/6 (H-2b) マ

ウスやBALB/c (H-2d) マウスでは弱い 61)。RA様の関節炎症状を誘発する他の手法として、

抗コラーゲン抗体誘導性関節炎 (collagen antibody-induced arthritis: CAIA) が知られて

いる62)。これは、コラーゲン上のエピトープに対する複数のモノクローナル抗体のカクテル

を投与して受動免疫することにより、MHCハプロタイプに依存せずに動物に関節炎を誘導

する方法で、CIA 感受性の高い DBA/1 マウスのみならず、C57BL/6 マウスや BALB/c マ

ウスに対しても短期間で関節炎症状を誘導することが可能である。通常、CAIA モデルは

LPSを同時に処置することでTNF-αなどの炎症性サイトカインの産生を付加して反応を亢

進させ、少量の抗コラーゲン抗体で強い関節炎を誘導するが63)、LPS を付加無しに大量の

抗体を投与することによっても関節炎を誘導することが可能である64)。Tyk2
マウスにお

いては、LPSショックに対して抵抗性を示すことから 15,16)、LPSを使用した場合の影響に

ついては炎症性サイトカインの誘導能の違いが影響する可能性があり注意を要する。また、

この CAIA モデルの優れた点は、CIA がコラーゲンとアジュバントによる免疫に始まり、

自然免疫系の活性化、B細胞からの抗コラーゲン抗体の産生誘導、関節炎発症のような複雑

な免疫反応を介して関節炎の発症に至るメカニズムを持つのとは異なり、抗コラーゲン抗

体依存的な関節炎発症過程のみに評価対象を絞り込むことが出来る点である。特に、

B10.Q/J マウスの検討では抗体価の低下が関節炎発症抵抗性の一因として示唆されている

が 12)、これまで関節炎発症フェーズのみに注目した検討は試みが無く、TYK2 の関節炎発

症における役割を解析する上で重要と考えられた。 
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本章では、CIA感受性B10.Q (H-2q) 系統マウスを用いてCIAの発症への Tyk2 mutation

の影響を確認した。さらに、CIA非感受性 BALB/c系統の Tyk2
マウスを用いて CAIA発

症への影響を検討し、病態の解析に加えて Th1/Th17の関与について検討した。 

 

第二節 実験方法 

i) コラーゲン関節炎 (CIA) モデル 

B10.Q/AiマウスまたはB10.Q/Jマウスへ、ウシ II型コラーゲン (コラーゲン技術研修会) 

と 1 mg/mL Mycobacterium Tuberculosis死菌 H37Raを含む CFAを 1:1混和して作製し

たエマルジョン 100 μLを day 0には尾部、day 14には尾根部に皮内投与して免疫し、四

肢に関節炎を誘導した。関節炎の評価は各肢について 3点評価を行い、総計 12点として経

日的に関節炎の重篤度をクリニカルスコアとして評価した。クリニカルスコアの判定は

Table 2の基準に従った。 

  

 

ii) コラーゲン抗体誘導関節炎 (CAIA) モデル 

関節炎惹起用モノクロナール抗体カクテル (5 クローン, 10 mg/mL) (Chondrex) を 0.6 

mL/mice で静脈内投与して関節炎を惹起した。関節炎の評価は四肢について各 3 点評価を

行い、総計 12点で経日的に関節炎の重篤度をクリニカルスコアとして評価した。関節炎ク

リニカルスコア判定は各肢を指、甲および手首・足首・踵に分け、部位別スコアの総和と

してクリニカルスコアを求めた。クリニカルスコアの判定は Table 3の基準に従った。観察

の最終日 (day 7) には足容積測定装置MK-101P (室町機械) を用いて後肢の腫脹を測定し

た。 

  

Graded clinical score/paw Clinical Observations

Score 0 Normal paw

Score 0.5 At least one toe inflamed and swollen

Score 1 Mild swelling of entire paw

Score 2 Entire paw inflamed and swollen

Score 3 Very inflamed and swollen paw or ankylosed paw

Maximal total score: 12  (0 to 3 for each paw, adding the scores for all 4 paws) 

Table 2.  Criteria of clinical scoring of CIA. 
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iii) 病理組織学的解析 

病理組織学的解析は対象組織から作成した病理標本を顕微鏡下で観察評価した。病理標

本は10%中性緩衝ホルマリンに浸し、後日EDTA脱灰した組織をパラフィン包埋した。6 μm

の厚さに薄切した切片はHematoxylin&Eosin (H&E) 染色を行い、踵関節部分の病理変化

を評価した。 

iv) 肢組織の遺伝子発現変動解析 

組織における遺伝子発現変動解析は TaqMan プローブ法による定量的 RT-PCR 

(quantitative RT-PCR: qPCR) にて解析した。CAIA誘導マウス後肢の組織中mRNA発現

変動解析は、液体窒素で凍結して破砕した組織 (後肢) を ISOGEN (日本ジーン) 中でホモ

ジナイズし、RNeasy kit (QIAGEN) を用いてmRNAを抽出した。5 μgのmRNAは High 

Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) を用いて cDNAに逆転

写した後、市販の TaqMan gene expression assay の各 primer/probe セット (Applied 

Biosystems) と TaqMan Universal Master Mix II (Applied Biosystems) を用い、Applied 

Biosystems 7900HT Fast リアルタイム PCRシステム (Applied Biosystems) で解析した。 

v) 細胞内シグナル伝達のWestern Blot analysis 

膝下リンパ節細胞におけるシグナル伝達はWestern Blot法にて解析した。解析用サンプ

ルは、day 3の膝下リンパ節を回収して細胞をナイロンメッシュを用いて分散した後、1×106

個の DLN細胞を 20 μLの radio-immunoprecipitation assay (RIPA) buffer (Santa Cruz 

Clinical Observations

Toe(s) Score 0 Normal toes

Score 0.1-0.5
One toe inflammed and swollen = 0.1

Total score of 5 toes = 0.5

Instep Score 0 Normal instep

Score 0.5 Partial swelling of entire instep

Score 1 Mild swelling of entire instep

Score 1.5 Severe swelling of entire instep

Heel and tarsus Score 0 Normal heel and tarsus

Score 0.5 Partial or Mild swelling of entire heel and tarsus

Score 1 Severe swelling of entire heel and tarsus

One paw score = Toe(s) (0-0.5) + Instep (0-1.5) + Heel and tarsus (0-1)

Maximal total score: 12  (0 to 3 for each paw, adding the scores for all 4 paws) 

Clinical score/paw

Table 3.  Criteria of clinical scoring of CAIA. 
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Biotechnology) で溶解して作製した。その後 SDS-PAGEでサンプル中の蛋白質を分離し、

蛋白質をゲルから Polyvinylidene fluoride transfer (PVDF) メンブレン (Perkin Elmer) 

に転写した。このメンブレンに抗体を反応させ、Western Lightning ECL Pro (Perkin 

Elmer) を用いて目的蛋白のバンドを検出した。 

検出用には以下の抗体を用いた。抗 STAT3抗体 (sc-7179)、抗 STAT4抗体 (sc-486) お

よび抗 IκBα抗体 (sc-371) (Santa Cruz Biotechnology)、抗 pSTAT3(Tyr705)抗体 (9131) 

(Cell Signaling Technologies)、抗 pSTAT4(Tyr693)抗体 (Y011047) (Applied Biochemical 

Materials)、抗 Actin抗体(A1978) (Sigma-Aldrich)。 

vi) 統計解析 

統計解析は SAS System Release 8.2を使用し、有意水準 0.05（両側）をもって判定した。

統計手法は、2群間の連続した数値の比較では t検定またはWelch検定、2群間のスコアの

比較ではWilcoxon順位和検定で解析した。 

 

第三節 実験結果 

 CIAモデル 第一項

CIA に感受性のある B10.Q 系統マウスを用い、Tyk2 wild-type の B10.Q/Ai と Tyk2 

mutantの B10.Q/Jマウスで CIAを検討した。B10.Q/Aiマウスはコラーゲン免疫によって

8例中 7例が CIAを発症した (Figure 10A)。一方、B10.Q/Jマウスは同処置によって誘導

された関節炎は 7例中 1例であり、その関節炎のクリニカルスコアは B10.Q/Aiで誘導され

た関節炎と比較して軽微で、有意な減弱が認められた (Figure 10B)。 

以上の結果から、TYK2遺伝子に変異を持った B10.Q/Jマウスが CIAモデルに対して発

症抵抗性を示すという既報の再現性が確認された 12)。 
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Figure 10.  Loss of TYK2 function leads a resistance to CIA model. 

A and B, Tyk2 wild-type B10.Q/Ai mice and Tyk2 mutant B10.Q/J mice were immunized with bovine 

CII on days 0 and 21, and arthritis was induced after the second immunization. Incidence of arthritis 

(A) and clinical arthritis score (B) during the course of the experiment were strongly reduced in 

B10.Q/J mice. Each value represents mean + SD (n=78). #p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001 compared 

with the B10.Q/Ai. 

 

 

 CAIAモデル 第二項

前項にてB10.Q/Jマウスが CIAモデルに対して発症抵抗性を示すことを明らかにしたが、

既報の論文では血清中抗コラーゲン抗体価の低下が認められることが報告されている 12)。

すなわち、TYK2が抗コラーゲン抗体の産生過程に影響することで、T細胞が関わる関節炎

の病態形成過程全体が抑圧され、関節炎発症における TYK2の役割を解明する上で CIAモ

デルだけでは解析が不十分と考えた。そこで、関節炎特異的な免疫反応における TYK2 の

役割を明らかにするため、抗コラーゲン抗体依存的な関節炎である CAIA モデルを検討し

た。 

Tyk2
マウスでは抗コラーゲン抗体カクテルの投与により、3 日後には 8 例全例が関節

炎を発症した (Figure 11A)。一方、Tyk2
マウスでは day 3では全く関節炎の発症は認め

られず、day 6に 8例中 1例が前肢の 1指に弱い関節炎を示した (Figure 11B, 11C)。客観

的な指標として、day 7 に後肢足容積を測定し、Tyk2
マウスでは CAIA 誘導による足容

積の増加が有意に抑制されることを確認した (Figure 11D)。このことから、TYK2が抗体

依存的な関節炎の発症過程において重要な役割を持つことが明らかになった。 
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Figure 11.  TYK2 plays a role in effector phase of arthritis. 

A and B, Tyk2 and Tyk2 mice were intravenously injected with an anti-collagen antibody cocktail 

on day 0. Incidence of arthritis (A) and clinical arthritis score change (B) during the experiment. C, 

Representative appearance of the hind limb on day 7 after CAIA induction. Tyk2 mice limbs showed 

obvious swelling. D, Hind paw volume on day 7. Tyk2 mice showed a significant increase in volume, 

but Tyk2 mice did not. Each value represents mean + SD (n=8). ***p < 0.001 compared with Nctrl; 
###p < 0.001 compared with Tyk2. 

