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１． 研究のねらい 

免疫応答の異常は多種多様な炎症性疾患の原因となる。例えば、自己の身体の組織や細胞

を構成する分子（自己抗原）や、生活環境に存在する無害な物質（環境抗原）を標的とする抗体

が異常に産生されると、自己免疫性疾患や、アレルギー性疾患の発症につながることが知られ

ている。しかしこのような免疫疾患の発症が、どこで開始し、どのように進行するかについては、

詳細が分かっていない場合が多い。これを理解するためには、疾患の原因となる免疫細胞の臓

器間移動を追跡することが重要となるが、この追跡を可能にする手段がないのが現状である。 

一方、制御性 T 細胞と呼ばれる T 細胞の亜集団には、自己抗原や環境抗原に対する免疫応

答を抑制する重要な働きがある。遺伝子変異によって、制御性 T 細胞に必須の転写因子である

FoxP3 の機能が損なわれると、皮膚、膵臓、肝臓、肺、腸などの様々な臓器に重篤な炎症が起こ

り、死に至ることが知られている。制御性T細胞はFoxP3に加えて様々な別の転写因子を発現し、

これらの転写因子の種類によって、抑制する炎症の種類や場所が異なると言われている。しか

しその実態やメカニズムについては、まだ不明な部分が多い。 

近年、抗体産生応答に深く関わることが知られている転写因子が、制御性 T 細胞の一部にも

発現していることが明らかとなってきた。本研究では、この転写因子を発現する制御性 T 細胞の

自己免疫疾患の発症抑制における役割を明らかにしたい。また増殖する免疫細胞を、光を用い

て特定の場所で永続標識する方法を構築し、自己応答性の免疫細胞の臓器間移動を追跡する

ことで自己免疫疾患の開始点と進行機序を理解することを狙う。 

 

２． 研究成果 

（１）概要 

抗体産生応答に深く関わることが知られている転写因子を、制御性 T 細胞において選択的

に欠損させたマウスを作製して解析した。その結果、このマウスは生後９週前後から致死性

の疾患を発症することが明らかとなった。解析を進めていくと、少なくとも一部のマウスにおい

ては、ある血球細胞に結合する自己抗体が産生されていることが分かった。また驚いたこと

に、活性化した T 細胞が脾臓および骨髄で異常に増殖し、骨髄で血球前駆細胞を破壊してい

る可能性が示唆された。この活性化 T 細胞の増殖は脾臓でまず起こり、それに続いて骨髄で

起こっているようであった。脾臓における細胞局在を調べたところ、制御性 T 細胞が B 細胞濾

胞に見られなくなっているだけでなく、T 細胞領域においても制御性 T 細胞の局在変化が見ら

れた。さらにこの炎症疾患の発症には、上記の転写因子の欠損だけでなく、制御性 T 細胞の

ホールマーク転写因子である FoxP3 の、部分的な発現減弱が重要な役割を果たしていると示

唆された。これらの結果から、上記の転写因子は脾臓における制御性 T 細胞の局在を制御し

ており、この局在制御の異常と FoxP3 発現の部分的減弱が同時に起こると、血球細胞抗原に



 

対して応答性を持つ T 細胞や B 細胞が活性化され、自己抗体産生や骨髄炎が引き起こされ

ると考えられた。 

また、炎症性疾患を引き起こす T 細胞などのリンパ球の、脾臓から骨髄へ移動を検証する

ために、光によって細胞に改変を加える方法（オプトジェネティクス）を用いて、生体内細胞追

跡法を確立することを目指した。植物由来の光反応性タンパク質と融合させた Cre 

recombinase 断片（Opt-Cre）を、レトロウイルスによってリンパ球に発現させ、生きたマウスに

光照射を行うことによって、特定のリンパ節において増殖しているリンパ球の一部を永続標識

することが可能であることを確認した。この方法を疾患モデルマウスに適用するために、

Opt-Cre を全身性に発現するノックインマウスを作製した。残念ながら、このノックインマウス

では、リンパ球の光標識の効率が非常に低く、リンパ球においてOpt-Creの発現を高めること

が課題として残った。一方、このノックインマウスでは上皮細胞系において発現が高く、表皮

角化細胞の光標識はある程度安定して達成できることが分かり、皮膚炎症モデルにおける角

化細胞の分化追跡を可能にすると考えられた。 

 

