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研究成果の概要（和文）：マウスはヒト甲状腺刺激ホルモン受容体（TSHR）免疫に対し、効率よく抗体を産生す
るが、マウスTSHRに対しては免疫寛容を示す。この免疫寛容における末梢性寛容の関与はそれほど大きくないこ
とを以前示したので、本研究では、中枢性寛容の関与の程度を検討した。抗RANKL抗体による胸腺細胞除去と
ZAP-70に遺伝子変異を持つSKGマウスを用いて検討したところ、TSHRに対する免疫寛容における中枢性寛容の関
与が確認された。

研究成果の概要（英文）：Mice respond well to immunization with human thyrotropin receptor (TSHR), 
but not to immunization with mouse TSHR.  We have previously found that peripheral immune tolerance 
plays a minor role in immune tolerance against mouse TSHR.  The present studies was therefore 
designed to study a role for central tolerance in immune tolerance against mouse TSHR in BALB/c 
mice.  By using deleton of thymic cells with anti-RANKL antibody and alos SKG mice which have a 
point mutation in ZAP-70 gene, we here clearly showed a significant role for central tolerance in 
immune tolerance against mouse TSHR in mice.  

研究分野： 内分泌学
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１．研究開始当初の背景 

TSHR は甲状腺特異的蛋白の 1つで、バセ

ドウ病における自己抗原である。すなわち

バセドウ病では刺激型抗 TSHR 抗体 

(thyroid-stimulating antibody; TSAb) が

甲状腺を過剰刺激することにより甲状腺機

能亢進症を呈する。申請者は、1989 年に世

界で初めてヒト TSHR cDNA をクローニング

し (Biochem Biophys Res Commun. 

165(3):1184-1190, 1989)、その後 2002 年

にヒト TSHR 発現アデノウイルスを用いた

バセドウ病マウスモデルを作製して (J 

Immunol. 168 (6): 2789-2794, 2002)、以

後バセドウ病の病態研究を展開してきた

(Endocr Rev.26 (6):800-832,2005（総説）

など)。このモデルは発症率・再現性の高さ、

汎用性などから優れたモデルとして高い評

価を受けているが、病態解析研究を進めな

がら、同時に自己免疫の病態をより忠実に

再現できるよう改善を重ねている。 

その中でヒトとマウスの TSHR のアミノ

酸レベルでの相同性は約 87％であるため、

マウスにおける真の自己抗原である TSHR

はヒト由来ではなくマウス由来と考え、マ

ウス TSHR 発現アデノウイルスを作製して

実験を行った。その結果、野生型マウスは

抗 TSHR 抗体を産生せずバセドウ病を発症

しないことから、マウス TSHR 免疫に対して

非常に強い免疫寛容を示すこと、その寛容

は TSHR ノックアウト(KO)マウスでは認め

られないことを見出した(Endocrinology. 

151 (8): 4047-4054, 2010)。さらに免疫し

た KO マウス脾細胞のヌードマウスへの養

子移入によって抗 TSHR 抗体産生が長期に

わたって認められ、初期には TSAb 陽性・甲

状腺ホルモン上昇と甲状腺機能亢進症を呈

し、半年後には阻害型抗体が陽性となり、

甲状腺ホルモン低下・TSH 上昇と甲状腺機

能低下症へ移行した（Endocrinology. 153 

(4): 2034-2042, 2012）。  

以上より、マウスではマウス TSHR に対し

て強い免疫寛容を持ち、TSHR KO マウス脾

細胞養子免疫により抗マウス TSHR に対す

る免疫反応によるバセドウ病を誘導できる

ことが示された。 

我々はこの免疫寛容の機序を解明するた

め、さらに実験を進め、まず末梢性免疫寛

容の検討のため、種々の作動性共刺激因子

抗体及び拮抗性共抑制因子抗体[cytotoxic 

T lymphocyte antigen-4 (CTLA-4), 

programmed cell death 1 ligand 1 (PD-L1), 

CD25, CD40, CD137]の影響を検討した。そ

の結果、複数の抗体の組み合わせで抗 TSHR

が誘導はされてくるものの、抗体価は低く、

バセドウ病を誘導できるほどの強い免疫反

応は誘導できなかった（Acta Med Nagasaki, 

59 (1): 13-17, 2014.）。 

これより、末梢性寛容の影響はあまり大

きくないことが示唆された。よって、本研

究課題では、中枢性寛容の関与を明らかに

する。 

 

