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研究成果の概要（和文）：本研究は、様々な免疫寛容機構のうち、我々が同定した機構を詳細に解明し、自己免
疫疾患の治療やがん免疫療法の強化に役立てることを目的としている。特に末梢組織で機能する免疫寛容機構が
抗原特異的に機能し、自己反応性T細胞を除去することを明らかにし、その仕組みの一端として、制御性T細胞が
発現するOX40という分子が重要であることを明らかにした。さらに、この機構は繰り返し機能する際には、より
効率良く病的T細胞を除去でき、免疫寛容機構の記憶の存在が示唆された。さらに、コレステロール代謝に関連
する分子に関して、がん免疫のブレーキ役となる分子を同定した。本成果は、難治性疾患やがんの治療に役立つ
ことが期待された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to elucidate the various immune tolerance 
mechanisms that we have identified and to use them to treat autoimmune diseases and to enhance 
cancer immunotherapy. In particular, we have shown that the immune tolerance mechanism functioning 
in peripheral tissues operates in an antigen-specific manner to eliminate autoreactive T cells, and 
that the molecule OX40, which is expressed by regulatory T cells, is important as a part of this 
mechanism. Furthermore, this mechanism was able to eliminate pathological T cells more efficiently 
when functioning repeatedly, suggesting the existence of a memory of immune tolerance mechanisms. 
Furthermore, we identified cholesterol metabolism-related molecules that act as brakes on cancer 
immunity. These results were expected to be useful for the development of the treatment in 
intractable diseases and cancer.

研究分野：皮膚免疫

キーワード： 免疫寛容　免疫制御　T細胞　天疱瘡　自己免疫疾患

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、ヒト自己免疫疾患で標的とされている自己抗原に対する抗原特異的な末梢性免疫寛容機構の一端を
マウスモデルで明らかにできた点が、人工的に作成された従来の自己免疫モデルでの成果と大きく異なる。特
に、今回明らかにできた制御性T細胞が発現するOX40分子が重要な分子であった点は、今後の免疫疾患治療戦略
上、有益な成果であったと考えられた。また、本研究を通じて、免疫制御機構とコレステロール代謝の接点を明
らかにできた。従来知られてこなかった、コレステロール代謝を利用した免疫制御機構を明らかにでき、今後の
疾患制御法開発の戦略に新たな研究領域を確立できたことは、学術的にも大きな意義があった。

※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 

角化細胞に発現する細胞接着分子デスモグレイン 3（Dsg3）は、自己免疫性水疱症である尋常性天
疱瘡（PV）の標的自己抗原である。PV では、抗 Dsg3 抗体により角化細胞の細胞接着が障害され、全
身皮膚や口腔粘膜に水疱・びらんをきたす。 

自己抗体の産生に重要な自己反応性 T 細胞の意義を明らかにするため、我々はマウスの系におい
てすでに、Dsg3 特異的 T 細胞受容体トランスジェニック（Dsg３H１）マウスの作成を行なってきた。この
Dsg３H１マウスの解析の中で、生理的表皮自己抗原 Dsg3 に対する免疫寛容機構の存在を明らかに
した。つまり、Dsg3 特異的 T 細胞は Dsg3 非存在下では T 細胞が分化し存在しえるが、Dsg3 存在下
では胸腺で完全に消失した。この事は Dsg3H1 マウスが免疫寛容機構の存在を知るためのツールとし
て有用であることを意味する。これを利用し、我々はさらに Dsg3 に対する T 細胞末梢免疫寛容機構が
存在することを胸腺移植や養子移入の実験系を駆使して明らかにしている。 つまり、養子移入のモデ
ルでは野生型マウスに Dsg3 特異的 T 細胞（H1）を移入すると、この免疫寛容機構によりリンパ節で自
律的に “分裂”した後に 14 日間で“消失”するという末梢免疫寛容機構を明らかにしていた（図 1）。本
研究では、この実験システムを利用し、さらに免疫寛容機構の知見を深めることを試みた。 

