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研究成果の概要（和文）：多くの膠原病では、未だ治療はステロイドが中心であり副作用の問題が大きい。その
代替のためには、病態に関わる細胞群の同定が有用と考える。我々は自己反応性T細胞産生マウスの解析を通し
て、新たに自己反応性T細胞がCD200+PD-1+CXCR5-CD4+T細胞（TPH細胞）に分化することを解明しており、今回マ
ウスモデルを用いてB細胞ヘルプ能を有すること、腸内細菌により分化が促進されること、更にTPH細胞は健常者
末梢血中にはほとんど認めないが、関節リウマチや全身性エリテマトーデス、ANCA関連血管炎においては高率に
存在することを示した。本細胞群は自己抗体産生疾患の新たな治療標的であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We recently identified CD200+PD-1+CXCR5-CD4+T cells(peripheral helper T 
(TPH) cells) that promotes B cell differentiation and antibody production in autoimmune mouse 
models. Peripheral blood mononuclear cells collected from rheumatoid arthritis, lupus and 
ANCA-associated vasculitis patients and healthy individuals were analysed. TPH cells were identified
 as CD200+PD-1+CXCR5-CD4+T cells. Circulating TPH cells were increased in the peripheral blood of 
rheumatoid arthritis, lupus and ANCA-associated vasculitis patients compared with controls. TPH 
cells might be a novel therapeutic target in autoantibody-producing autoimmune diseases.

研究分野： リウマチ、膠原病

キーワード： T細胞　胸腺　免疫学的寛容

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膠原病治療は現在でもステロイド治療が中心であり、現在の生物学的製剤では十分な効果が得られていないこと
から、新たな治療標的が必要とされている。本研究は、自己抗体産生を認める複数の膠原病で健常者ではほとん
ど認めないCD200+TPH細胞を同定することができたことより、選択的治療に際し有用な成果であると考える。ま
た、この細胞群はPD-1が陽性であり自己免疫に関わることから、抗PD-1抗体を中心とした免疫チェックポイント
阻害薬の副作用である免疫関連有害事象への関りも推察され、この細胞群の同定の意義は大きい。さらに、基礎
免疫学においても自己反応性T細胞の分化の観点からも重要な知見を今後与えると考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1)全身性エリテマトーデスや多発性筋炎・皮膚筋炎などの膠原病の病態形成には獲得免疫および自然免疫の両者
が重要な役割を担っている。実際にこれらの疾患では、獲得免疫を主な標的とするカルシニューリン阻害薬単独
での治療は困難であり、未だ獲得免疫および自然免疫に作用するステロイド治療が必要である。しかし、ステロイ
ドには骨粗鬆症や白内障、高血糖など免疫系以外の副作用も強く、ステロイドの代替となりうる治療法の開発が
急務である。現在、幾つかの生物学的製剤によるサイトカイン標的治療が開発されているが、現状では単一サイト
カイン標的ではステロイドの代替薬とはなっていない。一方、複数の生物学的製剤併用は副作用が多いことが指
摘され現実的ではない。自己免疫病態に関わる細胞を同定することができれば、その細胞を標的とすることで、そ
の細胞の有する多面的な機能を阻害し治療効果を得ることが可能と考える。 
(2)近年、我々は自己反応性 T 細胞を生み出すマウスの解析を通して、新たな自己反応性 T 細胞の分化経路である
CD200+PD-1+CD4+T 細胞への分化を明らかにした。CD200-CD200R は主に自然免疫に関わる細胞の負の制御
に重要であるとともに、この細胞群は獲得免疫系に対しては B 細胞ヘルプ能を有している。また、この細胞群は
自己反応性であることから自己免疫疾患の病態に深くかかわっている可能性がある。そこで、この細胞に着目し
ヒト膠原病の病態を解析することで、病態との関連が明らかになれば、新たな治療標的の創出につながる知見を
うることが可能となる。これまでの研究から本細胞群は CD200+PD-1+CXCR5-CD25-CD4+T 細胞として検出す
るのが最も適切と考えている。このほか、IL-21 や、Bcl-6 および Helios 等の転写因子の発現も確認している。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、我々が近年解明した新たな自己反応性 T 細胞の分化経路である CD200+PD-1+CD4+T 細胞への分化
に着目し、 
(1) 自己免疫誘導マウスモデルを用いて、本細胞群の自己免疫病態形成に関わる役割を明らかにする。 
我々は自己免疫誘導モデルとして、リンパ球減少マウス、特にヌードマウスへの CD4+CD25-T 細胞移入による自
己免疫マウスモデルを用い preliminary に本細胞群の関りを認めている。そこで、本系における自己免疫現象や
病態への CD200+PD-1+CD4+T 細胞の関りを検討する。 
(2) ヒト膠原病における本細胞群の動態を明らかにする。 
ヒト膠原病として、関節リウマチ、全身性エリテマトーデス、ANCA 関連血管炎などを対象として、末梢血リン
パ球における本細胞群の存在につき検討を行う。B 細胞ヘルプ能を有していることが推察されているため、自己
抗体産生疾患における本細胞群の関与を作業仮説に、これらの疾患を主な対象として、ヒト膠原病における
CD200+PD-1+CD4+T 細胞の動態を検討する。 
 
