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1. 略語表  

ABCA1 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 1 

BMDM Bone-marrow derived macrophage 

CXCL CXC chemokine ligand 

DEPC Diethyl pyrocarbonate 

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay 

FADS2 Fatty acid desaturase 2 

IFN Interferon 

IL Interleukin 

JAK Janus kinase 

KO Knock out 

LPS Lipopolysaccharide 

LXR Liver X receptor 

M-CSF Macrophage-Colony Stimulating Factor 

P. acnes Propionibacterium acnes 

PBS  Phosphate-buffered saline 

PGC-1α Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1α 

RT-PCR Reverse transcription-Polymerase chain reaction 

SCD2 Stearoyl-CoA desaturase 2 

siRNA small interfering RNA 

SREBP1 Sterol responsive element binding protein 1 

STAT Signal transducer and activator of transcription 

Th Helper T Cell 

TLR Toll-like receptor 

TNF Tumor necrosis factor 

Tyk2 Tyrosine kinase 2 

WT Wild-type 
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2．序論 

生体は病原体への防御手段, 環境の変化に対応した恒常性維持の手段として免疫系を備

えている。炎症応答は, 組織間や細胞間の綿密な連携によって行われ, 組織損傷や病原体侵

入に応じた免疫系活性化を介して生体の恒常性を維持するために必要な応答である一方, 

異常な炎症応答はアレルギー疾患や自己免疫疾患を引き起こす  (Majno and Joris, 2004; 

Nathan, 2002)。したがって生体は免疫系のはたらきを促進および抑制する双方のシステムを

備えており, 炎症応答を「適切な持続時間および強度」に調節していると考えられている。 

マクロファージは Toll-like receptor (TLR) を介した外来異物の認識や貪食, ヘルパーT 細

胞に対する抗原提示といった機能により, 免疫応答の開始段階を担う細胞である。マクロフ

ァージは体内のいたる所に存在し，組織の発生，恒常性維持や組織修復にも役割をもつ 

(Wynn et al., 2013)。マクロファージの機能的な亜群として M1 およびM2マクロファージが

知られる。細菌等の異物を認識した後，炎症誘導に寄与するのは M1 マクロファージであ

り，TNF-α，IL-12，CXCL10などの炎症性サイトカインや誘導型 NO 産生酵素を発現し NO

を合成することで，Th1 型免疫応答を誘導するとともに抗菌及び抗ウイルス活性，抗腫瘍効

果を発揮する (Verreck et al., 2004)。M2 マクロファージは，IL-10などの抗炎症性サイトカ

インの発現を通じて炎症抑制や炎症後の組織修復に関与する (Mantovani et al., 2004)。マク

ロファージの機能面における多様性は発生・分化の起源が異なることに加え，マクロファー

ジが高い可塑性を有する細胞であることに起因する (Sica and Mantovani, 2012)。マクロファ

ージは病原体認識受容体，サイトカイン受容体，Gタンパク質共役受容体，核内ホルモン受

容体など様々な細胞外シグナルセンサーを介して周囲に存在する様々なシグナルを認識し，

その性質をM1型やM2型に可逆的に分極化させる。 

免疫調節作用や抗ウイルス作用をもつサイトカインとして知られる I型 IFN (IFN-α, IFN-

β等) は炎症が起きていない状況下でもマクロファージを含む多くの種類の細胞が恒常的に

微量産生しており autocrine/paracrine の様式で周囲及び自身の細胞機能を自律的に調節する 

(Gough et al., 2012)。そのシグナルは微弱であるものの確かな生理的役割をもち, 例えばその

微弱な I 型 IFN シグナルが I 型 IFN 受容体 (Ifnar1) 遺伝子欠損や IFNAR1 タンパクに対す

る中和抗体によって遮断された場合には, 細胞は多量の外因性 I型 IFNにさらされた際の応

答性や, 他のサイトカイン／増殖因子 (IL-6, IFN-γ, CSF-1等) への応答性も低下することが

報告されている。このように恒常的 IFN シグナルが他のサイトカイン応答を下支えしてい

る現象は「tonic signaling」あるいは「priming」という用語で呼ばれており, この現象のメカ

ニズムは I型 IFN シグナリングの構成因子群 (STAT1, STAT2, IRF9等) がそれら自身 IFN 誘

導性遺伝子であることにより説明されている。恒常的 IFN シグナルの欠如は STAT1 の細胞
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内発現量の減少をもたらし, STAT1 をシグナル伝達に利用するサイトカイン (I 型 IFN や

IFN-ɤ) に対する応答性が低下するとされている。骨髄細胞にマクロファージコロニー刺激

因子 (macrophage-colony stimulating factor: M-CSF) を添加することで分化誘導されるマクロ

ファージ(bone marrow-derived macrophage: BMDM) は I型 IFN を恒常的に産生し, tonic IFN

シグナルによる機能調節が起こることが観察されており (Fleetwood et al., 2009), 恒常的な

IFN 産生およびそのシグナルはマクロファージの性質に大きく影響すると考えられている。 

炎症抑制性サイトカインである IL-10はマクロファージ, T 細胞, B 細胞など様々な細胞か

ら産生され, T 細胞の活性を抑制することやマクロファージからの炎症性サイトカイン産生

を抑制することを通じて特に Th1型炎症反応を抑制する (Mosman, 1994)。IL-10を欠損した

マウスでは慢性腸炎を自発的に発症することや  (Kühn et al., 1993), 盲腸結紮穿刺 (cecal 

ligation and puncture: CLP) による敗血症性腹膜炎モデルにおける症状が増悪化する (Latifi et 

al., 2002) ことが報告されている。また, ヒトにおける IL-10一塩基多型が潰瘍性大腸炎と関

連することが指摘されている (Franke et al., 2008) だけでなく, 小児の炎症性腸疾患患者に

おいて IL-10や IL-10受容体の機能喪失変異が同定されている (Kotlarz et al., 2012)。これら

のことから IL-10 の炎症抑制作用やヒト炎症性疾患との関係は広く知られており, IL-10 産

生制御機構の理解は炎症を人為的にコントロールするための基礎知見となると考えられる。

I型 IFN受容体 IFNAR1を欠損した BMDMでは, LPS刺激で誘導される IL-10 産生が認めら

れなくなることが報告されている (Chang et al., 2007; Fleetwood et al., 2009)。 

マクロファージは炎症性または抗炎症性作用を示す種々の脂質メディエータを産生する

(Dennis et al., 2010)。近年, 炎症収束を担う脂質メディエータとしてω3系の多価不飽和脂

肪酸 (polyunsaturated fatty acid, PUFA) やその代謝物であるプロテクチン・レゾルビン等の

脂質由来メディエータが注目されている (Serhan et al., 2008; Simopoulos, 2002)。細胞内での

PUFA 合成には脂肪酸伸長酵素や不飽和化酵素が役割をもつ (Cho et al., 1999; Ratledge, 

2004)。マクロファージから産生されるこれらの脂質メディエータの量や構成は炎症刺激後

の継時推移に伴い変動すること, その変動メカニズムには核内受容体 Liver X receptor 

(LXR) や転写因子 sterol responsive element binding protein 1  (SREBP1) の活性調節や発現

誘導が役割をもつことが報告された (Oishi et al., 2017)。炎症抑制性の性質を示すマクロフ

ァージにおいて LXR や SREBP1 の標的遺伝子である脂肪酸伸長酵素や不飽和化酵素の発

現が亢進する結果として脂肪酸の不飽和化亢進がみられることから, LXR および SREBP1

標的遺伝子の発現亢進はマクロファージの炎症抑制性質と関連すると考えられる。また，

I 型 IFN はマクロファージにおける脂質代謝系に影響をもつことが示唆されている。I 型

IFN により活性化される転写因子 STAT1 と LXR の間には互いに機能を抑制する関係性が
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ある (Pascual-García et al., 2013) ことから, I型 IFN は STAT1 を介して LXR に抑制的に関

