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研究成果の概要： 
 炎症性腸疾患の病因として炎症惹起性 CD4+T 細胞が広く知られているが、長期生存した腸炎

惹起性 CD4+T 細胞がどのような形質を獲得するかは未だ不明である。そこで我々は、

CD4+CD45RBhigh 移入大腸炎を作製し、大腸炎を発症したマウスの大腸より取り出した lamina 

propria (LP) CD4+T 細胞を再度免疫不全マウスの腹腔内に移入、LPCD4+T 細胞移入を繰り返す

事により長期生存炎症惹起性 CD4+T 細胞を作製、この細胞の機能について検討した。 

 大腸炎を発症したマウスの大腸より取り出した LPCD4+T 細胞を再度免疫不全マウスの腹腔内

に移入、LPCD4+T 細胞移入を繰り返し、大腸炎の発症を経時的に検討した。また、同時に IFN-

γ、TNF-α、IL-17 などの Th1、Th17 サイトカインの産生能を検討した。次に LPCD4+T 細胞移

入を繰り返し７世代で腸炎未発症マウスの LPCD4+T 細胞、１世代で腸炎を発症したマウスの

LPCD4+T 細胞を naïve CD4+CD45RBhighT 細胞と共移入し、腸炎抑制能を検討した。 

 LPCD4+T 細胞移入を繰り返すことで、腸炎発症までの期間が延長し、6世代までは全例腸炎を

発症したが 7 世代以降は腸炎未発症マウスが出現し大腸炎発症率も減少した。また、7 世代マ

ウスは、Th1、Th17 サイトカイン産生が低下した。１世代 LPCD4+T 細胞を共移入した群は腸炎

を発症したが、腸炎未発症 7世代 LPCD4+T 細胞を共移入した群は腸炎を発症しなかった。 

 これは、病的 CD4+T 細胞が、その病的 CD4+T 細胞を抑制する制御性 CD4+T 細胞に変化したこと

を示した画期的な業績である。 
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１．研究開始当初の背景 
 従来から炎症性腸疾患は小腸や大腸を侵

