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研究成果の概要（和文）：本研究では、関節リウマチのモデルマウスであるコラーゲン誘導関節炎（CIA）マウ
スを用いて、活性酸素群（ROS）が自己免疫疾患の発症および病態に関与する分子機構として、制御性T細胞
（Treg）の維持に着目し、レドックスシグナルを介したその制御機構を解明することを目的とした。CIAマウス
に抗酸化剤を投与すると顕著な関節炎の抑制および抗体価の低下が示された。一方で、CIAマウス内のTregの数
の減少および細胞内ROSの増加が示され、これらは抗酸化剤の投与により改善された。さらに、CIAマウス由来
TregではPTENの酸化が亢進することを見出した。

研究成果の概要（英文）：Reactive oxygen species (ROS) have been reported to be involved in the 
development of autoimmunity; however, the detailed mechanism of how ROS exacerbate autoimmunity is 
not well defined. In this research project, we focused on redox signaling in the homeostasis of 
regulatory T cells (Treg) during the development of autoimmunity. Using the model of rheumatoid 
arthritis, Collagen-Induced Arthritis (CIA) mouse model, we demonstrated that antioxidant reagents 
significantly suppressed the development of arthritis. Intracellular ROS in Treg from CIA mice were 
highly accumulated compared to naive mice, and the number of Treg in CIA mice were significantly 
lower than in naive mice. Administration of antioxidants ameliorated intracellular ROS accumulation 
and the lowered number of Treg  in CIA mice. Furthermore, PTEN, redox-sensitive phosphatase, was 
oxidized in Treg from CIA mice compared to naive mice. 

研究分野： 免疫学

キーワード： レドックスシグナル・ROS　制御性T細胞　自己免疫疾患

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
免疫応答抑制の中心的役割を担うTregの生体内維持の破綻は、自己免疫疾患などの発症に大きく関与している。
しかし、自己免疫疾患発症時におけるTregの維持破綻の分子機構については未だ不明な点が多い。本研究成果
は、レドックスシグナルがTregの維持を制御するという新しい自己免疫疾患の発症機構に迫るものであり、新た
な治療法の開発につながることが期待できる。

※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 
 生体内で免疫寛容を担う制御性T細胞 (Treg) にはCD4陽性 (CD4 Treg) とCD8陽性 (CD8 
Treg) の細胞系譜が存在し、その破綻と自己免疫疾患の発症および病態との関連が指摘されて
いる。Foxp3 を特異的転写因子とする CD4 Treg については多くの解析がなされてきたが、そ
の生体内での安定的維持の分子機構については不明な点が多い。また、マウスにおいて CD44, 
CD122, Ly49 の細胞表面発現により同定される CD8 Treg については、十分な解析がなされて
おらず、CD4 および CD8 Treg の生体内での維持機構の詳細は不明である。 
 近年、PI3 キナーゼ (PI3K) 経路の主要な抑制分子である Phosphatase and tensin homolog 
deleted from chromosome 10 (PTEN) が Treg の維持に関わることが報告された。PTEN は、PI3K

が産生するホスファチジルイノシトール 3,4,5-三リン酸 (PIP3) をホスファチジルイノシトー
ル 4,5-二リン酸 (PIP2) に変換することにより、下流の Aktを制御し Tregの安定的維持を促す。
Akt 以外の PTEN の下流シグナルとしては、ERM (ezrin-radxin-moesin) タンパク質ファミリー
の一つである moesin の関与が考えられる。moesin は細胞皮層の構造やシグナル伝達に関与し、
PTEN によって産生される PIP2と結合することでその活性が制御される。申請者は、moesin 欠
損マウスが自己免疫疾患様病態を呈することを見出している。本マウスでは、野生型マウスと
比較して、CD8 Treg の減少、濾胞性ヘルパーT 細胞 (Tfh) ならびに胚中心 B 細胞 (GCB) の
増加、血中の抗 dsDNA 抗体 (自己抗体) の上昇とループス腎炎様病態像を認めており 
(Satooka et al., J. Immunol. 199: 3418-3426,2017)、PTEN-PIP2-moesin 経路による Treg の維
持機構が示唆される。 
 近年の研究より、活性酸素群 (ROS) はシグナル分子として働き、様々な疾患の病態に関与
することが明らかになってきている。特に、過剰な ROS の産生は NF-κB などのシグナル経路
を介して炎症性サイトカインの産生を促し、慢性炎症などの免疫反応を誘導する 
(Hara-Chikuma, Satooka et al. Nat. Commun. 6:7475,2015)。申請者は、ROS が PTEN 活性
部位のシステイン残基をレドックス (酸化還元) 依存的に阻害し、Akt などの下流シグナルを
制御することを報告しており (Satooka & Hara-Chikuma. Mol. Cell. Biol. 36:1206,2016)、レ
ドックスシグナルによる Treg の維持機構が考えられる。自己免疫疾患では、慢性的な酸化スト
レスの亢進が報告されており、Treg 細胞内の ROS の上昇による Treg の破綻が、自己免疫疾患
の発症およびその病態に関与する可能性が考えられる。 
 

