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要旨

亜鉛は、微量必須ミネラルの一つであり、さまざまな酵素や転写因子の活性や構造を維

持するのに必要な金属である。亜鉛は、免疫系や神経系にとって重要な働きを担っており、

亜鉛欠乏により免疫能が低下することや味覚障害が起こる。亜鉛欠乏症のマウスモデルに

おいて、末梢における Thl 細胞と Th2 細胞のバランスが崩れることが報告されている。

また、亜鉛は自己免疫疾患の発症に関与する。例えば、 DSS 誘導性腸炎モデルや

Streptozotocin 誘導性糖尿病モデルにて、亜鉛投与にて症状が軽減されることが知られて

いる。しかし、亜鉛が自己免疫疾患を抑制するメカニズムについて、その詳細な報告はさ

れていない。このような背景のもと、私は、亜鉛と T 細胞の関係に着目して、亜鉛が自己

免疫疾患を抑制するメカニズムを解析した。

自己免疫疾患のモデルとして ラーゲン誘導性関節炎 (CIAコ： collagen-mduced 

arthritis) と実験的脳脊髄炎 (EAE : Experimental autoimmune encephalomyelitis) 

を用いて、以下の解析を行った。亜鉛を飲料水に添加したマウスに、 CIA または EAE を

誘導したところ、両自己免疫疾患ともその発症が軽減した。これらの疾患は、抗原特異的

な Th17 細胞に依存していることがわかっている。 Th17 細胞は、 IL-17A をはじめとする

さまざまな炎症性サイトカンを産生し、自己免疫疾患の発症に関与する。 EAE を抗原特異

的な Th17 細胞の移人により誘導する実験系では、亜鉛を飲料水に添加したマウスでもコ

ントロールマウスと同様に自己免疫疾患が発症した。そのため、亜鉛依存性に自己免疫疾

患が抑制されるポイントは抗原特異的 Th17 細胞が出来上がる前の段階であることが示唆

された。そこで、自己免疫疾患誘導後のヘルパ—T 細胞の各サブセットヘの分化への亜鉛

の影響を検討した。血清中のサイトカイン濃度や所属リンパ節での T 細胞の細胞内染色の

結果から、亜鉛投与により Th17 細胞の分化のみが有意に減少した。これらの結果から、

亜鉛はヘルパ—T 細胞のサプセットのうち、 Th17 細胞の分化を抑制していることが示唆

された。

Th17 細胞への分化には、 TGF炉と IL-6 刺激が T 細胞受容体の刺激とともに導入される

必要がある。試験管内で、ナイープ CD4+T 細胞を Th17 細胞に分化誘導する培養系に亜

鉛を添加して検討した。その結果、亜鉛処理により、 Th17 細胞への分化が抑制された。
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さらに、 IL-6 刺激による STAT3 のリン酸化を検討したところ、亜鉛処理により、 STAT3

のリン酸化が阻害されることが明らかになった。 IL-6 が受容体に結合すると、 gp130 が

JAK によりリン酸化され活性化する。 STAT3 は、 SH2 ドメインを介して、 gp130 にリク

ルートされ、 JAK によってリン酸化される。そこで、 gp130 および JAK と STAT3 の結

合に対する亜鉛の影響を検討した。その結果、亜鉛処理にて STAT3 の gp130 への結合が

阻害された。同様に、亜鉛処理にて、 JAK2 と rSTAT3 の結合も阻害された。しかし、 gp130

や JAK 自身のリン酸化は、亜鉛処理を行っても抑制されなかった。これらのことから、

亜鉛により STAT3 と JAKや gp130 との相互作用が阻害されることが明らかになった。

この亜鉛による STAT3 の活性化阻害は、亜鉛が STAT3 に直接作用することを証明する

ために、ネイティプ PAGE と円二色性偏光 (CD) スペクトルの測定を行い、 STAT3 の

立体構造の変化を調べた。亜鉛を処理した細胞の溶解液をネイテイブPAGE で泳動し、ウ

エスタンブロッティングで検出したところ、 STAT3 の泳動速度が亜鉛未処理のものに比べ

て速くなっていた。このことから、亜鉛の直接的な結合により、 STAT3 の立体構造が変化

していることが示唆された。さらに、タンパク質の 2 次構造をより詳細に調べるため CD

スペクトルを測定したところ、亜鉛未処理の組換え STAT3 にてGヘリックス構造に由来

するピークが減少した。以上の実験事実から、亜鉛は STAT3 に直接作用し、その立体構

造を変化させていることが示唆された。

以上の結果から、亜鉛は STAT3 に直接結合して立体構造を変化させることにより、

STAT3 の活性化を阻害していることが分かった。 IL-6 による STAT3 の活性化は、 Th17

細胞への分化に重要なステップであるため、 Th17 細胞依存的な自己免疫疾患の発症が抑

制されることが明らかになった。このことから本研究により、亜鉛を介した自己免疫疾患

の治療の可能性が示唆された。
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緒言

亜鉛は必頷微量元素の一つであり (1-4)、さまざまな酵素や転写因子の機能や構造維持に重

要な金属である。亜鉛は免疫系においても、さまざまな役割を担っている(3,5,6)。成熟 CD4+T

細胞および CDS+T 細胞は、亜鉛欠乏状態に抵抗性であり、萎縮した胸腺内においても生

存することが報告されている仇さらに、亜鉛欠乏症のマウスモデルにおいて、末梢にお

ける Thl 細胞と Th2 細胞のバランスが崩れることが分かっている。亜鉛欠乏症では、 Thl

細胞が産生するインターフェロンy (IFNy) やインターロイキン—2 (IL-2) 等の産生量は

減少するが、 Th2 細胞が産生する IL-4 や IL-6、 IL-10 の産生量は変化しないことが報告

されている(8)。また、亜鉛が自己免疫疾患に関与することが、以前から報告されている(9,10)。

慢性の自己免疫疾患において血清亜鉛濃度が変化すること、亜鉛投与によりいくつかの自

免疫疾患が改善することが報告されている。例えば、 DSS 誘導性腸炎モデルや

Streptozotocin 誘導性糖尿病モデルにおいて、亜鉛投与により症状が軽減されることが明

らかになっている(11·13)。しかしながら、亜鉛が疾患を抑制するメカニズムについて、その

詳細な報告はされていない。

サイトカインや Toll 様受容体刺激により、亜鉛トランスボーターの発現は変化する(14·16)