与している可能性がある。 

Tyrosine kinase 2 (Tyk2) は Janus Kinase (JAK) ファミリーに属する非受容体型チロシンキ

ナーゼであり，同ファミリータンパクに JAK1, JAK2, JAK3 がある。Tyk2 は I型 IFN や IL-

12，IL-23 の受容体に会合して存在し, それらのサイトカイン刺激によって活性化され, 転

写因子 STAT をリン酸化することでシグナル伝達を行う (Ghoreschi et al., 2009)。リン酸化さ

れた STATは核へと移行し多様な標的遺伝子発現を誘導する。この経路は JAK-STAT 経路と

呼ばれ (Figure 1), IFN を始めとするサイトカインシグナル伝達に必須の経路として考えら

れている (Leonard and O’Shea, 1998)。 

 

重篤な免疫不全となる高 IgE 症候群の患者 1例において Tyk2 の遺伝子異常が原因である

こと (Minegishi et al., 2006) や Tyk2 の一塩基多型が全身性エリテマトーデス多発家系にお

いて見られた (Graham et al., 2007; Sigurdsson et al., 2005) ことから, Tyk2 の免疫系調節機構

における重要性が近年注目されている。当研究室では Tyk2欠損マウスを用いた解析により, 

IL-12および IL-23が関わる種々の炎症・免疫疾患モデルにおいて Tyk2 が促進的な役割をも

つことを見出してきた (Ishizaki et al., 2011, 2014)。また一方で Tyk2 欠損マウスは，細菌成

分 LPS によるエンドトキシンショックに対して強い抵抗性を示す (Kamezaki et al., 2004; 

Karaghiosoff et al., 2003)。野生型に比べ Tyk2 欠損マウス由来マクロファージは非刺激時およ

び LPS 刺激時の NF-kB 活性化やMAPK活性化は低下せず，TNF-α産生も低下しない一方で

I型 IFN 産生能が低下し，また，I型 IFN である IFN-β の欠損マウスが Tyk2 欠損同様にエン

ドトキシンショックに対する抵抗性を示す (Karaghiosoff et al., 2003)。さらに野生型マクロ

Figure 1.  JAK-STAT経路 
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ファージと Tyk2 欠損マクロファージにおける遺伝子発現変動を LPS 刺激下／非刺激下で

比較したマイクロアレイの解析論文 (Vogl et al., 2010) では，特に LPS 非刺激下における I

型 IFN 応答性遺伝子群の発現が Tyk2欠損マクロファージ内で低下していた．同報告中では

Tyk2欠損マクロファージにおいてLXR標的を含む幾つかの脂質代謝関連遺伝子群のmRNA

発現の亢進も観察されている．これらよりマクロファージにおける Tyk2 が恒常的 I 型 IFN

産生あるいは tonic signaling の伝達に役割をもつことや, Tyk2 が脂質代謝関連遺伝子群の発

現に影響をもつことが示唆されている。 

これらのことから， Tyk2 はマクロファージにおける I型 IFN 産生への寄与を通じてマク

ロファージの細胞自律的機能調節に影響をもつことが示唆されている。しかしながらこの

観点での Tyk2 機能の研究は現在までに十分行われておらず多くの不明点が残されている。

本研究では, マクロファージの機能調節における Tyk2 の役割とその生理的意義を明らかに

することを目的とした。 
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3．実験方法 

3-1 実験材料 

P. acnes加熱死菌は筒井ひろ子博士(兵庫医科大学)より恵与された (Tsutsui et al., 1997)。 

実験に用いた試薬の入手先は以下のとおりである。 

抗 Actin 抗体 clone:AC15 SIGMA 

抗 CREB抗体 clone: 86B10 Cell Signaling Technology 

抗 phospho-CREB (Ser133) 抗体 clone: 87G3 Cell Signaling Technology 

抗 PGC-1α ポリクローナル抗体  NOVUS Biologicals 

抗 IFNAR1 中和抗体 clone: MAR1-5A3 BioXCell 

抗 IFN-ɤ 中和抗体 clone: R4-6A2 BioXCell 

抗 IL-10R中和抗体 clone: 1B1.3A BioXCell 

CP690550 Phoenix Pharmaceuticals 

DEPC SIGMA 

Diclofenac Sodium Wako pure chemical industries 

DMEM SIGMA 

FCS Thermo Scientific 

H-89 dihydrochloride Cell Signaling Technology 

IFN-β Calbiochem 

Lipofectamine RNAiMAX Invitrogen 

MRS1754 Abcam 

Opti-MEM GIBCO 

Prostaglandin E2 AdipoGen 

Pyridone 6 Santa Cruz Biotechnology 

Recombinant murine M-CSF PEPROTECH 

RPMI-1640 SIGMA 

SR-18292 Cayman chemical 

TRI Reagent SIGMA 

ZM-241385 AdooQ Bioscience 

 

その他の試薬については特に言及しない限り市販の特級試薬を用いた。 
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3-2 使用動物及び飼育条件 

 BALB/c 系統 WT マウスは日本チャールズリバーより購入し, Specific pathogen free (SPF)

条件下で飼育し使用した。BALB/c 系統 Tyk2 遺伝子欠損マウス (Shimoda et al., 2000) は下

田和哉博士 (宮崎大学) より恵与され, SPF 条件下で飼育し使用した。全ての実験は「国立

大学法人北海道大学動物実験に関する規程」に従って行った。 

 

3-3 細胞培養 

マウス腹腔常在細胞および骨髄由来マクロファージは, 8 %ウシ胎児血清 (FCS, 56℃, 30

分間非動化処理), 100 U/mL ペニシリン G, 100 μg/mL 硫酸ストレプトマイシン及び 0.15％ 

NaHCO3を含む RPMI-1640 (RPMI) 培地を用いて 37℃, 5％ CO2の条件下で培養した。 

 

3-4 マウス骨髄採取及び骨髄由来マクロファージへの分化誘導 

マウス大腿骨より回収した骨髄細胞を RPMI培地中に放出させた。室温, 1500 rpm, 5 分間

遠心分離したあと上清を除去し, 1 mLの 1×溶血バッファー (154 mM NH4Cl, 14 mM NaHCO3, 

64.7 µM EDTA-2Na, pH 7.3) に懸濁し 2分間室温にて静置させた。FCS 含有 RPMI培地 5 mL

を加えてから室温, 1500 rpm, 5 分遠心分離を行い, 上清を除去した後, 10 cm dish に 1×107 

cellsを播種し, M-CSF (PEPROTECH, 100 ng / mL) を含む RPMI培地 10 mLで 6日間培養し

BMDM分化誘導を行った。 

 

3-5 サイトカイン産生量および PGE2産生量の測定 

細胞培養上清中および腹腔洗浄液中のサイトカイン濃度および PGE2濃度の測定は, 以下

の表に示したキットを用い, 添付のプロトコールに従って行った。 

Mouse CXCL10/IP-10/CRG-2 Quantikine ELISA kit R＆D Systems 

Mouse IL-6 Uncoated ELISA Thermo Fisher Scientific 

Mouse TNF-α Uncoated ELISA Thermo Fisher Scientific 

Mouse IL-10 ELISA Ready-SET-Go! kit 2nd Generation eBioscience 

Prostaglandin E2 ELISA kit Cayman chemical 

 

3-6 定量 RT-PCR法による解析 

1) Total RNAの調製 

BMDMを培養して適宜刺激を行った後に培地を除去し, TRI Reagent 400 µLを加えて Total 

RNA を調製した。ピペッティングにより細胞を溶解させ, クロロホルム 80 µL を加えてボ
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ルテクッスミキサーで 10秒間激しく撹拌した。室温で 5分間静置した後, 4℃, 13000 rpmで