（２）詳細 

研究テーマ A「新規の自己

免疫性炎症疾患モデルの

確立」 

制御性 T 細胞のホール

マーク転写因子 FoxP3 の

遺伝子座に Cre 遺伝子を

挿入したマウスと、抗体産

生応答において重要なこと

が知られている転写因子

の遺伝子に loxP を導入し

たマウスを交配することに

より、制御性 T 細胞で選択

的にこの転写因子を欠損

するマウスを作製した。こ

のマウスの脾臓等の細胞を解析したところ、制御性 T 細胞の総数はほとんど野生型と変わり

なかったが、B 細胞濾胞にホーミングするタイプの制御性 T 細胞が、期待通り消失していた。

このマウスは、生後６週齢以降に致死性の疾患を発症する事が分かった。各臓器の病理切

片解析を行ったところ、殆どの組織においては異常が観られなかったが、脾腫と骨髄炎が顕

著に起こっていることが分かった。またある血球細胞のみが激減しており、これが死因である

ことが示唆された。この血球細胞に対する自己抗体の産生が検出されたマウスも見出され、

病態形成メカニズムの一部は自己抗体産生による血球細胞の傷害であることが示唆された。

しかしながら半数以上のマウスは、自己抗体が検出されないにも関わらず死に至ることが分

かり、それ以外のメカニズムも病態形成に関わっていることが示唆された。これについて調べ

るために、遺伝学的手法で B 細胞を欠損させたところ、発症の遅れと生存期間の延長が見ら



 

れたが、最終的には同様の病態を形成してしまうことが明らかとなった。つまり、やはりB 細胞

や抗体に依存しない病態形成メカニズムがあることが強く示唆された。そこで次に、損傷され

る血球細胞の形成の場である骨髄において、様々な分化段階の前駆細胞をコロニー形成ア

ッセイ等により解析し、どの分化段階において損傷を受けているか特定することが出来た。骨

髄と脾臓の炎症細胞を詳細に解析したところ、発症したマウスではある種のエフェクターT 細

胞が特に増加していることが明らかとなった。さらに発症する前のマウスの脾臓でもこのエフ

ェクターT 細胞の増加は見られたが、骨髄では顕著ではなかった。このエフェクターT 細胞に

対する中和抗体を生後 3〜4 週齢のマウスに投与し続けると、発症がほぼ完全に抑制される

ことが分かり、このエフェクターT 細胞が病態形成において重要な役割を果たしている事が示

唆された。脾臓における細胞局在を調べたところ、制御性 T 細胞が B 細胞濾胞に見られなく

なっているだけでなく、T 細胞領域においても上記のエフェクターT 細胞の分化を促す場所か

ら、制御性 T 細胞が減っていることが分かった。さらにこの炎症疾患の発症には、上記の転写

因子の欠損だけでなく、制御性 T 細胞のホールマーク転写因子である FoxP3 の、部分的な発

現減弱が重要な役割を果たしていると示唆された。これらの結果から、上記の転写因子は脾

臓などのリンパ性組織における制御性 T 細胞の局在を制御しており、この局在制御の異常と

FoxP3 発現の部分的減弱が同時に起こると、血球細胞抗原に対して応答性を持つ T 細胞や

B 細胞が活性化され、特定の血球細胞に発現する自己抗原に応答する抗体の産生やエフェ

クターT 細胞の活性化が起こり、この血球細胞やその前駆細胞を傷害するという病態形成メ

カニズムが示唆された。 

 

研究テーマ B「光を用いた組織選択的な遺伝子組換法の確立」 

光活性化型 Cre（シロイヌナズナの光感受性タンパク質 CRY2 と、その光依存的結合相手

のタンパク質 CIB の断片を、分割した Cre 断片に融合させたタンパク質）について、これまで

報告されたものに、スペーサーや核移行シグナル配列の挿入など様々な改変を試み、培養

細胞における発現系で試験した。その結果、SV40 由来の核移行シグナル配列を N 末に核移

行配列を挿入したものが、これまで報告されていたものに比べて、1.5 倍程度高い効率で光依

存的遺伝子組換えを示した。この光活性化型 Cre の遺伝子を、Rosa-flox-stop-tdTomato マ

ウスの骨髄細胞にレトロウイルスによって導入し、γ線照射したコンジェニックマウスに移植す

ることで骨髄キメラを作製した。得られた骨髄キメラマウスに皮下免疫をして、10 日後に皮下

リンパ節を露出させて光照射を行い、縫合して 2 日後にイメージングおよびフローサイトメトリ

ーを行ったところ、胚中心 B 細胞において約 5％の細胞が光刺激依存的に tdTomato を発現

していた。一方、胚中心 B 細胞に比べると、ナイーブリンパ球での光刺激依存的な tdTomato

発現率は低かった。このことから光活性化型 Cre を強く発現させれば、増殖中の細胞におい

ては、遺伝子組換えが in vivo においても光によって誘導できることが分かった。 



 