 

 

Day 7 の後肢足根関節の病理組織解析では、Tyk2
マウスでは CAIA 誘導により滑膜細

胞の増殖、滑膜下組織への強い好中球浸潤が認められ、関節軟骨表層は糜爛性の変化が見

られた (Figure 12)。また、骨組織ではパンヌス形成および破骨細胞による破壊と、一部の

例では骨破壊に反応して起きたと考えられる骨芽細胞による新骨形成が認められた。一方、

Tyk2
マウスでは正常な関節構造ならびに軟骨表層を保持しており、病理学的にも関節炎

の発症は認められなかった。 
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Figure 12.  Pathological appearance in the CAIA-induced paws. 

Representative H&E-stained tarsal joint sections from CAIA-induced Tyk2 and Tyk2 mice on day 7 

as described in Methods. Tyk2 mice joints showed inflammatory cells infiltration, erosion synovium 

(arrowhead) and bone destruction (asterisk), but Tyk2 mice had no critical change (×200 

magnification). 

 

 

関節炎発症初期の day 3 の肢組織中 mRNA 発現変動解析により、Tyk2
マウスでは

CAIA誘導により IL-17Aおよび IFN-γに加え、p40のような Th1/Th17に関連する分子が

発現亢進を示し、Tyk2
マウスでは有意な低下が認められた (Figure 13A)。炎症後期の day 

7においても、持続的に発現が亢進した p40が Tyk2
マウスで有意に低く、IL-17Aおよび

IFN-γについても低い傾向を示した。さらに、CAIA により誘導される炎症性サイトカイン

IL-6、IL-1β、TNF-α および IFN-β の mRNA 発現亢進が Tyk2
マウスでは有意に低下し

ており、Tyk2
マウスでは炎症反応が強力に抑えられていることが明らかになった 

(Figure 13B)。 
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Figure 13.  TYK2 is required for Th1/Th17-related and other pro-inflammatory gene 

expression in CAIA-induced paws. 

A and B, Three or seven days after CAIA induction, gene expressions of Th1/Th17-related (A) and 

other pro-inflammatory cytokines (B) were evaluated in the hind paw of Tyk2 mice and Tyk2 mice 

as described in Methods. IL-17A and IFN-γ was significantly increased in Tyk2 mice at day 3, but 

not at day 7. Results are given as fold expression, compared with reference GAPDH expression, and 

then normalized with averaged Tyk2 control expression. Each value represents mean + SD (n=5). *p 

< 0.05, **p < 0.01 compared with the Nctrl; #p < 0.05, ##p < 0.01 compared with the Tyk2. 

 

 

さらに、関節炎発症初期の肢組織中mRNA発現変動解析から、Tyk2
マウスでは CAIA

誘導により day 3 に monocyte chemoattractant である CCL2、および neutrophil 

chemoattractantである CXCL1の遺伝子発現が上昇し、day 7にはマクロファージおよび

好中球性炎症のマーカーとなる F4/80 (Emar1) およびNeutrophil elastase (Elane) の発

現が亢進すること、そして Tyk2
マウスではそれらの遺伝子の発現が有意に低下あるいは

低下傾向を示すことが明らかになった (Figure 14)。さらに細胞外マトリックス分解酵素で

あるMMP3およびMMP9の発現も Tyk2
マウスでは低下しており、Tyk2

マウスでは関

節および組織の破壊が遺伝子レベルで抑制されていることが明らかになった (Figure 14)。 
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Figure 14.  TYK2 is required for inflammatory gene expression in CAIA-induced 

paws. 

Inflammation-related gene expression in the CAIA model. Gene expressions of inflammation were 

evaluated in the hind paw. Chemokines gene expression, Ccl2 and Cxcl1, were highly elevated at day 3, 

and Emr1 (F4/80, macrophage marker), was elevated at day 7. Elane (elastase, neutrophil marker) did 

not significantly changed in this experiment. Mmp expression was significantly elevated during the 

experiments. Each value represents mean + SD. *p < 0.05, **p < 0.01 compared with the Nctrl; #p < 

0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001 compared with the Tyk2. 

 

 

Tyk2
マウスで認められた肢組織における Th1および Th17 サイトカイン産生の低下が

Th1細胞および Th17細胞の数的あるいは質的な抑制に基づくのかを明らかにするため、肢

DLN での STAT リン酸化を Western blotting 法で確認した。CAIA を誘導した Tyk2
マ

ウスの DLN 細胞では IL-23 シグナルあるいは Th17 細胞活性化を反映すると考えられる

STAT3 リン酸化の亢進が認められたが、Tyk2
マウスの DLN 細胞ではリン酸化は減弱し

た (Figure 15)。また、IL-12 シグナルあるいは Th1 細胞活性化を反映すると考えられる

STAT4リン酸化も同様に Tyk2
マウスでは減弱が認められ、TYK2が DLN中の Th1細胞

および Th17細胞の活性化あるいは増加に必要なことが示唆された。 
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Figure 15.  TYK2 plays an important role in STAT3 and STAT4 phosphorylation of 

lymph node cell lysate from CAIA model mice. 

Phosphorylation of STAT proteins in the lymph node cells from the CAIA model. Popliteal lymph node 

cells were collected at day 3 and phosphorylation of STATs and IκB expression were analyzed as 

described in Methods. In cells from CAIA-induced Tyk2 group, STAT3 and STAT4 phosphorylation 

were observed, but completely diminished in Tyk2 mice. Data represent independent cell lysate from 

three mice of each group. 

 

以上のことから、TYK2が関節炎の発症過程、特に抗コラーゲン抗体により誘導される関

節炎の炎症過程において重要な役割を担うこと、そして Tyk2
マウスで認められる関節炎

発症抵抗性に Th1/Th17細胞の抑制が寄与している可能性が示唆された。 

 

第四節 考察 

TYK2 の自己免疫疾患モデルでの検討はほとんど検討されていなかったが、唯一、CIA

抵抗性を示す B10.Q マウスの研究から、TYK2 遺伝子への突然変異がその抵抗性に関与し

ている可能性が示唆され、TYK2 が関節炎発症に重要な役割を持つことが示唆されていた。

しかし、それ以外の解析はほとんど行われること無く、自己免疫疾患研究から取り残され

た形になっていた。しかし、ヒト TYK2 欠損症例の発見から、私を含めて TYK2 と自己免

疫疾患との関係に注目した研究が行われるようになった。2009 年には Tyk2 mutant の

B10.Q/J マウスならびに Tyk2
マウスが EAE に対して発症抵抗性を示すことが相次いで

報告された65,66)。EAEは Th17依存性が高いモデルと考えられており、Oyamada A.等は抗

原であるmyelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG) 刺激に対する DLN細胞の IL-17産

生が Tyk2
マウスでは低下し、脊髄への Th17 細胞の浸潤も減少することを報告している

66)。EAE はMHC 拘束性があることが知られており、主に本研究に用いた BALB/c 系統は

MHCがEAEを発症しないH-2dであったため、EAEモデルを用いた検討は行えていない。 
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CIA モデルも MHC 拘束性があることが知られており、BALB/c 系統は CIA に対しても

感受性が無い。そこで、既報の B10.Q/Jマウスにおける関節炎発症抵抗性について検討し、

関節炎発症抵抗性が再現されることを確認した。しかし、B10.Q/J マウスでは CIA 免疫後

の抗コラーゲン抗体価が低いことが報告されている 12)。また、B10.Q/Jマウスでの CIA発

症抵抗性は確かな現象ではあるが、B10.Q/Jマウスのような自然発生による突然変異マウス

は未確認の遺伝子変異を持っている可能性が否定できないため、gene targeting により

Tyk2遺伝子をknockoutしたTyk2
マウスで関節炎発症への影響を確認することが必要と

考えた。しかし、これまでに Tyk2
マウスで関節炎発症への影響を検討した報告は無い。

関節炎モデルとして汎用される CIA モデルは DBA/1 マウスや B10 マウスでは重篤な関節

炎を発症するものの、他の系統では安定して病態を誘導することが難しいことがその一因

として挙げられる。C57BL/6 系統であれば弱い関節炎を誘導することが可能であるが、

BALB/c系統ではほとんど関節炎を発症することは無い。また、CIA感受性の有無だけで無

く、B10.Q/Jマウスが示す発症抵抗性に抗コラーゲン抗体産生の減少が関わっている可能性

があり、抗コラーゲン抗体産生以後の関節の炎症・破壊の過程での TYK2 の役割について

も解析する必要があると考えた。 

そこで、多様な系統のマウスで関節炎誘導が可能な抗コラーゲン抗体により直接誘導さ

れるCAIAモデルの検討を行った。Tyk2
マウスがLPS shock抵抗性を示すことから 15,16)、

LPS負荷無しに関節炎を誘導できるChondrex社の 5 cloneの抗コラーゲン抗体カクテルを

用いて検討し、Tyk2
マウスが CAIA 発症に対して強い抵抗性を示すことを確認した。足

組織の病理組織解析でも炎症像は認められず、炎症に関連した IL-6 や IL-1β の mRNA 発

現上昇も認められなかった。一方で、TYK2が関わる IL-12/IL-23関連のサイトカインの発

現は関節炎発症初期の day 3に抑制が認められたものの、必ずしも Tyk2
マウスが示す強

い関節炎発症抵抗性を説明しうるものではなかった。IL-12p40
マウスに比べ IL-23p19



マウスでは CIA 発症抵抗性が強く認められることから67,68)、CIA においては IL-23 がより

重要な役割を持つ可能性がある。また、IL-23には強い破骨細胞形成作用があることが最近

報告された69)。そのため、Tyk2
マウスにおいても IL-23 依存的な破骨細胞による関節破

壊が直接的に制御されている可能性がある。Tyk2
マウスが示す強い関節炎発症抑制作用

から、関節破壊において TYK2 は代替できない重要な役割を持つと考えられ、直接的に骨

破壊に関わる過程での TYK2の役割についての研究が今後必要と考える。 

本研究においては異なる 2 つの関節炎モデルを検討し、マウスも B10.Q 系統の Tyk2 

mutant B10.Q/Jマウス (H-2q) ならびにBALB/c系統のTyk2
マウス (H-2d) という異な

るモデル、異なるMHCハプロタイプでTYK2が関節炎発症に関わることを明らかにした。

すなわち、TYK2の関節炎発症における重要性はモデルおよびMHCハプロタイプに拘束さ

れない、普遍的な形質であると考えられる。 
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以上のように、TYK2が関節炎発症に重要なことを Tyk2 mutantマウスで確認し、さら

に抗コラーゲン抗体依存的な関節破壊に対しても TYK2 が重要な役割を持つことを明らか

にした。 

 

第五節 まとめ 

本章では、関節炎における TYK2の役割について以下のことを明らかにした (Scheme 1)。 

 TYK2はマウス関節炎モデルでの病態進展/悪化に重要な役割を持つ。 

 関節炎における TYK2 の重要性は遺伝的背景が異なるマウス間においても強く保存

されている。 

 TYK2は抗コラーゲン抗体による炎症誘導ならびに関節破壊を直接的に制御する。 

 

 

Scheme 1.  TYK2 role in arthritis.  
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第三章 炎症性腸疾患における TYK2の役割 

 

