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研究成果の概要（和文）：免疫系は病原体から体を守るために重要な生体防御システムであるが、免疫応答の異
常により自己の組織が攻撃されることで免疫難病である自己免疫疾患や炎症性疾患を発症する。本研究では、新
規に開発したubiquitous self-antigensを発現する遺伝子改変マウ（USAs-Tg）を用い、自己免疫惹起炎症細胞
の検出や病態評価に有用なバイオマーカーを開発を目指した研究を行なった。炎症病巣にPD-1+Lag-3+Tim-3+
CTLA-4-の形質を示す炎症関連メモリーT細胞の浸潤を認めること、炎症惹起細胞の分化には抗原提示細胞の活性
化状態が影響を与えることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The immune system is an important biological defense system for protecting 
the body from pathogens, but abnormal autoreactive immune responses develop autoimmune diseases and 
inflammatory diseases. In this study, to develop a useful biomarker for autoreactive inflammatory 
cells and pathological evaluation of autoimmune disease, we established gene-modified mouse model 
expressing ubiquitous self-antigens (USAs-Tg). Using this model, we found that autoreactive CD8+ 
cells showed memory phenotype with PD-1+ Lag-3+ Tim-3+ CTLA-4-. In addition, the activation state of
 antigen-presenting cells affects the differentiation of inflammation-inducing cells.

研究分野： 病理学

キーワード： 自己免疫　自己抗原　プロテアソーム

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
自己免疫疾患の病理診断としては、組織学的に特徴的な糸球体腎炎や血管炎等を除いては、リンパ球浸潤の程度
やCD4/CD8分画、標的細胞の破壊像の検索が行われるものの、自己応答性・炎症惹起性免疫細胞の浸潤の程度を
評価できる段階には至っていない。がんに限らず、自己免疫疾患のprecision medicine、医療向上を考える上
で、より新しい治療体系の基礎となる病態解明、診断マーカーの検索が望まれている。本研究により自己免疫惹
起性T細胞の特徴が明らかになり、自己免疫疾患の診断・治療展開を目指した基礎的知見が得られた。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
自己免疫疾患は、免疫寛容が破綻して自己抗原に対する慢性炎症が持続することで生じる疾患
であり、自己抗体や Tリンパ球による組織ダメージが複合的に疾患形成に関わる。病理診断とし
ては、組織学的に特徴的な糸球体腎炎や血管炎等を除いては、リンパ球浸潤の程度や CD4/CD8 分
画、標的細胞の破壊像の検索が行われるものの、自己応答性・炎症惹起性免疫細胞の浸潤の程度
を評価できる段階には至っていない。がんに限らず、自己免疫疾患の precision medicine、医
療向上を考える上で、より新しい治療体系の基礎となる病態解明、診断マーカーの検索が望まれ
ている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、自己免疫疾患の診断・治療展開を目指した基盤的研究を推進するために、新規に開
発した ubiquitous self-antigens を発現する遺伝子改変マウスを用い、自己抗原反応性 CD8⁺ T
細胞の形質変化、慢性炎症との関連性について検討した。また、感染症が自己免疫反応を修飾す
る点を踏まえ、ウイルス由来の病原体関連分子パターンを模倣した PolyIC 刺激が自己抗原反応
性 CD8⁺ T 細胞の形質変化に与える影響について検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) マウス 
コントロールマウスには C57BL/6 野生型（Wild type; WT）マウスを使用した。Ubiquitous self-
antigens を発現する遺伝子改変マウス（USAs-Tg）として、末梢で胸腺内自己抗原（β5t産生自
己抗原）を発現するマウスであるβ5i-/-β5t-Tg マウスを用いた。自己免疫炎症の誘導には、
green fluorescent protein （GFP）マウスより分離した脾細胞を USAs-Tg に移入した。マウス
は SPF 条件下で飼育され、すべての動物実験は北海道大学動物実験に関する規定に従い、承認を
受けて行った。 
(2) 自己抗原反応性 CD8⁺ T 細胞の細胞形質の解析 
GFP マウス由来ナイーブ CD8⁺ T細胞を USAs-Tg マウスに移入し（5x105個/匹）、自己抗原反応性
のメモリー化 CD8⁺ T 細胞における PD-1、Tim-3、Lag-3、CTLA4 の発現をフローサイトメトリー
により解析した。 
(3) PolyIC 刺激による自己抗原反応性 CD8⁺ T細胞の形質変化の解析 
PolyIC を 100mg/匹、USAs-Tg マウスに腹腔内投与し、ナイーブ CD8⁺ T細胞を移入し、メモリー
化や PD-1、Tim-3、Lag-3、CTLA4 の発現変化をフローサイトメトリーにより解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 自己抗原反応性 CD8⁺ T 細胞のメモリー化と
細胞形質の変化 
GFP マ ウ ス よ り ナ イ ー ブ CD8⁺ T 細 胞
（GFP+CD8⁺CD44⁻CD122⁻）を分離し、末梢でβ5t
産生自己抗原を発現する USAs-Tg マウスに移入
し、10 日後に移入細胞の形質変化を検討した。
その結果、移入した GFP+CD8⁺CD44⁻CD122⁻細胞の
うち、メモリー化した GFP+CD8⁺CD44+CD122+細胞
において、PD-1、Tim-3、Lag-3 陽性細胞の増加
を認めた。CTLA4 陽性細胞の有意な増加は認めな
かった（図１）。また、レシピエントマウスであ
る USAs-Tg マウスにおける PD-1、Tim-3、Lag-3、
CTLA-4 の発現変化は認めず、本現象は移入細胞
がβ5t 産生自己抗原に反応した際に特異的に観
察される変化と考えられた。 
 