一方、我々は免疫制御作用をもつ IL-27 と TGF-bを同時に CD4+ T 細胞に作用させると、コレステ
ロール 25-水酸化酵素（cholesterol 25-hydroxylase; Ch25h）が強力に誘導されることを明らかにして
きた。Ch25h はコレステロールを 25-水酸化コレステロール（25OHC）に変換する酵素である。
Ch25h+CD4+ T 細胞は細胞内のコレステロールを利用し、25OHC を生成し分泌する。25OHC は強
力なコレステロール合成阻害作用をもつため、分泌された 25OHC は周囲の T 細胞に作用しコレステロ
ール合成を阻害し、細胞内コレステロールが枯渇する結果、周囲 T 細胞に細胞死が誘導される。この
様な新たな機能分子の T 細胞での発現を確認することで、免疫系とコレステロール代謝の接点の存在
とその重要性を明らかにしてきた。本研究においても、コレステロール代謝と免疫機能の関連性につい
て、新たな知見を深めることを試みた。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、末梢組織において病態に直接関与する T 細胞が除去される機序を明らかにする
ことである。特に、自己抗原特異的な末梢免疫寛容機構とコレステロール代謝に着目した免疫制御の
解析を通じて、自己免疫疾患・悪性腫瘍における新たな治療標的を同定し、将来の応用を目指して、
基礎データを蓄積することである。 
 
 
３．研究の方法 
本研究は(1)Dsg3 に対する末梢性免疫寛容機構の解析と(2)コレステロール代謝を利用した免

疫制御機構の解析の大きく二つに分けて行なっていく。 
 (1) Dsg3 に対する末梢性免疫寛容機構の解析 

① Dsg3 に対する末梢性免疫寛容機構の責任分子の同定 
我々は先行研究において Dsg3 特異的 TCR トランスジェニックマウス（Dsg3H1 マウ

ス）を作成しており、このマウスから Dsg3 特異的 CD4 T 細胞（Dsg3H1 T 細胞）を準
備することができる。Dsg3H1 T 細胞は Rag2-/-マウスに移入すると、Dsg3 を発現する
角化細胞を直接傷害し、自己免疫性皮膚炎を生じる。しかし、この Dsg3H1 T 細胞を野
生型マウスに移入すると皮膚リンパ節において分裂し、14 日以内に消失する（図 1）。
この末梢での抗原特異的な自己反応性T細胞クローンの除去機構における責任細胞と責
任分子を、この実験系と各種遺伝子改変マウスを用いて解析し、同定した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

図 1. 色素で標識した Dsg3 特異的
CD4 T 細胞（Dsg3H1 T 細胞）を野
生型および Dsg3-/-マウスに投与し、3
日目、14 日目に解析した。3 日目で
は、野生型マウスで分裂を確認した
が、Dsg3-/-マウスでは確認されなかっ
た。14 日目では、野生型マウスでは
移入した細胞が確認されなかった
が、Dsg3-/-マウスでは確認された。 



② Dsg3 に対する末梢性免疫寛容機構における記憶機能の同定 
 免疫寛容機構における記憶機能、すなわち同じ自己反応性 T 細胞が繰り返し発生する
際に、初回に機能した免疫寛容機構が、二回目以降により効果的に機能を発揮するとい
う仕組みについては、知られていない。そこで、我々は、Dsg3 に対する末梢免疫寛容機
構の実験系を利用して、免疫寛容機構の記憶機能の存在について検討を行なった。 

 
 (2) コレステロール代謝を利用した免疫制御機構の解析 

① Ch25h 発現 CD4 T 細胞の自己免疫における役割の解明 
  Ch25h 発現 CD4 T 細胞の自己免疫疾患における役割を検討するため、Ch25h-/-マウ
スと Dsg3H1 マウスを交配し、Ch25h-/--Dsg3H1 マウスを作成した。このマウスから
Ch25h-/--Dsg3H1 T 細胞を単離し、これを Rag2-/-マウスに移入することにより、自己免
疫性皮膚炎を生じさせる。この時、コントロールの Dsg3H1 T 細胞による皮膚炎の程度
と比較することで、Ch25h 分子の自己免疫性皮膚炎における役割を評価した。また、自
己免疫性皮膚炎モデルは Th1 細胞により誘導されるモデルであると考えられているが、
Th1 細胞の分化にとって重要な転写因子である T-bet と Ch25h 分子の発現の関係性に
ついても T-bet 欠損マウスを用いて検討をした。 
 
 