第一節 諸言 

炎症性腸疾患 (inflammatory bowel disease: IBD) は消化管での炎症を主徴とする原因

不明の慢性炎症性疾患で、主に潰瘍性大腸炎  (ulcerative colitis: UC) とクローン病 

(Crohn’s disease: CD) から成る70)。IBDは欧米に患者が多く日本では稀な疾患であったが、

近年の食生活の欧米化により患者数は増加の一途を辿っている。しかし、その発症原因は

特定されておらず、免疫系異常や遺伝的背景の影響、腸内細菌叢バランスなどが考えられ

るものの、単一の原因というよりはむしろ複数の要因が病態の形成に影響していると考え

られている71)。UCと CDは消化管の潰瘍病変という点で類似しているが、UCは主に大腸

粘膜の正常組織と罹患組織の間にはっきりとした境界がある潰瘍や糜爛を特徴とした大腸

に限局したびまん性非特異性炎症で、比較的表層に炎症を生じ、粘血便、下痢、発熱等を

症状とする72)。一方、CDは消化管のアフタ様潰瘍や敷石状外観、線維化を伴い、口から胃、

小腸、大腸、直腸、肛門まですべての消化管に病変が起こる肉芽腫性炎症で、腸組織深部

に炎症を生じ、腹痛、下痢、肛門病変等を主症状として再発寛解を繰り返す73)。 

炎症性腸疾患において、その病態にサイトカインの関与が強く示唆されている74)。TNF-α

や IL-12 が病変局所で増加しており、そうしたサイトカインを標的とした生物製剤が有効

性を示していることから、病態への関与は確かである75)。ヒト IBD の解析からも、病態に

は Th1 細胞あるいは Th17 細胞が指摘されており76)、GWAS においても TYK2 ならびに

IL23Rが本疾患と有意に関連することが報告されている 23,24)。しかし、IBDにおける TYK2

の役割については不明なままである。 

原因不明の IBD ではあるが、動物モデルとしては多くのモデルが考案され研究に用いら

れている77)。その中でも、デキストラン硫酸ナトリウム (dextran sulfate sodium: DSS) を

含有する水を飲水することで大腸炎が誘導されるDSS誘導性大腸炎がUCモデル78)、2,4,6-

トリニトロベンゼンスルホン酸 (2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid: TNBS) を直腸内投

与することで誘導される TNBS 誘導性大腸炎が CD モデルとして繁用されている79)。DSS

誘導性大腸炎は体重増加の抑制、血便および貧血などの症状、大腸粘膜組織における糜爛

の形成などがヒトUCの特徴に似ていることからUCの病態モデルと考えられている。DSS

はムコ多糖の一種で、腸粘膜上皮障害を引き起こし、DSS が粘膜の免疫細胞に貪食される

ことで免疫系を活性化することが発症のメカニズムと考えられている80)。また最近では、

IBD 発症における腸内細菌叢の重要性と同じく、DSS 大腸炎の発症においても腸内細菌が

産生する toll like receptor (TLR) リガンド等が障害粘膜から免疫系を活性化して IBDの発

症に関わると考えられている81)。一方で、TNBS 誘導性大腸炎モデルはハプテンである
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TNBS が誘導する T 細胞応答によりヒト CD に類似した炎症所見と病理変化を見せること

から CDのモデルとして用いられている82)。 

本章では、TYK2の IBDの病態進展における意義について DSS誘導性大腸炎モデルおよ

び TNBS誘導性大腸炎モデルを用いて検討した。 

 

第二節 実験方法 

i) DSS誘導性大腸炎モデル 

Day 0から day 7まで 3% DSS (m.w. 36,000-50,000, MP Biomedicals) またはmilliQ水

を自由飲水させ、大腸炎を誘発した。経時的な大腸炎の疾患活動性を非侵襲的に評価する

手法として、下に示した Cooper HS.等の disease activity index (DAI) によるスコアリン

グを用いた83,84)。7 日間の DSS 飲水処置後にマウスは麻酔下にて採血して放血致死し、大

腸の長さを測定した。 

Table 4.  Disease activity index. 

Score Weight loss (%) 
Stool 

consistency 

Occult/gross 

bleeding 

0 None Normal Normal 

1 1-5   

2 5-10 Loose stools Guiac + 

3 10-15   

4 >15 Diarrhea Gross bleeding 

The disease activity index (DAI) = Weight loss score (0-4) + Stool consistency (0-4) + Bleeding (0-4); Max 

score: 12. *Normal stools, well formed pellets; loose stools, pasty stools that do not stick to the anus; 

diarrhea, liquid stools that stick to the anus. 

 

 

ii) TNBS誘導性大腸炎モデル 

麻酔下、マウス経口ゾンデおよび 1 mLディスポーザブルシリンジに 0.15 mLの 3.5 mg 

TNBS (Fluka) と 40% ethanol含む投与液 (以下 TNBS液) を充填し、肛門から約 0.5 cm

の所に TNBS液 0.05 mLを注入した後、さらにゾンデを挿入して、肛門から約 4 cmの所

に残りの TNBS液 0.1 mL を注入した。Day 0以降は毎日生死を確認し、生存を確認した

マウスについては体重を測定した。 
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iii) 大腸組織の遺伝子発現変動解析 

大腸組織中mRNA発現変動解析は、PBSでよく洗浄した大腸組織を RNAlater (Applied 

Biosystems) で保存し、後日 ISOGEN中でホモジナイズし、RNeasy kitを用いてmRNA

を抽出した。以降の操作は第二章 第二節 (iv)の手法に従った。 

iv) 統計解析 

統計解析は SAS System Release 8.2を使用し、有意水準 0.05（両側）をもって判定した。

統計手法は、2群間の連続した数値の比較では t検定またはWelch検定を用いた。2群間の

生存期間の検定ではカプランマイヤー法・ログランク検定・Cox回帰で解析した。 

 

第三節 実験結果 

 DSS誘導性大腸炎モデル 第一項

IL-12および IL-23は腸管の炎症においても中心的な役割を演じることが知られているこ

とから85,86,87)、炎症性大腸炎における TYK2の役割を、ヒトUCのモデルである DSS誘導

性大腸炎モデルを用いて検討した。 

Tyk2
マウスおよび Tyk2

マウスは day 0から採材する day 7までmilliQ水または 3% 

DSS を自由飲水させた。milliQ 水を与えた Tyk2
マウスおよび Tyk2

マウスでは体重変

化ならびに大腸炎症をスコア化した DAI スコアの評価で評価期間中の変化は認められなか

った (Figure 16)。一方、3% DSSを与えられた Tyk2
マウスでは day 2から DAIスコア

の上昇が認められ、day 5以降には Tyk2
マウスの DAIスコアならびに体重推移において

milliQ水を与えたマウスと比し有意な体重減少ならびにDAIスコアの有意な増加が観察さ

れ、大腸炎の誘導が確認された。一方、Tyk2
マウスでは体重の変化は認められなかった

ものの、便潜血ならびに軟便は Tyk2
マウスと同様に観察された (Figure 16)。そのため

3% DSS を飲水した Tyk2
マウスの DAI スコアは経日的に増加したが、Tyk2

マウスと

比較して有意に低かった。 
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Figure 16.  TYK2 plays an important role in DSS-induced experimental colitis. 

A and B, Body weight change (A) and disease activity index (DAI) (B) during the course of DSS 

treatment in Tyk2 and Tyk2 mice were monitored every day. Each value represents mean + SD 

(n=6). **p < 0.01, ***p < 0.001 compared with Nctrl; #p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001 compared with 

Tyk2. 

 

 

DSS誘導性大腸炎では、DSSの処置によって生じた炎症刺激によって病態の進展と共に

大腸組織の短縮、肥厚が認められる88)。Day 7 に採取した組織では、Tyk2
マウスおよび

Tyk2
マウスで 3% DSS 飲水により有意な大腸長の短縮が観察されたが、その程度は

Tyk2
マウスで有意な軽減が認められた (Figure 17)。 

 

    

 

Figure 17.  TYK2 deficiency attenuates colon shortening. 

A and B, Colon feature (A) and lengths (B) in control and DSS-treated Tyk2 and Tyk2 mice were 

evaluated on day 7. Each value represents mean + SD (n=6). ***p < 0.001 compared with Nctrl; ###p < 

0.001 compared with Tyk2. 
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Figure 18.  TYK2 regulates Th1/Th17 cytokine production in colon. 

Effect of TYK2 deficiency on expression level of cytokines in colon tissue at day 7 after DSS treatment. 

Each value represents mean + SD (n=6). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 compared with Nctrl; #p < 

0.05, ###p < 0.001 compared with Tyk2. 

 

 

Tyk2
マウスのモデル抵抗性のメカニズムについて検討するため、day 7での大腸組織の

mRNA 発現変動を検討した。その結果、DSS を処置した Tyk2
マウスでは p35、p40 の

炎症性サイトカインの有意な発現亢進と IFN-γ および IL-17A の発現が亢進する傾向が認

められた (Figure 18)。一方、Tyk2
マウスにおいても p35 および p19 の有意な発現低下

と他のサイトカインの低下傾向が認められ、TYK2が大腸組織での Th1/Th17サイトカイン

の発現亢進に必要なことが示唆された。 

 

 TNBS誘導性大腸炎モデル 第二項

UCとは異なる大腸炎における TYK2欠損の影響を評価するため、ヒト CDのモデルであ

る TNBS誘導性大腸炎モデルを検討した。 

大腸への TNBSの投与により、Tyk2
マウスでは TNBS投与翌日から急激な体重の減少

と死亡例が認められ、day 3までに全例が死亡した (Figure 19A)。一方、Tyk2
マウスで

は 50%の死亡にとどまり、致死的に誘導された TNBS 大腸炎に対して Tyk2
マウスは生

存期間を有意に延長した。また、生存した Tyk2
マウスについては著しい体重減少からの

回復が認められた (Figure 19B, 19C)。 
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Figure 19.  TNBS-induced experimental colitis in TYK2-deficient mice. 

A, Mice were treated with 3.5 mg of TNBS in 40% EtOH by rectal instillation to induce colitis or with 

40% EtOH alone to serve as colitis controls. TNBS-induced colitis-associated mortality in Tyk2 and 

Tyk2 mice was monitored every day. Data represent the survival ratio of mice. ***p < 0.001 

compared with 40% EtOH, #p < 0.05 compared with Tyk2. B and C, Body weight changes during the 

course of TNBS treatment. Data represents mean body weight + SD (n=6) (B) or body weight change of 

each mouse (C). 

