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研究成果の概要（和文）：本研究では慢性神経炎症を惹起するEomes陽性Th細胞（Raveney et al. Nat Comm 
2015）の誘導が抗原提示細胞（APC）の分泌する乳中分泌ホルモンプロラクチンに依存することを明らかにし
た。さらにB細胞、マクロファージ、ミクログリアが介在するEomes陽性Th細胞生成の包括的な理解を深化させ、
同細胞の神経変性疾患発症への関与や治療標的としての意義について世界に先駆けて報告した。

研究成果の概要（英文）：Eomes+ Th cells are cytotoxic lymphocytes that are increased in the 
peripheral blood of secondary progressive multiple sclerosis (SPMS) (Raveney et al. Nat Comm 2015). 
In this project, we have revealed that Eomes+ Th cells are induced in the inflammatory milieu within
 the brain through interactions with B cells and macrophages producing prolactin. Our results also 
showed that interplays between the Eomes+ cytotoxic lymphocytes and microglia are vital in causing 
neuroinflammation and associated neurodegeneration. The pathogenic role of Eomes+ Th cells is not 
restricted to SPMS, but to neurodegenerative disorders such as ALS. Cells and molecules involved in 
the generation or effector functions of Eomes+ Th cells are potential targets of future therapy in 
neurodegenerative disorders. 

研究分野： 神経病態免疫学

キーワード： 免疫性神経疾患　内分泌性免疫制御因子　環境因子　プロラクチン　Eomes+ Th細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Eomes陽性 Th細胞は二次進行性MS、ALS、アルツハイマー病のマウスモデルや患者検体で検出され、神経変性の
病態解明において重要な研究対象になることを明確にした。リガンドORF-1の同定にも成功し、Eomes陽性Th細胞
を制御する治療薬の開発、ひいては難治性脳疾患の克服につながる社会的意義の深い成果が挙がった。

※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 

(1) Eomes陽性ヘルパーT 細胞（Eomes陽性 Th細胞）と APC 由来内分泌性因子 

   2015年に山村、大木らにより、Eomes陽性 Th細胞が慢性炎症を伴う二次進行性 MS（SPMS）患

者および、その動物モデル（NR4A2 cKOマウスに誘導した遅発性・慢性型 EAE）で特異的に増加して

いることが報告された （Nat Comm 2015） 。慢性炎症の新たな理解や治療法開発に繋がる可能性に

基づき、同細胞の生成過程・機序の解明に向けた研究を開始した。本研究申請に先立って、SPMSモ

デルマウスの脳内炎症から分離された抗原提示細胞（APC）（本報告書では末梢から中枢神経系に流

入したマクロファージや B 細胞）には Eomes陽性 Th細胞を誘導する能力のあることを確認し、APC

の Eomes陽性 Th細胞誘導能は、そのプロラクチン産生能に関連があることを示唆するデータを得て

いた。  

(2) Eomes陽性ヘルパーT 細胞と慢性神経炎症 

 NR4A2 cKOマウスを MOG35-55ペプチドで感作すると、約１ヶ月後に遅発性・慢性型 EAE が誘導さ

れる (Nat Comm 2015)。同 EAE マウスでは、通常の EAE で誘導される MOG35-55特異的 Th1細胞

や Th17細胞は誘導されず、代わりに Granzyme B を産生し細胞障害活性を有する Eomes陽性 Th細

胞が中枢神経系に浸潤することが確認された。Eomes陽性 Th細胞の機能を解析し治療薬をスクリー

ニングするうえで、この EAE モデルは有力なツールとなると確信していた。EAE モデルの中枢神経系

からリンパ球を分離しフローサイトメーターで解析する技術を確立し、ヒト脳病態の解析にも使用できる

準備を完了していた。 

(3) Preproenkephalin 陽性 CD69+CD103+制御性 T 細胞(Treg)分画の研究  

  MSに類似した再発・寛解型 EAE を発症する SJL/Jマウスにおいて、EAE 再発抑制には制御性 T

細胞（T reg）の中でも、CD69+CD103+分画が決定的に重要であることを発見した（林、山村）。この分画

の特徴として、脳内エンドルフィンの一種エンケファリンの前駆体である preproenkephalin（PENK）の発

現亢進が確認された。この PENK陽性 CD69+CD103+ T regの誘導機序、作用機序を解明することによ

り、新たな治療法の開発の道筋が見えるのではないかと考えていた。 

 