ことから、炎症や自己免疫疾患に関与する分子、例えば STAT3 などが亜鉛シグナルの標

的となる可能性が考えられた。 IL-6 刺激による STAT3 の活性化は、 Thl7 細胞への分化

に必要である(17·21)。 STAT3 は多様な生物学的反応で重要な役割を担っており、その活性化

を制御する機構は非常に複雑である(22.23)。また、 CD4+T 細胞を、産生するサイトカインの

種類にて Thl や Th2 に分類する考え方は、自己免疫疾患を含む生体内の様々な疾患での

工フェクターCD4+T 細胞役割を解明するのに非常に有効であった(24·26)。さらに、最近の研

究により、 Thl と Th2 に加えて, Thl7 細胞がこれまでに未知であった T 細胞の工フェク

ター反応に関与するサブタイプとして同定された。 Thl7 細胞は、 IL-17A を含むいくつか

の炎症性サイトカインを産生する(18,21,27·29)。 IL-17A 欠損マウスにおいては、コラーゲン誘

導性関節炎 (CIA:Collagenｷinduced Arthritis) や実験的脳脊髄炎 (EAE:Experimental 

autoimmune encephalomyelitis) など、自己免疫疾患の誘導モデルに抵抗性であること

が報告されている。さらに、 F759 マウスや SKG マウス、 IL-1 受容体アンタゴニスト欠
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損マウスにおける関節炎の発症も、 IL-17A を欠損させると抑制される(18,30·33)。しかし、亜

鉛と Th17 細胞の分化との関係については、未だ報告がない。

当研究室では、細胞内の遊離亜鉛濃度がさまざまな細胞外刺激により変化し、亜鉛が細

胞内シグナル伝達分子として機能することを報告してきた(14,15,39)。例えば、樹状細胞にお

いて、 LPS (Lipopolysaccharide : リポ多糖）による TLR 刺激を行うと、亜鉛トランス

ポーターの発現が変化し、細胞内遊離亜鉛濃度が減少すること (15)、また、肥満細胞におい

て、 Fc£R-1 を刺激すると直ちに、核近傍から亜鉛が放出されることを明らかにし、このプ

ロセスを「 Zinc wave 」と名づけた(37)。また、 FcfR-1 刺激により誘導されるプロテイン

キナーゼ c の細胞膜への移行や、その後に起こる NF-KB 依存的なサイトカン産生に、亜

鉛トランスポーターの一つである Znt5/ Slc30a5 が関与することを示した(38)。さらに、亜

鉛トランスボーターの Zip6/ Slc39a6 / Livl の発現は STAT3 に依存しており、 Zn フィン

ガーをもつ転写因子である Snail の核移行に必要であり、この一連の反応が細胞運動の制

御に重要であることを示した(14)。その他の亜鉛トランスポーターでは、 Zip13 / Slc39a13 

が、結合組織の transforminggrowth factor (TG F)13 / BMP シグナルに重要な役割を担っ

ていることも報告した(39)。さらに、別のグループからは、線虫モデルにおいて、亜鉛トラ

ンスポーターの CDFl( 線虫における Zntl の相同分子種）は、亜鉛の流出を促進し、細

胞内亜鉛濃度を減少させることで、 ERK シグナルをポジティブに制御していることが報

告されている(40)。これらの報告から、亜鉛が標的分子の構造に直接影響し、生物学的活性

を変化させている“亜鉛シグナル”が様々な細胞腫にて存在することが示唆されていた。

しかし、 T 細胞の生体内での機能と亜鉛の効果を直接制御する“亜鉛シグナル”の標的分

子は同定されていない。

本研究により、 Th17 分化において重要なステップである STAT3 の活性化を、亜鉛が直

接的に抑制できることが明らかになった。さらに、この Th17 細胞の分化抑制が亜鉛依存

性の自己免疫疾患抑制のメカミズムであることを強く示唆した。そのことから、 STAT3

は T 細胞における亜鉛のシグナルの標的分子であり、亜鉛のシグナルの標的分子が自己免

疫疾患の治療起点になりうることをはじめて示唆した。
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結果

生体内において、亜鉛は CIA の症状を抑制し、かつ、病原 T 細胞の Th17

への分化を阻害している

生体内における Thl7 細胞の分化を誘導するため、 Thl7 細胞依存的な自己免疫疾患の

マウスモデルであるコラーゲン誘導性関節炎 (CIA : collagen—induced arthritis) を用い

た。 CIA モデルは、報告どおり IL-6 と IL-17A に依存した（参考データ図 S1) (4t,46l。飲

料水中に亜鉛を 3000p.p.m.添加したマウスに CIA を誘導したところ、症状が顕著に抑制

された（図 LA) 。実験的脳脊髄炎 (EAE : expenmental aut01mmune 

encephalomyelitis) も Th17 細胞依存的な自己免疫疾患モデルとして知られている(30,42)。

そこで、亜鉛投与マウスに EAE を誘導したところ、 CIA と同様に EAE でも症状が軽減

された（図 LB)。

マウスに 2000 -4000 p.p.m. の亜鉛を飲料水に添加して投与する報告がいくつかある

(47-49)。そこで、 2 ヶ月間 3000p.p.m. の亜鉛を投与したマウスの免疫系が正常であるかを

確認した。マウスのリンパ節や牌臓を摘出し、免疫系細胞への亜鉛の影響を解析した。そ

の結果、リンパ節や牌臓の大きさに変化は認められなかった。また、 CD4+T 細胞や CD8+T

細胞、 B 細胞、 NK 細胞、 CDllc+細胞、 CDUb+細胞の割合や数に、変化は見られなかっ

た（参考データ図 S2)。また、体重についても差は見られなかった (data not shown)。

これらの結果から、 3000p.p.m.の亜鉛投与でも、免疫系は止常に機能していると考えられ

る。さらに、 EAE を誘導したマウスからの CD4+T 細胞を試験管内で再刺激した後に、マ

ウスに移入し EAE を発症させる誘導系 (adoptive EAE) を実施した。 3000 p.p.m. の亜

鉛を 1 ヶ月間投与したマウスに、 CD4+T 細胞を移入したところ、コントロールマウスと

同等に EAE を発症した（図 LC)。このことから、亜鉛投与マウスにおいても、 Th17 細

胞の活性化や炎症の誘導など Th17 細胞による免疫反応依存性の自己免疫疾患が、正常に

誘導された。以卜，の結果から、亜鉛は Th17 細胞が分化した後の免疫反応に影響を与えて

いないことが強く示唆され、逆に、亜鉛はナイーブ CD4+T 細胞が Th17 細胞へ分化する

段階を阻富している可能性が示唆された。そこで、 T 細胞から産生されるサイトカインで

ある IFNyや IL-4、 IL·l7A の血清中の濃度を測定し、それぞれ Thl 、 Th2、 Thl7 サプセ
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ットヘの亜鉛の影響を個別に検討した。その結果、亜鉛投与マウスにおいては、血清中の