 

 

第四節 考察 

UCおよび CDに代表される IBDは欧米で多い疾患だったが、近年の食生活の変化と共

に日本でも患者数が著しく増加して最近特に注目されている自己免疫疾患である 70,71)。

TYK2、IL12RB1、IL-23R等が複数の GWASで疾患感受性遺伝子として候補に挙がってお

り、TYK2関連遺伝子と IBDとの関連性が強く示唆されている 23,24,89)。動物モデルにおい

ては IL-12欠損マウスおよび IL-23欠損マウスそれぞれで IBDモデルに対して抵抗あるい

は増悪との相反した報告があり、IL-12と IL-23の重要性については十分明らかにはされて

いない 85,90)。 
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本研究においてヒトUCモデルのDSS誘導性大腸炎とヒトCDモデルのTNBS誘導性大

腸炎を用いた検討を行い、Tyk2
マウスが両モデルに対して抵抗性を示すことを明らかに

した。IBDでは IL-12・IL-23の共通サブユニットである p40の中和抗体の ustekinumab

がヒト CDを対象とした臨床試験において奏効している91)。こうしたことから、p40の関わ

る IL-12および IL-23の両者が IBDの病態の進展に関わると考えることができ、両サイト

カインのシグナル伝達に関わる TYK2は最適な治療標的になる可能性がある。しかしなが

ら、TYK2欠損はいずれのモデルに対しても完全な抵抗性ではなかったことも事実である。

すなわち、DSS大腸炎モデルでは腸管の出血が認められ、また TNBS大腸炎モデルでは約

半数が死に至った。大腸炎では IL-23の重要性が指摘されている一方で、Th17サイトカイ

ンの一つである IL-22が防御的な役割を担っている可能性が指摘されている92)。すなわち、

IL-22は粘膜上皮細胞の恒常性維持に必須のサイトカインであり、IL-22を抑制することは

腸管上皮の感染防御ならびに上皮構造の維持・修復に関わる機能が抑えられることになる。

そのため、Tyk2
マウスが DSS大腸炎モデルで出血や下痢などを示したのは、Th17細胞

を抑制することで病態誘導性の IL-17を抑えたと同時に、防御的に機能する IL-22もまた

抑えたことが理由と考えられる。一方、IL-22は腸管において単純な防御性サイトカインと

しての役割を持つわけではなく、炎症初期と後期で役割が異なることも示唆されており93)、

IBD における IL-22の役割については更なる解析が必要と考えられる。 

腸管の免疫システムは非常に複雑である。IBDの発症原因も十分には理解されていない

が、近年の急激な患者数の変化から、食事あるいは抗生剤の影響により容易に変化する腸

内細菌叢が IBD発症に関係している可能性が示唆されている94)。免疫システムはヒトでは

数千種類、数百兆個にもなる腸内細菌とバランスをとりながら腸管の恒常性維持を行って

おり、腸管免疫は単に腸管という一部の臓器の免疫システムだけではなく、全身の免疫機

能の維持にも重要な役割を持つと考えられる。腸管免疫では Th1細胞や Th17細胞が役割

を持つと考えられていたが、最近、自然リンパ球 (innate lymphoid cell: ILC) と呼ばれる

新しいリンパ球集団が見出されている95)。ILCsはヘルパーT細胞のような分化誘導を必要

とせず速やかなサイトカイン産生が可能で、初期の生体防御に寄与していると考えられて

いる。ILCsには IFN-γを産生する ILC1、IL-17を産生する ILC17、IL-22を産生する ILC22

等が定義され、基本的にはヘルパーT細胞と同様に IL-12あるいは IL-23により IFN-γ、

IL-17あるいは IL-22を産生する96)。ILCsはヘルパーT細胞とは全く異なる分化経路を辿

るものの、Th1には ILC1、Th2には ILC2のように、ヘルパーT細胞サブセットに相当す

る ILCが存在する。IBDにおいては IL-23が ILCsにより産生される IFN-γ、IL-17ある

いは IL-22が病態形成に関わることが示唆されている97,98)。本研究においても DSS大腸炎

モデルで IFN-γ、IL-17の産生を認めている。CD4+IFN-γ＋細胞および CD4+IL-17+細胞の

増加は FCMで確認しているが（データ非開示）、ILCsについては情報が十分ではなかった

ことから検討できていない。そのため、qPCRでの IFN-γならびに IL-17の発現変動には
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ヘルパーT細胞のみならず ILCsの影響が含まれている可能性がある。しかしながら、ヘル

パーT細胞と同様に ILCsも機能発現には IL-12や IL-23が必要であることに変わりは無く

97,98)、TYK2が重要な役割を持つことに違いはないと考える。今後、ILCs研究においても

機能発現における TYK2の重要性が明らかになるものと考える。 

以上のように、TYK2が DSS誘導性大腸炎モデルならびに TNBS誘導性大腸炎で認めら

れる IBD発症において重要な役割を持つことを明らかにした。 

 

第五節 まとめ 

本章では、IBDにおける TYK2の役割について以下のことを明らかにした (Scheme 2)。 

 TYK2はマウス IBDモデルでの病態進展/悪化に重要な役割を持ち、TYK2欠損によ

って疾患活動性、大腸短縮あるいは致死的な炎症の誘導を制御する。 

 DSS大腸炎では、TYK2欠損により IL-12 および IL-23産生が抑制され、Th1 およ

び Th17サイトカイン産生を抑制する。 

 

 

Scheme 2.  TYK2 role in IBD. 
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第四章 乾癬における TYK2の役割 

 

第一節 諸言 

乾癬は世界で 2～3%が罹患しているといわれる自己免疫疾患の一つで99)、皮膚の慢性的

な炎症性疾患であり、境界の不明瞭な紅斑、角質の肥厚、鱗屑を特徴とする100)。罹患した

皮膚では好中球、マクロファージならびに活性化 T 細胞の浸潤・増加が認められ、中でも

Th17細胞が産生する IL-17および IL-22が好中球浸潤やケラチノサイトからの抗菌ペプチ

ド (Defensinや S100ファミリー蛋白など) の産生を誘導することで乾癬を誘導・悪化させ

ると考えられている101,102)。近年、IL-23を構成するサブユニットである p40に対する抗体

ustekinumabが上市され、乾癬治療で効果を示している103,104)。また、抗 IL-17抗体も現在

臨床試験が進められ良好な成績を収めつつあり、IL-23ならびに IL-17が乾癬治療において

治療ターゲットとすべき重要なサイトカインであると言える105)。ヒト乾癬の臨床サンプル

の解析においても Th17 細胞を中心とした関与が強く示唆されており 99,106,107,108)、乾癬は

Th17細胞が関与する代表的な疾患と考えられる。 

乾癬の動物モデルとしては、CD18


PL/J マウスのように乾癬様の皮膚炎症状を自然発

症するモデル、TPA誘導性 K5.Stat3マウス乾癬モデルのように乾癬を発症しやすい資質を

持った動物へ刺激を加えることで皮膚炎症状を誘発するモデル、CD45RBhighT細胞を SCID

マウスなどに移入することにより誘発するモデル、ヒト乾癬患者の皮膚片を移植する

xenotransplantationモデル、そして皮膚炎症状を誘発する物質を処置することで誘発する

モデル等が作製され研究に用いられている109,110)。 

遺伝子改変やヒト組織のような特殊な材料を必要とせず、様々な系統の動物で誘発でき

るモデルは創薬を考えた場合に非常に有用と考える。代表的な乾癬様皮膚炎の誘発モデル

として、イミキモド (imiquimod: IMQ) 誘導性モデルと IL-23誘導性モデルがある。IMQ

誘導性モデルは 2009年に van der Fits等により報告された111)。IMQは自然免疫に重要な

役割を持つ TLRの内、ウイルス由来の一本鎖 RNA (single strand RNA: ssRNA) を認識す

る TLR7/8のアゴニストであり、ヒトパピローマウイルス感染によって発症する性感染症の

一つである尖圭コンジローマの治療薬として 5% IMQ 含有の塗布剤として用いられる112)。

IMQ クリームの副作用として塗布部位に皮膚炎症状を示すことが添付文書にも書かれてい

たが、特に乾癬患者に適用したときに乾癬症状を悪化させることがあった113,114)。乾癬は

Th17 細胞が強く関与すると考えられており115)、IMQ により DC が活性化されて IL-23 お

よび IL-17 が強く関与する皮膚炎が引き起こされるという、乾癬に類似した発症メカニズ

ムを持つこと、誘導された皮膚炎が乾癬特有の過角化や異常角化のような病理変化を示す

ことから 111)、乾癬のモデルとして汎用されてきている。 
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もう一つのモデルである IL-23 誘導性モデルは乾癬の発症に重要なサイトカインを直接

皮膚に投与する方法であり、マウス耳介へ皮内注することで耳介に耳介肥厚を伴う炎症を

誘導する116,117)。IL-23 誘発によりナイーブ CD4+T 細胞からの Th17 細胞分化や分化した

Th17細胞の過増殖、または皮膚 γδT細胞のような IL-23受容体を発現し IL-17産生能を持

った細胞からの IL-17産生を誘導し118)、T細胞応答が発端となった皮膚炎を示す。 

皮膚疾患においては Th17から産生される IL-17のみが重要なわけではなく、Th17サイ

トカインの一つである IL-22の関与も大きいと考える。IL-22は IL-10ファミリーに属する

サイトカインで、IL-22 受容体には TYK2 および JAK1 が会合し、シグナル伝達に関与す

ると考えられている119)。IL-22 はケラチノサイトの増殖や抗菌ペプチドの産生を引き起こ

し、皮膚の恒常性維持やリモデリング、感染防御に重要なサイトカインであることが知ら

れている120,121)。IL-22 は免疫機能の発現において防御にも病態誘導にも関与する二面性を

持ったサイトカインであるが、ヒト乾癬においては皮膚および血中の IL-22 の増加が認め

られることから122)、乾癬において病態誘導性に寄与していると考えられている。過剰な

IL-22 産生が乾癬を誘導することは、IL-22 Tg マウスが皮膚の乾癬様の皮膚過増殖を引き

起こすことからも確かと考えられる123)。このように IL-22 は皮膚疾患である乾癬において

無視できないサイトカインであると考えられる。しかしながら、IL-22の生理活性における

TYK2の役割についてはほとんど検討されていなかった。 

本章では、これまでの Tyk2
マウスを用いた解析から、TYK2 が乾癬の病態進展に重要

な IL-23 および IL-17に関与することから、IMQ誘導性乾癬様皮膚炎モデルを検討した。

その結果を踏まえ、IL-23誘導性乾癬様皮膚炎モデルを用いて、IL-23を介した皮膚炎に対

する影響について検討した。さらに、IL-22シグナルにおける TYK2の役割についても検討

した。 

 

第二節 実験方法 

i) IMQ誘導性乾癬様皮膚炎モデル 

Day 0から day 6までの間、麻酔下でマウス右耳表にベセルナクリーム 5% (IMQ 5%含

有) (持田製薬) 5 mgを連日塗布して皮膚炎を誘発した。皮膚炎の評価として、IMQ塗布前

にシックネスゲージを用いて耳介の肥厚を測定した。最終日 (day 7) は IMQ塗布約 24時

間後に耳介の肥厚を測定し、直径 9 mm の耳介組織を採取して耳介腫脹を組織重量でも評

価した。 
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ii) IL-23誘導性乾癬様皮膚炎モデル 

Day 0から day 3までの間、mouse IL-23 (R&D Systems) 1 μgをマウス耳介へ 20 μLの

液量で連日皮内投与した。対照群には同量の蛋白量となるように 50 μg/mL BSA溶液を 20 

μL 皮内注した。皮膚炎の評価として、IL-23 投与前にシックネスゲージを用いて耳介の肥

厚を測定した。IL-23最終投与 24時間後にも耳介厚を測定し、一部の検討では直径 6 mm

の耳介組織を採取し、耳介腫脹を組織重量でも評価した。 

TYK2 阻害剤実験では、TYK2 キナーゼ阻害剤の Tyrphostin A1 (Santa Cruz 

Biotechnology, CAS number: 2826-26-8) を用いた (Table 5)。Tyrphostin A1 は 100 

mg/mL dimethylsulfoxide (DMSO)ストック溶液を作製し、終濃度が 5% DMSOとなるよ

う PBS で希釈して用いた。IL-23 投与 30 分前および 7 時間後に 1 日 2 回腹腔内投与した

（計 8回投与）。 

耳介肥厚の評価は、各個体について、測定日における耳介厚から、IL-23投与前 (day 0) に

測定した耳介厚 (pre値) を差し引くことで算出した。 

Table 5.  Structure of Tyrphostin A1 and B42 

 Tyrphostin A1 Tyrphostin B42 

 