す腸に限局した疾患として捉えられ、内科的

な治療が困難な症例に対しては腸病変の外

科的局所切除が行なわれてきた。そして、術

後、外科的緩解 (Surgical remission)とい

う用語が用いられているように炎症性腸疾

患の病態は外科的に一旦健常状態にリセッ

トされたと判断されてきた。しかしながら、

ほぼ 100％の患者で術後に手術以前と同様な

病変を再燃する。我々はこのような炎症性腸

疾患の永続性・難治性の原因として免疫の記

憶（メモリー）という概念を提唱してきた

(Kanai T, Totsuka T, et al. Am J Physiol 

Gastrointest Liver Physiol 290: 1051-8, 

2006)。すなわち、疾患の責任細胞は腸内細

菌抗原を特異的に認識し記憶する免疫記憶

CD4+T細胞が炎症性腸疾患発症時に形成され、

ひとたび緩解導入に成功しても永続的に潜

在する腸炎責任免疫記憶 CD4+T 細胞の腸内細

菌存在による再活性化が再燃を引き起こす。

しかしながら、臨床現場では発症後数十年の

炎症性腸疾患長期経過例において発症期に

比べ、緩解または病勢の軽症化をしばしば経

験する。我々はこの現象の原因として、潜在

する腸炎惹起生免疫記憶 CD4+T 細胞の免疫学

的加齢(immunosenescence)の関与に着眼し

た。すなわち、従来の正確ではない概念、‘免

疫記憶細胞の不死性’とは相反し、常に抗原

（腸内細菌）に暴露されている腸炎惹起生免

疫記憶 CD4+T 細胞の加齢（老化）に伴う免疫

学的機能性の劣化(exhausion)を逆に利用し、

この免疫学的機能性の劣化を生体外で人為

的に推進する細胞治療によって炎症性腸疾

患治療における緩解導入を試みた。 

 
２．研究の目的 

 炎症性腸疾患である潰瘍性大腸炎および

クローン病は若年者を襲い様々な副作用に

直面する治療の継続を余儀なくされる難病

である。本邦において、罹患数は潰瘍性大

腸炎７万人、クローン病３万人と増加の一

途をたどり、さらに、ひとたび罹患すると

生涯に渡り疾患を背負うため、社会的にも

極めて重要な疾患ととらえられている。両

疾患とも、免疫学的因子、環境因子、遺伝

因子など様々な病態が考えられているが、

その複雑性、多様性から治療に難渋するこ

とが多い。臨床においては亢進した免疫を

非特異的にステロイド剤や免疫抑制剤など

によってコントロールするのが実情でなお

も緩解と増悪を繰り返す。多くの症例が自

己免疫類似疾患と捉えられて、ステロイド

や免疫抑制剤など非特異的免疫制御による

治療が施されるが、その副作用の問題や、

さらに治療抵抗例も多く、現在の治療法で

は限界があることは明らかであり、画期的

な新規治療法開発は国民的要請であり急務

である。我々は今回のプロジェクトにおい

て、炎症性腸疾患新規治療法の開発を目的

に、炎症性腸疾患における腸炎惹起性メモ

リーT 細胞の老化促進を推進することを応

用したまったく新しい免疫学概念に立脚し

た新規治療法の開発について追求する。 

 
３．研究の方法 
(1) マウスCD4+CD45RBhigh T細胞移入大腸炎粘

膜内腸炎惹起性免疫記憶CD4+T細胞の再移入



モデル 

① 正常マウス脾細胞よりMACS beadsにて

CD4+T 細 胞 を 単 離 、 FACS Vantage に て

CD4+CD45RBhighT細胞を分離し、１匹あたり3×

105個のCD4+CD45RBhighT細胞を免疫不全マウス

の腹腔内に投与する。 

② 移入後大腸炎発症時にマウス大腸粘膜よ

り LPCD4+T 細胞を単離し、単離した腸炎惹起

性免疫記憶 CD4+T 細胞を再度免疫不全マウス

の腹腔内に投与する(Totsuka T, et al. 

Gastroenterology. 124: 410-421, 2003)。 

③ ②の再移入を繰り返し、腸炎発症頻度、

発症までの期間を検討する。 

④ 毎回の腸炎発症時（初期体重10%減）の臨

床スコア、腸炎組織学的スコアを検討する。 

⑤ 脾臓、腸間膜リンパ節、大腸粘膜CD4+T細

胞数の検討 

⑥ 大腸粘膜内CD4+T細胞の細胞表面抗原の発

現のフローサイトメトリーによる検討 

⑦ 大腸粘膜内CD4+T細胞のサイトカイン産

生能を細胞質染色フローサイトメトリーと

ELISA法 (IFN-γ、IL-2、IL-4、IL-10、TNF

-α, TGF-β)による検討 

⑧ 制御性T細胞の関するCD25, GITR, CTLA

-4, Foxp-3発現と細胞増殖抑制in vitroア

ッセイによる検討 

 

(2) 加齢化免疫記憶CD4+T細胞の腸炎発症抑

制の検討 

① 上記(1)の再移入プロトコールにおいて

約6世代で、腸炎を発症しない個体が出現す

る。腸炎未発症マウス脾臓および腸間膜リ

ンパ節より分離した免疫記憶CD4+T細胞を分

離し、(1)同様に細胞形態および機能をin v

itroで解析する。 

② 腸炎未発症マウス加齢化免疫記憶CD4+T

細胞の腸炎発症抑制能を検討する目的に、

得られた加齢化免疫記憶CD4+T細胞(3x105/m

ouse)を正常マウス脾臓CD4+CD45RBhighT細胞

(3x105/mouse)と新しい免疫不全マウスへ共

移入する。コントロールとして正常マウス

脾臓CD4+CD45RBhighT細胞のみ(3x105/mouse)

を免疫不全マウスへ移入する群を設定する。 

③ 経時的に腸炎発症の観察を行う。 

④ さらに、上記の検討をLy5.1+マウス脾臓C

D4+CD45RBhighT細胞とLy5.2+加齢化免疫記憶C

D4+T細胞に識別するコンジェニック系を用

いることにより、抑制機能の場を追求する。 

 