IL-17A 濃度のみが減少していた（図 l.D)(data not shown)。さらに、 ex vivo での実験

を行った。 CIA を誘導したマウスから所属リンパ節を摘出して、抗原で再刺激して T 細胞

を活性化させた。この培養上清中の IL·17A 濃度を測定した。その結果、 in vivo での結果

と同様に、亜鉛投与マウスでは、 IL-17A 産生が減少していたが、 IFNyi産生には有意な差

が見られなかった（図 1.E)。さらに、所属リンパ節におけるヘルパ—T 細胞のサプセッ

トを、フローサイトメータ一を用いて解析したところ、亜鉛投与マウスでは、 Th17 細胞

の割合と数が共に減少していた。ー方、制御性T 細胞 (Treg : regulatory T cell) と Thl

細胞の割合や数に、有意な変化は認められなかった（図 l.F,G)。また IL-6 を尾静脈から

投与したときの CD4+T 細胞における STAT3 の活性化が、亜鉛投与マウスにおいては抑制

されていた（図 1.H)。これらの結果より、マウス生体への亜鉛投与はナイーブ CD4+T

細胞から Th17 細胞への分化を抑制することが明らかになった。そして、この阻害は、亜

鉛が、 CD4+T 細胞における IL-6-STAT3 シグナルを抑制するためであることが示唆され

た。

試験管内において、亜鉛は Th17 細胞への分化を阻害する

亜鉛が STAT3 の活性化を抑制することで、 Th17 細胞への分化を抑制するという仮説を

検証するため、試験管内での実験を実施した。予備検討の結果から、 100µM 未満の硫酸

亜鉛は、 CD4+T 細胞の生存率に顕著な影響を与えないことが明らかになった（参考デー

夕図 84)ので、 50µM 以ドの硫酸亜鉛を用いて、以下の試験管内での実験を行った。

試験管内での Th17 細胞への分化は、亜鉛処理により顕著に抑制されたが、逆に、 Foxp3+

細胞への分化は促進された（図.2A)。しかし、 IL-6 非存在下で行う通常の培養系で誘導

した Treg と比較して、 Foxp3 の発現レベルは低下していた。この Foxp3 の発現が低いこ

とから示唆されたとおり、亜鉛存在下で分化した Foxpが細胞は、ナイーブ CD4+T 細胞の

増殖抑制活性が、通常の Treg 細胞と比較して低かった（参考データ図 S5)。つまり、亜

鉛存在下で培養した Foxp3+細胞は、 Treg として機能的に成熟していない可能性がある。

これらの結果は、亜鉛が STATS 活庄化に抑制して Th17 分化から Treg 分化に変換させた

可能性がある。この仮説を直接検証するために、亜鉛の存在の有無における STAT3 リン
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酸化を検討した。試験管内において、亜鉛は CD4+T 細胞における IL-6 による STAT3 の

リン酸化を抑制した（図2B)。ー方、 IL-6 による JAK のリン酸化は、抑制されなかった

（参考データ図 S6)。以上の結果より、亜鉛は、 STAT3 の活性化を阻害することにより、

Th17 細胞への分化を抑制し、逆にTreg細胞の分化を増やしていることが明らかになった。

亜鉛は、 IL·6 による STAT3 の活性化を抑制する

亜鉛が IL-6 による STAT3 の活性化をどのようにして抑制するかを詳細に調べるために、

IL-6 シグナル伝達経路にある STAT3 を含むさまざまな分子に対する亜鉛の影響を検討し

た。細胞内亜鉛濃度が高い状態でも抵抗性があること、 IL-6 応答性が良いことから、マウ

スの白血病細胞由来の細胞株である RAW246.7 細胞を以下の実験に使用した。亜鉛処理と

して、この細胞に lOµM 硫酸亜鉛とピリジオン (Zn/Pyr) を加えた。ピリジオンは、

亜鉛と複合体を形成し、細胞内に効率よく流入していくためのイオノフォアである

(15,36,37,50,51)。亜鉛処理により、 IL-6 誘導性のタンパク質のリン酸化が完進していた（図

3.A)。このことは、亜鉛はチロシン脱リン酸化酵素の阻害剤として作用するというこれま

での報告(51) と一致する結果である。また亜鉛は、 IL-6 による JAK と ERK1/ERK2 のリ

ン酸化も充進した（図 3.A)。さらに、 ERKl/2 の標的分子である EGRl の発現も充進し

ていた（参考データ図 S7)。それとは対照的に、 IL-6 による STAT3 のリン酸化は、亜鉛

によって阻害された（図 3.A)。これらの結果は、亜鉛が IL-6 シグナル伝達系のうち、

STAT3 の活性化のみを抑制することを強く示唆する。

亜鉛による STAT 3 活性化の抑制効果は、 IL-6 刺激ばかりではなく、 IL-10 や LPS 刺

激においても観察された（図 3.B)。さらに、亜鉛処理細胞では、 IL-6 刺激による STAT3

の核移行が抑えられていることから、亜鉛は STAT3 を機能的にも抑制していること示唆

された（図 3.C)。実際、亜鉛は STAT3 が標的DNAに結合することを抑制して（図 3.D)、

STAT3 の標的遺伝子である SOCS3 の遺伝子発現を阻害した（図 3.E)。以上のことから、

亜鉛は、 IL螂6 刺激後JAKや ERK の活性化は抑制せず、 STAT3 の活性化とそれに引き続

く機能発現を特異的に阻害することが明らかになった。
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亜鉛は STAT3 の立体構造を変化させる