図１ 自己抗原反応性 CD8⁺ T 細胞のメモリー化
と細胞形質の変化 
（図１ 説明）GFP マウス脾細胞よりナイーブ
CD8⁺ T細胞（GFP⁺CD44⁻CD122⁻CD8⁺細胞）を分離
し、USAs-Tg マウスに移入した。移入 10 日後に
移入細胞の形質変化をフローサイトメーターで
測定した。 (A,B)レシピエントマウス GFP⁻CD8⁺
細胞、移入細胞 GFP⁺CD8⁺細胞における PD-1、Tim-
3、Lag-3、CTLA4 発現の変化。ナイーブ細胞 
（CD44⁻CD122⁻）、メモリー細胞（CD44⁺CD122⁺）
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分画における PD-1、Tim-3、Lag-3、CTLA4 発現変化を検討した。(B)は代表的データとして PD-1
発現検討を行った結果を示している。n=8、2 way ANOVA を用いて統計解析を行った。*p<0.05; 
**p<0.01; ****p<0.001。 
 
(2) PolyIC 刺激が自己抗原反応性 CD8⁺ T細胞の形質変化に与える影響 
移入ナイーブ CD8⁺ T 細胞がレシピエントマウスに発現するβ5t 産生自己抗原に反応する際、
抗原提示細胞(antigen presenting cells: APCs)による抗原提示により細胞応答が生じている
と推定される。本実験では APCs の活性化が移入ナイーブ CD8⁺ T 細胞のメモリー化や形質変化
に与える影響を検討した。APCs の活性化についてはウイルス由来の dsRNA を模倣した PolyIC を
用い、ナイーブ CD8⁺ T細胞の移入前日に、レシピエントマウスである USAs-Tg マウスに PolyIC
を腹腔内投与した。ナイーブ CD8⁺ T 細胞
（GFP+CD8⁺CD44⁻CD122⁻）を USAs-Tg マウスに移入
し、メモリー化や形質変化を検討した。その結果、
移入ナイーブ CD8⁺ T細胞のメモリー化に関して
は PolyIC 刺激による影響を認めなかった（図２
A）。その一方、自己抗原に反応したメモリー化 CD8⁺ 
T 細胞における細胞形質には変化を認め、メモリー
化した細胞における PD-1、Tim-3 陽性細胞の割合
は PolyIC 刺激により減少した。メモリー化した細
胞におけるLag-3陽性細胞の割合はPolyIC刺激に
よりやや減少する傾向を認めたが、有意差は認め
かった。また CTLA4 陽性細胞の有意な変化は認め
なかった（図２B, C）。 
 
図２ PolyIC 刺激が自己抗原反応性 CD8⁺ T 細胞
の形質変化に与える影響 
（図２ 説明）移入細胞のメモリー化に伴う PD-1、
Tim-3、Lag-3 の発現変化に対し、PolyIC 刺激によ
る影響を検討した。移入処置前日に PolyIC 100μg
を USAs-Tg マウスに腹腔内投与し、GFP マウス脾
細胞ナイーブ CD8⁺ T細胞を移入した。移入 10日
後に移入細胞の形質変化をフローサイトメーター
で測定した。 
(A) 移入細胞のメモリー化に対する PolyIC 刺激
の影響。 
(B, C)移入細胞における PD-1、Tim-3、Lag-3、CTLA4
発現に対する PolyIC 刺激の影響。ナイーブ細胞 
（CD44⁻CD122⁻）、メモリー細胞（CD44⁺CD122⁺）分
画における PD-1、Tim-3、Lag-3、CTLA4 発現変化
を検討した。(B)は代表的データとして PD-1 発現
検討を行った結果を示している。n=8–10、2 way 
ANOVA を用いて統計解析を行った。*p<0.05; 
****p<0.001。 
 
 
自己抗原反応性 CD8⁺ T細胞における PD-1、Tim-3、Lag-3 発現は、繰り返し抗原刺激を受けたこ
とによる「疲弊化」に類似した現象である可能性が否定できないが、慢性炎症巣において PD-1⁺
細胞、Tim-3⁺細胞の浸潤を認めた点においては、これらの細胞群が自己応答性の炎症反応を誘導
的に修飾している可能性も否定できない。興味深い点としては、免疫チェックポイント分子とし
て強い抑制機能を有する CTLA4 の発現誘導を認めなかった点が挙げられる。腫瘍免疫で問題と
なる「疲弊化」した細胞では、CTLA4 の発現が認められ、治療標的となっていることから、自己
応答性 CD8⁺ T細胞では腫瘍免疫で問題となる「疲弊化」した細胞とは異なる機能を有する可能
性も考慮される。また、本研究では、感染症が自己免疫反応を修飾する点を踏まえ、PolyIC 刺
激が自己抗原反応性 CD8⁺ T 細胞の形質変化に与える影響について検討した。移入ナイーブ CD8⁺ 
T 細胞のメモリー化に関しては PolyIC 刺激による影響を認めなかったが、メモリー化した細胞
における PD-1、Tim-3 陽性細胞の割合は PolyIC 刺激により減少した。APCs の活性化が自己抗原
反応性 CD8⁺ T 細胞における PD-1、Tim-3 発現を抑制する結果であり、今後は PolyIC 刺激下で
観察されたこれらの細胞が PolyIC 非刺激の PD-1⁺ Tim-3⁺自己抗原反応性 CD8⁺ T細胞に比較し
て細胞傷害性が高いのか、低いのかを検討していくことで、自己免疫疾患における PD-1⁺ Tim-
3⁺自己抗原反応性 CD8⁺ T細胞の病態メカニズムにおける役割が明らかになると考えられる。 
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