② コレステロール代謝関連分子の癌免疫における役割の解明 
 我々の先行研究からコレステロール代謝が免疫系において重要な役割を持っている
ことが示唆されたため、あるコレステロール代謝分子における癌免疫の役割について、
従来型の KO マウスおよびコンディショナル KO マウスを用いて解析を進めた。また同
分子の発現をすでに公開されているヒト癌組織のトランスクリプトームデータを再利
用することで解析し、マウスだけでなく、ヒトにおける同分子の重要性を評価した。 

 
４．研究成果 

(1) Dsg3 に対する末梢性免疫寛容機構の解析 
① Dsg3 に対する末梢性免疫寛容機構の責任分子の同定 
 Dsg3H1 T 細胞が 14 日以内で消失する機構の詳細を明らかにするために、免疫寛容に関
連する分子として Aire および PD-1 に着目し、野生型マウスのかわりに、Aire-/-マウスお
よび抗 PD-1 中和抗体処理をした野生型マウスに Dsg3H1 T 細胞を投与した。その結果、
両マウスにおいても Dsg3H1 T 細胞は 14 日以内で消失し、両分子は本免疫寛容機構にとっ
て重要でないことが明らかになった。 
 一方、末梢における免疫寛容に重要であることが知られている Foxp3+制御性 T 細胞
(Treg)の本免疫寛容機構への関与を検討するため、Treg を除去できる遺伝子改変マウスを
用いて検討した。その結果、Treg を除去したマウスにおいて Dsg3H1 T 細胞は 14 日以内
に消失することなく分裂・活性化し、自己免疫性皮膚炎を誘導した（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
しかし、Foxp3 遺伝子に変異（R397W 変異）をもつ Foxp3 変異マウスに Dsg3H1 T 細

胞を移入した場合には野生型と変わらず Dsg3H1 T 細胞は消失した。このことから、Treg
細胞に発現する遺伝子のうち、Foxp3 遺伝子によって制御される遺伝子は本免疫寛容機構
には関係がないことがわかった。この知見から、Treg 特異的に発現する遺伝子において
Foxp3 遺伝子と無関係に発現が誘導される遺伝子の一つとして OX40 遺伝子が責任候補分
子として同定された。実際に Treg 特異的に OX40 遺伝子を欠損させると、Dsg3H1 T 細胞
は消失せずに、自己免疫性皮膚炎を誘導した（図 3）。 
 
 
 
 

図 2. ジフテリア毒素（DT）を投与す
ると Treg を除去できる遺伝子改変マ
ウス（DEREG マウス）と野生型マウ
スに DT を投与し、その後、各マウス
に色素で標識した Dsg3 特異的 CD4 T
細胞（Dsg3H1 T 細胞）を移入した。
野生型マウスでは Dsg3H1 T 細胞は消
失したが、DEREG マウスでは消失し
なかった。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上のことから、Dsg3 特異的 T 細胞クローンを末梢組織において除去する機構として、

Treg の OX40 分子が非常に重要であることが明らかになった。 
 
② Dsg3 に対する末梢性免疫寛容機構における記憶機能の同定 
 Dsg3H1 T 細胞が末梢組織で消失する機構に関し、本機構が二回目に発動する際に、より
効率よく機能するかどうかを検証するため、Dsg3H1 T 細胞を野生型マウスに投与し消失
したマウスに、投与 60 日後に再び Dsg3H1 T 細胞を投与し、その消失の状態を検証した。
その結果、1 回目投与時には、消失まで 14 日程度観察期間が必要であったが、２回目投与
は 12 時間ですでに消失を確認できた（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
このことから、Dsg3H1 T 細胞に対する末梢免疫寛容機構に対して、２回目以降には迅速に
寛容機構が機能することが確認された。さらに、この免疫寛容機構にとって重要な細胞集団
を確認するため、投与後 CD3 抗体を投与し、CD3陽性細胞集団を除去すると、2 回目投与
時の迅速な細胞の消失は解除された。以上の結果から、末梢免疫寛容機構の記憶機能には、
CD3陽性細胞集団が関与していることが推察された。 

 
 