亜鉛が STAT3 に直接結合できるか否かを調べるために、組換え STAT3 (rSTAT3) を

用いて、実験を行った。その結果、亜鉛は、 JAK の自己リン酸化に影響することなく、 JAK

による STAT3 のリン酸化を阻害していた（図.4A)。さらに、亜鉛はJAK の人工基質で

あるポリ—アラニン—グルタミン酸リジジチロシンペプチド (poly·AEKY) の JAK によ

るリン酸化も阻害しなかった（図.4B)。加えて、細胞溶解液中の STAT3 も rSTAT3 もい

ずれも、亜鉛を固相化した IMAC ビーズに結合した（図4C)。これらの結果から、亜鉛

は STAT3 に直接結合し、 STAT3 の活性化を阻害していることが強く示唆された。

次に、亜鉛の直接的な結合が STAT3 の立｛科欝造にどのように影響するのかについて、

検討を行った。亜鉛処理を行った細胞の溶解液を、ネイテイブPAGE で分画した結果、亜

鉛処理した STAT3 は、未処理のものに比べて速く泳動されることが明らかになった

（図.4D,左）。しかし、このような効果は、チューブリンには見られなかった（図4D,右）。

この結果から、亜鉛が STAT3 の立体構造を変化させていることが考えられた。そこで、

このことを証明するために、亜鉛処理の有無の条件において、 STAT3 タンパク質の 2 次

構造を CD スペクトル解析を用いて測定した。その結果、 cヘリックス構造に特徴的な波

長である、 209-222nm の吸収極大が、亜鉛の添加にて濃度依存的に減少した（図4E)。

この結果から、亜鉛は STAT3 に直接結合し、 STAT3 のGヘリックス構造を変化させてい

ることが明らかになった。

さらに、 ILー6 が受容体に結合すると、 gp130 のチロシンが JAK によりリン酸化され活

性化する(17)。 STAT3 は、 SH2 ドメインを介して、 gp130 の YxxQ モチーフのリン酸化チ

ロシンにリクルートされ、JAK によってチロシンがリン酸化される。亜鉛処理にて STAT3

の gp130 のYxxQモチーフのリン酸化チロシンヘの結合が阻害された（図.4F)。同様に、

亜鉛処理にて、 JAK2 と rSTAT3 の結合も阻害された（図.4G)。以上の結果から、亜鉛

の直接的な結合による STAT3 の立体構造の変化は、 JAKや gp130 との相互作用を阻害す

ることが明らかになった。
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考察

本研究では、はじめに、亜鉛が CIA の発症を抑制することを示した。さらに、血清中の

IL·17A 濃度ば咸少するが、 IFN汀農度は変化しないこと、そして、所属リンパ節中でTh17

細胞が減少するが、 Thl 細胞は変化しないことを明らかにした。さらに、生体内で CD4+T

細胞における IL-6 による STAT3 のリン酸化が、亜鉛投与により抑制された。加えて、試

験管内においても、亜鉛は STAT3 のリン酸化を阻害し、 Th17 細胞の分化を抑制している

ことを示した。以上の結果から、亜鉛は CIA誘導後の Th17 細胞への分化を抑制すること

が示唆された。その抑制メカニズムの解析により、亜鉛は STAT3 の吃体構造を変化させ、

IL-6 刺激後の STAT3 の活性化を阻害することが明らかになった。つまり、亜鉛は STAT3

の活性化を直接阻害し、その結果Th17 細胞への分化を抑制していることが分かった。

亜鉛は、生体が正常な生理的機能を維持するのに必要な栄養素である。しかし、過剰な

亜鉛は、生体にとって有毒であると考えられている。しかしながら、 2 ヶ月間 3000p.p.m.

の亜鉛投与においても、リンパ節や牌臓、免疫系の細胞集団に異常は見られなかった（参

考データ図 S2)。亜鉛投与による血清中亜鉛濃度は約 30µM であり、コントロール群で

は約 15µM であった（参考データ図 83)。試験管内の実験においても、この濃度の亜鉛

は、 T 細胞の細胞死を促進しない濃度であることが確認できた（参考データ図 84)。また、

亜鉛投与群においても、コントロール群と比較して、体重に差は見られなかった (datanot 

shown)。さらに、 pathogenic な T 細胞を移人して誘導する EAE モデルにおいては、亜

鉛投与マウスにおいてもコントロールマウスと比較して、発症に差は見られなかった

（図.lC)。これらの結果から、 3000p.p.m.の亜鉛添加飲料水の投与は、マウスの免疫応答

には最小の影響しかないと考えられる。

試験管内での Th17 細胞への分化誘導系においては、 50µM 以下の硫酸亜鉛を用いた。

一般的に細胞において、細胞内亜鉛濃度は、亜鉛トランスポーターによって制御させてい

る(34)。亜鉛トランスボーターにはインポーターとして働く ZIP/SLC39 ファミリーとエク

スボーターとして働く ZNT I SLC30 ファミリーが存在する。哺乳類においては、 ZIP フ

ァミリーは 14 種類、 ZNT ファミリーは 10 種類が報告されている。生理的な条件では、

亜鉛はこのようなトランスポーターを介して細胞内に流入するため、 T 細胞の初代培養系
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においては、トランスポーターとは無関係に亜鉛を細胞内に強制導入する Zn/Pyr ではな

く、硫酸亜鉛のみを用いて実験を行った。 Th17 細胞への分化誘導系で、 4 日間培養した

後でも、 120µM 以下の亜鉛濃度のときは、 T 細胞は生存していた。また、 25µM 以上の

濃度の場合、 Th17 への分化が抑制されていた（図2A)。さらに、 3000p.p.m亜鉛添加飲

料水を投与したマウスにおける、血清中亜鉛濃度は約 30µM であることが判った（参考

データ図 S3)。正常マウスの、血清中亜鉛濃度は約 15µM であるので（参考データ図 S3) 、

マウスは血中亜鉛に関して非常に大きな緩衝量を持つことがわかる。本研究では、細胞の

生存に影響を与えずにデータを得るために、 50µM 以下の硫酸亜鉛を、初代培養 T 細胞を

用いた実験系に使用した。

ー方、シグナル伝達に関する生化学的な研究手法を用いて行われるさまざまな細胞に対

する亜鉛の影脚を検討した研究はこれまでに多くある。それらでは、亜鉛を細胞内に強制

的に導入する Zn/ Pyr が主として使用されている(15,36,37,50,51)。それらの報告を調べたとこ

ろ、 4·20µM の Zn/ Pyr が用いられていた。 Zn/ Pyr を用いる利点は、 Zn イオンが Pyr

と複合体を形成し、亜鉛トランスポーターを介さずに細胞膜を直接透過できるため、非常

に早く細胞内に亜鉛が流入させることができる点である。 IL-6 のシグナル伝達では、シグ

ナル伝達分子が非常に素早く活性化されるため、亜鉛が細胞内に素早く流入することが、

亜鉛がシグナル伝達に与える影欝を検討する際に、重要であると考えた。そこで、メカニ

ズム解析の実験では、 lOµM の Zn/Pyr を用いて細胞を処理することとした。この方法を

使用して、 IL-6 のシグナル伝達に関わる STAT3 の活性化を、亜鉛が抑制することを明ら

かにした。生体レベルの実験で、 CIA 誘導時に Treg への影響は少なく、主に Th17 細胞

を抑制していた。この結果は、試験管内での実験での、 Th17 細胞への分化が抑制される

が、機能的な Treg の数には影響しないという結果と一致している。そして、生体内、試

験管内、どちらの実験においても、 IL-6 誘導性の STAT3 の活性化は顕著に抑制されてい

た。これらの結果から、 Th17 細胞の分化で重要な STAT3 の活性化を、亜鉛が直接的に阻

していることが示唆された。

亜鉛が STAT3 の活性化を抑えることを示したが、 STAT3 以外の他の STAT ファミリー

に対しても、同様に抑制するのだろうか。生体内レベルの実験では、亜鉛投与により Th17

細胞が減少することが明らかになったが、Thl 細胞については顕著な差は見られなかった。
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この生体内での結果と同様に、試験管内での実験においても、 Thl 細胞への分化抑制より