15 分間遠心分離した。上清 (水層) の RNA 画分を別の 1.5 mL エッペンドルフチューブに

移し, 移した水層と等量のイソプロパノールを加えて転倒混和した。室温で 5 分間静置した

後, 4℃, 13000 rpm で 15 分間遠心分離し, RNA を沈殿させた。得られた RNA は 500 µL の

75％エタノール/ in DEPC 処理滅菌水を加えて洗浄し, 風乾させた後, 適当量の DEPC 処理

滅菌水に溶解させた。RNA 溶液の濃度は NanoDrop Lite (Thermo scientific) を用いて測定し

た。 

腹腔常在細胞については GenElute Mammalian Total RNA Miniprep kit (Sigma) を用いて添

付のプロトコールに従って RNA を抽出した。 

2) 逆転写酵素反応 

逆転写酵素反応は ReverTra Ace (TOYOBO) を用いて行った．Total RNA 1 µg 相当に対し

て , randam primer (TOYOBO) 25 pmol,  5×buffer (TOYOBO) 5 µL, 2 mM dNTP mixture 

(TOYOBO) 6 µL, 100 U/µL ReverTra Ace 0.5 µL, DEPC 処理滅菌水を用いて混和し, 全量 25 µL

とした。これを i Cycler (Bio-Rad Laboratories) にて, 30℃で 10分間, 42℃で 40 分間, 99℃で

5 分間反応させ cDNAサンプルとした。 

3) 定量 PCR 法 

反応は相対定量法 (KAPA SYBR® FAST qPCR Kit, KAPA Biosystems) を用いて行った。鋳

型 cDNA 1 µLに対して, 10 µM Forward primer 0.2 µL, 10 µM Reverse primer 0.2 µL, 5×Mixture 

5 µL, ROX 0.2 µL, DW を用いて反応溶液が全量で 10 µL となるように調製した。これを

Mx3005P® real-time PCR system (Stratagene) を用いて, まず, 94℃ 30秒間反応させ, 初期変

性を行った。次に, 95℃で 3秒間の変性, 60℃で 30 秒間のアニーリングと合成を 1サイクル

とし, 40サイクル反応させた。解析はサイクル比較法 (ΔΔCt法) により行った。 

PCR に使用したプライマーは以下の通りである。 

 

gene Forward Reverse 

Abca1 AAAACCGCAGACATCCTTCAG CATACCGAAACTCGTTCACCC 

Actb TGTTACCAACTGGGACGACA GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA 

Cxcl10 GTGAGAATGAGGGCCATAGG TTTTGGCTAAACGCTTTCATT 

Fads2 TCCATCTGGACCTGGACTTC GATGTGGGACAGGAGGAGAA 

Il10 CCAAGCCTTATCGGAAATGA TTTTCACAGGGGAGAAATCG 

Irf7 CCAGTTGATCCGCATAAGGT GAGCCCAGCATTTTCTCTTG 
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Ppargc1a TTGACTGGCGTCATTCGGG TCGCAGGCTCATTGTTGTACT 

Ppargc1b CTCTGACACGCAGGGTGG ATCCAGGGTCTTCGTAAGCG 

Ptgs1 CTTCTCCACGATCTGGCTTC GCTGCAGGAAATAGCCACTC 

Ptgs2 AGAAGGAAATGGCTGCAGAA GCTCGGCTTCCAGTATTGAG 

Scd2 GCATTTGGGAGCCTTGTACG AGCCGTGCCTTGTATGTTCTG 

Srebp1c GAGCCATGGATTGCACATTT CAGAGAGGAGGCCAGAGAAG 

Tyk2 CAGGATGCTTGATGGTGCTA CCAGACCTTAGCCTGTGCAT 

 

3-7 ウエスタンブロッティング  

 BMDM (3×105 cells) を培養し, 回収時に培養上清を除去した後, 冷 PBSを用いて洗浄し

た。PBSを除去した後, 細胞ペレットに対し SDS-PAGE Sample Buffer (0.17M Tris-HCl, pH 

7.4, 10% グリセロール, 5% メルカプトエタノール, 2.5% SDS, 1% NP-40, 1mM Na3VO4, 

1mM PMSF, 1mM NaF) を 60 µL加え, 100℃で 7分静置し細胞ライゼートとした。 

 ポリアクリルアミドゲルを用いて SDS-PAGE にてタンパク質を分離し, PVDFメンブレン

(Millipore) にタンパク質を転写した。このメンブレンに抗体を反応させた後, ImmobilonTM 

Western Chemiluminesent HRP Substrate (Millipore) と反応させ, 化学発光により検出を行っ

た。検出には Imagequant LAS 4000 (GE Healthcare Japan) を用いた。 

 

3-8 腹腔常在細胞を用いた解析 

 野生型および Tyk2 欠損マウスの腹腔を PBS 3mLを用いて 2回洗浄し, 遠心後上清を除

去した。室温, 1500 rpm, 5分間遠心分離したあと上清を除去し, 1 mLの 1×溶血バッファー 

(154 mM NH4Cl, 14 mM NaHCO3, 64.7 µM EDTA-2Na, pH 7.3) に懸濁し 2分間室温にて静置

させた。FCS 含有 RPMI培地を 5 mL加えてから室温, 1500 rpm, 5分遠心分離を行い, 上清

を除去した後, RPMI培地に再懸濁し, 腹腔常在細胞集団とした。その後 RPMI培地中での

培養・刺激, またはフローサイトメトリーによる腹腔細胞数・好中球数の解析を行った。 

 

3-9 P. acnes 投与による急性腹腔内炎症モデルを用いた解析 

野生型および Tyk2 欠損マウスに対して, P. acnes加熱死菌 500 µg/headまたは PBSを腹腔

内投与した。投与 12時間後に PBS を用いて腹腔を洗浄し腹腔内に浸潤した細胞を回収し, 

腹腔細胞数・好中球数の解析および腹腔洗浄液中のサイトカイン量の解析を行った。抗

IFNAR1 中和抗体MAR1-5A3 (200 µg/head), 抗 IFN-ɤ中和抗体 R4-6A2 (200 µg/head) および
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抗 IL-10R 中和抗体 1B1-3A (300 µg/head) については P. acnes投与の 3時間前に腹腔内投与

した。 

 

3-10 フローサイトメトリーによる解析 

(1) 腹腔内好中球数の解析 

マウス腹腔の洗浄で得られた腹腔常在細胞または腹腔浸潤細胞を 50 µLの FACS Buffer 

(FCS 1%を含む PBS) に懸濁した。そこに抗 CD16/CD32抗体 (BD Pharmingen, clone: 2.4G2) 

を加え 4℃で 20分間静置し Fc受容体のブロッキングを行った。5分間 1000×g で遠心し

上清を除き, 0.5 µg/mLの FITC 標識抗 Gr-1抗体 (BD Biosciences, clone: RB6-8C5) および

PE 標識抗 CD11b抗体 (Biolegend, clone: M1/70) を含む FACS Buffer 50 µL中で 4℃ 30 分間

反応させた。細胞を FACS Buffer で 2回洗浄した後, PBSに懸濁し, FACSCalibur (Becton 

Dickinson) を用いてフローサイトメトリー解析を行った。 

(2) 細胞内染色法による IL-10陽性細胞割合の解析 

Fc受容体のブロッキングまでは(1)と同様に行った。5分間 1000×g で遠心し上清を除き, 

0.5 µg/mLの APC標識抗 F4/80 抗体 (Biolegend, clone: BM8) または APC 標識抗 B220 抗体

(BD Biosciences, clone: RA3-6B2) を含む FACS Buffer 50 µL中で 4℃ 30分間反応させた。細

胞を FACS Bufferで 2回洗浄した後, Cytofix/Cytoperm Solution (BD Biosciences) 100 µLに懸

濁し 4℃ 20分間反応させ細胞を固定した。細胞を 0.04%サポニン含有 PBSで 2回洗浄後, 

0.2 µg/mL PE標識抗 IL-10抗体 (Biolegend, clone: JES5-16E3) を含む 0.04%サポニン含有

PBSに懸濁し 4℃で一晩反応させた。細胞を 0.04%サポニン含有 PBS で 2回洗浄後, PBS に

懸濁し, FACSCaliburを用いて解析を行った。 

 データ解析については Cell Quest software (Becton Dickinson) を用いて行った。細胞の

Gating については, まず FSC-SSC plotを用いて debrisを除去し生細胞集団として扱った。

生細胞集団のうち Gr-1 陽性 CD11b陽性細胞集団を好中球, F4/80陽性 IL-10陽性細胞集団

を IL-10産生マクロファージ群, B220陽性 IL-10陽性細胞集団を IL-10産生 B 細胞群として

扱った。 

 