 
３．研究の方法 
(1)自己免疫誘導マウスモデルにおける本細胞群の病態形成における役割の解析 
ヌードマウスに CD4+CD25-T 細胞を移入し、4 週後より抗核抗体、8 週前後より胃炎や腸炎が生じる自己免疫誘
導マウスモデルを用いて、CD200+PD-1+CD4+T 細胞の動態を以下の方法で検討する。 
１、フローサイトメトリー 
移入後一週目より経時的に、レシピエント脾細胞を用いて、CD200+PD-1+CXCR5-CD4+T 細胞の検出を行う。 
２、組織染色 
移入後一週目より経時的に、レシピエント脾臓を用いて、PD-1+CXCR5-CD4+T 細胞の検出を行う。 
３、腸管滅菌下での検討 
腸内細菌が本マウスモデルの病態形成に関わっている可能性が示唆されていることから、腸内細菌と本細胞群と
の関連につき検討を行う。 
 
(2)膠原病における CD200+PD-1+CXCR5-CD4+T 細胞の動態および機能の解析 
１、膠原病患者末梢血における CD200+PD-1+CXCR5-CD4+T 細胞の同定 
膠原病患者（関節リウマチ、全身性エリテマトーデス、ANCA 関連血管炎、多発性筋炎・皮膚筋炎）および健常者
末梢血におけるヒト CD200+PD-1+CXCR5-CD4+T 細胞の同定をフローサイトメトリーを用いて行う。従来より
知られている CXCR5+CD4+濾胞ヘルパーT細胞も同時に観察し検討を行う。 
２，CD200+PD-1+CXCR5-CD4+T 細胞の機能や発現遺伝子解析 
FACS を用いて CD200+PD-1+CXCR5-CD4+T 細胞を分離し、mRNA を抽出し遺伝子発現につき検討を行う。遺伝子
発現は RNA 次世代シーケンシングにて検討する。 
 
 
４．研究成果 
(1)自己免疫誘導マウスモデルにおけるCD200+PD-1+CXCR5-CD4+T細胞の自己免疫病態形成における役割の解
析 
ヌードマウスへの CD4+CD25-T 細胞移入後 1週間での脾臓を採取し CD4 や PD-1、胚中心を染める PNA で染色をおこ
なった。その結果、PD-1+CD4+T 細胞が T 細胞エリアに接して（図１）出現していることが判明した。この細胞
は PNA で染色される部位に存在していることから胚中心に存在していることも明らかとなった。 
 
図１、自己免疫誘導マウス脾臓における PD-1+CD4+T 細胞の局在 
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移入 T 細胞の表面分子を更にフローサイトメトリーで検討したところ、CXCR5 陰性の一方で、CD200 および PD-1
が陽性であることが判明した（図２）。この細胞は B細胞をヘルプする能力があることを、in vitro での T細胞、
B細胞の共培養による免疫グロブリン産生の検討により明らかとなった。 
 
