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研究成果の概要（和文）：当研究室で同定したCD4陽性CD25陰性LAG3陽性制御性T細胞(LAG3 Treg)は、TGF-β3お
よびIL-10を大量に産生し、かつ抗体産生の強力な抑制能を有するが、両サイトカインの協調的作用およびその
メカニズムは不明なままであった。本課題において申請者は、TGF-βとIL-10が協調してB細胞におけるmTORC1制
御を介し液性免疫制御能を発揮することを明らかにした。本研究により自己免疫疾患におけるTGF-β/IL-10を用
いたサイトカインコンビネーションセラピーの展開の有用性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：CD4+CD25-LAG3+ regulatory T cells produce a large amount of IL-10 and TGF-β
3, and effectively suppress humoral immune responses. However, the mechanisms behind the inhibitory 
cytokine synergy mediated by IL-10 and TGF-β3 are unclear. In this study, we revealed that IL-10 
and TGF-β3 synergistically regulate humoral immunity via modulating mTORC1 signaling in B cells. 
These findings indicate that the cytokine combination therapy with IL-10 and TGF-β3 might be an 
effective approach for the treatment of autoimmune diseases.

研究分野：制御性T細胞

キーワード： 制御性T細胞　自己抗体　全身性エリテマトーデス　TGF-β　IL-10

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
免疫抑制機構の中心的サイトカインはTGF-β とIL-10 が広く知られているが、共に免疫に対して促進性にも抑
制性にも働くという側面があり、臨床応用への大きなハードルとなっている。当研究室で同定した LAG3 Tregは
両サイトカインを大量に産生し、かつ抗体産生の強力な抑制能を有する。本研究では、両サイトカインが単独で
はなく協調することで抑制能を発揮する「抑制性サイトカイン協調(inhibitory Cytokine Synergy: ICS)作用」
の詳細なメカニズムを初めて明らかにした。本知見は、自己抗体産生機序を介した自己免疫疾患の新規治療法に
繋がる可能性を内包している。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
申請者は、T細胞刺激時のアナジー誘導に必須の転写因子 Egr2 に関連した抗原特異的免疫抑制
能を有するCD4陽性CD25陰性LAG3陽性制御性T細胞(以下、LAG3 Treg)を同定した(PNAS  2009, 
106:13974-9）。LAG3 Treg は抑制性サイトカイン IL-10 を高産生し T細胞を抑制する。さらに、
理化学研究所との共同研究にて Egr2 は、多彩な自己抗体産生を特徴とする難治性自己免疫疾患
である全身性エリテマトーデス(SLE)の感受性遺伝子の一つであることを同定し(Hum Mol Genet 
19:2313-20,2010)、LAG3 Treg が Egr2 および Egr3 依存性に TGF-β3 産生を介して、自己抗体
産生を抑制し、SLE モデルマウスの病態を改善することを報告している(Nature Communications 
2015, 19; 6329)。このように LAG3 Treg は 2つの抑制性サイトカインを高産生し、液性免疫を
強力に制御することから、両サイトカインによる協調的抑制作用が免疫学的恒常性維持におい
て重要であることが示唆されるが、両サイトカイン共に免疫に対して促進性にも抑制性にも働
くという側面があり、臨床応用への大きなハードルとなっていた。 
 
 
２．研究の目的 
代表的な炎症性自己免疫疾患である膠原病に共通しているのは、自己免疫寛容の破綻であり、
自己反応性 B 細胞による自己成分に対する抗体産生を特徴とする。当研究室で同定した LAG3 
Treg は TGF-β3 および IL-10 を大量に産生し、かつ抗体産生の強力な抑制能を有するが(PNAS 
2009, 106:13974-9、Nat Commun. 2015, 19; 6329)、両サイトカインの協調的作用およびその
メカニズムは不明なままであった。本課題において申請者は、TGF-βと IL-10 の combination
による自己抗体制御機構を解明し、自己免疫疾患の新規治療法開発に繋げることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
本課題は、LAG3 Treg による B細胞制御機構に着想を得て、各種 TLR シグナル下における TGF-
βおよび IL-10 の「抑制性サイトカイン協調(inhibitory Cytokine Synergy: ICS)作用」によ
る液性免疫制御システムを解明することを目的とし、以下の検討を行った。 
(1) TGF-βおよび IL-10 共存下(ICS 条件)におけるシグナル伝達系の解析 
B 細胞における TGF-βを介した Smad 系シグナルと、IL-10 を介した STAT3 シグナルの各伝達系
の ICS 条件における協調的作用につき、NF-κB, I-κBα, Akt などを Western blot 法を用い
て検討すると同時に、各種シグナル伝達系阻害剤を用いた機能解析も行った。 
(2) ICS 条件におけるオートファジーへの影響の検討 
ICS 条件におけるオートファジーを、オートファゴソームに特異的に局在する LC3 と GFP の融
合タンパク質を CAG プロモーター制御によりほぼ全身の臓器で発現するトランスジェニックマ
ウスの B細胞を FACS を用いることで評価した。 
(3) 生体内における獲得免疫系と自然免疫系に対する ICS 作用の検討 
マウスに pCAGGS Tgfb3 vector, pCAGGS Il10 vector をそれぞれ単独およびコンビネーション
で投与し、NP-KLH/CFA 免疫下における濾胞 B細胞、濾胞ヘルパーT細胞分化、抗体産生につき
評価を行った。また、自然免疫系においては、TLR7 agonist であるイミキモドの皮膚への塗布
による SLE モデル実験系を用いて評価した。マウスは、野生型以外に T細胞特異的 TGF-β3コ
ンディショナルノックアウトマウスも使用した。 
 
 
４．研究成果 
平成 28年度は、Toll-like receptor(TLR)刺激において TGF-β、IL-10 単独では抗体産生は促
進されるが、両サイトカインの共存により抗体産生は完全に抑制されることを示し、解糖系や
酸化的リン酸化、アミノ酸代謝など代謝パスウェイに影響のある遺伝子群の抑制および、mTOR
シグナル伝達系が、TGF-βと IL-10 を共添加した LPS 刺激 B細胞で特異的に抑制されているこ
とを明らかにした。H29 年度は、NP-KLH/CFA 免疫下における TGF-βと IL-10 の協調的な液性免
疫制御能を検証した。さらに TLR7 agonist であるイミキモドの皮膚への塗布による SLE モデル
マウスにおいても、TGF-βと IL-10 は協調して自己抗体産生を著しく抑制するという知見を得
た。最終年度である平成 30 年度は、T細胞特異的 TGF-β3コンディショナルノックアウトマウ
スを用いた検討にて、生体内における液性免疫応答においても T細胞の産生する TGF-β3が液
性免疫制御機構において中心的役割を果たすことをフローサイトメトリーおよび遺伝子発現解
析により確認した。さらに、ヒト B細胞においても TGF-β/IL-10 のサイトカインシナジー効果
が存在することまで検証を行った。 
上述の検討により、免疫制御において bifunctional な機能を有するサイトカインが協調する
ことで強力な液性免疫制御能を発揮するという抑制性サイトカイン協調(ICS)作用のメカニズ
ムを初めて明らかにした。本知見によりヒト自己免疫疾患に対する TGF-β/IL-10 を用いたサイ
トカインコンビネーションセラピーの展開の有用性が示唆された。今後はヒト各種自己免疫疾
患における ICS を介した免疫制御機構の破綻メカニズムにつきマルチオミックス解析も含めた
検討を行い、創薬ターゲット探索を進める。 
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