3-11 統計解析 

グラフには平均値 (Mean値) を示し, 誤差範囲 S.D.または S.E.をバーで示した。2群間

の連続した数値の比較は Student’s t-testにより有意水準 0.05 (両側検定) をもって有意差を

判定した。 
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4．実験結果 

4-1 マクロファージの Cxcl10遺伝子発現における Tyk2 の役割 

マウスマクロファージ様細胞株 J774 細胞を用いたケモカイン発現の解析により, 定常状

態および P. acnes 死菌刺激による誘導時の双方で Tyk2 ノックダウンにより発現が大きく減

弱するケモカインとして CXCL10を見出した (data not shown)。CXCL10はマクロファージ

を含め様々な細胞から分泌され (Xu et al., 2012), Th1 細胞を遊走させるケモカインであり, 

古典的な M1 マクロファージのマーカーとして知られている。また CXCL10 は I 型 IFN お

よび IFN-ɤ によって発現が制御される IFN 応答性遺伝子として知られている (Hamilton et 

al., 1989; Luster et al., 1985; Mori et al., 2004)。 

Tyk2 が IFN シグナルを介してマクロファージの遺伝子発現に関与するかを確かめるため

に, 野生型および Tyk2 欠損マウスより採取した骨髄細胞を M-CSF 存在下に培養し骨髄由

来マクロファージ BMDM を調製した。マクロファージの刺激には TLR4 リガンドである

LPS, および TLR2/9 を活性化する P. acnes死菌 (Kalis et al., 2005) を用いた。Cxcl10 遺伝子

発現を定量的 RT-PCR 法により解析した結果, 未刺激時および P. acnes 死菌, LPS による刺

激時のいずれにおいても Cxcl10 遺伝子発現は Tyk2 欠損により有意に抑制された (Figure 

2A)。マクロファージの IFN 刺激への応答における Tyk2 の寄与を確かめるため, 野生型お

よび Tyk2 欠損 BMDM に対し Type I IFN である IFN-β を外因的に添加する実験を行った。

Tyk2 欠損 BMDM では, 野生型と比較して弱いながらも, IFN 応答性遺伝子である Irf7 およ

び Cxcl10 の mRNA 発現が有意に誘導された (Figure 2B)。 

次に恒常的な IFN シグナルの関与を調べるため, 抗 IFNAR1 中和抗体を用いて IFN シグ

ナルを阻害する実験を行った。野生型 BMDMにおいて抗 IFNAR1中和抗体処理により, Irf7

および Cxcl10 発現は有意に減弱した (Figure 2C)。 
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Figure 2. マクロファージの Cxcl10 遺伝子発現における Tyk2 の寄与 

(A) BMDMに対し P. acnes (10 µg/mL)または LPS (100 ng/mL)で刺激を 2時間行い, total RNA

を抽出し, Cxcl10遺伝子発現について定量的 PCR 法により検出した。グラフは Mean+SEM 

(n=3)を示している。有意差は Student’s t-testにより検定した (*: P < 0.05, **: P < 0.01)。 

(B) BMDMに対し IFN-β (20 U/mL)を 24 時間処置し, total RNA を抽出し, Irf7, Cxcl10 遺伝子

発現について定量的 PCR法により検出した。グラフには野生型 IFN-β 処理時の値を 100と

したときの相対値を示した。グラフはMean+SEM (n=3)を示している。有意差は Student’s 

t-testにより検定した (**: P < 0.01)。 

(C) BMDMに対し IFNAR1 中和抗体 (50 ng/mL)で 24 時間処理を行い, total RNA を抽出し, 

Cxcl10遺伝子発現について定量的 PCR 法により検出した。グラフはMean+SEM (n=3)を示

している。有意差は Student’s t-testにより検定した (**: P < 0.01)。 

  

* 

* ** 
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** ** 

** 

** 

** 

** 
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4-2 脂質代謝関連遺伝子発現における Tyk2 の寄与 

次にマクロファージの炎症抑制的性質の指標として脂肪酸の不飽和化などに関わる, LXR

標的遺伝子群に着目した。野生型および Tyk2 欠損マウスより骨髄由来マクロファージを調

製し, LXRの転写標的である脂質代謝関連遺伝子群のmRNA発現量について定量的 RT-PCR

法により解析した。その結果, Tyk2 欠損マクロファージでは定常状態における Abca1 (コレ

ステロール排出輸送体), Fads2 (脂肪酸不飽和化酵素),  Scd2 (ステアロイル CoA 不飽和化酵

素)および Srebp1c (転写因子 SREBP1 をコードする遺伝子) といった脂質代謝関連遺伝子発

現が有意に増加していた (Figure 3A)。 

次に Tyk2 がどのように脂質代謝関連遺伝子発現に関与するのか調べるため, Tyk2 キナー

ゼ活性の寄与について JAK 阻害剤を用いて検討した。Tyk2 を含め JAK を広く阻害する 2

種の低分子化合物 Pyridone 6 (Thompson et al., 2002), CP690550 (Changelian et al., 2003) を用

いた。骨髄由来マクロファージにおいて定量的 RT-PCR法により脂質代謝関連遺伝子発現を

解析した結果, Pyridone 6, CP690550 のいずれの処理においても Abca1 遺伝子発現が野生型

マクロファージにおいて Tyk2 欠損マクロファージと同程度まで亢進した。また Scd2, Fads2

遺伝子発現もまた野生型マクロファージにおける発現亢進が見られた。一方で Srebp1c遺伝

子発現については, JAK阻害による影響は見られなかった (Figure 3B)。 
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Figure 3. 脂質代謝関連遺伝子発現における Tyk2 の寄与 

A) BMDMから total RNA を抽出し, Abca1, Fads2, Scd2, Srebp1c 遺伝子発現について定量

的 PCR法により検出した。グラフはMean+SEM (n=3)を示している。有意差は Student’s 

t-testにより検定した (**: P < 0.01)。 

B) BMDM に対し CP690550 (CP690, 10 µM)または Pyridone6 (10 µM)を 24 時間処理し, 

total RNA を抽出し, Abca1, Fads2, Scd2, Srebp1c 遺伝子発現について定量的 PCR 法に

より検出した。グラフはMean+SEM (n=4~5, Abca1のみ n=2)を示している。有意差は

Student’s t-testにより検定した (*: P < 0.05, **: P < 0.01 compared with WT, #: P < 0.05, 

##: P < 0.01 compared with DMSO)。 
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4-3 脂質代謝関連遺伝子発現における IFN経路の関与 