も、 Th17 細胞への分化抑制のほうが、より顕著であった（参考データ S9)。これらの結

果から、亜鉛はThl 細胞よりも Th17細胞への分化をより効果的に抑制すると考えられる。

しかし、 Zn/Pyr を用いた実験では、 STATl や STAT4 を含む他の STAT ファミリーの活

性化も、 STAT3 と同様に抑制された（参考データ S10)。このマウス生体内と試験管内の

結果の相違は、生体内にて Thl 細胞と Th17 細胞で亜鉛トランスポーターや亜鉛結合タン

パクのプロファイルが異なるためであることも理由の一つである可能性がある。生理的な

条件下では、亜鉛は、その細胞内への流入効率の差異から Th17 細胞の STAT3 に対して

作用するのに対し、試験管内では、亜鉛を Zn/Pyr を用い強制的に流入させるので STAT3

以外の STAT ファミリー分子も抑制される可能性がある。実際に、 Thl 細胞と Th 17 細

胞でいくつかの亜鉛トランスポーターの発現量が異なることが、確認できた（参考データ

S11)。マウスの生体内では、亜鉛は STAT ファミリーの中でも STAT3 に比較的特異的に

作用する。このことがヒトの系でも再現できれば、 Th17 細胞が関与する自己免疫疾患な

どの炎症性疾患を抑制するのに、亜鉛は効果的な方法であると考えられる。

今回、私たちは、亜鉛を大量に飲料水に投与して、実験に用いた。亜鉛濃度が生理的な

条件下での細胞内亜鉛の恒常性変化の範囲内でも、 STAT3 の活性化を亜鉛は抑制している

のであろうか。私たちは、亜鉛による STAT3 の抑制は、 STAT3 のポジテイブフィードバ

ック制御機構の一つである可能性を考えている。サイトカインなどさまざまな外部刺激に

より、亜鉛トランスボーターの mRNA の発現が変化する。このような細胞内亜鉛の恒常

性を変化させる様な外部刺激は、 T 細胞を含むさまざまな細胞や組織において、 STAT3 の

活性化を誘導する (53部）。また、ナイープ CD4叩細胞に比べて、 Th17 細胞では、亜鉛の

蛍光標識剤であるニューボートグリーンの蛍光強度が減少していた（参考データ図 S12)。

このことから、 Th17 細胞では、その分化段階に応じ、細胞内の亜鉛濃度が低下し、 T 細

胞が Th17 細胞へ分化するのを充進している可能性がある。さらに、今回の研究では、

STAT3 の立体構造は、亜鉛が直接的に結合することで変化した。 STAT3 の構造的な変化

は、ネイティプ PAGE と CD スペクトルを用いて検出した。亜鉛によって、 STAT3 の立

体構造が変化すると、 STAT3 の活性化など IL-6 シグナルの重要なステップが阻害された。

実際、 IL-6 刺激による STAT3 の核移行および転写活性は、亜鉛処理により阻害されてい
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た。さらに、亜鉛が結合した STAT3 には、 JAKl や gp130 のリン酸化チロシン部位と相

互作用できなかった。以上の実験データと考察から、 STAT3 は、 T 細胞における亜鉛シグ

ナルの標的であることも十分考えられる。

今回の研究にて、亜鉛が直接的に STAT3 の活性化を抑制することが明らかになった。

STAT3 の活性化は、自己免疫疾患に関与するTh17細胞への分化に重要なステップであり、

それを抑制することは、自己免疫疾患の発症を抑制することにつながる。そのため、亜鉛

を介した自己免疫疾患の治療の可能性が示唆された。

13 



実験材料および方法

マウス

C57BIJ6 は、日本 SLC およびクレアジャパンより購入した。マウスの飼育はすべて、

大阪大学医学部動物実験施言文および理化学研究所 RCAI の指針に従い、 SPF 実験室にて

行った。

亜鉛の投与

硫酸亜鉛七水和物（シグマ）を亜鉛濃度 3000 p.p.m. で DDW (double -distilled 

water) に溶解し、飲料水のかわりにマウスに与えた。コントロール群には DDW を投与

した。 5 週齢で亜鉛の投与を開始し、 1 ヶ月投与しているマウスを実験に使用した。 CIA

誘導後も亜鉛の投与は継続して行った。

EAE の誘導

Active EAE. 200ｵg MOG ペプチド (35-MEVGW咋SPFSRVVHLYRNGK-55 , 

Sigma Genossys) と 1mgMycobacterium tuberculosis H37Ra (DIFCO Laboratories) 

入りの CFA(Freund's complete adjuvant) で w/o 型エマルジョンを調製し、尻尾のつ

け根に 100µl 皮下注射した。 200ng の pertussistoxin (LIST Biological laboratories) 

を day O 、 2 、 7 に尾静脈より静脈注射した。免疫後マウスの行動を観察し、神経障害の

症状を次のように数値化した。〇：正常、 1 : 弛緩した尾、 2: 後肢の脱力あるいは歩行異

常、 3: 完全な後肢麻痺、 4: 前肢および後肢の麻痺、 5: 瀕死あるいは死亡。

Passive EAE. 200ｵg MOG ペプチド (35—MEVGW四SPFSRVVHLYRNGK-55 , 

Sigma Genossys) と 1mgMycobacterium tuberculosis H37Ra (DIFCO Laboratories) 

入りの CFA(Freund's complete adjuvant) で w/o 型エマルジョンを調製し、尻尾のつ

け根に 100µ1 皮F注射した。 200ng の pertussistoxin (LIST Biological laboratories) 

を day 0 、 2 、 7 に尾静脈より静脈注射した。免疫後 11 日目のマウスの牌臓およびリン

パ節から、 MACS カラム (BD) を用いて CD4+T 細胞を単離した。 CD4+T 細胞 (2Xl06)

と MOG ペプチドを載せた BMDC(5X 105) 、 rIL-23(lOng I ml R&D) を 24 穴プレート
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で培養した。 3 日後、 5Xl伊個の CD4+T 細胞を 5Gy の X線を照射したマウスに、尾静