  

CAS# 2826-26-8 133550-30-8 

Formula C11H8N2O C17H14N2O3 

M.W. 184.2 294.3 

Category TYK2 inhibitor JAK2 inhibitor 

 

iii) IL-22誘導性乾癬様皮膚炎モデル 

Day 0から day 3までの間、mouse IL-22 (R&D Systems) 1 μgをマウス耳介へ 20 μLの

液量で連日皮内投与した。皮膚炎の評価は IL-23 誘導性乾癬様皮膚炎モデルでの方法に準

じた。 

iv) 病理組織学的解析 

病理組織学的解析は試験最終日に耳介を採取し、10％中性緩衝ホルマリン液に浸して固
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定した。固定標本はパラフィン包埋した後に薄切し、H&E染色した。病理写真は HSオー

ルインワン蛍光顕微鏡 BZ-9000 (キーエンス) で撮影した。 

耳介表皮の解析では、BIOREVO BZ-9000専用計測モジュール、または、倒立型リサー

チ顕微鏡 IX71 およびイメージングソフトウェア cellSens (オリンパス) を用い、各標本を

×20 で観察したときの一視野にある表皮の厚みを間隔を空けて 6 箇所測定し、平均値をそ

の標本の表皮の厚みとして解析した。 

v) 耳組織中のサイトカイン量測定 

組織中サイトカイン量の測定は、試験最終日に直径 8 mm の耳介組織を採取し、10% 

Tween-20/1 mM PMSF/PBS 0.5 mL中でホモジナイズして遠心上清中のサイトカイン濃度

を ELISAで測定した。測定値は Protein Quantification Kit-Rapid (同仁堂) で測定したタ

ンパク量で補正した。 

vi) 耳組織中浸潤細胞および DLN細胞の FCM 解析  

皮膚組織中浸潤細胞の解析での細胞回収は次のように実施した。試験最終日に直径 8 mm

の耳介組織を採取し、中間層でピンセットで 2枚に剥離し、2.4 U/mLの dispase II (Roche 

Applied Science)で 37°C、2時間インキュベートして表皮と真皮を剥離した。さらに真皮を

0.28 U/mL Liberase TM (Roche) で 37°C、1時間インキュベートして細胞を回収した。耳

介 DLN中細胞の解析では、試験最終日に DLNをメッシュにて細胞を分離させ、細胞を回

収した。 

皮膚組織ならびに DLNから採取した細胞の FCM解析は、第一章 第二節 (vi) の手法に

従った。 

vii) 耳組織および DLNの遺伝子発現解析 

組織中 mRNA 発現変動解析は、RNAlater 中に保存した組織 (耳介組織、DLN) を

ISOGEN中でホモジナイズし、RNeasy kitを用いてmRNAを抽出した。以降の操作は第

二章 第二節 (iv) の手法に従った。 

viii) HaCaT細胞の TYK2ノックダウン実験 

ヒトケラチノサイト細胞株 HaCaT細胞は 10% FBS-DMEM培地で維持した。HaCaT細

胞を 48-well plateに 1×104 cells/wellで播種し、TYK2 siRNAまたは Control siRNA は

Lipofectamine 2000 (Invitrogen) を用いてトランスフェクションした。48時間後に細胞を

IL-22 (10 ng/mL) を添加し、各時点で細胞可溶化液を作製し、Western blotting法で検出
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した。 

ターゲット分子のノックダウンには以下の配列の siRNA を用いた。TYK2 siRNA: 5’- 

GGAGAAACCUCCAAUCUCATT-3' (sense) 、 5'-UGAGAUUGGAGGUUUCUCCTG-3' 

(antisense)。Non-targeting control siRNAは QIAGENから購入した (Cat. 1022076)。 

検出用には以下の抗体を用いた。抗STAT3抗体 (sc-7179) (Santa Cruz Biotechnology)、

抗 pSTAT3(Tyr705) 抗体 (9131) (Cell Signaling Technologies)、抗 TYK2抗体 (610174)、

抗 JAK1抗体 (610231) (BD Biosciences)、抗 ACTIN抗体 (Sigma-Aldrich)。 

ix) Tyrphostin A1の JAKリン酸化阻害確認 

JAKs 自己リン酸化に対する Tyrphostin A1 および JAK2 キナーゼ阻害剤 Tyrphostin 

B42の影響は次のように検討した (Table 5)。ヒト子宮頸癌由来細胞株である HeLa細胞を

24 well plateに播種し、TYK2、JAK1または JAK2をコードするベクターをMetafectene 

(Biontex) を用いてトランスフェクションした。トランスフェクションの 36 時間後に、細

胞を Tyrphostin A1、Tyrphostin B42または溶媒である DMSOを添加した。1時間インキ

ュベートした後に細胞を可溶化し、Western blotting法にて各 JAKの自己リン酸化を検出

した。 

検出用には以下の抗体を用いた。抗 pTYK2 抗体 (9321)、抗 pJAK1 抗体 (3331)、抗

pJAK2 抗体 (3771)、抗 JAK2 抗体 (3230) (Cell Signaling Technology)、抗 TYK2 抗体 

(610174)、抗 JAK1抗体 (610231) (BD Biosciences)。 

x) 統計解析 

統計解析は SAS System Release 8.2を使用し、有意水準 0.05（両側）をもって判定した。

統計手法は、2群間の連続した数値の比較では t検定またはWelch検定、多群間の連続した

数値の比較は non-parametric Dunnett型多重比較で解析した。 

 

第三節 実験結果 

 IMQ誘導性乾癬様皮膚炎モデル 第一項

乾癬における TYK2欠損の影響を評価するため、ヒト乾癬に類似した IL-17および IL-23

依存的な皮膚炎と病理変化を認める IMQ誘導性乾癬様皮膚炎モデルを検討した 111)。 

Tyk2
マウスへ IMQを連日塗布により 2日後から有意な耳介の肥厚が認められ、6日後
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をピークとする皮膚炎を発症した (Figure 20A)。一方、Tyk2
マウスへ塗布した場合には

3日後から耳介の肥厚が認められたが、その程度は Tyk2
マウスと比べて有意に弱かった。

Day 7に採取した耳介重量においても耳介肥厚と一致した変化が認められ (Figure 20B)、

TYK2が IMQにより誘導される乾癬様皮膚炎の発症に重要な役割を持つことが明らかにな

った。 

 

 

 

   

 

Figure 20.  TYK2 plays an important role in IMQ-induced skin inflammation. 

A, Ear skin of Tyk2 and Tyk2 mice was treated or not with IMQ for 6 consecutive days. Ear 

thickness was measured on the days indicated. B, The ear tissue weight on day 7 was measured. Data 

represent mean + SD (n=7). **p < 0.01, ***p < 0.001 compared with Nctrl; #p < 0.05, ###p < 0.001 

compared with Tyk2. 

 

 

組織学的解析では、IMQ処置した Tyk2
マウスの皮膚組織で単核球ならびに弱い好中球

の浸潤が認められ、表皮の肥厚が観察された (Figure 21A)。表皮厚の測定により、無処置

と比較して IMQ塗布した Tyk2
マウスならびに Tyk2

マウス組織で表皮の有意な肥厚が

観察されたが、その程度は Tyk2
マウスで有意に低下した (Figure 21B)。 
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Figure 21.  TYK2 plays an important role in IMQ-induced epidermal hyperplasia. 

A, Representative histological features of IMQ treated ear skin of Tyk2 and Tyk2 mice. H&E 

staining. Scale bar, 200 μm. B, Epidermal hyperplasia, as quantified by imaging software from H&E 

stained ear sections. Data represent mean epidermal thickness + SD (n=5). ***p < 0.001 compared 

with Nctrl; ###p < 0.001 compared with Tyk2. 

 

 

表皮の肥厚の主な要因はケラチノサイトの増殖であると考えられる 99,100)。そこで、ケラ

チノサイトの増殖について皮膚組織中 mRNA 発現を検討したところ、IMQ 処置した

Tyk2
マウスではケラチノサイトの増殖マーカーであるKeratin 16 (Krt16) の著しい発現

亢進が認められた。一方で、Tyk2
マウスでは Tyk2

マウスに比して Krt16発現の有意な

低下が認められ、TYK2が乾癬に特徴的なケラチノサイトの増殖を制御することが明らかに

なった。 

 

 

 

Figure 22.  TYK2 regulates keratinocyte proliferation in IMQ-treated skin. 

Gene expression level of keratinocyte proliferation marker, keratin-16 (Krt16), in ear skin at 24 h after 

IMQ application for 4 consecutive days. Data represent mean gene expression + SD relative to GAPDH 

(n=5). ***p < 0.001 compared with Nctrl; ###p < 0.001 compared with Tyk2. 

 

0

20

40

60

80

Tyk2+/+ Tyk2-/- Tyk2+/+ Tyk2-/-

Nctrl IMQ

E
p

id
e

rm
a
l 
th

ic
k
n

e
s
s
 (

μ
m

) 

*** 

*** 

### 

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

Tyk2+/+ Tyk2-/- Tyk2+/+ Tyk2-/-

Nctrl IMQ

R
e
la

ti
v
e
 g

e
n

e
 e

x
p

re
s
s
io

n
 

*** 

### 

*** 

(A) (B) 

 

0

2

4

6

8

10

12

0 7 14 21 28 35 42

C
li

n
ic

a
l 
S

c
o

re
 

Days after collagen immunization 

## ## ## ## ## 



 

 

- 50 - 

Tyk2
マウスにおいて IMQ 誘導性皮膚炎の発症が抑制されることが確認されたことか

ら、Tyk2
マウスの発症抵抗性のメカニズムを検討するため、Tyk2

マウスと Tyk2
マウ

スで耳介肥厚の程度に差が認められ始める day 4の耳介組織mRNA発現変動ならびに耳介

DLN細胞の分化の違いを検討した。 

皮膚組織中 mRNA 発現では、IMQ塗布した Tyk2
マウスで Th17 サイトカインである

IL-17A および IL-22の mRNA発現が亢進し、IL12A(p35)、IL12B(p40)、IL23A(p19) の

IL-12および IL-23に関わるサイトカインの有意なmRNA発現の亢進が認められた。一方、

Tyk2
マウスでは IMQ 塗布により誘導される皮膚炎において炎症性サイトカイン発現の

有意な発現低下が認められた。また、この、IMQ 誘導性癬様皮膚炎モデルにおいては代表

的な Th1サイトカインである IFN-γがいずれの群の耳介組織から検出できなかったことか

ら、このモデルでは Th1よりは Th17への依存性が高く、Th17依存性が高いといわれるヒ

ト乾癬に類似したモデルであることが示唆された。 

 

 

 

Figure 23.  TYK2 is required for Th17 cytokine induction in IMQ-treated skin. 