２．研究の目的 

(1) Eomes陽性ヘルパーT 細胞（Eomes陽性 Th細胞）と APC 由来内分泌性因子 

Eomes陽性 Th細胞の生成機序を明らかにし、同細胞誘導に関与する分子（プロラクチンを含む）

を標的とする治療の可能性を探索することと、Eomes陽性 Th細胞を介した神経変性疾患発症のメカ

ニズムを解明し、新たな治療に繋げることを目的にした。 

 (2) Eomes陽性ヘルパーT 細胞と慢性神経炎症 

  二次進行性 MS（SPMS）、一次進行性 MS（PPMS）、再発・寛解型 MS(RRMS)それぞれにおける

Eomes陽性 Th細胞の関与を明らかにするとともに、脳内病巣における同細胞の存在を証明すること

を目的にした。また、ALSやアルツハイマー病などの神経変性疾患の動物モデル、および患者検体に

おける Eomes陽性 Th細胞の関与を検証し、Eomes陽性 Th細胞を介した神経変性過程における細

胞間相互作用を明らかにすることも目的にした。 

(3) Preproenkephalin 陽性 CD69+CD103+制御性 T 細胞(Treg)分画の研究  

同細胞の誘導を規定する細胞間相互作用を明らかにし、Tregを誘導する新たな治療の創製につな

げることを目的とした。 

 

３．研究の方法 



(1) Eomes陽性 Th細胞と APC 由来内分泌性因子 

  B6マウスに誘導した EAE の発症早期、中期、後期に、マウス脳から免疫細胞を分離し、Eomes陽

性 Th細胞の炎症病巣内の増減を解析するとともに、DNAマイクロアレイで B 細胞やマクロファージ

APC の遺伝子発現解析を実施した（詳細は Zhang et al. PNAS 2019） 。解析の結果、Eomes陽性 Th

細胞誘導との関連が示唆されたプロラクチンの関与を検証した。試験管内で抗 CD3抗体存在下に活

性化されるナイーブ T 細胞に、プロラクチン添加によって誘導される Eomes量を解析した（Zhang et al. 

PNAS 2019）。またプロラクチンの分泌抑制薬であるブロモクリプチンや PRL 発現に関与する転写因子

Zbtb20の siRNAを EAE マウスに投与する実験を実施し、プロラクチン阻害による自己免疫疾患抑制

と Eomes陽性 Th細胞の関連について研究した。EAE マウスの脳内炎症性サイトカイン量を測定する

とともに、プロラクチンおよび Zbtb20発現に促進的に働くサイトカインを探索した（Zhang et al. PNAS 

2019） 。 

  NR4A2 cKOマウスに遅発性・慢性型 EAE モデル（SPMSモデル）を誘導。ミクログリアの活性化を

抑制するミノサイクリンを投与して、その治療効果を検討した。またシングルセル RNA-Seq解析で遅

発性・慢性型 EAE の脳内のさまざまなミクログリア亜集団の動態を解析し、病態に関わる重要な分画

を同定した。さらに脳内炎症部位から神経細胞やミクログリアを分離し、その mRNAがコードするタン

パク質・ペプチドに対する Eomes陽性 Th細胞の反応性を検証した（Zhang et al. Cells 2023）. 