脈より投与した。 2 日後に 200ng の pertussis toxin をマウスに尾静脈投与し、 EAE の発

症を誘導した。マウスの行動を観察し、神経障害の症状を次のように数値化した。 0: 正

常、 1: 弛緩した尾、 2: 後肢の脱力あるいは歩行異常、 3: 完全な後肢麻痺、 4: 前肢およ

び後肢の麻痺、 5: 瀕死あるいは死亡。

CIA の誘導

200µg ニワトリ由来 2 型コラーゲン (Sigma) と 250µg Mycobactermm bovis 

Bacillus CalmetteｷGuerin cell wall skeleton (BCG-CWS) と 250µgMycobacterium 

tuberculosis H37Ra 人りの CFA で w/o 型エマルジョンを調製し、背中に 200µl 皮下投

与した。初回免疫から 3 週間後に、同様の工マルジョンを尻尾の付け根に 200µl 皮下投

与した。 2 次免疫後、マウスの関節炎の症状を観察し、次のように数値化した。 0: 正常、

1 : 軽度の関節炎兆候、 2: 軽度の腫脹、 3: 中程度の腫脹、 4: 重度の腫脹。関節炎のスコ

アは、両手足（各 4 点満点）のスコアの合計 (16 点満点）を示している。

ELISA 

血清中または培養上清中の IFNy、 IL-4 および IL·17A は、 ELISA キット (BD または

eBiosciences) を用いて測定した。

BMDC の調製

8 - 12 週齢の C57BIJ6 の骨髄細胞を取り出しセルストレーナー (BD) に通して、

0.165 M NH4Cl で溶血し、 10 % FCS とストレプトマイシン／ペニシリン G 入りの

RPMl1640 培地で 2 時間培養した。培養後、軽くピペッティングして細胞を回収し、セ

Jレストレーナーに通した。 l.5X 10町 well の細胞を 6 穴プレートを用いて、 10 % FCS 

(Japan Bioserum) とストレプトマイシン／ペニシリン G 、 0.6 % GM·CSF 培養上清

(murine GM・CSFChinese hamster ovary cells; a gift from T. Sudo, Toray Silicon, 

Tokyo, Japan) 入りの RPMl1640 培地で培養した。培地は 2 日おきに交換し、浮遊し

た細胞を取り除いた。 7 日間培養した細胞を PBS-EDTA を使って回収し、抗原提示細

15 



胞として Th17 細胞分化の培養系に用いた。

In vitro Thl 7 細胞分化

ナイープ CD4+T 細胞 (5X1()5/ well) を、抗 CD3 抗体 (lµg/ml) 、 ILー6(500 ng/ 

ml; ヒト天然型）、 TGFゃ (5ng / ml ; Pepro tech) と BMDC (2X10刃 well) を 24 穴

プレートを用いて 4 日間培養したものを解析した。亜鉛は、硫酸亜鉛（シグマ）を培養

系に添加した。

Intracellular cytokine staining 

In vitro assay. 細胞培養液中に Golgiplug (BD) を加え、 PMA(500 ng/rnl) とイオ

ノマイシン (500 ng/rnl) で刺激し、 6 時間培養した。抗 CD4 抗体 (PE-Cy7) 、抗

MHCclassII 抗体 (biotin)、抗 CD19 抗体 (biotin) 、抗 NKl.1 抗体 (biotin) 、抗

CD44 抗体 (APC) で細胞を染色し、 Streptavidin -Pacific Blue を処理した。次に、

Fixation / Permeabilization solution (BD) を用いて細胞を固定し、 Perm/ Wash buffer 

(BD) を処理した。抗 IL-17A 抗体 (PE) 、抗 Foxp3 抗体 (FITC) で染色し、 CyAn

flow cytometer (Dako Cytomation) で測定し、 FlowJo ソフトゥェアで解析した。

In vivo assay. 所属リンパ節から調製した細胞 (2X106) を、抗 CD3 抗体 (20

µg/ml) と抗 CD28 抗体 (10µg/ml) で固層化したプレートで刺激し、 GolgiPlug 存在下

で 6 時間培養した。抗 CD4 抗体 (PE℃y7) 、抗 MHC classII 抗体 (biotin)、抗

CD19 抗体 (biotin) 、抗 NKl.1 抗体 (biotin) 、抗 CD44 抗体 (APC) で細胞を染

し、 Streptavidin-Pacific Blue を処理した。次に、 Fixation/Permeabilization solution 

(BD) を用いて細胞を固定し、 Perm/ Wash buffer (BD) を処理した。抗 IL-17A 抗体

(PE) 、抗 Foxp3 抗体 (FITC) で染色し、 CyAn flow cytometer (Dako Cytornation) 

で測定し、 FlowJo ソフトゥェアで解析した。

リン酸化 STAT3 の検出

In v1 tro assay. 野牛型マウスから、リンパ節と牌臓を回収し、ナイロンウールカラム

を用いて、 T 細胞を濃縮した。 2Xl伊個の細胞を、 100µM ZnS04 で 30 分間前処理し、
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10 ng I ml IL-6 で 5 分間刺激した。 Lyse/ Fix buffer (BD) で、細胞を直ちに固定し、

Perm Buffer III (BD) で、透過処理を行った。抗 CD19 抗体 (FITC)、抗MHC クラス

II 抗体 (FITC)、抗 CD4 抗体 (PE-Cy5)、抗 CDS 抗体 (APC)、抗 pSTAT3(p Y705) 

抗体 (PE) で染色した後、 FACSCalibur で測定し FlowJo ソフトゥェアで解析した。

In vivo assay. 20 ng IL-6 を亜鉛投与マウスまたはコントロールマウスに、尾静脈投

与した。 15 分後、安楽死させ牌臓を回収した。牌臓から単細胞を調製し、直ちに Lyse/

Fix buffer で固定し、 PermBuffer III で透過処理を行った。抗 CD19 抗体 (FITC) 、 抗

MHC クラス II抗体 (FITC)、抗 CD4 抗体 (PE-Cy5)、抗 CDS 抗体 (APC)、抗pSTAT3

(pY 705) 抗体 (PE) で染色した後、 FACSCalibur で測定し FlowJo ソフトゥェアで解

析した。

ウエスタンプロッティング

RAW246.7 細胞を 12 時間スタベーション処理し、 10µM ZnS04 と pyrithione (Zn / 

Pyr) を添加して 5 分間インキュベートした。その後、 50ng/ml IL·6 で 15 分間刺激し

た。細胞を 1 ml 1 % NP40 buffer (1 % NP40 , 20 mM  TrisｷHCl pH 7.4 , 150 mM 

NaCl , 5ｵg/ml aprotinin , 0.1 mM phenylmethylsulfony fluoride [ PMSF] , 1 mM  

Na3VQ4) 懸濁し、 SDS·PAGE で展開し、タンパク質を PVDF 膜にブロッティングした。

抗体で処理し、 enhancedchemiluminescence (ECL ; PerkinElmer Life Science) を用い

て検出した。抗 Erkl/ 2 抗体、抗 phospho·Erkl/ 2 抗体、抗 JAKl 抗体は BD より購

人した。抗 phospho·Tyr1022 / 1023·JAKl 抗体、抗 JA氏2 抗体、抗 phospho·Tyr1007 

I 1008-JAK 抗体、抗 STAT3 抗体、抗 phospho·Tyr 705 -STAT3 は Cell Signaling 

Technology より購入した。

遺伝子導入

Lipofectamine 2000 (Invitrogen) をプロトコールに通りに用いて、細胞に遺伝子を導

入した。 10µg の発現プラスミド (pEFBOS および HA タグ付 JKA 1 をコードした

pEFBOS) を用いた。細胞は、 DNA脂質複合体と 24 時間インキュベートした後に、生

化学的解析に使用した。
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免疫沈降法

1 %NP·40 緩衝液で細胞を溶解し、その溶解液 1 ml に 20µ1 のプロテインA セファロ

一スまたはプロテイン G セファロ一ス、および 1µg 抗体を加えて、 4 ℃ で 6 時間イン

キュベートした。免疫沈降物は、 SDS-PAGE loading buffer で溶出し、 SDS-PAGE で分

離した後に、 PVDF 膜上に転写した。

In vitro binding assay 

ペプチド結合アッセイは、東レリサーチセンターより購入した gp130

(VVHSGｷp Y767RHQVPS および VVHSGY767RHQVPS) のビオチン化ペプチドを用い

て行った。ペプチド (5µg) を 30µl のストレプトアビジン—セファロ一ス(Pharmacia)