Gene expression level of cytokines in ear skin at 24 h after application of IMQ for 4 consecutive days. 

Data represent mean gene expression + SD relative to GAPDH (n=5). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 

0.001 compared with Nctrl; #p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001 compared with Tyk2. 

 

耳介 DLN 細胞の FCM 解析から、IMQ 塗布した Tyk2
マウスで CD4+IL-17+ T 細胞数

が 3.7 倍に増加したのに対し、Tyk2
マウスでは 1.9 倍の増加に過ぎず有意に低値を示し

た。また、CD4+IFN-γ+ T細胞も同様に IMQ塗布した Tyk2
マウスでは 3.7倍に増加して

いるのに対し、Tyk2
マウスでは 2.1 倍の増加に過ぎず有意に低値を示した。しかし、

CD4+IL-17+ T細胞と CD4+IFN-γ+ T細胞の細胞数は 10倍以上異なっていること、また、

耳介組織のmRNA発現プロファイルが示すとおり、本モデルにおいては Th17依存性が高

いことが示唆されていることから、主に CD4+IL-17+ T細胞の数の違いが病態形成の違いに

反映されているものと推察された。 
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Figure 24.  TYK2 regulates Th17 and Th1 cell induction in ear draining lymph node 

from IMQ-treated mice. 

A and B, The number of CD4+IL-17+ (A) and CD4+IFN-γ+ (B) T cells from draining lymph nodes of 

Tyk2 and Tyk2 mice that were treated or not with IMQ on the ear. After four consecutive days IMQ 

application, total draining lymph node cells were counted and stained CD4, IL-17, and IFN-γ after 

PMA/ionomycin stimulation. **p < 0.01, ***p < 0.001 compared with Nctrl; #p < 0.05 compared with 

Tyk2. 

 

 IL-23誘導性乾癬様皮膚炎モデル 第二項

IMQ で誘導される乾癬様の皮膚炎は TLR7 のアゴニストである IMQ が皮膚の樹状細胞

を刺激することで IL-23産生が誘導され乾癬様の病態が形成され、IL-23および IL-17が関

与するヒト乾癬を反映したモデルであると考えられている 111)。乾癬の病態形成における

TYK2の役割の解析をさらに進めるため、recombinant IL-23を耳介皮内へ投与して皮膚炎

を誘導する IL-23誘導性皮膚炎モデルを作製し 116,117)、耳介肥厚ならびにサイトカイン発現

のタイムコースを確認した。IL-23の連日投与により耳介厚は day 4まで経日的に増加し、

耳介組織中では IL-17Aおよび IL-22の遺伝子および蛋白発現が day 2までに上昇して高値

を維持し、Th17サイトカインに依存性が高いモデルであることを確認した (データ非提示)。 

IL-23 誘導性皮膚炎モデルにおける TYK2 の役割を検討するため、Tyk2
マウスと

Tyk2
マウスを用いて IL-23 誘導性皮膚炎発症について比較検討した。Tyk2

マウスでは

IL-23 投与日数の増加とともに耳介の腫脹が認められ、BSA 投与した対照マウスと比較し

て有意な耳介腫脹の亢進が認められた (Figure 25A)。一方、Tyk2
マウスではその腫脹の

程度は Tyk2
マウスに比べて有意に低く、それは day 4に一定サイズで採取した耳介皮膚

重量においても同様であった (Figure 25A, 25B)。組織学的には Tyk2
マウス耳介組織で

は好中球を主体とした細胞浸潤と表皮の肥厚が確認されたのに対し、Tyk2
マウスでは認
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められた細胞浸潤ならびに表皮肥厚の変化は小さかった (Figure 26)。このことから、TYK2

が IL-23誘導性皮膚炎において重要な役割を持つことが明らかになった。 

 

 

  

 

Figure 25.  Involvement of TYK2 in IL-23-induced skin inflammation. 

A, The ear pinna of Tyk2 and Tyk2 mice was intradermally injected 1 µg/ear of IL-23 or same 

amount of BSA for 4 consecutive days. Ear swelling was evaluated on the days as indicated. B, Ear 

tissue weight on day 4 was measured. The ear tissue sample was uniformly collected by biopsy punch. 

Data represents mean + SD (n=5). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 compared with BSA; ##p < 0.01, 
###p < 0.001 compared with Tyk2. 

 

 

 

 

   

 

Figure 26.  TYK2 plays an important role in IL-23-induced skin inflammation and 

epidermal hyperplasia. 

A, Representative H&E stained histological features of IL-23-treated ear pinna from Tyk2 and 

Tyk2 mice. Scale bar, 100 µm. B, Epidermal hyperplasia was evaluated by measuring the epidermal 

thickness by imaging analysis. Data represents mean + SD (n=5). *p < 0.05, ***p < 0.001 compared 

with BSA; ##p < 0.01 compared with Tyk2. 
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皮膚組織に浸潤した細胞を回収し、FCM解析を行った。IL-23を処置した Tyk2
マウス

耳介組織では Tyk2
マウス耳介組織に比して CD4+ ヘルパーT 細胞、γδTCR+ γδT 細胞、

Gr-1+ 好中球および F4/80+ マクロファージの増加が認められた (Figure 27A)。 

さらに皮膚浸潤細胞ならびに DLN細胞の細胞内サイトカイン染色から、IL-23処置した

Tyk2
マウスでは IL-23投与により、CD4+IL-22+の浸潤細胞の増加が観察された (Figure 

27B)。また、γδTCR+細胞では IL-17+細胞および IL-22+細胞が Tyk2
マウスおよび Tyk2



マウスで同等に存在し、TYK2 欠損の影響をほとんど受けていないことが示唆された。LN

細胞においても、IL-23処置した Tyk2
マウスでは CD4+IL-17+細胞ならびに CD4+IL-22+

細胞が増加し、Tyk2
マウスで減少が認められた (Figure 27B)。なお、γδTCR+細胞は LN

で僅かにしか存在しないため、細胞内染色による FCM解析は検討できていない。また、細

胞内サイトカイン染色は産生能を持つ細胞を評価しているため、TYK2のように受容体シグ

ナルにも影響する分子の場合には、産生能を持った細胞が実際に IL-23 に対して応答する

細胞を反映せず、Tyk2
マウスの組織で認められたヘルパーT 細胞ならびに γδT 細胞は実

際には IL-17および IL-22産生が強く抑制されていると考える。 

さらに皮膚への細胞浸潤を促すケモカインのmRNA 発現について検討した。マクロファ

ージ、Th17/γδT 細胞、好中球の遊走に関わるケモカインとして知られる CCL2、CCL20

およびCXCL1の発現が IL-23を投与したTyk2
マウス皮膚組織では亢進した (Figure 28)。

一方、Tyk2
マウスでは有意な低下あるいは低下傾向が認められ、炎症生細胞の浸潤が

Tyk2
マウスで減少していたことの理由の一つと考えられた。 
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Figure 27.  Acute inflammatory cell infiltration into the ear pinna. 

A and B, Flow cytometry analysis of the dermal cells isolated from pooled Tyk2 and Tyk2 ear skin 

after 4 consecutive days of IL-23 injection. Surface markers of major inflammatory cells (A) and 

intracellular IL-17 and IL-22 in CD4+ cells and γδTCR+ cells (B) were analyzed with 

fluorescent-labeled specific antibodies after the cells were stimulated with PMA (30 ng/mL) and 

ionomycin (1 mg/mL). Percentage on each figure means identified cells from pooled dermal cell 

suspension.  

 

 

 

 

 
 

Figure 28.  TYK2 regulates chemoattractant expressions in IL-23-treated skin. 

mRNA expressions of proinflammatory chemokines, CCL2, CCL20 and CXCL1, in the ear pinna after 

2 consecutive days of IL-23 injection were evaluated by qPCR. Gene expression level was normalized 

by GAPDH expression. Data represents mean gene expression + SD (n=5). *p < 0.05, **p < 0.01 

compared with BSA; #p < 0.05 compared with the Tyk2. 
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TYK2欠損でのTh17サイトカイン産生ならびに皮膚炎のマーカーについて耳介組織およ

び耳介 DLNのmRNA発現変動を検討した。Day 2において、IL-23を処置した Tyk2
マ

ウス耳介組織では IL-17、IL-22、IFN-γ、IL-1β、TNF-αなどの炎症性サイトカインの有意

な増加が認められた。IL-23 を処置した Tyk2
マウス耳介組織においても増加は認められ

たが、Tyk2
マウス耳介組織に比して低い傾向を示した (Figure 29A)。耳介 DLNにおい

ては IL-22発現が IL-23処置した Tyk2
マウスで著明に高く、それに比して Tyk2

マウス

では低い傾向が認められた (Figure 29B)。このような炎症性サイトカインの mRNA 発現

は day 4においても同様に認められた (データ非提示)。 

さらに、乾癬に特徴的なケラチノサイトの増殖ならびに抗菌ペプチドの発現を皮膚組織

で検討した。Day 4の皮膚組織において、Tyk2
マウスで認められる Krt16の発現亢進が

Tyk2
マウスでは有意に低下し、抗菌ペプチドの β2-defensin および S100A8 の発現にお

いても同様に発現の低下が認められ、TYK2が乾癬の病態形成をmRNAレベルで抑制して

いることが明らかになった (Figure 29C)。 

耳介組織におけるサイトカイン産生をホモジネート中のサイトカイン蛋白量として

ELISAで検討したところ、Tyk2
マウス皮膚では IL-17ならびに IL-22産生亢進の有意な

低下が認められ、TYK2欠損により主要な Th17サイトカインが蛋白レベルで低下している

ことを確認した (Figure 30A, 30B)。さらに、TYK2が Th17サイトカイン産生に直接関わ

ることを確認するため、耳介 DLN細胞を in vitroで IL-23刺激したときの Th17サイトカ

イン産生に対する影響を検討した。Tyk2


 DLN細胞では IL-23 濃度依存的に IL-17 およ

び IL-22産生の増加が認められたが、Tyk2


 DLN細胞では有意な減少が認められ、TYK2

が IL-23 により誘導される IL-17 および IL-22 の産生に直接関わることが明らかになった 

(Figure 30C, 30D)。 
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Figure 29.  TYK2 is required for proinflammatory cytokine and psoriasis-related 

molecule expressions in IL-23-treated skin. 

A and B, mRNA expressions of cytokines in the ear pinna (A) and the ear draining LN (B) from each 

mouse after 2 consecutive days of IL-23 injection were evaluated by qPCR. (C) mRNA expressions of 

psoriasis-related molecules in the ear pinna on day 4. Expressions of Krt16, keratinocyte proliferation 

marker, and defensin and S100a8, antimicrobial peptides, were measured. Data represents mean gene 

expression + SD (n=5). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 compared with BSA; #p < 0.05, ##p < 0.01 

compared with Tyk2. 
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Figure 30.  TYK2 is required IL-23 dependent Th17 cytokine induction. 