次に Tyk2が促進的に寄与する IFN経路が脂質代謝関連遺伝子群の発現に関与するかを確

かめる実験を行うこととした。未刺激定常状態における脂質代謝関連遺伝子発現への IFN

シグナルの関与を検討するため, 抗 IFNAR1 中和抗体を用いて恒常的な IFN シグナルを阻

害する実験を行った。野生型および Tyk2 欠損マウス骨髄由来マクロファージにおいて抗

IFNAR1中和抗体を 24 時間処理し, 脂質代謝関連遺伝子群のmRNA発現量について定量的

RT-PCR 法により解析した。その結果, 野生型マクロファージでは Abca1 mRNA 発現が抗

IFNAR1 中和抗体処理により亢進した (Figure 4A 左)。Fads2 の発現は抗 IFNAR1 中和抗体

処理による変化は見られなかった (Figure 4A 右)。 

Figure 2 の実験から Tyk2 欠損マクロファージでは恒常的な IFN シグナルの減弱が示唆さ

れたため, 次に外因的な IFN 添加による脂質代謝関連遺伝子群発現への影響度合いを検討

する実験を行った。野生型および Tyk2 欠損マウス骨髄由来マクロファージにおいて IFN-β

を 4 時間処理し, 脂質代謝関連遺伝子群の mRNA 発現量について定量的 RT-PCR 法により

解析した。その結果, Tyk2 欠損マクロファージの Scd2 発現が IFN-β 処理により有意に減弱

し, Abca1および Srebp1cでは減弱傾向が見られたが, Fads2発現には IFN-β 処理は影響しな

かった (Figure 4B)。 
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Figure 4. 脂質代謝関連遺伝子発現における IFN 経路の影響 

A) BMDM に対し抗 IFNAR1 中和抗体で 24 時間処理を行い, total RNA を抽出し, Abca1, 

Fads2遺伝子発現について定量的 PCR 法により検出した。グラフはMean+SEM (n=3)

を示している。有意差は Student’s t-testにより検定した (*: P < 0.05, N.S.: not significant)。 

B) BMDMに対し IFN-β (20 U/mL)で 4 時間刺激を行い, total RNA を抽出し, Abca1, Fads2, 

Scd2, Srebp1c遺伝子発現について定量的 PCR法により検出した。グラフはMean+SEM 

(n=3)を示している。有意差は Student’s t-testにより検定した (*: P < 0.05)。 
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4-4 マクロファージの IL-10産生における Tyk2 の影響 

抗炎症性サイトカインである IL-10 は T 細胞等の免疫細胞の活性を抑制することやマク

ロファージの炎症抑制性性質を誘導することが知られ, 現在までに IL-10欠損マウスを用い

て様々な炎症性疾患が増悪化する報告が数多くなされている (Kühn et al., 1993; Latifi et al., 

2002)。IL-10産生制御機構の理解は炎症をコントロールするうえで重要と考えられる。マク

ロファージからの IL-10産生には I型 IFN受容体 IFNAR1を介したシグナルを必要とする報

告がなされているものの (Chang et al., 2007), Tyk2 の関与については検討されていなかった。 

マクロファージの IL-10 産生における Tyk2 の寄与を調べるため, BMDM を P. acnes で 6

時間刺激した際の培養上清中 IL-10産生量を定量した。その結果, Tyk2 欠損マクロファージ

では刺激誘導性の IL-10 産生が増加していた (Figure 5)。 

 

 

  



19 

 

 

 

Figure 5. マクロファージの IL-10産生における Tyk2 の関与 

BMDMに対し P. acnes (20 µg/mL) で 6h刺激を行い, 培養上清中の IL-10産生量を ELISA

法により定量した。グラフは Mean+SD (n=3)を示している。有意差は Student’s t-testにより

検定した (**: P < 0.01)。 

  

** 
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4-5 P. acnes 誘導性腹腔内炎症における Tyk2 の関与 

炎症応答における Tyk2 の役割を調べるために, マウス腹腔に P. acnes 死菌を投与するこ

とで誘導される急性腹腔内炎症モデルを用いた検討を行った。腹腔内への好中球 (Gr-1 陽

性, CD11b 陽性細胞) の浸潤数を炎症のパラメータとして評価した。その結果, P. acnes投与

12 時間後に観察される腹腔内好中球数の増加は Tyk2 欠損マウスで有意に抑制された 

(Figure 6A)。P. acnes 投与による好中球浸潤について, 野生型マウスに対する抗 IFNAR1 中

和抗体および抗 IFN-ɤ 中和抗体の併用投与による IFN シグナルの阻害は影響を与えなかっ

た (Figure 6B)。また腹腔洗浄による細胞の回収後, その腹腔洗浄液中に含まれるサイトカイ

ン量を ELISA 法により定量した。その結果, 炎症性サイトカイン IL-6, TNF-α の量は野生型

マウスで P. acnes 投与による産生が見られたが Tyk2 欠損マウスでは有意に抑制された。一

方で, 抗炎症性サイトカイン IL-10 量については野生型マウスでは P. acnes 投与後において

も検出限界以下だったが Tyk2 欠損マウスでは産生が認められた (Figure 6C)。 

Tyk2欠損マウスにおいてのみ見られた腹腔内 IL-10量の増加が Tyk2欠損マウスにおける

炎症抑制の原因であるかを調べるために, 抗 IL-10R 中和抗体を用いて IL-10 シグナルを阻

害する実験を行った。Tyk2 欠損マウスに対し P. acnes投与前に抗 IL-10R 中和抗体を投与し

た群において, P. acnes 投与により誘導される腹腔内総細胞数および好中球数がいずれも野

生型における応答と同程度まで増加した (Figure 6D)。 

また, Tyk2欠損マウスの腹腔内において IL-10産生が変化している細胞を同定するために, 

細胞表面マーカーと細胞内サイトカインを同時に染色することで解析を行った。その結果, 

B 細胞 (B220 陽性細胞) 群においては野生型と Tyk2 欠損マウス間で IL-10 陽性細胞割合に

差が見られなかったが, マクロファージ (F4/80 陽性細胞) 群において Tyk2 欠損による IL-

10 陽性細胞割合の増加が観察された (Figure 6E)。 
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Figure 6. P. acnes誘導性腹腔内炎症における Tyk2 の関与 

(A) 野生型および Tyk2 欠損マウスに対し P. acnes (500 µg/head)または PBS を腹腔内投与し, 

12 時間後に腹腔洗浄を行い細胞を回収し, 腹腔総細胞数, 腹腔好中球数についてフローサ

イトメトリーにより解析した。グラフはMean+SD (n=3)を示している。有意差は Student’s 

t-testにより検定した (*: P < 0.05, **: P < 0.01)。 

(B) 野生型および Tyk2 欠損マウスに対し抗 IFNAR1 中和抗体(α-IFNAR1, 200 µg/head)およ

び抗 IFN-ɤ中和抗体(α-IFN-ɤ, 200 µg/head)を腹腔内投与した。その 3時間後に P. acnes (500 

µg/head)を腹腔内投与し, 12時間後に腹腔洗浄を行い細胞を回収し, 腹腔好中球数について

フローサイトメトリーにより解析した。グラフはMean+SD (n=3)を示している。有意差は

Student’s t-testにより検定した (N.S. not significant)。 

(C) 野生型および Tyk2 欠損マウスに対し P. acnes (500 µg/head)または PBS を腹腔内投与し, 

12 時間後に腹腔洗浄を行い洗浄液中の各サイトカイン量を ELISA 法により定量した。グ

ラフはMean+SD (n=3)を示している。有意差は Student’s t-testにより検定した (***: P < 

0.001, ND: not detected)。 

(D) 野生型および Tyk2 欠損マウスに対し抗 IL-10R中和抗体(α-IL-10R, 300 µg/head) を腹腔

内投与した。その 3時間後に P. acnes (500 µg/head)を腹腔内投与し, 12時間後に腹腔洗浄を

行い細胞を回収し, 腹腔総細胞数, 腹腔好中球数についてフローサイトメトリーにより解

析した。グラフはMean+SD (n=3)を示している。有意差は Student’s t-testにより検定した 

(**: P < 0.01)。 

(E) 野生型および Tyk2 欠損マウスに対し P. acnes (500 µg/head)を腹腔内投与し, 2時間後に

BFA (100 µg/head) を腹腔内投与し, さらに 3時間後に腹腔細胞を回収し「実験方法 3-10 

(2)」に記述した方法により IL-10陽性細胞数をフローサイトメトリーにより解析した。グ

ラフはMean+SD (n=3)を示している。有意差は Student’s t-testにより検定した (*: P < 

0.05)。 
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4-6 マクロファージの IL-10産生経路における Tyk2 の役割 

