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研究成果の概要（和文）：制御性T細胞（Treg）は生体内において、胸腺で分化する胸腺由来Treg（tTreg）と末
梢組織で分化する末梢由来Treg（pTreg）に分類される。pTregの恒常性にCD28がどのような影響を与えるかは不
明である。そのため、本研究ではpTregの恒常性におけるCD28の役割の解明を試みた。本研究から、CD28欠損マ
ウスの末梢リンパ組織においてpTregが減少していることを見出した。CD28欠損マウスにおけるpTregの減少は増
殖能の欠如が原因であった。これらのことから、CD28は増殖を制御することでpTregの恒常性維持に寄与してい
ることが示唆される。

研究成果の概要（英文）：Regulatory T cells (Tregs) are classified into thymus-derived Tregs and 
peripherally-derived Tregs (pTreg). It has not been fully understood how CD28 influences on 
homeostasis of pTreg. Thus, we attempted to investigate the role of CD28 in homeostasis of pTreg. We
 found that pTreg was significantly reduced in secondary lymphoid organs (SLOs) of CD28 knockout 
mice. And we clarified that the reduction of pTreg in SLOs of CD28 KO mice was due to the impairment
 of proliferation. Our study indicate that CD28 regulates proliferation of pTreg, leading to the 
maintenance of homeostasis of pTreg.

研究分野： 免疫学
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１．研究開始当初の背景 
制御性 T 細胞（Treg）は末梢における免疫寛
容、及び免疫応答の恒常性の維持に寄与して
いる。Treg は生体内において胸腺由来 Treg
（tTreg、Foxp3+ Helios+）と末梢由来 Treg
（pTreg、Foxp3+ Helios-）に分類される。過
去の報告から、T 細胞活性化分子である
CD28 が tTreg の分化、および末梢リンパ組
織での増殖に寄与していることが明らかと
なっている。一方で、CD28 が pTreg にどの
ような影響を与えるかは十分には理解され
ていない。当研究室では、腸管における pTreg
分化がCD28非依存的に起こることを見出し
ている。しかし、腸管での pTreg 分化が CD28
非依存的に起こるにも関わらず、CD28 欠損
マウスの脾臓などの末梢リンパ組織では
tTreg と同様に、pTreg の顕著な減少してい
た（下図）。 

CD28 欠損 pTreg の減少は骨髄キメラにおい
ても認められたことから、pTreg における
CD28 の内在性の欠損が pTreg の減少に起因
していることが示唆される。我々は、末梢リ
ンパ組織におけるpTregの維持にCD28がど
のような影響を及ぼしているかを詳細に解
析するために、細胞死に注目した。予備的実
験の結果から、野生型と比較して、CD28 欠
損 tTreg は細胞死の割合が増加していたが、
pTreg においては顕著な違いは認められなか
った。CD28 は T 細胞の細胞死抑制に寄与し
ていることが報告されているが、CD28 を介
した細胞死抑制は細胞によって異なること
が考えられる。分化、及び細胞死の解析から、
CD28 は細胞特異的な役割を持っている可能
性が考えられる。 
 
２．研究の目的 
これまでの結果から、tTreg と pTreg におけ
るCD28シグナルの役割が異なる可能性が示
唆されている。そのため、tTreg で得られて
きた Treg における CD28 の役割に関する知
見はpTregには一致しない可能性が考えられ
る。そのため、本研究では pTreg の恒常性維
持におけるCD28の役割を解明することを目
的とした。また、本研究を通して、Treg サブ
セット間でのCD28の役割の違いを明らかに
することを試みた。 
 
３．研究の方法 
骨髄キメラマウスの作製 
野生型細胞と CD28 欠損細胞を同条件下で解
析を行うために、それぞれのマウスから骨髄

細胞を単離し、骨髄キメラマウスを作製した。 
 
細胞死の解析 
生体内における細胞死を検討するために、活
性型カスパーゼ３の発現を指標に解析を行
った。また、CD28 欠損 Treg（CD45.2/45.2）、
および野生型 Treg（CD45.1/45.1）を野生型
マウス(CD45.1/45.2)に移入し、細胞死によ
って移入した細胞が減少するかを確認した。 
 
細胞増殖の解析 
細胞周期を解析するために、細胞周期エント
リーマーカーである Ki67 発現、および細胞
周期進行マーカーである BrdU の取り込みを
解析した。Treg の増殖を解析するために、
CD28 欠損マウス、Treg 特異的 CD28 欠損マウ
スから Treg を単離し、CellTrace Violet で
染色し、Treg 欠損マウスである CD28 欠損マ
ウスに移入した。 
 
トランスクリプトーム解析 
CD28 がそれぞれの Treg サブセットの遺伝子
発現にどのような影響を与えるかを詳細に
解析するために、RNAseq 解析による網羅的な
遺伝子発現解析を行った。 
 