２．研究の目的 

バセドウ病は甲状腺刺激ホルモン受容体

(thyroid stimulating hormone receptor; 

TSHR)に対する免疫寛容が破綻した臓器特

異的自己免疫疾患であるが、その破綻原因

は不明である。本研究計画では、TSHR に対

する免疫寛容の機序としての中枢性免疫寛

容の重要性をマウスモデルを用いて明らか

にする。 

申請者らは、ヒト TSHR 発現アデノウイル

スを用いたマウスバセドウ病モデルを世界

に先駆けて樹立したが、一方で野生型マウ

スはマウス TSHR に対して強い免疫寛容を

呈することも明らかにしており、これらの



モデルが本研究に有用である。マウスモデ

ルでの免疫寛容機序の解明は、ヒトバセド

ウ病の病態解明にも重要で、将来の免疫療

法への応用も期待される。 

 

３．研究の方法 

（１）抗 RANKL 抗体による胸腺髄質細胞除

去マウス作製と TSHR による免疫 

 最近 Khan IS らは阻害型抗 RANKL 抗体で

効率よく胸腺髄質細胞を除去できることを

報告している（J Exp Med. 211: 761, 2014）。

なお、胸腺髄質細胞は胸腺での中枢性免疫

寛容成立に重要な役割を果たしている細胞

である。この方法に倣って、抗 RANKL 抗体

の効果を確認する。 

① 確認後、図１に示すように、100g 抗

RAKL 抗体（2A3、Bio X Cell 社より購入）

を TSHR 感受性マウスである BALB/c マウス

の腹腔に週 3 回、2 週間にわたって投与す

る。 

        ↓ 

② 胸腺を摘出して胸腺皮質細胞と髄質細

胞の減少を FACS で検討する（胸腺皮質細

胞：CD45-, EpCAM+, MHC II+, Ly51+, 髄質

細胞：CD45-, EpCAM+, MHC II+, Ly51-）。後

者の 80 % 以上の除去が見られるはずであ

る。同時に negative selection 欠如のため

の CD4+CD8+ (double positive)T 細胞の増

加も確認する。 

        ↓ 

③ 既報に従い、ヒト或いはマウス TSHR 発

現アデノウイルスで3週間隔で2回免疫し、

2回目免疫の２週後に採血して、抗 TSHR 抗

体・甲状腺ホルモンをそれぞれ Flow 

cytometry と radioimmunoasay （RIA）で

測定する。 

胸腺移植

野生型BALB/ｃ

抗RANKL抗体腹腔内投与
+

（必要があれば、種々の作動性或
いは拮抗性共刺激因子、共抑制因
子抗体を併用）

①

②

マウスTSHR発現ア
デノウイルスで免疫

胸腺細胞分離

FACS解析へ

③

野生型BALB/ｃ

抗体価・ホルモン測定へ
 

図1.抗RANKL抗体による胸腺髄質細胞除去

マウス作製と TSHR による免疫のシェーマ 

 

（２）胸腺細胞における自己抗原刺激能の

異なるマウスの作出と免疫反応の検討 

 （１）における TSHR に対する中枢性免疫

寛容の重要性の証明から、胸腺における

TSHR の発現量の変化が TSHR 免疫への感受

性（すなわちバセドウ病発症の感受性）を

変えるという仮説が導き出せる。しかし、

動物個体で胸腺での特定の自己抗原の発現

レベルを調節することは困難である。そこ

で、代替法として、胸腺細胞での情報伝達

系に関与する ZAP-70 に変異を持つマウス

を用いる。ZAP-70 は MHC class II と結合

した自己抗原に刺激された T細胞受容体の

細胞内領域に結合して細胞内情報伝達、つ

まり T 細胞の刺激ひいては negative 

selection に関与する因子で、これに点突

然変異を持つSKGマウスはZAP-70の機能低

下のため自己反応性 T細胞が除去されず、

関節リウマチを自然発症する（Nature. 