マクロファージにおける IL-10 産生に寄与するキナーゼとして protein kinase A (PKA) が

知られる。PKA は転写因子 CREBを介した Il-10 mRNAの転写促進 (Alvarez et al., 2009) や, 

転写により生じたmRNAの安定化制御に寄与することで IL-10産生を正に制御する(Nemeth 

et al., 2005)。PKAを活性化する上流の因子としては, 細胞外に存在するアデノシンとその受

容体を介したシグナル, および prostaglandin E2 (PGE2) とその受容体を介したシグナルが知

られており, そのどちらも菌体刺激時のマクロファージにおける IL-10産生を促進すること

が報告されている (MacKenzie et al., 2013; Nemeth et al., 2005)。 

 

 まずアデノシンを介する経路において Tyk2 が関与するかを調べた。アデノシンは細胞表

面上に局在する CD39/CD73 によって細胞外 ATP から変換され, ADORA1/A2a/A2b/A3 受容

体に作用し PKA 活性化を介したシグナルを伝達する。腹腔常在細胞を未刺激または P. acnes

存在下で 6時間培養した際の A2a, A2b受容体の mRNA (Adora2a, Adora2b) 発現を調べたと

ころ, A2a 受容体については Tyk2 の有無による影響が見られない一方で A2b 受容体につい

ては Tyk2 欠損による mRNA 発現亢進が観察された (Figure 8A)。 

 Tyk2 欠損細胞において外因性のアデノシン添加によるシグナル伝達が亢進するかどうか

を調べるため, BMDM に対して P. acnes, アデノシンそれぞれ単独および共刺激を行い, 受

容体下流の PKAの活性化の指標として CREBのリン酸化をウエスタンブロット法により検

出した。PKA 活性化の阻害には PKA 阻害剤 H-89 Dihydrochloride (H-89)を用いた。その結果, 

P. acnes とアデノシンを共刺激した条件下において, Tyk2 欠損 BMDM では野生型と比較し

て CREB リン酸化が亢進した (Figure 8B)。マクロファージの自己分泌・傍分泌アデノシン

シグナルがマクロファージの IL-10産生に影響を及ぼすかを検討するため, BMDMに対し P. 

Figure 7. アデノシンおよび PGE2による IL-10産生経路 
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acnes, アデノシン A2a受容体阻害剤 ZM-241385 (Poucher et al., 1995), アデノシン A2b受容

体阻害剤MRS1754 (Ji et al., 2001) をそれぞれ組み合わせて処置し, 培養上清中への IL-10産

生を ELISA 法により検出した。その結果, P. acnes 刺激下の Tyk2 欠損 BMDM における IL-

10 産生増強はアデノシン受容体阻害剤 2種の併用による影響が見られなかった (Figure 8C)。 

次に PGE2を介する経路において Tyk2 が関与するかを調べた。PGE2は, 細胞膜等に存在

するアラキドン酸から cyclooxygenase (COX) を介して細胞内で生合成されるエイコサノイ

ドであり, その受容体である EP1/2/3/4 を介してシグナルを伝達する。EP 受容体のうち IL-

10 産生に関わると考えられているのは EP2および EP4であり, cyclic AMP を介した PKA 活

性化および下流の CREBリン酸化が行われる (MacKenzie et al., 2013)。 

PGE2はマクロファージの菌体成分刺激時における IL-10産生を促す先行研究 (Strassmann 

et al., 1994) があることから, 定常時のマウス腹腔洗浄液中に含まれる PGE2量を調べた。そ

の結果, Tyk2欠損マウス腹腔では野生型に比較してPGE2量の有意な増加が見られた (Figure 

9A)。次に PGE2産生に関わる COXの mRNA発現に Tyk2 の影響があるかを調べた。主に菌

体刺激のない定常状態において発現が高い COXである Cox-1のmRNA発現は, Tyk2欠損腹

腔常在細胞において有意に増強していた (Figure 9B 左)。また菌体刺激等に応じて誘導され

る Cox-2 の発現については, 腹腔常在細胞を in vitro で P. acnes刺激した際に Tyk2 欠損細胞

において増強する傾向が見られた (Figure 9B 右)。 

Tyk2 欠損細胞において PGE2 によるシグナル伝達が亢進しているかどうかを調べるため, 

BMDM に対して P. acnes, PGE2それぞれ単独および共刺激を行い, 受容体下流の PKA の活

性化の指標として CREB のリン酸化をウエスタンブロット法により検出した。その結果, P. 

acnesと PGE2を共刺激した条件下において, Tyk2 欠損 BMDMでは野生型と比較して CREB

リン酸化が亢進した (Figure 9C)。 

PGE2 経路に関わる因子の阻害が IL-10 産生に影響を及ぼすかを検討するため, 腹腔常在

細胞に対し P. acnes, COX 阻害剤 Diclofenac ナトリウム, PKA 阻害剤 H-89 をそれぞれ組み

合わせて処置し, 培養上清中への IL-10産生を ELISA法により検出した。その結果, P. acnes

刺激により誘導される IL-10産生は Diclofenacおよび H-89で顕著に抑制され, 特に PKA 阻

害である H-89の効果が強く観察された (Figure 9D)。 
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Figure 8. アデノシン経路における Tyk2 の役割 

A) 野生型および Tyk2 欠損マウスの腹腔常在細胞を採取し, P. acnes 20 µg/mLで 6時間刺

激した後細胞を回収し total RNAを抽出し, 定量的 PCR 法により検出した。グラフは

Mean+SEM (n=3)を示している。有意差は Student’s t-testにより検定した (**: P < 0.01)。 

B) BMDM に対し H-89 10 µMを 1時間前処置した後, P. acnes 20 µg/mL, Adenosine 100 µM

を 30分間処置し細胞ライゼートを回収し, ウエスタンブロット法により検出した。 

C) BMDM に対し ZM-241385 (ZM) 10 µM, MRS1754 (MRS) 10 µMを 1時間前処置した

後, P. acnes 20 µg/mLを 6時間処置し, 培養上清中の IL-10量を ELISA 法により定量

した。グラフには独立した 2回の実験のうち代表の 1回分のデータを示した。(ND: 

not detected) 

  

P. acnes P. acnes 
ZM+MRS － － 

－ 

ND ND 

** 

** 
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Figure 9. COX-PGE2経路における Tyk2 の役割 

A) 野生型および Tyk2 欠損マウスの腹腔を PBS 3mL で洗浄し, 洗浄液中の PGE2 量を

ELISA 法で定量した。グラフはMean+SEM (n=3)を示している。有意差は Student’s t-

testにより検定した (***: P < 0.001)。 

B) 野生型および Tyk2 欠損マウスの腹腔常在細胞を採取し, P. acnes 20 µg/mLで 6時間刺

激した後細胞を回収し total RNAを抽出し, 定量的 PCR 法により検出した。グラフは

Mean+SEM (n=3)を示している。有意差は Student’s t-test により検定した (***: P < 

0.001)。 

C) BMDM に対し H-89 10 µMを 1時間前処置した後, P. acnes 20 µg/mL, PGE2 10 µMを 30

分間処置し細胞ライゼートを回収し, ウエスタンブロット法により検出を行った。 

D) 腹腔常在細胞(3.0×105 cells)に対し Diclofenac ナトリウム (DF) 10 µM, H-89 10 µMを 1

時間前処置した後, P. acnes 刺激を 6 時間行い培養上清中の IL-10 量を ELISA 法で定

量した。グラフは Mean+SEM (n=3)を示している。有意差は Student’s t-testにより検定

した (**: P < 0.01, ND: not detected)。 

  