(2) Eomes陽性ヘルパーT 細胞と慢性神経炎症 

  MS、ALSおよびアルツハイマー病患者の末梢血 PBMC 分画における Eomes陽性 Th細胞頻度を、

フローサイトメーターで解析した（詳細は Raveney et al. PNAS 2022） 。MSではさまざまな病型、さま

ざまな疾患活動性を有する症例の試料を解析対象とした。NCNP で経験した SPMS剖検例の脳組織

からリンパ球を分離し、Eomes陽性 Th細胞の頻度をフローサイトメーターで解析した。 

(3) Preproenkephalin 陽性 CD69+CD103+制御性 T 細胞(Treg)分画の研究  

  EAE は SJL/J マウスに PLP136-150または PLP139-151ペプチドで感作することによって誘導し

た。それぞれの EAE モデルにおいて、臨床症状の変化、Treg亜分画の変化などを解析した。また

PLP136-150、PLP139-151それぞれのマウス MHC class II (I-As) 分子との結合安定性を in silicoで

解析した （J Autoimmunity 投稿中）。 

 
４．研究成果 

(1) プロラクチンによる Eomes 陽性 Th細胞誘導が神経系慢性炎症に関与することを証明 

EAE の初期相とは異なり、後期相には中枢神経系炎症病巣で granzyme B を産生する Eomes陽

性 Th細胞が増加することを確認した。また同じ時期に EAEマウスの脳から分離された B 細胞・骨髄

由来 APC には、ナイーブ T 細胞に Eomesの発現を誘導する能力があることを明らかにした（Zhang et 

al. PNAS 2019）。また、まったく予想していなかったことであるが、DNAマイクロアレイにより、EAE 炎症

後期相の脳浸潤 APC が乳汁分泌ホルモンであるプロラクチンを強く発現することが確認されたことか

ら、プロラクチンが Eomes+ Th細胞を誘導する可能性を検証した。In vitro 実験の結果、プロラクチン

を添加することにより、試験管内で CD3刺激を受けたナイーブ T 細胞が Eomes+ Th細胞へと変化す

ることが確認された。次に in vivoのプロラクチン阻害が EAE を修飾する可能性を検証したが、プロラ

クチン阻害剤であるブロモクリプチン投与により EAE の臨床症状は顕著に抑制され、あわせて中枢神

経系内の Eomes+ Th細胞も減少した。 

脳下垂体でのプロラクチン産生は、転写因子 Zbtb20 に依存することがわかっていたので、脳病巣から分離

した APC における Zbtb20の発現を比較すると、後期 EAE から分離した APC で Zbtb20 が亢進していた。特

異的 siRNA により Zbtb20 の発現を阻害すると、in vitro でプロラクチン産生が抑制された。また EAE マウスに



Zbtb20特異的な siRNAを投与すると、脳内の Eomes陽性 Th細胞数とともに、後期 EAE病態が有意に抑

制された。また IL-1、IL-6、IL-9、IL-12、IL-33、IFN-、IFN-など炎症と関連するサイ

トカインが、B 細胞の Zbtb20とプロラクチンの発現を促進することを確認した。また EAE

マウスの脳脊髄液中では IL-1、IL-6、IL-12の濃度が増加していた。これら炎症性サイトカ

インが、プロラクチン産生の促進に関与することが推測された。 

近年では、早期に薬効の強い薬剤を導入することによって、SPMSの発症が有意に抑制される

ことが明らかになっている。一方で治療が遅れると、脳内で炎症を繰り返し、それに付随して産生

される炎症性サイトカインが APC の Zbtb20 発現を誘導し、Zbtb20 依存的プロラクチン産生が促

進される。その結果、Eomes陽性 Th 細胞の生成が誘導され SPMSを発症することが、一連の研

究結果から推定される。MS病態進行の根本的な理解につながることが評価され、スタンフォード大

学 Steinman教授の推薦により論文は PNASに掲載された（Zhang et al. PNAS 2019）。 

(2) Eomes陽性 Th細胞とクロストークするミクログリアサブセット 

プロラクチン産生 APC による Eomes 陽性 Th 細胞誘導は急性炎症において重

要であるが、一方でマクロファージやＢ細胞の寿命が短いことから、脳内慢性炎症に

おける役割は明らかではない。Eomes 陽性 Th 細胞が脳内でどのように持続的に活

性化し、神経細胞障害を引き起こすのか、生存期間の長いミクログリアの役割に興

味が持たれた。シングルセル RNA-Seq 解析技術の進歩に伴って、神経変性病態に

関連したミクログリアサブセットとして Disease-associated microgl ia(DAM)が注目さ

れているが、脳内には他にも多様な性質を持つミクログリア亜集団が不均一に分布

する。ミクログリアは APC として T 細胞活性化を引き起こす機能を持つことは示され

ていたが、ミクログリアが神経細胞死を引き起こす機序の詳細は不明であった。

Eomes 陽性 Th 細胞が主要な病原性 T 細胞である遅発性・慢性型 EAE（ Raveney 

et al .  Nat Comm 2015）に、ミクログリアの活性化を抑えるミノサイクリンを投与したと

ころ、EAE の麻痺症状は抑制され、中枢神経内の Eomes 陽性 Th 細胞が減少し

た。さらに脳内ミクログリアを分離しシングルセル RNA-Seq 解析を実施したところ、

同定されたさまざまなミクログリア集団のなかで、 I 型インターフェロン（ IFN- I）による

活性化の痕跡を示す亜集団（ IFN ミクログリア）と MHC クラス I I を強く発現する亜集

団（MHC II ミクログリア）が増加していることがわかった。 IFN ミクログリアにより産生

される IFN-I の役割が推定されたので、つぎに SPMS EAE モデルに抗 IFN-I 受容体

抗体を投与したところ、麻痺症状の改善とともに中枢神経内 Eomes 陽性Ｔ ｈ細胞

が著明に減少した。増加している MHC II ミクログリアが Eomes 陽性Ｔ ｈ細胞に提示

する抗原の探索も行い、中枢神経由来自己抗原の関与が示唆された。その一つが

ゲノム内を転移する因子として知られるレトロトランスポゾンである LINE-1 に由来す

る ORF-I タンパク質であることを明らかにした（ Zhang et al .  Cel l s 2023） 。  

さらに ALS の動物モデル mSOD1 マウスやアルツハイマー病のモデル  ５ ｘ Ｆ ＡＤマ

ウスの脳内でも Eomes 陽性Ｔｈ細胞の集積が確認され、ORF-1 タンパクを認識して

Granzyme B を産生して神経細胞死を誘導することも確認された（ Takahashi et al .  