２．研究の目的 
 本研究では、レドックスが自己免疫疾患の病態に関与するメカニズムとして、Treg の生体内
維持に着目し、レドックスを介したその制御機構を明らかにすることを目的とする。特に、PTEN

とその下流シグナルに焦点をあて、病態局所で産生される ROS に応答したレドックスシグナル
が Treg の生体内維持を制御する分子メカニズムを解明し、自己免疫疾患などの免疫異常に対し
て新たな治療を開発する基盤を築くことを目指す。 
 

３．研究の方法 
(1) 試薬：H2DCFDA (2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate) および CellROX Green は、
ThermoFishcer より購入した。フローサイトメトリーや免疫組織化学に用いたモノクローナル抗
体やコントロール抗体は、BD Biosciences、eBioscience、BioLegend のいずれかから購入した。 
(2) マウス：関節リウマチのモデルマウスとして、Collagen-induced arthritis マウス (CIA マウ
ス) を用いた。使用した DBA1/J マウス は、清水実験材料より購入し、滋賀医科大学動物生命
科学研究センターにて飼育した。すべての研究および手順は滋賀医科大学動物実験委員会にて
承認を得た。CIA マウスの作製においては、Bovine 由来 Type II collagen と complete Freund’s 
adjuvant を用いてエマルジョンを作製し、マウス尾根部に免疫した。21 日後に、Type II collagen

と imcomplete Freund’s adjuvant を用いたエマルジョンをマウス尾根部に再免疫を行った。初回
免疫より 49 日後に組織を採取し解析を行った。抗酸化剤である N-acetyl-L-cysteine (NAC) お
よび 4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl (TEMPOL) の経口投与は初回免疫の一週
間前より行い、解析するまで投与を続けた。Collagen-antibody induced arthritis (CAIA) マウス
の作製には、10 mg/ml の抗コラーゲン抗体カクテル (Chondrex) を腹腔投与し、その 3 日後に
LPS 500 μg/ml を腹腔に投与した。免疫開始後、7 日目に組織を採取し解析を行った。 
(3) フロサイトメトリー：マウスの脾臓およびリンパ節は、スリ付きスライドグラスを用いて
機械的にすり潰し、ナイロンメッシュに通して細胞浮遊液を調整した。調整した細胞懸濁液を
抗CD16/CD32抗体と 10分インキュベートした後、モノクローナル抗体と氷上で 30分インキュ
ベートした。洗浄後、FACSCantoII (BD Biosciences)でデータを取得し、FlowJo (Tree Sar) を用
いて解析した。各サブセットのソーティングには、FACSAria (BD Biosciences) を使用した。 

(4) ROS の測定：ROS の測定には、H2DCFDA (2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate) お
よび CellROX Green (ThermoFischer) を用いた。細胞細胞懸濁液に 10 μM の H2DCFDA または
CellROX Green を添加し、30 分室温でインキュベートした後、FACSCantoII (BD Biosciences) で
解析した。 
(5) 定量 PCR：total RNA は TRIzol reagent (Thermo Fisher Scientific) を用いて抽出した後に、 

FastGene RNA 精製キット (日本ジェネティクス) を用いて精製した。RT は ReverTra Ace qPCR 

RT Master Mix (TOYOBO) を用いて行った。PCR は LightCycler 480 を用いて、cDNA、KOD 



SYBR qPCR Mix、および各プライマーを含む最終容量 10 μl の溶液で、98°C 2 分の後、98°C 10 

秒、60°C 10 秒、68°C 30 秒を 40 サイクル行った。内在性コントロールとしては β-actin を増幅
した。 

(6) 組織学：組織学的解析のために、組織をパラフィンに包埋し、切片を hematoxylin と eosin

で染色した。 膝軟骨組織の染色には、Fast Green & Saflanin-O 染色を用いた。 

 免疫組織学的解析では、膝関節組織を 20% sucrose を含む PBS で洗浄し、Super Cryoembedding 

Medium (Leica Microsystems Japan) に包埋し、凍結した。 切片は 2% BSA/PBS で 30 分ブロック
した後、 Streptavidin/Biotin Blocking Kit (Vector Laboratories) で 30 分ブロックした。切片は
Alexa Fluor 647 標識 CD4 抗体または抗 CD8 抗体、および H2DCFDA と 1 時間室温で反応させ
た後、洗浄し FV1000D IX83 (Olympus) で観察した。 