 (2) コレステロール代謝を利用した免疫制御機構の解析 

① Ch25h 発現 CD4 T 細胞の自己免疫における役割の解明 
  TCR刺激下で IL-27 と TGF-bを同時に作用させると、Ch25h 発現 CD4+ T 細胞が誘導でき
ることを示してきた。この Ch25h 発現 CD4+ T 細胞は Ch25h の代謝産物である 25OHC を分泌
する。25OHC が活性化免疫細胞の細胞死を誘導することから、Ch25h 発現 CD4+ T 細胞は免
疫に何らかの影響を与えることが推察された。そこで、Ch25h-/-マウスと Dsg3H1 マウスを交配し、
Ch25h-/--Dsg3H1 T 細胞を準備し、これを Rag2-/-マウスに移入後、自己免疫性皮膚炎を誘
導し皮膚炎の程度を観察することで、T 細胞が発現する Ch25h の免疫学的役割を検討した。
その結果、Dsg3H1 T 細胞において Ch25h を欠損すると、皮膚炎の程度が悪化し、炎症細
胞浸潤の程度が増悪することがわかった（図 5）。これらの結果から、Ch25h 発現 CD4+ T
細胞は免疫制御機能を有することがわかった。 
 
 
 
 
 
 
 

図 3. タモキシフェン投与により Foxp3 陽性細胞
で特異的に OX40 を欠失させることができるマウ
ス （ Foxp3Cre-ERT2-OX40flox/flox マ ウ ス ） と
Littermate に、タモキシフェン（TAM）を投与し
て Foxp3 を欠失させ、色素で標識した Dsg3 特異
的 CD4 T 細胞（Dsg3H1 T 細胞）を移入した。14
日目に、Foxp3 陽性細胞で OX40 を欠失させたマ
ウスにおいて、Dsg3H1 T 細胞は消失せずに、存在
が確認された。 

図 4. 野生型マウスに Dsg3 特異的 CD4 T
細胞（Dsg3H1 T 細胞）を移入した 60 日後
に、再度 Dsg3H1 T 細胞を移入した（再投
与）。投与 12 時間後には Dsg3H1 T 細胞は
検出ができかったが、初回投与の場合では
検出はできた。 

図 5. Ch25h-/--Dsg3H1 T 細胞（赤線）と
Dsg3H1 T 細胞（青線）を準備し、Rag2-/-

マウスに移入後、自己免疫性皮膚炎の臨床
症状スコアを掲示的に観察した。 



② コレステロール代謝関連分子の癌免疫における役割の解明 
 我々の先行研究からコレステロール代謝と免疫との密接な関係を明らかにすることがで
きた。今回、あるコレステロール代謝に関連する分子（コレステロール代謝関連分子）に着
目し、この KO マウスを用いて、癌免疫との関連性について、検討を行った。従来型の KO
マウスと野生型マウスに MC38 がん細胞を皮下接種し、抗 PD-L1 抗体あるいはアイソタ
イプ抗体で処置し、腫瘍量を経時的に観察した。その結果、抗 PD-L1 抗体で完全に消失し
なかった腫瘍が、KO マウスにおいては、消失することがわかった。次に同分⼦の Venus レ
ポーターマウスを作成し、⽪下腫瘍モデルにおいて Venus 陽性細胞の出現を評価した。そ
の結果、主に、マクロファージに Venus 陽性細胞の出現が確認された。そこで、LysM-Cre
マウスを交配してマクロファージ特異的に同分⼦を⽋損させたコンディショナル KO マウ
スを⽤いて、検討をさらに⾏った。MCA205 がん細胞株を⽪下接種したモデルにおいては、
抗 PD-1 抗体の抗腫瘍効果が、WT マウスに⽐較して増強していた。 
 すでに公開されているデータセットを利⽤し、ヒトがん組織に浸潤する免疫細胞におけ
る同分⼦の発現状況を評価した。その結果、ヒト肺癌及びメラノーマ組織の浸潤細胞の単細
胞 RNA シーケンス結果を解析すると、確かに、同分⼦を発現する細胞集団が確認された。
またメラノーマにおける浸潤マクロファージに発現する同分⼦の発現レベルは免疫チェッ
クポイント阻害剤奏功群で低かった。以上の結果から、同分⼦はある種のがんにおいて、腫
瘍免疫を抑制する分⼦として働いていることが、マウスおよびヒトデータから⽰唆された。 
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