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研究成果の概要（和文）：獲得免疫とは非常に多様性に富んだ受容体を発現しているリンパ球が担っている反応
であり、特異的受容体を介して抗原を認識することで免疫反応が開始される。実際の生体防御に必要な免疫反応
であっても、過剰な反応は有害であり、これを抑えるために抗原特異的な負の制御機構の存在が想定されている
が、その実態は不明である。この点に関して、私たちは新しく同定された細胞「CD4から分化したCD8T細胞」
が、少なくともいくつかの実験で制御性T細胞として機能することを見出した。本研究では、「CD4由来のCD8T細
胞」を生体内で可視化するシステムの構築と、この細胞を特異的に除く方法の確立を目指し、ある程度の進展が
得られた。

研究成果の概要（英文）：The acquired immune response is mediated by lymphocytes, which express 
highly diverse receptors. After lymphocytes specifically recognize the antigen through their 
specific receptors, immune reactions started. Thus, immune responses of lymphocytes are specific for
 distinct antigens. This system provides big benefit when invaded by microbes or virus. During the 
normal course of immune reactions, excessive immune reactions will provide adverse effect. To 
minimize such kind of adverse effect, existence of antigen-specific immune suppression was proposed,
 but not clearly demonstrated yet. In this regard, we have found that new CD8T cells derived from 
CD4 T cells will work as immune regulatory cells at least in some experimental settings. In this 
project, we intended to develop the monitoring system, which visualize CD4-derived CD8 T cells in 
vivo, and the depleting method of these cells for evaluating the function of such cells in various 
immune reactions in vivo.

研究分野：分子生物学　分子免疫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
免疫反応の正負の制御機構は精力的に解明されてきているが、負の制御機構に関する知見は限られている。最近
の知見から特殊なCD8T細胞が抗原特異的免疫抑制反応に関与している事が示唆されているが、そういった機能を
持った細胞集団の大部分は未だ同定されていない。本研究では、申請者が見出した新しい制御性T細胞の生体内
での機能を明らかにすることを目指しており、この細胞の解析から、免疫反応を制御する新しいメカニズムの発
見が期待される。このような研究によってもたらされる免疫抑制機構に関する知見は、様々な過剰な免疫反応に
よって誘導される自己免疫疾患や過敏症に対する新規治療法の開発にも貢献できると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
抗原特異的受容体を持つリンパ球は、自身の発現する抗原受容体によって自己・非自己を識別し、
外来抗原に対しては免疫反応・自己抗原に対しては免疫寛容が誘導されることが知られている。
さらに実際の免疫反応においては、生体防御に必要な免疫反応であっても過剰な反応は有害で
あり、これを抑える抗原特異的な負の制御機構の存在も想定されているが、その実態は不明であ
る。最近の発見から、活性化 T細胞や、特定の抗原特異的な T細胞を、選択的に抑制する機能を
持った CD8T 細胞の存在が明らかになってきた。しかし、このような性質（抗原特異的免疫抑制
作用）を持った CD8 T 細胞(CD8aa もしくは CD8ab)の同定はまだ限定的であり、免疫反応全体に
おけるそれぞれの細胞の機能や役割に関する知見もほとんど蓄積されていない。これに関連す
る細胞として、私たちは、免疫反応に伴って『CD4T 細胞から分化誘導される CD8aaT 細胞』を同
定し、この細胞が『免疫抑制反応に関与』している事を見いだした。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、私たちが見出した新規 CD8T 細胞（CD4 由来 CD8aaT 細胞）の機能を更に詳細に解析
するためのツールとなるマウスの作成を目指す。具体的には CD4 から分化した CD8aaT 細胞を生
体内で観察することの出来るマウスを作成する事に加え、この細胞を特異的に除くことの出来
るマウスも作成する。これらのマウスを用いることによって、「CD4 由来 CD8aaT 細胞」の生体内
における機能を解析する事が可能になる。 
 