CD28 シグナル解析 
CD28 下流のどのシグナルがそれぞれの Treg
サブセットの恒常性に寄与しているかを検
討するために、以下に示す CD28 細胞内領域
に変異を導入したノックインマウスを用い
て解析を行った。YMNM-> FMNM:CD28 を介した
PI3K の 活 性 化 が 起 こ ら な い 。
PYAP->AYAA:CD28を介したNFkBの活性化が起
こらない。 
 
４．研究成果 
CD28 を介した細胞死抑制 
細胞死マーカーである活性型カスパーゼ３
を指標にした予備的実験から CD28 欠損マウ
ス脾臓におけるtTregは野生型と比較して細
胞死の割合が増加していた。一方で pTreg は
CD28 欠損マウスと野生型マウスで違いが認
められなかった。同様の解析を骨髄キメラマ
ウスを用いて行った。予備的実験の結果と同
様に、CD28 欠損 tTreg の細胞死の割合は高か
った。一方で、pTreg には違いが認められな
かった。CD28 欠損 pTreg で細胞死の増加が認
められなかったことに関して、細胞を単離す
る段階で細胞死を起こしている細胞が脱落
している可能性が考えられた。そのため、
CD28 欠損マウス、及び野生型マウスから単離
した Treg を野生型マウスに移入した。この
実験によって、tTreg と同様に pTreg の細胞
死抑制にも CD28 が寄与していれば、CD28 欠
損 pTregは顕著に減少することが予想された。
しかし、活性型カスパーゼ３を指標にした実
験と一致して、移入前後での CD28 欠損 pTreg
と野生型 pTreg の割合に変化はなかった。こ
のことから、CD28 を介した細胞死の抑制は



pTreg では起こっていない可能性が示唆され
た。また、カスパーゼ３の結果と異なり、CD28
欠損 tTreg の減少は認められなかった。この
結果から、CD28 は tTreg の細胞死を抑制する
が、CD28 を介した細胞死抑制の破綻が CD28
欠損 tTregの減少には直接的には寄与してい
ない可能性が示唆された。 
 
CD28 を介した細胞増殖の亢進 
CD28 を介した増殖活性の亢進がそれぞれの
Treg サブセットの恒常性の維持に寄与して
いるかを検討した。CD28 欠損マウスは Treg
欠損状態にも関わらず、tTreg、及び pTreg
における Ki67 発現、及び BrdU の取り込みは
野生型マウス由来の細胞と顕著な違いが認
められなかった。次に、CD28 欠損 Treg およ
び野生型 Treg を Treg 欠損マウスに移入し増
殖能を解析した。その結果、CD28欠損 tTreg、
及び pTregはほとんど細胞分裂を起こさなか
った。これらの結果から、CD28 を介した増殖
能の亢進が、CD28 欠損 tTreg、及び pTreg の
減少に起因していることが示唆された。 
 CD28 がそれぞれの Treg サブセットの増殖
にどのように寄与しているのかを検討する
ために、RNAseq 解析による発現遺伝子の網羅
的解析を行った。その結果、CD28 欠損 pTreg
において細胞周期の G2/M 期に関連する遺伝
子の発現が低下していた。一方で、CD28 欠損
tTreg は G1/S、G2/M 期に関連する遺伝子の発
現が低下していた。これらの結果から、CD28
はそれぞれの Treg サブセットの増殖を促進
するが、CD28 がそれぞれのサブセットに与え
る影響は異なる可能性が示唆された。 
 
Treg サブセットの増殖に寄与する CD28 下流
シグナルの同定 
CD28 下流のどのシグナルがそれぞれの Treg
サブセットの増殖に寄与しているかを同定
するために、CD28 細胞内領域に存在するシグ
ナル活性化モチーフを置換したノックイン
（KI）マウスを用いて解析を行った。用いた
KI マウスは PI3K 経路の起点となる細胞内領
域に変異を挿入したマウス（CD28YF）と NFkB
経路の起点となる部位に変異を挿入したマ
ウス（CD28AYAA）を用いた。それぞれのシグ
ナル経路はエフェクターT 細胞の活性化に寄
与することが報告されている。 
 CD28KIマウス由来のTregをTreg欠損マウ
スに移入した結果、CD28PYAP を CD28AYAA に
置換した pTreg は CD28 欠損細胞と同様に増
殖活性を失っていた。一方で、CD28AYAA tTreg
は完全には増殖活性を失っていなかった。こ
れらの結果から、それぞれの Treg サブセッ
トの増殖に寄与する CD28 下流シグナルは完
全には一致しないことが示された（右図）。 
 
 
 
 
 

本研究から、末梢リンパ組織における pTreg
の維持には CD28 を介した増殖活性の亢進が
寄与していることが示された。また、CD28 が
細胞間で異なる効果を引き起こす可能性が
示唆された。 
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