*** *** 

** ** 
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4-7 Tyk2 の PGC-1αを介した IL-10産生への影響 

前項で Tyk2 が COX-PGE2-PKA 経路を介した IL-10 産生に抑制的に関与する結果を得た。

Tyk2 がどのようなタンパク質を介して COX 発現量や PKA 活性化を抑制するのかを調べる

ために, Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1α (PGC-1α) に着目した。

PGC-1α は核内受容体に結合する転写コアクチベータであり, LXR を含む広範な核内受容体

に対してその活性を補助する役割を担う (Finck and Kelly, 2006)。PGC-1αにより発現が誘導

される標的遺伝子に COX-1が含まれる (Casuso et al., 2017) ことや, Tyk2 と PGC-1αは直接

結合する (Raje et al. 2017) ことから, Tyk2 欠損細胞では PGC-1αの量や活性化状態が変動し

ている可能性が考えられる。 

PGC-1α の mRNA 発現量について定量的 PCR 法により検出したところ Tyk2 欠損 BMDM

において PGC-1α発現の有意な増強が観察された (Figure 10A)。一方で PGC-1αのファミリ

ータンパク質である PGC-1β の発現には Tyk2 欠損による影響はなかった。また, BMDM に

おける PGC-1α タンパクの発現量をウエスタンブロット法により調べたところ Tyk2 欠損細

胞において PGC-1α量が増加した (Figure 10B)。 

Tyk2 欠損マクロファージにおける IL-10 産生増強に PGC-1α 機能の増強が関与している

かを調べるために, PGC-1α活性を阻害することが報告 (Sharabi et al., 2017) されている化合

物 SR-18292を用いて検討した。その結果, P. acnes刺激で誘導される BMDMからの IL-10産

生は SR-18292処置によって抑制された (Figure 10C)。特に Tyk2 欠損 BMDMにおいて野生

型と比較して阻害剤による抑制効果が大きく表れ, SR-18292 存在下においては野生型と

Tyk2 欠損 BMDM間での IL-10産生量に差が見られなくなった。 
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Figure 10. Tyk2 の PGC-1αを介した IL-10産生への影響 

A) BMDM から total RNA を抽出し定量的 PCR 法により解析した。グラフは Mean+SEM 

(n=3)を示している。有意差は Student’s t-testにより検定した (**: P < 0.01)。 

B) BMDM 細胞ライゼートでウエスタンブロットを行い PGC-1α タンパク量を検出した。

さらに β-Actin を基準とした際の PGC-1α の Intensity Ratio を算出した。グラフは

Mean+SEM (n=3)を示している。有意差は Student’s t-testにより検定した (*: P < 0.05)。 

C) BMDM に対し SR-18292 (20 µM)を 16時間前処置した後, P. acnes 20 µg/mLを 6時間

処置し, 培養上清中の IL-10量を ELISA 法により定量した。グラフには 1回の実験を

triplicateで測定した際のエラーバーを示した。 

 

  

IB: PGC-1α 

IB: β-Actin 

* 

** 

P. acnes P. acnes 
SR18292 － 

－ 
－ 

WT 

Tyk2 

KO 
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5．考察, 結論 

本研究ではマクロファージ細胞機能調節における Tyk2 の役割の解明を目的とし, ケモカ

イン CXCL10の発現制御, LXR標的である脂質代謝関連酵素群の発現制御, 抗炎症性サイト

カイン IL-10の産生制御に Tyk2 が役割をもつことを見出した。 

CXCL10発現制御における Tyk2の役割 

マウス骨髄由来マクロファージを用いた解析により, Tyk2 が IFN シグナルを介してマク

ロファージの遺伝子発現に対し役割をもつことが確かめられた。 

Tyk2欠損マクロファージの Cxcl10 mRNA発現は P. acnes, LPSといった菌体刺激がない未

刺激定常状態において減弱した (Figure 2A) ことから, Cxcl10 の恒常的な発現量は Tyk2 に

よって一定量に維持されていることが示唆された。同時に I型 IFN 標的遺伝子である Irf7の

発現が Tyk2 欠損マクロファージにおいて低下していた (Figure 2B) こと, Cxcl10 は I型 IFN

である IFN-α により誘導される報告がある (Mori et al., 2004) ことから, Cxcl10 発現におけ

る Type I IFN 経路の重要性が確認された。ただし, Tyk2 欠損マクロファージでは IFN-β 刺激

に応答して Irf7, Cxcl10 mRNA 誘導が野生型マクロファージと同等に見られたことから, 外

因性的な IFN添加によるシグナル伝達は Tyk2欠損によって完全に障害されないことが示さ

れた。このことはマウス由来細胞における IFN 応答における Tyk2の寄与が部分的なもので

あり，ファミリー分子である他の JAK によって代償されるとする先行研究の観察とも一致

している (Karaghiosoff et al., 2000; Shimoda et al., 2000)。未刺激時の野生型と Tyk2欠損間の

Cxcl10 発現量の差が IFN-β 刺激後の条件下における発現量の差に反映されていると考えら

れた。抗 IFNAR1 中和抗体処理により野生型マクロファージの未刺激下における Cxcl10 発

現が減弱したこと (Figure 2C), Tyk2 は IFN-α および IFN-β の産生に関与する (Karaghiosoff 

et al., 2003) ことに加え， I 型 IFN 産生の転写誘導を司る役割をもつ転写因子 Irf7 の発現 

(Honda et al., 2005) が Tyk2 欠損マクロファージで顕著に減少していたことから, これらを

総合すると Tyk2 は恒常的な IFN 産生に寄与することで tonic IFN シグナリングを媒介して

おり，Cxc10等の IFN 応答性遺伝子発現を維持することが確かめられた。 

脂質代謝関連遺伝子発現制御における Tyk2の役割 

骨髄由来マクロファージにおける LXR 標的遺伝子発現の解析により, マクロファージの

遺伝子発現制御において Tyk2は Abca1, Scd2, Fads2, Srebp1cの発現を異なった様式で抑制す

ることが示された。Abca1は JAKキナーゼ活性により, Scd2は IFN-β により強く発現抑制を

受けており, Fads2 および Srebp1c は JAK キナーゼ活性・Type I IFN のどちらによる影響も

受けていないことを明らかにした。 

JAK阻害剤による JAKファミリーキナーゼ阻害実験の結果, Abca1, Fads2, Scd2発現に対
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する JAK キナーゼ活性が重要であることが示唆され, 遺伝子ごとに JAK キナーゼ活性の寄