(7) ELISA：血中 immunogloblin の測定には、抗マウス Ig 抗体を固層化後、プレートをブロッキ
ング、洗浄した後に標準物質またはサンプルを入れ反応させた。プレートを洗浄後、HRP が標
識された抗マウス Ig 抗体と反応させた。プレートは 3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine で発色させた。 

コラーゲン特異的抗体の測定には、マウス由来 type II コラーゲンを固層化後、プ レートをブロ
ッキング、洗浄した後に標準物質またはサンプルを入れ反応させた。プレートを洗浄後、HRP

が標識された抗マウス Ig抗体と反応させた。プレートは 3,3’,5,5’-tetramethylbenzidineで発色さ
せた。 
(8) PTEN の酸化の測定および Western Blot：FACSAria でソーティングした細胞は、Sulfenylated 

Protein Cell-Based Detection Kit (Cayman Chemical) を用いてサンプルを調整した。サンプルは、
SDS-PAGE で電気泳動後、PVDF メンブレンに転写した。メンブレンは、2% BSA/PBS で 30 分
ブロックした後、抗マウス PTEN 抗体 (Cell Signaling Technology) と 4℃で 1 晩反応させた。洗
浄後、HRP 標識抗ウサギ IgG 抗体と室温 1 時間反応させた。メンブレンは、ECL (Pierce) で発
色させた。 

 

4. 研究成果 

(1) 抗酸化剤投与によるコラーゲン投与関節炎の抑制：CIA モデルマウスに抗酸化剤 NAC およ
び TEMPOL を投与し、レドックス反応の自己免疫疾患への関与を検討したところ、NAC およ
び TEMPOL を経口投与したマウスでは、投与していないマウスと比較して関節における浸潤細
胞数が顕著に減少しており、関節の肥厚および骨破壊も抑制された。さらに、Superoxide radical

を主に除去する TEMPOL でその効果が NAC よりも高いことから、関節リウマチにおける
Superoxide radical の関与が示唆された。CIA マウスの結果に対して、CAIA マウスにおいては抗
酸化剤の投与による炎症の抑制が認められなかった。このことより、抗酸化剤による関節炎の
抑制効果は抗体産生のプロセスに関与することが予想された。 
(2) 抗酸化剤による抗体産生の抑制と Treg 減少の回復：抗酸化剤による関節炎の抑制が、抗体
産生のプロセスの抑制によるかを検討するため、抗体産生に関与する Tfh および GC B の数を
フローサイトメトリーを用いて調べたところ、CIA マウスで観察された Tfh および GC B の増
幅が、抗酸化剤の投与により顕著に抑制されることを見出した。さらに、炎症惹起時の抗体価
を ELISA 法を用いて調べたところ、抗酸化剤を投与したマウスでは総抗体価およびⅡ型コラー
ゲン特異的抗体価が CIA マウスと比較して、顕著に抑制されることが示された。 
 Tfh と GC B による抗体産生は、濾胞内において CD4 陽性および CD8 陽性の Treg によって
制御されている。そこで、これらの細胞をフローサイトメトリーを用いて検討したところ、CIA

マウスでは、CD4 ならびに CD8 制御性 T 細胞 (Treg) がナイーブのマウスと比較して顕著に減
少しており、これらの細胞は抗酸化剤の投与によって、その数が回復することが示された。一
方で、関節炎の悪性化に関与する IL-17 産生ヘルパーT 細胞 (Th17) と Treg 細胞の比を調べた
ところ、CIA マウスで顕著に増加していた Th17/Treg の比が、抗酸化剤の投与によりナイーブ
マウスと同等程度まで減少していることを見出した。 
(3) ROS の Treg に与える影響についての検討：CIA マウスにおいて Treg 細胞が ROS により減
少しているかを検討するため、Treg 細胞内の ROS の値を測定したところ、Treg 細胞内の ROS

の値は細胞数と逆相関することが示された。さらに、CD4 および CD8 Treg における PTEN の
酸化的阻害を検討したところ、CIA マウス由来の Treg において PTEN の酸化が亢進しており、
抗酸化の投与によって酸化的阻害が解除されており、ROS による Treg の安定的維持シグナル
の阻害が示唆された。 
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