３．研究の方法 
 
まず、「CD4 由来 CD8T 細胞」を生体内で可視化できるマウスの作成を目指す。具体的には、CD4T
細胞特異的な転写因子である ThPOK 遺伝子座に Cre をノックインしたマウスを作成する(マウス
1)。CAG プロモーター下に、二つの LoxP サイトで挟んだ STOP を含む DNA 配列をおき、その後ろ
に EGFP の cDNA を持つコンストラクションを使ってトランスジェニックマウスを作成する(マウ
ス 2)。マウス１とマウス２で可視化がうまくいかなかった場合に備えて、ThPOK 遺伝子座に
CreERT2 をノックインしたマウスを作成する(マウス 3)。さらに CD8a 遺伝子座にジフテリア毒
素の受容体（DTR）をノックインしたマウスを作成する(マウス 4)。 
次に、「CD4 由来 CD8T 細胞」を生体内で特異的に除くことが出来るマウスの作成を目指す。具体
的な詳細は省略する (マウス５)。 
これらのマウスを適切に掛け合わせることによって上記目的にかなったマウスを作成する。 
 
４．研究成果 
 
この研究において、上記のマウス(マウス 1〜マウス５)の作成が終了したため、目的の用途に使
用できるか否かの検証を行った。 
 
「CD4 由来 CD8T 細胞」を生体内で可視化できるマウスの作成：上記マウスの掛け合わせによっ
て、マウス 1とマウス２のへテロマウス（ThPOK 遺伝子座は +/Cre）（トランスジーンを組み込
んだ遺伝子座は ＋/CAG-LoxP-STOP-LoxP-EGFP）を作成し実験を行った。このマウスで CD4T 細
胞が特異的に EGFP+にマーキングされれば、CD4 から分化した CD8T 細胞は CD8+EGFP+となり、も
ともとの CD8T 細胞（CD8+EGFP-）とは区別出来るはずである。しかし実験の結果、このマウスで
は CD4T 細胞を特異的に EGFP+にマーキングすることは出来なかった。[この実験がうまくいかな
かった原因]すべての T細胞は分化の過程で一時的に CD4 と CD8 を共に発現する時期(CD4+CD8+T
細胞)を経て、最終的に CD4T 細胞と CD8T 細胞に分化することが知られている。ThPOK はもとも
と CD4T 細胞に特異的な転写因子であると考えられていたが、おそらく未分化な CD4+CD8+T 細胞
の時期にも発現があり、その結果全ての T 細胞で Cre の発現が誘導され、EGFP トランスジーン
の組換え反応が起こってしまった。[対応]そこで、マウス 3、マウス 2、マウス４のへテロマウ
ス（ThPOK 遺伝子座は +/CreERT2）（＋/CAG-LoxP-STOP-LoxP-EGFP）（CD8a 遺伝子座は +/DTR）
を作成して実験を行った。今回は LoxP サイトの組換え酵素である Cre を CreERT2 したため、タ
モキシフェン添加に依存した組換え反応を誘導できるメリットがある。さらに、CD8a 遺伝子座
に DTR をノックインしているため、ジフテリアトキシンを添加することによって、CD8a を発現
している細胞を特異的に殺すことが出来るトリックを使用している。このマウスにタモキシフ
ェンとジフテリアトキシンを加える事(マーキング操作)によって、未分化な CD4+CD8+T 細胞と
成熟した CD8T 細胞は除かれ、成熟した CD4T 細胞が特異的に EGFP+となるはずである。実際の実
験においても、CD4T 細胞は特異的に EGFP+になっていた事からこのマーキング操作は機能して
いる事が確かめられた。従ってこのマウスはCD4由来CD8T細胞を可視化できることがわかった。
実際の実験は、マーキング終了後のマウスをタモキシフェンとジフテリアトキシンフリーの状
態で維持することによって、通常の CD8T 細胞の回復を待ってから行う予定である。 
 
「CD4 由来 CD8T 細胞」を生体内で特異的に除くことの出来るマウスの作成：マウス５を用いて



表題に示す実験を行った。しかしこの実験はうまくいかなかった。現在、機能しなかった原因を
調べている。 
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