と 4 ℃ で 2 時間インキュベートした。ビーズは 20mM  TrisｷHCl (pH 7.4) で 3 回洗

浄した後、 0.1µg リコンビナント STAT3(rSTAT3) (Active Motif) と 4 ℃ で 3 時間

インキュベートした。 rSTAT3 は 4 ℃ で 2 時間 ZnS04 処理をした。複合体は、

SDS-PAGE で分離し、 anti-STAT3 抗体でブロットした。 JAK2-STAT3 の結合を検討す

るためには、 GST-JA囮 (Active Motif) を使用した。 GST-JAK2 (0.1µg) を、 30µl グ

ルタチオン—セファロ一ス 4B (Pharmacia) と 4 ℃ で 2 時間インキュベートし、JAK2·

結合ビーズは、 rSTAT3 と 4 ℃ で 3 時間インキュベートした。

Precipitation assay using Zn immobilized on beads 

Immobilized metal affinity chromatography (IMAC) —select affinity beads はシグマよ

り購入した。 IMAC·selectaffinity beads と ZnSOバ 50mM)を等量ずつ用いて、 4 ℃ 1 

時間混和し、亜鉛をビーズに固定した。ビーズを 1 % NP-40 緩衝液で 5 回洗浄した。

rSTAT3 溶液または細胞溶解液にビーズ (30µ1) を加えて、 4 ℃ で 2 時間混和した。

1 % NP-40 溶液で 4 回洗浄し、ビーズを沈降させた。ペレットを SDS-PAGE ローディ

ングバッファーに懸濁させ、イムノプロッティングに用いた。

DNA pull-down assay 

DNA pull-down assay は、以前記述した通りに実施した(44)。
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マウス Socs3 プロモーター由来(45)のマウス Socs3/ STAT-binding element (SBE) に対

するビオチン化二本鎖 DNA プローブは、以下の通りである。 mSOCS3 / SBEｷF, biotin 

3'-CAGTTCCAGGAATCGGGGGGC-5' および mSOCS3 I SBEｷR, biotin 

3'-GCCCCCCGA'. 竹CCTGGAACTG-5'。

In vitro kinase assay 

293T-G133 細胞に pEFBOS·HA-JAKl または空の pEFBOS を遺伝子導入し、 JAKl を

活性化させるために G-CSF で刺激した。 1 ml の細胞溶解液[ 0.5 % NP-40, 50 mM 

TrisｷHCl (p H7.4), 250 mM NaCl, 1 mM  sodium vanadate, プロテアーゼ阻害剤］に細

胞を懸濁した。遠心により細胞溶解液を調製し、 500µl の細胞溶解液と 4µl 抗 HA抗体

(clone 3F10,Roche)、 30µl プロテイン G セファロ一スを混和した。 4 ℃ で 4 時間イン

キュベートした後、ビーズを 0.5 ml の細胞溶解液（プロテアーゼ阻害剤なし）で 3 回

洗浄し、 0.5 ml のキナーゼ緩衝液[ 60 mM  HEPES-NaOH (pH 7.5), 3 mM MgCh, 3 

mMMnCl』で 3 回洗浄した。 rSTAT3 または poly·AEKY (Sigma) を JAK の基質に

使用した。 50µl キナーゼ緩衝液 (1 mM  ATP, 1.2 mMdithiothreitol 入り）と 50 ng 

rSTAT3 もしくは 1µg poly·AEKY を JAK と 30 ℃ 30 分間インキュベートして、キナ

ーゼ反応を行ったo Laemmli's SDS ローディングバッファ一を加え反応を停止した後、

反応生成物を SDS-PAGE で分離し、イムノブロッティングを行った。

Realｷtime PCR 

SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) と GeneAmp 7000 Sequence 

Detection System (Applied Biosystems) を使用して、定量PCR を行った。転写量は、

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (Gapdh) を用いて補正した。プライマー配

列は以下の通りである。 Mouse Socs3 - CCCAAGGCCGGAGATTTC 

GGAGCCAGCGTGGATCTG, mouse Egrl - TAGCAGCAGCAGCACCAG, 

GGCTGGGATAACTCGTCTCC, mouse Gapdh - AGCTGAACGGGAAGCTCACT, 

TGAAGTCGCAGGAGACAACC。
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Circular dichroism spectroscopy 

STAT3 の CD スペクト］レの測定は、ペルチェ温度制御ユニット装備の JascoJ-820 CD ス

ペクトルメーターを使用した。 1mm のキュベットと lµM のタンパク質で、 CD スペク

卜ルを測定した。 3 回の実験の平均値を求めた。組換え Flag タグ付マウス STAT3 は、

力イコ—バキュロウィルスによるタンパク質発現系 (Katakura Industries Co., Saitama, 

Japan) を用いて調製した。
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図 1. 亜鉛投与により、 CIA の発症が抑制された

(A) 3000 p.p.m. の亜鉛を飲料水中に添加し、 1 ヶ月間投与したマウスに CIA を誘導した。

(B) 3000 p.p.m. の亜鉛を飲料水中に添加し、 1 ヶ月間投与したマウスに EAE を誘導した。

(C)EAE を誘導したマウスから、 CD4+T 細胞を単離し、試験管内でMOG ペプチドを載

せた BMDC と共培養した。 3 日間培養した後に、 CD4+'f 細胞を回収し、亜鉛投与マウス

とコントロールマウスに尾静脈投与し、 EAE を誘導した。
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図 1. 亜鉛投与マウスは、 CIA 誘導後の IL·l7A 産生が減少した

(D) 亜鉛投与マウスとコントロールマウスに CIA を誘導し、 1 回目の免疫後 7·16·

27 日後の血清中 IL·17A およびIFNy濃度を ELISA で測定した。

(E) 亜鉛投与マウスとコントロールマウス

所属リンパ節を回収した。単細胞に調製し、

CIA を誘導した。 2 回目の免疫後 6 日目に

コラーゲンで再刺激して培養した。 3 日後に

培養上清を回収し、培養上清中の IL-17A および IFNy濃度を ELISA で測定した。

22 



F. 
.!! 12 r 10 T 

~ 

.c I Q 18 0 * 0 8 
~ 
_ｷ 

Th17 , 8 s z ..J 6 
"Cl 

•C 一
C ,._ 4 
,._ 4 ... 
.... ~ 
f=. 2 02 
0 唸

ゞ ゜ ゜DOW Zn DDW Zn 

8 0 20, n.s. 16 

吾z: 因 15 0 
";c 12 
•一

Treg~ 8 ヨ
10 で 8 

C 

.c -

!4 I-0) e s 
0 

'l5 唸

~ ゜ ゜DOW Zn DOW Zn 

5

2

9

6

3

0

 

ー
ーs

―-
a
0魯

W
o
0
8

〇
U
!
~
L
i
l
l
°
ゞ

ー

h
 
T
 

n.s. n.s. 