 
この方法を疾患モデルマウスに適用するために、Opt-Cre を全身性に発現するノックインマ

ウスを作製した。このノックインマウスを用いて、上記と同様の皮下リンパ節への光照射実験

を行ったところ、残念ながら、リンパ球の光標識の効率が非常に低く、リンパ球において

Opt-Cre の発現を高めることが今後の課題として残った。一方、このノックインマウスでは上

皮細胞系において発現が高く、表皮角化細胞の光標識はある程度安定して達成できることが

分かり、皮膚炎症モデルにおける角化細胞の分化追跡を可能にすると考えられた。 

 

 

３． 今後の展開 

ヒトゲノム研究者との連携を深め、今回注目した転写因子と FoxP3 転写因子の両方の発現

減弱が起きているような、遺伝子多型について探索する。今回の研究に用いたものよりも、光

誘導組換え効率の高いオプトジェネティクスツールの開発や、生体内導入を継続して進めてい

く。今回可能となった生体内での皮膚角化細胞の光誘導遺伝子組換え技術を用いて、皮膚慢

性炎症における、角化細胞の分化異常の追跡を行う。 

 

４． 評価 

（１）自己評価 

（研究者） 

一部の制御性 T 細胞は抗体産生応答に重要な転写因子を発現しているが、これらの制御

性 T 細胞は自己抗体産生を抑制しているだけでなく、抗体非依存的な病態形成も抑制してい

ることを明らかにすることができた。この病態は、ヒトで知られている稀少疾患に非常に類似し

ており、この疾患の初めてのモデルマウスとなる可能性があることから、非常に重要な成果で

あると考えている。しかし、この病態形成メカニズムは、予想外な種類のエフェクターT 細胞が

関与し、また FoxP3 の発現減弱という追加条件があることなど、非常に複雑であることが明ら

かになった。そのため、その解析に当初の想定よりもはるかに長い時間を要してしまった。ま

た、光誘導組換えの効率を向上させるための in vitro の試験に多くの時間を費やしたが、最終

的に、生体内でリンパ球の光誘導組換えを安定して行えるトランスジェニックマウス等の樹立

を、研究期間内に達成できなかったことが残念である。しかし、生体内で皮膚角化細胞の光誘

導組換えが可能となったことや、領域内の他の研究者との交流を契機に、生体イメージングを

用いた慢性瘙痒皮膚炎の研究を開始し、これについて国立医療研究開発機構の免疫アレル

ギー疾患実用化研究分野の事業に採択された。 

 

（２）研究総括評価（本研究課題について、研究期間中に実施された、年２回の領域会議での

評価フィードバックを踏まえつつ、以下の通り、事後評価を行った）。 



 

（研究総括） 

リンパ濾胞にホーミングする制御性T細胞（Treg細胞）を選択的に消失する遺伝子改変マウ

スを独自に作出した。そのマウスでは、生後6週齢以降に脾腫と骨髄炎を伴う致死性の血球

細胞が減少し、それが原因が自己抗体産生とＴ細胞の活性化に起因することを見出している。

リンパ濾胞にホーミングするTreg細胞による抗体産生の制御は理解しやすいが、Ｔ細胞の活

性化制御にどのようなタイプのTreg細胞が関与するのか現在追求中である。本研究成果は自

己免疫性の血球細胞破壊性疾患の理解につながる知見である。また、免疫・炎症研究に利用

可能な光照射によって細胞に遺伝子改変を加える方法（オプトジェネティクス）で、生体内細胞

追跡法を確立することを目指し、光依存的遺伝子組換え配列（Opt-Cre）に各種改良を重ねて

骨髄細胞に導入し、その細胞により骨髄キメラマウスを作製した。その結果、in vivoにおいて

この方法が一定程度成功することを確認した。しかしながら、全身性にOpt-Creを発現するノッ

クインマウスではリンパ球の光標識が低効率であるため実用的ではなく、Opt-Creの発現を高

めることが今後の課題として残った。一方、このノックインマウスの上皮細胞系においては

Opt-Creの発現が高く、表皮角化細胞の光標識は安定して達成できることが分かり、皮膚炎

症モデルにおける角化細胞の分化追跡を可能にすると考えられた。 

以上のように、本研究においてリンパ濾胞にホーミングするTreg細胞の新たな役割として、

抗体依存/非依存性の慢性炎症性の血球細胞破壊性自己免疫疾患を制御する可能性が示さ

れた。現在そのメカニズムの詳細を解析中であり、今後成果を早期に論文化することが期待さ

れる。一方、オプトジェネティクスによる生体内細胞追跡法については、当初予定した免疫系

細胞における光照依存的遺伝子改変・標識が実用化までに至らなかった。しかしながら、表皮

角化細胞分化の追跡に道が開けたことから、国立医療研究開発機構で免疫アレルギー疾患

実用化研究分野の事業に採択されている。何れも、当初想定しなかった問題に阻まれる局面

もあったが、粘り強い様々な工夫を重ねて成果を上げることができたと評価する。 
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