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研究成果の概要（和文）：IL-2-抗IL-2抗体免疫複合体（IL-2ICs）を、コラーゲン誘導関節炎(CIA）マウスに導
入すると、末梢血に制御T細胞（Tregs）が2倍以上に増加し、関節炎抑制効果が認められた。滑膜組織の血管新
生、炎症細胞浸潤が著明に減少し、滑膜組織のIL-17、IL-6、TNF-αなどの炎症性サイトカインの発現の抑制と
IL-10発現やTregsの増加が認められた。IL-2ICsにより誘導されたTregsのT細胞増殖抑制機能は、コントロール
マウスのTregsに比べより強いことが明らかになった。IL-2ICsは、Tregsを誘導し、関節炎を抑止することが明
らかになった。

研究成果の概要（英文）：IL-2ICs administration effectively elicited a >2-fold expansion of CD4+Foxp3
+ regulatory T cells (Tregs) in peripheral blood cells than that found in control mice. IL-2ICs 
treatment significantly inhibited arthritis in CIA mice. Histopathological examination of joints 
revealed inhibited synovial cell proliferation and IL-17, IL-6, TNF-alpha;, but increased FoxP3+ 
Tregs after IL-2ICs treatment. Flow cytometric examination of spleen cells revealed reduced 
IFN-gamma;- and IL-17-producing cells, and increased IL-10 producing Tregs after IL-2ICs treatment. 
The suppressive activities of CD4+CD25+ Tregs induced by IL-2ICs were stronger than those in 
untreated mice. IL-2ICs inhibit arthritis by augmenting not only Treg numbers, but also Treg 
functions, which play regulatory roles in autoimmune arthritis.. 

研究分野：免疫学
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１．研究開始当初の背景 
Tregsには胸腺内において自己反応性 T細胞
と共に産生される nTregs と、末梢血中のナ
イーブ T 細胞から分化誘導される iTregs が
存在し、いずれも免疫寛容に関与している。
iTregsは T細胞受容体（TCR）の刺激が無く
ても、IL-2が存在すれば増殖可能である。連
携研究者らは、IL-2-抗 IL-2 抗体免疫複合体
（IL-2ICs）とシクロスポリン（CyA）の併
用で、in vitro、in vivoにおいて、エフェク
ターT細胞を減少させ、iTregsを増幅し、実
験的脳脊髄炎（EAE）モデルの発症を制御で
きることを明らかにしてきた。そこで今回、
IL-2IC により iTregs を誘導し、自己免疫反
応を制御して、より効果的に自己免疫疾患を
制御する新規治療法を開発することに着想
した。 
 
２．研究の目的 
関節リウマチモデルに、IL-2ICs を投与し、
その効果を検討する。 
（１）実験プロトコールは、まず、モデルマ
ウスに IL-2ICを単独で腹腔内投与し、iTregs
の in vivo での誘導と関節炎の抑制効果を解
析する。 本研究の連携研究者は、IL-2IC に
よる iTregsの増幅により、移植免疫反応や自
己免疫反応が制御できることを報告してい
る。本研究の特色は IL-2ICにより iTregsを
誘導し、iTregsによる免疫制御効果を併用し、
より効果的な自己免疫疾患の治療法を開発
する点にある。 
 
（２）エフェクターT細胞の制御と iTregs誘
導の治療概念は、自己免疫疾患のみならず、
移植免疫反応や腫瘍免疫反応の制御など、幅
広い分野に臨床応用できる可能性がある。 
 
３．研究の方法 
連携研究者らは、IL-2ICs を腹腔内投与する
と、急性 GVHD や EAE が改善することを明ら
かにしている。そこで、まず、IL-2ICs の単
独投与により、CIA マウス関節炎が改善可能
かどうか検討する。 
（１）モデル動物の作成 
CIA モデル： DBA/1J マウスにⅡ型コラーゲ
ンをマウス尾の付け根に２回皮内投与する
ことにより作製した。Ⅱ 型コラーゲン処置
後，経時的に関節炎スコアを記録した。 現
在Ⅱ 型コラーゲン誘導により、均一な関節
炎誘発を確認している。 
 