iScience 2022）  。免疫性神経疾患である MS の慢性進行期には、神経変性疾患

としての側面が強いことが以前から示唆されてきたが、Eomes 陽性Ｔ ｈ細胞が SPMS

とＡ ＬＳモデルの両者で確認されたことは、免疫性神経疾患と神経変性疾患の重な

る部分において Eomes 陽性Ｔｈ細胞が神経細胞障害に関与するという、新しいコン

セプトを生むことになった（山村、大木） 。  



(3) 二次進行性ＭＳ（ＳＰＭＳ）の免疫病態と Eomes 陽性Ｔｈ細胞 

2015 年に SPMS患者の末梢血における Eomes陽性Ｔｈ細胞数増加を記載したが（Nature 

Comm 2015） 症例数は少なく、一次進行型ＭＳ（PPMS）との比較はされず、病勢との関連も解析

されていなかった。本研究が始まってから多くの患者試料を解析した結果、Eomes 陽性Ｔｈ細胞の

増加は SPMSに限られ、その中でも疾患活動性の強い病期（progressive stage）に限られること

が明らかになった（Raveney et al. PNAS 2022）。病理学的な検討では、SPMS と PPMS の間には

差異は見られないと言われてきた。最近では PPMSの髄液中に脱髄惹起性自己抗体が検出され

るという報告も出てきているが、我々は世界で初めて SPMS と PPMS を区別するバイオマーカー

Eomes陽性Ｔｈ細胞を同定したことになる。また Eomes陽性Ｔｈ細胞数の測定は、RRMS と SPMS

の鑑別にも有用であり、SPMSに特化した薬剤への変更、SPMSを対象とする医薬品の開発など

において有用であることが示唆された（PNAS 2022）。 

(4) Preproenkephalin 陽性 CD69+CD103+制御性 T 細胞(Treg)分画の研究 

SJL/J マウスを PLP139-151 で感作すると、RRMSに類似した再発・寛解型 EAE が誘導され

る。しかしわずかに配列の異なる PLP136-150 で感作すると、EAE は単相性になり、さらに EAE

誘導に対する抵抗性を獲得することが研究の発端である。その後の研究で、PLP136-150 によっ

て強力な制御性 T 細胞（Treg）が誘導され、そのなかでも CD69+CD103+分画の増加傾向が顕著で

あり、実際にこの分画には顕著な EAE 抑制活性を有することが確認された。PLP139-151 と PLP136-

150の免疫原性詳細に検討したところ、PLP136-150は規定量の１０分の１のペプチドによっても EAE

が誘導できることが確認された。すなわち PLP139-151に比較して PLP136-150は EAE 惹起能が強

力であり、また CD69+CD103+ Tregの誘導能も強力であることが証明された。これら二種類のペプチド

の免疫原性の差異について、当初 MHC class II 分子への結合能の差異では説明が困難だと思われ

た。それは、ペプチドの flanking residuesは異なるものの、いずれのペプチドも I-As結合に必須の残

基を共有していたからである。しかし東大桜庭博士との共同で in silico解析を実施したところ、

PLP139-151の I-As結合は安定性に問題があることが証明された（論文投稿中）。この不安定な MHC 

class II 結合が PLP139-151の免疫原性の減少につながり、それが Treg誘導の減弱、再発型 EAE の

誘導につながるものと考えられた。一連の研究は、一過性で回復する自己免疫疾患と慢性的に経過

する自己免疫疾患の違いを理解する上で、感作ペプチドの MHC class II との安定性の厳密な理解が

きわめて重要であることを初めて明らかにしたものである。またペプチドワクチンの開発において、単に

MHC class II 結合残基を揃えるだけでなく、flanking residue によって修飾される MHC 結合能の不安

定化まで考慮する必要のあることを明示した。自己免疫の研究領域では斬新かつ独創的な成果であ

るが、免疫学の広い分野に適用可能な知見が得られたものと考えている。 
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