A, IL-17 and IL-22 contents in the ear pinna. After 4 consecutive days of IL-23 injection, the ear pinna 

was homogenated and cytokine contents were measured by ELISA as indicated. Data represents mean 

production + SD (n=6). **p < 0.01, ***p < 0.001 compared with BSA; 
###

p < 0.001 compared with 

Tyk2


. B, Ear draining LN cells isolated from un-treated Tyk2


 and Tyk2


 mice were stimulated 

with various concentration of recombinant mouse IL-23 (0 – 10 ng/mL) under CD3 stimulation for 72 h 

and measured the secreted cytokines by ELISA. Data represents mean concentration + SD (n=3). *p < 

0.05, ***p < 0.001 compared with Tyk2


 DLN cells. 

 

 

さらに、IL-23 誘導性皮膚炎モデルでのサイトカインの役割について検討するため、抗

IL-22抗体、抗 IL-17A抗体、抗 IFN-γ抗体および抗 p40抗体を用いたサイトカイン中和実

験を行った。抗 IL-17A 抗体は day 3以降の後期に強く耳介腫脹を抑制し、抗 IL-22抗体は

特に day 1、2 および 3 の初期の耳介腫脹ならびに day 4 での表皮の肥厚を強く抑制した 

(Figure 31A, 31B)。このことから、IL-17Aは特に後期の炎症相、IL-22は炎症初期から皮

膚炎に重要な役割を持つことが示唆された。一方、抗 IFN-γ 抗体は本モデルの耳介腫脹に

対して抑制作用は示さなかった (Figure 31C)。投与している IL-23を直接中和する抗 p40

抗体は 4つの抗体の中で最も強く耳介腫脹を抑制した (Figure 31D)。抗 IL-22抗体を処置
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した耳介についてさらに評価を進めたところ、耳介組織の病理解析では悪化した炎症の軽

減が認められ、IL-23処置により認められた耳介表皮の肥厚が抗 IL-22抗体処置によって有

意に軽減することを明らかにした (Figure 32)。 

IL-17A および IL-22 に対する中和抗体で皮膚炎の抑制が認められたことから、IL-23 誘

導性皮膚炎は IL-17Aおよび IL-22の産生あるいは作用を制御する薬剤が有効なモデルであ

ることが示唆された。 

 

 

 

 

Figure 31.  Both IL-17 and IL-22 play critical roles in IL-23-induced skin inflammation. 

A - D, Recombinant mouse IL-23 was intradermally injected into ear pinna for 4 consecutive days, and 

the ear thickness was measured using dial thickness gauge as indicated. Neutralizing antibody and 

isotype control antibody, 0.1 mg each, were intraperitoneally administrated at day 0 and the ear 

swelling was evaluated. Anti-IL-17A antibody (A), anti-IL-22 antibody (B), anti-IFN-γ antibody (C) and 

anti-p40 antibody (D) were evaluated. Each value represents mean  SD (n=35). *p < 0.05, **p < 

0.01, ***p < 0.001 compared with BSA; #p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001 compared with control 

antibody. 
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Figure 32.  Blocking of IL-22 ameliorates IL-23-induced inflammation and epidermal 

hyperplasia. 

A, Representative histological features in IL-22 neutralizing experiment. H&E staining. Scale Bar, 100 

μm. B, Epidermal hyperplasia, as quantified by imaging software from H&E stained sections. Each 

value represents mean + SD (n=3) **p < 0.01 compared with BSA ; #p < 0.05 compared with control 

antibody. 

 

 

 IL-22誘導性乾癬様皮膚炎モデル 第三項

IL-23誘導性皮膚炎モデルにおいて TYK2が重要な役割を持つことが明らかになったが、

IL-22受容体にも会合するTYK2がどのように IL-22に依存した作用に寄与するかは不明で

ある。そこで、IL-22を耳介に直接投与するモデルを作製して検討した。なお、IL-22受容

体の発現は、少なくともmRNA発現レベルで Tyk2
マウスと Tyk2

マウスに差はなかっ

た (データ非提示)。 

IL-22投与により、IL-23に比べ弱いものの Tyk2
マウスで耳介腫脹が認められ、Tyk2



マウスでは有意な抑制が認められた (Figure 33A)。また、組織学的な解析によっても、IL-22

投与では Tyk2
マウス耳介組織で表皮の肥厚と弱い炎症性細胞浸潤が認められたが、

Tyk2
マウス耳介組織ではその程度は軽微であった (Figure 33B)。表皮肥厚に対しても

IL-22 処置した Tyk2
マウスでは表皮の厚みの増加が認められたが、Tyk2

マウスでは減

少した (Figure 33C)。このように IL-22 投与による耳介腫脹ならびに表皮肥厚に Tyk2


マウスが抵抗性を示したことから、TYK2が IL-22の作用に直接的に関与することが明らか

になった。 
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Figure 33.  Involvement of TYK2 in IL-22-induced skin inflammation. 

A, The ear pinna of Tyk2


 and Tyk2
–/–

 mice was intradermally injected 1 µg/ear of IL-22 or BSA for 4 

consecutive days. Ear swelling was evaluated on the days indicated. B and C, Representative H&E 

stained histological features (B) and epidermal thickness (C) of IL-22-treated ear pinna from Tyk2


 

and Tyk2


 mice. Scale bar, 100 µm. Data represents mean + SD for five mice per group. **p < 0.01, 

***p < 0.001 compared with BSA; 
##

p < 0.01, 
###

p < 0.001 compared with Tyk2




 

 

表皮の肥厚に関わるケラチノサイトは皮膚における主要な IL-22 受容体発現細胞である

ことから 120)、IL-22がケラチノサイトの増殖を直接的に誘導している可能性が考えられた。

そこで、IL-22により直接的に誘導される変化に及ぼすTYK2欠損の影響を、耳介への IL-22

単回投与 3時間および 6時間後に誘導されるmRNA 発現で検討した。Tyk2
マウスに比し

Tyk2
マウスでは IL-22刺激による Krt16、β2-Defensin、S100A8および S100A9の発現

上昇が有意に低下あるいは低下傾向を示し、IL-22が TYK2を介してこれらの因子の産生に

直接的に関与していることが示唆された (Figure 34)。 
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Figure 34.  TYK2 controls IL-22-induced keratinocyte proliferation and activation. 

The ear pinna of Tyk2


 and Tyk2
–/–

 mice was intradermally injected 1 µg/ear of IL-22 or BSA. mRNA 

expressions in the ear pinna from each mouse after several hours of IL-22 injection were evaluated by 

qPCR. Expression of Krt16, S100a8 and S100a9 were measured after 6 h, and Def2 was after 3 h. Data 

represents mean gene expression + SD (n=6). #p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001 compared with Tyk2


. 

 

 

 ケラチノサイトの IL-22応答における TYK2の役割 第四項

IL-22を皮膚へ投与した場合に、主に応答するのはケラチノサイトであると考えられるが、

in vivoでは他の細胞の関与も否定は出来ず、TYK2と IL-22の関係を明らかにするには不

十分である。そこで、ヒトケラチノサイト細胞株である HaCaT 細胞を用いて、TYK2 を

siRNAを用いてノックダウンしたときの IL-22刺激依存的なSTAT3リン酸化に及ぼす影響

を in vitroで検討した。 

Control siRNA で処理した HaCaT 細胞では 10 ng/mL の IL-22 刺激により、5 分、30

分と STAT3リン酸化レベルの上昇が確認された (Figure 35)。一方で、TYK2を siRNAで

ノックダウンしたHaCaT細胞では IL-22依存的な STAT3リン酸化レベルの上昇は認めら

れず、TYK2が IL-22シグナル伝達に必須の因子であることが明らかになった。 
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Figure 35.  TYK2 directly regulates IL-22 signaling in keratinocyte. 

The phosphorylation of STAT3 in human keratinocyte cell line HaCaT by IL-22 stimulation was 

evaluated in vitro. Two days before the stimulation, TYK2 knockdown in HaCaT cell was done by 

TYK2 siRNA. Cells were harvested 5 min and 30 min after IL-22 stimulation and STAT3 

phosphorylation was analyzed by Western blotting. To confirm the TYK2 knockdown, TYK2 and 

ACTIN were also blotted. 

 

 IL-23誘導性乾癬様皮膚炎モデルにおける Tyrphostin A1投与の影響 第五項

IL-23誘導性皮膚炎に対し TYK2の機能阻害が有効な制御方法になるかを評価するため、

TYK2 キナーゼ阻害剤として知られている Tyrphostin A1 をツール化合物として薬効評価

を行った。 

Tyrphostin A1はTyrphostinと呼ばれるキナーゼ阻害剤ライブラリ化合物の一つで、元々

はキナーゼ阻害活性が無く、EGFR シグナル阻害剤などのネガティブコントロール化合物

として用いられていた124)。しかし、TYK2阻害活性があることが判明した125,126)。JAK2 等

に対しても選択性を有していたことから、TYK2選択性が比較的高い化合物であると考えら

れ研究に用いられている。TYK2阻害剤としての資質を明らかにするため、TYK2あるいは

他の JAK の自己リン酸化の抑制作用について JAKs の自己リン酸化に対する阻害作用を

Western blotting法で確認した。JAKsは過剰発現させるとリガンド刺激無しに自己リン酸

化を引き起こす。そのため、過剰発現させた JAKs のリン酸化に対する化合物の影響を評

価することで、通常はヘテロな組み合わせの JAKsのシグナルを単一の JAKキナーゼに対

する影響として検出することが可能になる。Tyrphostin A1 は TYK2 を過剰発現させとき

には 30 μMで TYK2リン酸化を抑制し、JAK1ならびに JAK2のリン酸化に対しては影響

しなかった (Figure 36)。一方、JAK2阻害剤として知られる Tyrphostin B42は 30 μMお

よび 100 μM で TYK2 リン酸化には影響せず、JAK1 リン酸化に対しては 30 μM、JAK2

リン酸化に対しては 100 μMで、Tyrphostin A1とは明らかに異なる阻害プロファイルを示

し、Tyrphostin A1を TYK2阻害剤として用いることが出来ることを確認した。 
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Figure 36.  Tyrphostin A1 selectively suppresses TYK2 autophosphorylation. 

HeLa cells were plated on 24-well plates and transfected with a vector coding for TYK2, JAK1 or JAK2 

as indicated using Metafectene. At 36 h after transfection, the cells were treated with vehicle (DMSO), 

Tyrphostin A1 or Tyrphostin B42 at indicated concentration for an additional 1 h. The cells were lysed, 

and lysate was immunoblotted with the indicated antibodies and assessed the autophosphorylation 

levels of JAKs. 