 
図２、自己免疫誘導マウス脾臓における CD200+PD-1+CD4+T 細胞の局在 
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更に、CD200+PD-1+CXCR5-CD4+T 細胞の分化機序を明らかにするために、腸内細菌の影響を検討すべく、腸管
滅菌下に自己免疫誘導を行った。分裂し分化していくことはリンパ球の CFSE 強度の低下で明らかとなる。その
結果、滅菌により本細胞群が出現していないことが明らかとなった（図３）。 
図３、CD200+PD-1+CD4+T 細胞分化における腸内細菌の影響 
 
 
     ヌードマウスに CFSE ラベルした CD4+T 細胞移入 
     移入後５日目の脾臓 CD4+T 細胞の CFSE 強度を検出 
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この自己免疫誘導モデルでは、抗核抗体や抗胃壁抗体などの自己抗体が出現すること、CD200+PD-1+CXCR5-
CD4+T 細胞は B 細胞ヘルプ能を有していることから、この細胞群が自己抗体産生をはじめとする B 細胞反応の
亢進に影響を与えていることが明らかとなった。この研究の背景となった自己反応性 T 細胞産生マウスの研究か
ら明らかになったように自己反応性 T 細胞からの分化とともに、腸内細菌による末梢性分化も存在していること
が明らかとなった。 
この結果は論文として発表ができた（Sci Rep. 2017.7:46037）。我々が明らかにしたこの細胞群と同様の細胞群
が関節リウマチで認めるとする報告がほぼ同時期に Nature に発表され、自己免疫に関わり特に B細胞ヘルプ能を
有する PD-1+CXCR5-CD4+T 細胞として、ヒトとマウスで明らかになった。その後、Trends in Immunology な
どでは本細胞群は TPH 細胞として呼ばれている。 
 
(2)膠原病における CD200+PD-1+CXCR5-CD4+T 細胞の動態および機能の解析 
膠原病患者（関節リウマチ、全身性エリテマトーデス、ANCA 関連血管炎、多発性筋炎・皮膚筋炎）および健常者
末梢血にけるヒト CD200+PD-1+CXCR5-CD4+T 細胞の同定をフローサイトメトリーを用いて行った。ZombieUV
にて死細胞を除去したのち、CD200、PD-1、CXCR5、CD4 の発現を検討した。その結果、図４のように ACPA 陽性関
節リウマチでは高頻度に CD200+PD-1+CXCR5-CD4+T 細胞を末梢血に認めた。 
 
図４、関節リウマチ患者における CD200+PD-1+CXCR5-CD4+T 細胞 
    健常者            関節リウマチ（ACPA+） 
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更に全身性エリテマトーデスや ANCA 関連血管炎でも高頻度に CD200+PD-1+CXCR5-CD4+T 細胞を末梢血に認
めた（図５）。Nature で報告された細胞群は PD-1+CXCR5-CD4+T 細胞と記載されているが、我々は、全身性エ
リテマトーデスでは、CD200 陽性細胞群として更に本細胞群を同定することで、より健常者との差が明らかとな
った（図６）。一方、従来から B 細胞をヘルプする細胞群として知られている濾胞ヘルパーT 細胞である CXCR5
＋CD4+T 細胞は、患者では減っていることが判明した。自己抗体が検出されない関節リウマチやベーチェット病、
成人発症スティル病では本細胞群は検出されなかった。 
以上より、CD200+PD-1+CXCR5-CD4+T 細胞はマウスと同様に B 細胞をヘルプし、自己抗体産生をみとめる自
己免疫疾患の病態に関わっている新たな T 細胞サブセットであることが明らかとなった。 
自己抗体産生疾患の新たな治療標的としても有力な候補であることを示しており、重要な結果を創出することが
できた。 
 
 
 



図５、全身性エリテマトーデス・ANCA 関連血管炎における CD200+PD-1+CXCR5-CD4+T 細胞 
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図６、全身性エリテマトーデスにおける CD200+PD-1+CXCR5-CD4+T 細胞および濾胞ヘルパーT 細胞 
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