（２）IL-2ICs の作成と投与 
IL-2 と抗 IL-2 抗体（JES-6.1）の免疫複合体
(IC)は、IL-2 単独に比べ半減期が長く、生体
内で CD25 と特異的に結合するため、iTregs
を効率的に増殖させることが可能である。マ
ウス rIL-2 (1μg)と抗マウス IL-2 抗体
（JES-6.1: 5μg）を 30 分間 on ice で
incubateし、IL-2ICsを作成し、関節炎やGVHD
誘導後から 3日間連日腹腔内投与を行う。 

 
（３）実験プロトコール 
実験群は①PBS 投与群、②IL-2IC 投与群、③
コントロール IC 投与群に分け、IL-2ICs およ
びコントロールICsの投与は、関節炎誘導後、
3 日間連続腹腔内投与を行う。治療効果は、
関節組織の病理組織学的解析、組織の炎症性
サイトカインの発現、関節腫脹スコア、病理
組織学的解析、関節組織の炎症性サイトカイ
ン発現、末梢血リンパ球数を解析し判定する。
さらに、これらの動物モデルの治療後の末梢
血Tregsの増加をフローサイトメトリーにて
解析する。 
 
４．研究成果 
（１）IL-2ICs による Tregs の誘導 
CIA マウスにIL-2ICs腹腔内注射 7日後の血
中 Tregs を解析した。その結果、IL-2ICs 腹
腔内注射により、2 倍以上の末梢血 Tregs が
増加することが明らかになった。 

 
A:末梢血フローサイトメトリー結果 B:末梢血 Treg 比率 

 
（２）IL-2ICs による関節炎抑制効果 
CIA マウスに、IL-2ICs を 3 日間連日腹腔内
投与し、 関節炎スコア（0, 腫脹なし; 0.1, 
１足指関節腫脹; 0.5, 軽度の膝関節腫脹、 
1.0, 高度の膝関節腫脹）を測定した。その
結果、IL-2ICｓ投与により、有意に関節炎が
抑制されることが明らかになった。 

 



A:関節スコア B:関節炎発症率 

（３）IL-2ICs による関節組織への効果 
関節炎誘導後 60 日の非治療 CIA マウスの関
節組織は、マクロファージや好中球などの炎
症性細胞浸潤と滑膜細胞増殖を認めたが、
IL-2ICs 治療 CIA マウスの関節組織は、これ
らの病理組織学的変化は抑制されていた。 
 
（４）IL-2ICs による関節組織の炎症性細胞
浸潤、炎症性サイトカイン発現の抑制効果 
関節炎誘導後 60日の非治療 CIAマウスでは、
関節組織の IL-6、 TNF-α、IL-17、が強発現
していたが、IL-2ICs 治療 CIA マウスでは、
これらの発現が抑制されていた。 また、関
節組織内へのTregs浸潤が増加していること
が明らかになった。以上の実験結果より、
IL-2ICs は,Tregs を誘導し、炎症性サイトカ
インL発現を抑制することが明らかになった。 
 
（５）IL-2ICs 誘導 Tregs の T 細胞増殖抑制
効果 
マウス脾臓 CD4+CD25-T 細胞と CD4+CD25+T 
細胞 を共培養し CD3/CD28 で刺激し、細胞増
殖能を CFSE 染色後フローサイトメトリーで
解析した（A）。その結果、CD4+CD25+T 細胞
添加により容量依存的にT細胞増殖が抑制さ
れることが明らかになった。また、IL-2ICs
で誘導された CD4+CD25+T 細胞は、コントロ
ールマウス由来 CD4+CD25+T 細胞に比べ、よ
り強い抑制効果があることが明らかになっ
た（B）。 

 

A フローサイトメトリー結果 B Tregs 抑制効果 
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