与度が異なることが示唆された (Figure 3B)。抗 IFNAR1 中和抗体処理による恒常的な IFN

シグナルの阻害実験の結果, Abca1, Scd2発現は Tyk2 および IFNAR1を介した恒常的なシグ

ナルによって負に制御されており, Fads2発現は恒常的な IFN シグナルによる抑制は見られ

ないことが示唆された (Figure 4A)。外因的 IFN-β 添加により脂質代謝関連遺伝子発現への

IFN シグナルの寄与を確かめた結果, Tyk2 欠損マクロファージの Scd2 発現が IFN-β 処理に

より発現が抑制され, 野生型マクロファージとの発現差が縮小した (Figure 4B)。したがって

Scd2は, IFN-β による恒常的な発現抑制を強く受ける遺伝子であることが示唆された。Fads2

および Srebp1c の発現については, IFN シグナルの阻害や IFN-β 添加による影響をほとんど

受けず, Srebp1c については JAK 阻害の影響も受けなかったことから, Tyk2 がキナーゼ活性

および IFN 非依存的にこれらの遺伝子発現を抑制する機構の存在が示唆され, 今後解析が

望まれる。 

マクロファージの IL-10産生, P. acnes誘導性腹腔内炎症における Tyk2の役割 

マウスへの P. acnes投与による腹腔内炎症モデルを用いた解析により, Tyk2 はマクロファ

ージからの IL-10 産生を抑制し菌体刺激に対する生体防御に必要な炎症応答を誘導する役

割を担うことが示された。またマウス骨髄由来マクロファージおよび腹腔常在細胞を用い

た解析により, Tyk2はマクロファージにおいて PGC-1α発現, COX-1発現, および PGE2量と

そのシグナル経路に抑制的に寄与することで IL-10 産生誘導機構を抑制することが新たに

示された。 

Tyk2 欠損 BMDMでは野生型と比較して P. acnes刺激で誘導される IL-10産生が有意に増

強していた (Figure 5)。上述のようにマクロファージにおいて恒常的あるいは菌体成分刺激

時の I 型 IFN 応答は Tyk2 欠損により有意に減弱するため，IL-10 産生増加が IFN シグナリ

ング低下の結果として起こった可能性が考えられた．しかしながら，Changらによる先行研

究では IL-10産生における IFN シグナルの必須性が示されている。すなわちマクロファージ

における LPS誘導性の IL-10 産生には，LPS受容体である TLR4依存性の I型 IFN 産生経路

ならびに産生された IFN によるシグナルが必要であることが，インターフェロン誘導に関

わるアダプタータンパク質 TRIFおよび転写因子 IRF3，インターフェロン受容体 IFNAR1 の

各欠損マウスを用いた実験により示されている (Chang et al., 2007)。Tyk2 が IFN 産生やシグ

ナル伝達に役割をもつことは広く認められた概念であるが，この考えのみでは Tyk2 欠損と

IFNAR1 欠損マクロファージで異なる結果が得られた理由を説明できない。従って本研究の

結果からは，Tyk2 が IFN シグナルとは独立に IL-10 産生に関与する機構の存在が示唆され

る。ただし筆者のこの仮定は IL-10産生増加に菌体成分刺激誘導性の IFN が必須であること
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を否定するものではない。本研究の結果では，Tyk2 欠損マクロファージにおいて tonic IFN

シグナルの低下により IFN応答遺伝子である Cxcl10や Irf7 mRNA発現量のベースライン低

下が認められていた一方で，これらの mRNA発現量は菌体成分刺激 (P. acnes及び LPS) や

IFN-β 刺激後には Tyk2 欠損マクロファージにおいても増加が見られた (Figure 2A, B)。これ

らの結果は Chang らの研究で示された IL-10 産生の必要条件である菌体成分刺激時の IFN

産生及び IFN シグナルが Tyk2 欠損により消失しているわけではないことを担保している。 

野生型マウスにおいて抗 IFNAR1 中和抗体および抗 IFN-ɤ 中和抗体の併用投与によって

IFN シグナルの阻害を行っても P. acnes 投与後の腹腔好中球浸潤は正常に起こった (Figure 

6B)ため, 腹腔内炎症において誘導性 IFN とは独立した Tyk2 の役割が存在することが考え

られる。Tyk2 欠損マウスに対して IL-10 受容体中和抗体の前処置を行うと, P. acnes 投与後

の腹腔内好中球浸潤は野生型マウスと同程度に見られた (Figure 6D) ことから腹腔内炎症

において IL-10 量の増加が Tyk2 欠損マウスにおける炎症抑制を引き起こしていると考えら

れる。また腹腔細胞のうち B220 陽性 B 細胞集団では IL-10 陽性細胞割合に差がなく F4/80

陽性マクロファージ集団では Tyk2 欠損によって IL-10陽性細胞割合が増加した (Figure 6E) 

結果から, 腹腔に存在するマクロファージにおいて Tyk2 が IL-10 産生を抑制する役割を担

うと考えられる。 

Tyk2 を欠損した腹腔常在細胞では野生型と比較して定常状態および P. acnes 刺激後の

Adora2b mRNA 発現が亢進していたこと (Figure 8A), および BMDMに対するアデノシンと

P. acnes 共刺激時に Tyk2 欠損 BMDM では野生型と比較して CREB リン酸化が増強された 

(Figure 8B) ことから, Tyk2 欠損細胞においてアデノシン曝露時の応答性が亢進しているこ

とが示唆される。一方でアデノシン受容体の阻害剤は BMDMを in vitroで刺激した際の IL-

10 産生に影響を与えなかった (Figure 8C)。このことは培養した BMDM からは機能するた

めに十分な量のアデノシン産生が起きておらず, その培養条件下での野生型と Tyk2 欠損

BMDM 間の IL-10 産生の差はアデノシンシグナルが理由ではなかったことを示している．

しかしながら，生体の炎症組織局所などアデノシン産生が亢進する環境下においては，Tyk2

がアデノシン応答性を抑制的に調節する役割を果たしている可能性が考えられる。 

Tyk2 欠損腹腔常在細胞では野生型と比較して定常状態の Cox-1 mRNA 発現が増加してい

たこと (Figure 9B), および Tyk2 欠損マウス腹腔では野生型マウスと比較して COX により

産生されるエイコサノイドである PGE2の量が増加していた (Figure 9A) ことから, Tyk2 は

COXを介した PGE2産生に抑制的に関与することが示唆される。また BMDMに対する PGE2

と P. acnes 共刺激時に Tyk2 欠損 BMDM では野生型と比較して CREB リン酸化が誘導され

た (Figure 9C) ことから, Tyk2 欠損細胞において PGE2シグナル伝達が亢進していることが
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示唆される。さらに Tyk2 欠損細胞で観察される IL-10 産生促進は COX および PKA の阻害

剤処置により顕著に抑制された (Figure 9D) ことから, Tyk2 欠損細胞では COX-PGE2-PKA

経路を介した IL-10産生誘導が亢進していることが考えられる。 

COX-1 の転写誘導を制御する因子として核内受容体に結合する転写コアクチベータであ

る PGC-1α に着目した。Tyk2 欠損細胞で PGC-1α の mRNA およびタンパク量が増加してい

た結果 (Figure 10A, 10B), および PGC-1αは Cox-1 mRNA発現を正に制御する (Casuso et al., 

2017) ことから, Tyk2 欠損細胞では PGC-1α を介した COX-1 発現誘導が促進されていると

考えられる。PGC-1αは核内受容体 LXRの転写活性を促進する報告がある (Oberkofler et al., 

2003) ことから, Tyk2 欠損マクロファージにおける LXR 標的遺伝子群の発現増加 (Figure 

3A) にも PGC-1αが関与している可能性が考えられる。また, PGC-1α活性を阻害すると報告

されている化合物 SR-18292の処置により Tyk2欠損細胞における P. acnes刺激時の IL-10産

生量が減少した (Figure 10C) ことから, Tyk2 欠損細胞において発現増加がみられた PGC-1α

が，菌体刺激に応じた IL-10 産生誘導の強度に対して実際に寄与していることが示唆され

た。Tyk2 は自身のキナーゼ活性に非依存的に PGC-1α とタンパク質－タンパク質相互作用

することが報告 (Raje et al. 2017) されており, Tyk2 は PGC-1αと直接相互作用してその機能

を抑制する可能性も考えられるが本研究での解明には至らなかった。今後検証が望まれる。 

⚫ 結論 

本研究では, マクロファージにおいて I 型 IFN を介した Tyk2 の機能を解析し, Tyk2 は恒

常的な IFN シグナルに寄与することで Cxcl10 発現の維持や LXR 標的遺伝子の抑制に関与

し, マクロファージの炎症性性質の維持に役割をもつことが示唆された。また I型 IFN を介

さない Tyk2 の役割について解析し, Tyk2 は腹腔常在性マクロファージからの IL-10 産生を

抑制することで生体防御に必要となる炎症応答を誘導する役割を担うことが明らかとなっ

た。さらに Tyk2 は COX-PGE2-PKA 経路を抑制し, 炎症応答時におけるマクロファージの

IL-10産生を制御する役割を担うことが, 本研究で新たに明らかとなった。 

本研究から, マクロファージにおける Tyk2 阻害が, マクロファージを炎症抑制性の形質

へと変化させて効果的な炎症収束を誘導する手段となりうることが示唆され, 炎症性疾患

に対する新規治療アプローチとして有望である可能性が示された。  
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