DOW Zn 

10 

~ 8 ... 
X 
ー・

~ 6 
.c -

巨
4 

も 2 
唸

゜ DDW Zn 

図 1. 亜鉛投与マウスの所属リンパ節中の Th17 細胞の数と割合が減少していた

(F) 亜鉛投与マウスとコントロールマウスに CIA を誘導した。 2 回目の免疫後 6 日目に

所属リンパ節を回収し、抗 CD3 抗体および抗 CD28 抗体で再刺激し、 Golgi plug 存在

下 6 時間培養した後に、細胞内染色を行い、 Th17、 Treg、 Thl 細胞を検出した。
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(G) 亜鉛投与マウスとコントロールマウスに 20 ng IL-6 を尾静脈投与した。

牌臓を回収し、直ちに固定した後に、細胞内染色を行い、 pSTAT3 を検出した。

15 分後、
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(A) ナイーブ CD4+T 細胞を単離し、 IL-6 と TGFj3 存在下、 BMDC と共培養を行い、 Th17

細胞への分化を誘導した。 PMA/ イオノマイシンで刺激し、 golgi plug 存在ド 6 時間培

養した後、細胞内染色を行い、 Th17 細胞と '!reg 細胞を検出した。
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図 2. 亜鉛処理により試験管内での IL-6 刺激による STAT3 の活性化が抑制され

た

(B) C57BU6 マウスの牌臓を摘出し、単細胞を調製した。牌臓細胞に亜鉛を 30 分間前

処理し、 IL-6 で刺激した。 5 分後に直ちに細胞を固定して、細胞内染色を行い、 CD4+T

細胞における pSTAT3 を FACS で検出した。
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図 4. 亜鉛は STAT3 の立体構造を変化させた

(A) 左図試験管内での反応に、活性化 JAKl を STAT3 のキナーゼとして用いた。 反応性

生物は、 SDS-PAGE で分離し、抗 pSTAT3 抗体、抗 STAT3 抗体、抗 pJAKl 抗体、 抗 JAKl

抗体を用いてウエスタンプロッティングを行った。 右図GST-JAK2 を STAT3 のキナ一

ゼとして用いた。 反応生成物は、 SDS-PAGE で分離し、 抗 pSTAT3 抗体、抗 STAT3 抗

体、抗 pJA囮 抗体、抗 GST 抗体を用いてウエスタンプロッティングを行った。

(B)JAKl と GST-JAK2 のキナーゼアッセイの基質には、 poly-AEKY を用いた。 反応生

成物は、 SDS-PAGE で分離し、 表記の抗体でブロッティングした。

(C) 亜鉛を固相化 した IMAC— ビーズと lOOµg RAW246. 7 細胞溶解液または 0.1µg

rSTAT3 とインキュベートした。 ビーズは洗浄後、 SDS-PAGE を行い、ウエスタンプロッ

ティングで STAT3 を検出した。
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図 4. 亜鉛は STAT3 の立体構造を変化させた

(D) RAW246.7 細胞に表記の時間で ZnI Pyr 処理を行った。 細胞溶解液を調製した後、

ネイティプ PAGE を行い、 タンパク質を分離し、抗 STAT3 抗体または抗 a-tubulin 抗体

でウエスタンブロッティングを行った。 242k.Da のサイズマーカーを基準にした泳動距離

を (cm) をバンドの下に表記した。

(E) STAT3 の CD スペク トルを示した。 亜鉛添加量は以下の通りである。 黒 OµM、赤：

lµM、黄 5 µM、緑： lOµM、 青： 50µM、 紫： 150 瓜L

(F) 組換え STAT3 に亜鉛処理を行い、 gp130 ペプチドヘの結合アッセイを実施した。

(G) 組換え STAT3 を用いて、 GST-JA和2 に対する結合アッセイを行った。
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参考データ 図 S1. CIA は ILー6 および IL-17A に依存する

IL-6KO マウスと IL·17AKO マウスおよび野生型マウスに CIA を誘導し、症状のスコア

リングを行った。
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参考データ 図 S2. 亜鉛投与マウスの免疫系に異常はみられない

3000 p.p.m の亜鉛を飲料水咄こ添加して、 2 ヶ月間投与したマウスから、牌臓を摘出し、

フローサイトメータ一を用いて、免疫系の細胞を検出した。
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参考データ 図 S3. 亜鉛投与マウスの血清中亜鉛濃度は上昇した

3000p.p.m の亜鉛を飲料水中に活加して、 1 ヶ月間投与したマウスから血清を採取し、原

子吸光光度計を用いて、亜鉛濃度を測定した。
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参考データ 図 S4. 亜鉛添加培地において、 T 細胞の生存率は変化しなかった

ナイープ CD4+'f 細胞を単離して、表記の濃度の硫酸亜鉛を培地に添加し、 Th17 細胞へ分

化する条件 ( IL-6 およびTGF~刺激）で、培養した。 4 日後に、細胞を匡収し、細胞内

染色を行い、フローサイトメーターで解析した。
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参考データ 図 85. 亜鉛添加の培養条件で分化する Foxpが細胞は、T 細胞の増殖

を抑制しなかった

Foxp3—GFP マウスから、ナイーブ CD4+T 細胞を単離して、 Treg 細胞への分化誘導系

(TGFl3刺激）およびTh 17 細胞分化誘導系に亜鉛を添加した系 (IL-6、 TGFl3 、 Zn 存在

下）で培養した。 4 日後、 GFp+細胞をソーティングし、ナイープ CD4+T 細胞 (5X 10り、

BMDC (lXlOりおよ虚九 CD3 抗体 (5µg/ml) と表記の数の Foxp3·GFp+細胞を共培

養した。 4 日後、 M'IT アッセイを行い、細胞の増殖を検出した。
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参考データ 図 S6 . 亜鉛処理を行っても IL- 6 による JAKl のリン酸化は変化し

なかった

CD4+T 細胞を MACS カラムにより単離し、亜鉛を前処理した後に IL-6 刺激を行った。 刺

激後 5 分で、細胞溶解液を調製し、ウエスタンプロッティングで JA.Kl および pJA.Kl

を検出した。
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参考データ 図 S8. 亜鉛処理による CD スペクトルの変化

亜鉛処理による STAT3 の CD スペク ト Iレの変化は、亜鉛キレーターの存在ドでも変化し

ない (A TPEN、 B. EDTA)。 黒色：硫酸亜鉛 OµM、 青色：硫酸亜鉛 50µM (A) 、 lO~lM (B)、

赤色：硫酸亜鉛 50µM+ TPEN 50ｵM (A) 、 硫酸亜鉛 10µM+ EDTA 100ｵM (B)。
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参考データ 図 S9. 亜鉛は Thl 細胞への分化は抑制しない

ナイープ CD4+T 細胞を単離し、 IL-12 存在下、 BMDC と共培養を行い、 Thl 細胞への分

化を誘導した（左図）。ナイープCD44' 細胞を単離し、 IL-6 と TGF屈存在下、 BMDC と

共培養を行い、 Th17 細胞への分化を誘導した（右図）。 PMAI イオノマイシンで刺激

し、 golgi plug 存在下 6 時間培養した後、細胞内染色を行い、 Thl 細胞と Th17 細胞を検

出した。
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参考データ 図 S11. 亜鉛トランスポーターの発現は、ヘルパ—T 細胞のサブセッ

卜により異なる

ナイープ CD4+T 細胞を単離し、それぞれ試験管内でThl 細胞およびTh17 細胞への分化

を誘導した。それらの細胞から RNA を抽出し、マイクロアレイを行い、亜鉛トランスポ

ーターの発現を比較した。
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参考データ 図 S12. Thl 7 細胞では、細胞内亜鉛濃度が低下した

ナイープCD4+T細胞を単離し、Th17細胞への分化を誘導した。ナイープCD4+T細胞と、

Th17 細胞を 5µM のニューポートグリーン（亜鉛の蛍光標識剤）で染色し、フローサイ

トメーターを用いて検出した。
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