426: 454, 2003）。また、ZAP-70 KO ホモマ

ウスは T細胞受容体刺激後の細胞内情報伝



達が欠如し免疫不全を呈する。よって、図

２に示すように、野生型と SKG マウスと

ZAP-70 KO マウスを交配して種々のレベル

の T細胞内情報伝達効率を呈するマウスを

作出すると、これらでは胸腺に発現する

TSHR に種々の異なるレベルで反応する

THSR 反応性 T細胞が生じることになり、下

位になるほどTSHR自己反応性T細胞が除去

されず、TSHR 免疫で抗 TSHR 抗体産生／バ

セドウ病発症が誘導される可能性がある。

この仮説を検証する。 

図 2. 胸腺細胞における自己抗原刺激能の

異なるマウスの特徴 

 

４．研究成果 

27 年度は胸腺細胞除去による TSHR に対

する中枢性免疫寛容破綻実験で、細胞除去

に成功し、甲状腺ホルモンの上昇は見られ

なかったものの、抗 TSHR 抗体価の上昇がみ

られたことから、胸腺における TSHR に対す

る中枢性免疫寛容の重要性が示唆された。

この結果をさらに確認するため、胸腺細胞

での情報伝達に関与する ZAP-70 という蛋

白に変異を持つマウスを用いることとした。

ZAP-70 は MHC class II と結合した自己抗

原に刺激された T細胞受容体の細胞内領域

に結合して、細胞内にその情報を伝え、T

細 胞 を 活 性 化 、 ひ い て は negative 

selection を誘導するもので、点突然変異

を持つマウス（ZAPskg/skg マウス）では、

ZAP-70 の機能低下のため、自己反応性 T細

胞が除去されず、自己免疫疾患を発症する。

そこで 28 年度は ZAPskg/skgマウスと野生型

マウスを掛け合わせて、ZAP-70 の機能に

種々のレベルの障害を持つマウスを作出し

た。 

28,29 年度に ZAP-70wt/wt、ZAP-70wt/skg、

ZAP-70wt/- 、 ZAP-70skg/skg 、 ZAP-70skg/- 、

ZAP-70-/-の 6 種類のマウスを作出した。既

報に従って、ヒト或いはマウス TSHR A-サ

ブユニット発現アデノウイルスを用いて 3

週間隔で 2 回免疫し、2 回免疫後 2 週で採

血して、抗TSHR抗体をflow cytometryで、

甲状腺ホルモンを ELISA で測定した。同時

に甲状腺組織も摘出して組織学的に検討し

た。胸腺を摘出して、RNA を抽出し、RT-PCR

にてZAP-70及びTSHRの発現量を測定した。

脾細胞を分離して、TSHR 蛋白と共培養し、

TSHR 特異的サイトカイン分泌を比較検討

した。ヒト TSHR で免疫した場合は、アロ抗

原であるため、従来の報告通り野生型マウ

スで反応がよくみられたが、ZAP-70 の機能

の低下と並行に T細胞の機能も落ちるため、

徐々に反応の低下がみられ、ZAP-70skg/skg、

ZAP-70skg/-、ZAP-70-/-マウスではもはや反応

が見られなくなった。マウス TSHR で免疫し

た場合は、真の自己抗原であるため、野生

型マウスでは反応が見られなかったが、

ZAP-70 の機能低下に合わせて、negative 

selection がうまくいかず、自己反応性 T

細胞が出現し、ZAP-70skg/skg、ZAP-70skg/マウ

スで徐々に反応が見られるようになった。

しかし ZAP-70 の異常のため、T細胞が十分

に活性化されず、抗体の反応のみで、甲状

腺ホルモンの上昇、すなわちバセドウ病の

発症には至らなかった。ZAP-70-/-マウスで

は、おそらく ZAP-70 の機能低下の程度が著

明なため、全く反応がなかった。 

以上より、3年間の研究で、TSHR に対す

る免疫寛容における中枢性寛容の関与が確

認された。 

 

MHC親和性
ZAP-70wt/wt ++ 
ZAP-70wt/skg ++
ZAP-70wt/- ++
ZAP-70skg/skg ++
ZAP-70skg/- ++
ZAP-70-/- ++ 

T細胞活性化の程度
++

-（免疫不全）

Negative selectionの程度
++（自己反応性T細胞除去）

-（自己反応性T細胞除去されず）
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