 

次に、Tyrphostin A1の乾癬モデルに対する薬効評価を IL-23誘導性皮膚炎モデルを用い

て行った。Tyrphostin A1は in vivoでの使用実績が無く溶解性も悪いことから、1日 2回

の腹腔内投与で検討した。IL-23投与による耳介腫脹は 2および 10 mg/kgのTyrphostin A1

投与では全く認められなかったが、50 mg/kg投与では耳介腫脹ならびに耳介組織重量の有

意な抑制が観察された (Figure 37、耳介組織重量データ非提示)。 

 

 

Figure 37.  Tyrphostin A1 suppresses IL-23-induced psoriatic skin inflammation. 

Tyrphostin A1 was intraperitoneally administrated twice a day into IL-23-treated Tyk2 mice. Ear 

swelling was measured as indicated. Data represents mean +/ SD (n=5). ***p < 0.001 compared with 

BSA; #p < 0.05, ##p < 0.01 compared with IL-23.  
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Figure 38.  Tyrphostin A1 suppresses pathogenic IL-17 and IL-22 production. 

A, IL-17 and IL-22 contents in the ear pinna. After 4 consecutive days of IL-23 injection and 

Tyrphostin A1 administration, cytokine contents in the ear pinna were measured by ELISA as 

indicated. Data represents mean + SD (n=5). ND, not detected. **p < 0.01 compared with BSA; #p < 

0.05 compared with IL-23. B, IL-17 and IL-22 production and ear tissue weight that were shown in Fig. 

35 in each treated mice were plotted. 

 

 

Day 4での耳介組織中サイトカイン量を測定したところ、耳介腫脹と同様に 50 mg/kg投

与で IL-17 産生の有意な低下ならびに IL-22 産生の低下傾向が認められ、耳介腫脹抑制と

サイトカイン産生抑制が同様の変化を示した (Figure 38A)。このとき、耳組織中の STAT3

リン酸化も抑制された (データ非提示)。個体ごとの耳介重量と耳介組織中各サイトカイン

量の相関関係を確認したところ、IL-17 に対しては r2=0.678、IL-22 に対しては r2=0.505

を示し、耳介重量と各サイトカイン量に正の相関が認められた (Figure 38B)。この相関関

係は図からも明らかなように、2および 10 mg/kgの Tyrphostin A1投与のマウスにおいて
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も、Th17サイトカイン量と耳介腫脹の抑制に関係性があることを示唆しているものと考え

る。 

IL-17および IL-22が耳介腫脹の増加にかかわることは中和抗体実験からも明らかである

(Figure 31)。従って、Tyrphostin A1投与で認められた耳介腫脹抑制が耳介組織中 Th17サ

イトカインの産生抑制に基づく可能性が示唆された。 

 

第四節 考察 

TYK2は乾癬の病態形成に重要な役割を持つ IL-23のシグナル伝達に関わる分子であり、

IL-23誘導による IL-17産生ならびに IL-22産生を強く抑制し、表皮の肥厚ならびに抗菌ペ

プチドの産生抑制を介して乾癬様皮膚炎に重要な役割を持つことが示唆された。さらに

IL-22のシグナル伝達に対する直接的な関与も示唆され、TYK2が IL-17および IL-22の産

生抑制ならびに IL-22 依存的な乾癬関連分子の産生の直接抑制により、乾癬病態の発症お

よび悪化に関与することが示唆された。 

IL-23に対する TYK2の関与はすでに明らかとなっており、IL-23誘導性皮膚炎モデルに

対して抵抗性を示すことは予測できることである。しかしながら、IL-23による IL-17産生

細胞の皮膚および DLNでの増加や、IL-22産生に対する影響は明らかではなかった。本研

究から、TYK2 欠損により皮膚に浸潤する Th17 細胞が減少し、DLN においては IL-22 を

産生するCD4+細胞、すなわちTh17細胞あるいはTh22細胞が減少することが確認された。

一方で IL-23受容体を発現し、IL-17および IL-22の産生能を持つことが知られている γδT

細胞の数的変化に対しては明らかな影響は認められなかったが、評価方法が

PMA/ionomycin 刺激下での産生能であり、IL-23 を投与したときにその IL-23 刺激に応答

する細胞とは異なる。そのため、病態形成においては検出された Th17/Th22 細胞ならびに

γδT細胞は Tyk2
マウスでは IL-23応答性低下すると考えられる。実際、Tyk2

マウス由

来γδT細胞では IL-23依存的な IL-17産生が低下することが報告されている127)。そのため、

Tyk2
マウスでは病態形成に関与する各細胞からのサイトカイン産生は低くなっており、

それが耳介組織ホモジネート中の IL-17 および IL-22 産生量の低さに反映されていると推

察される。 

IL-22は二面性のあるサイトカインと考えられており、作用する組織、臓器によって病態

誘導的にも防御的にも働くと考えられている 120)。皮膚においては前者での役割が大きいと

考えられており、乾癬治療においては IL-22を抑制することは望ましい作用と考えられる。

IL-22受容体は血球系細胞には発現せず、非血球系細胞に発現し、特に皮膚においてはケラ

チノサイトが IL-22に応答する細胞である 120)。乾癬の病態形成に重要な IL-22だが、シグ
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ナル伝達に関わる TYK2 の役割についてはほとんど研究はされていなかった。私も IL-22

は正常な皮膚の形成に重要であり、特に Tyk2
マウスで皮膚形成に異常は認められないこ

とから、IL-22のシグナルに対する影響は非常に限定的なものだろうと考えていた。しかし、

IL-22誘導性皮膚炎や表皮肥厚、抗菌ペプチド類の産生などの抑制から TYK2は IL-22受容

体シグナル伝達において代替されない重要な役割を持つことが明らかになった。同じく

IL-22受容体に会合する JAK1 もまた重要な役割を持つことが明らかにされている 119)。そ

のため、IL-22 の作用に対して TYK2 と JAK1 がそれぞれに役割を持つことが明らかであ

るが、TYK2と JAK1の関与の質的違いについては今後の研究が望まれる部分と考える。 

Tyk2
マウスで得られた関節炎、IBD そして乾癬のモデルで認められた知見から、創薬

に結び付けるため、化合物による TYK2 阻害実験を試みた。古典的なキナーゼ化合物ライ

ブラリの Tyrphostin 類の中に TYK2 選択性が高い Tyrphostin A1 があり 113,114)、実際に

TYK2選択性を確認できたことから、Tyrphostin A1での阻害実験を試みた。Tyrphostin A1

は耳介腫脹抑制ならびに組織中 Th17サイトカイン産生を抑制し、両者には正の相関が認め

られた。このことは、Tyrphostin A1の薬効が Th17サイトカイン産生抑制に基づくことを

示唆していることに加え、強い in vivo活性を持つ TYK2阻害薬はより強い薬効を示すこと

が期待される。 

以上のように、本研究では IMQ、IL-23 および IL-22 による乾癬の炎症ならびに乾癬関

連分子産生に関わる TYK2 の役割を検討し、TYK2 が IL-17 および IL-22 産生を抑制する

ことにより炎症反応ならびに乾癬様皮膚病変の形成に関与すること、またそれが TYK2 阻

害薬により制御可能であることを示唆した。IMQ 誘導性モデルと IL-23 誘導性モデルとい

う代表的な 2 つの乾癬モデルの病態形成に関わる TYK2 は、血球系細胞からの IL-17 およ

び IL-22 産生による炎症反応ならびに非血球系細胞による IL-22 に依存した乾癬関連分子

の発現を制御し、乾癬治療の標的分子として有望と考える。 

  



 

 

- 67 - 

第五節 まとめ 

本章では、乾癬における TYK2の役割について以下のことを明らかにした (Scheme 3)。 

 TYK2 はマウス乾癬モデルでの病態進展/悪化に重要な役割を持ち、ヒト乾癬で認め

られる Th17 サイトカインならびに抗菌ペプチドの誘導が TYK2 欠損により減少す

る。 

 TYK2は IL-22シグナル抑制により、ケラチノサイトによる表皮肥厚ならびに抗菌ペ

プチドの産生を制御する。 

 TYK2の機能阻害によって乾癬の病態を制御できる可能性がある。 

 

 

Scheme 3  TYK2 role in psoriasis.  
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第五章 総括 

本研究では、Tyk2
マウスを用いた解析により、自己免疫疾患における TYK2 の役割に

ついて新知見を得た。 

第一章では、TYK2が IL-12受容体および IL-23受容体からのシグナル伝達に重要な役割

を持ち、特に自己免疫疾患病態を誘導するヘルパーT 細胞として注目されている Th1 細胞

ならびに Th17細胞の分化・増殖に関わること、そして免疫制御性の Treg細胞に対しては

影響しないことを in vitroおよび in vivo解析から明らかにした。 

第二章では、Tyk2
マウスが関節炎モデルである CIAおよび CAIAに対して強い発症抵

抗性を示すこと、抗コラーゲン抗体依存的な関節炎ならびに関節破壊に直接的な役割を有

することを明らかにした。さらに CAIA においては Th1 ならびに Th17 サイトカインの産

生抑制が病態制御に寄与している可能性を示唆した。 

第三章では、Tyk2
マウスがUCモデルの DSS誘導性大腸炎および CDモデルの TNBS

誘導性大腸炎の異なるタイプの IBD モデルに対して抵抗性を示すことを明らかにした。ま

た、DSS誘導性大腸炎においては Th1ならびに Th17サイトカインの産生抑制が病態制御

に寄与している可能性を示唆した。 

第四章では、Tyk2
マウスが乾癬モデルである IMQ誘導性皮膚炎および IL-23誘導性皮

膚炎に対して発症抵抗性を示すことを明らかにした。TYK2は炎症の悪化だけではなく、乾

癬に特有の表皮肥厚の制御への寄与の大きさから、ケラチノサイトでの IL-22 の活性制御

における TYK2 の直接的な役割を明らかにし、さらには低分子化合物による TYK2 機能阻

害が乾癬病態を制御する可能性があることを示唆した。 

本研究においては特に TYK2が関わる IL-12、IL-23および IL-22に注目した研究を行っ

た。しかし、TYK2 が他にも IFN-α/β のシグナル伝達に関わり、これらのサイトカインは

SLE の病態の形成に重要なことが知られている128,129)。また、GWAS においても TYK2 は

SLE の疾患感受性遺伝子としても同定されていることから 25,26)、TYK2 は複雑かつ未解明

な発症メカニズムを持ち、多種多様な臓器で起こる自己免疫疾患において共通して病態形

成に関わる重要な分子であると考えられる。 

本研究において、TYK2遺伝子を欠失した場合だけでなく、TYK2キナーゼ活性阻害によ

る病態コントロールの可能性を示した。得られた知見から、TYK2阻害薬は IL-12/IL-23の

選択的な抑制作用や病態誘導性の Th1 細胞/Th17 細胞の分化・増殖の選択的な抑制作用を

持ち、さらには直接的な IL-22 抑制作用により既存の薬剤や抗 p40 抗体など異なる薬効プ

ロファイルを持つ可能性があることから、新しいクラスの自己免疫疾患治療薬となること



 

 

- 69 - 

が期待される。本研究によって得られた知見が、自己免疫疾患の病態解明ならびに新しい

クラスの薬剤の創生に繋がり、自己免疫疾患に苦しむ患者の方々の一助になることを願う。 
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