(3) in vitro腸炎抑制性加齢化免疫記憶CD

4+T細胞の確立 

① CD4+CD45RBhighT細胞移入大腸炎マウス炎

症粘膜より粘膜内CD4+T細胞を分離する。 

② 分離した粘膜内CD4+T細胞を抗CD3抗体／

抗体CD28抗体抱合ビーズおよびIL-7にて長

期培養を行う。 

③ CD4+CD45RBhighT細胞移入大腸炎マウス糞

便を採取する。得られた糞便をホモジェネ

ートし無菌化後、正常マウス骨髄細胞から

分離した樹状細胞へパルスする。糞便腸内

細菌抗原パルス樹状細胞を定期的に作成し、

分離した粘膜内CD4+T細胞との長期培養を行

う。 

④ 以上の長期培養での分裂能をCFSEラベ

ルした粘膜内CD4+T細胞を用いて検証する。 

⑤ 長期培養後の粘膜内CD4+T細胞の細胞表

面抗原の発現のフローサイトメトリーを用

いた検討。 

⑥ 長期培養後の粘膜内CD4+T細胞の細胞増

殖抑制能をin vitroアッセイにて検討。 

⑦ 長期培養後の粘膜内CD4+T細胞のテロメ

ア長を測定する。 

⑧ 以上の検討により加齢化および抑制能

を有する培養粘膜CD4+T細胞のin vivo腸炎

抑制能を検討する目的に、得られた培養加

齢化免疫記憶CD4+T細胞(3x105/mouse)を正

常マウス脾臓CD4+CD45RBhighT細胞(3x105/mou

se)と新しい免疫不全マウスへ共移入する。

コントロールとして正常マウス脾臓CD4+CD4

5RBhighT細胞のみ(3x105/mouse)を免疫不全



マウスへ移入する群を設定する。 

⑨ 経時的に腸炎発症の観察を行う。 

 

(4) ヒト炎症性腸疾患における加齢化免疫

記憶CD4+T細胞の検討 

① 十分なインフォームド・コンセントのも

とに、手術時、内視鏡時に得られた大腸炎

粘膜のCD4+T細胞にMACSビーズを使用し単離

する。 

② 単離した粘膜内CD4+T細胞をFACSにて、C

D3/CD4、CD62L/CD44、CD4/IL-7R、CD4/Foxp

-3、CD3/PD-1、CD4/TCRVβを二重染色にて

解析する。 

③ 抗CD3/抗CD28抗体刺激による粘膜内CD4+

T細胞の培養上清を回収しELISA法にて、IFN

-γ、IL-2、IL-4、IL-10、TNF-α、TGF-β

濃度を測定する。 

④ 単離した粘膜内CD4+T細胞の制御性T細胞

機能をin vitroアッセイにて検討する。 

⑤ 単離した粘膜内CD4+T細胞のテロメア長

を測定する。 

⑥ 以上のデータと発症後経過年数との比

較を検討する。 

 
４．研究成果 

(1) マウスCD4+CD45RBhigh T細胞移入大腸炎粘

膜内腸炎惹起性免疫記憶CD4+T細胞の再移入

モデル 

 正常マウス脾細胞よりMACS beadsにて

CD4+T細胞を単離、FACS Vantageにて

CD4+CD45RBhighT細胞を分離し、１匹あたり

3×105個のCD4+CD45RBhighT細胞を免疫不

全マウスの腹腔内に投与し、移入後大腸

炎発症時にマウス大腸粘膜よりLPCD4+T

細胞を単離し、単離した腸炎惹起性免疫

記憶CD4+T細胞を再度免疫不全マウスの

腹腔内に投与、LPCD4+T細胞移入を繰り返

すことで、腸炎発症までの期間が延長し、

6世代までは全例腸炎を発症したが7世代

以降は腸炎未発症マウスが出現し大腸炎

発症率も減少した。また、7世代マウスは、

Th1、Th17サイトカイン産生が低下した。 
 
(2) 加齢化免疫記憶CD4+T細胞の腸炎発症抑

制の検討 

 7世代で、腸炎を発症しない個体が出

現する。腸炎未発症マウス脾臓および腸

間膜リンパ節より分離した免疫記憶CD4
+T細胞を分離する。得られた加齢化免疫

記憶CD4+T細胞(3x105/mouse)を正常マウ

ス脾臓CD4+CD45RBhighT細胞(3x105/mous

e)と新しい免疫不全マウスへ共移入し

た結果、１世代LPCD4+T細胞を共移入し

た群は腸炎を発症したが、腸炎未発症7

世代LPCD4+T細胞を共移入した群は腸炎

を発症しなかった。 

 これらの結果より、炎症性腸疾患における

腸炎惹起性メモリーT 細胞の老化促進を推進

することを応用したまったく新しい免疫学

概念に立脚した新規治療法の開発に結びつ

くものと考えられる。 
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