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研究成果の概要（和文）：　免疫恒常性を維持する機序として、制御性T細胞 (Treg) による免疫抑制があり、
一般的に知られるCD4陽性のTreg以外にCD8陽性の細胞系譜 (CD8 Treg) が存在することが知られている。本研究
では、CD44、CD122を発現するマウスCD8 T細胞の中に、自己抗原ペプチドを提示したQa-1に結合する分画が存在
し、この分画が免疫抑制活性を示すことを見出した。また、この分画は、一度も抗原刺激を受けていないにもか
かわらずメモリー型の表現型を呈するバーチャルメモリーT細胞と類似する遺伝子発現を示すことを見出した。

研究成果の概要（英文）：One of the mechanisms for maintaining immune homeostasis is 
immunosuppression by regulatory T cells (Tregs). In addition to the well-known CD4-positive Tregs, 
there exist CD8-positive cell lineages (CD8 Tregs) that have immunosuppressive activity. In this 
research project, we found that among mouse CD8 T cells expressing CD44 and CD122, there was a 
fraction that binds to Qa-1 presenting self-antigen peptides, and this fraction exhibited 
immunosuppressive activity. We further found that this fraction showed gene expression profiles 
similar to those of virtual memory T cells, a subtype of T cells that have acquired memory-type 
phenotype without prior exposure to foreign antigens.

研究分野： 免疫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　自己免疫疾患や臓器移植などにおいて免疫寛容を誘導する、あるいは逆に、免疫監視を阻害することで抗腫瘍
免疫を強化しようとするためにTregを標的とした応用研究が行われている。Tregを標的とする治療においては、
生体内での数・機能の制御が重要である。本研究成果は、Tregの特定のサブセットの表現型と機能の一端を明ら
かにするものであり、Tregの生体内運命を人為的に制御することによる効率的で副作用の少ない免疫療法につな
がることが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
	 免疫系は病原体を認識し排除するが、自己を構成する分子や環境物質に対しては応答しない。
このような免疫応答と免疫寛容のバランスが破綻すると、自己免疫疾患やアレルギー疾患が発
症する。また、病原体に対する応答においても過剰な反応は組織破壊につながる。免疫恒常性を
維持する機序として、制御性 T細胞 (Treg) による免疫抑制があり、CD4陽性 (CD4 Treg) と CD8
陽性 (CD8 Treg) の細胞系譜が存在することが知られている。転写因子 Foxp3 を発現する CD4 
Tregについてはこれまでに多くの解析がなされ、その生成、維持、機能の詳細が明らかになりつ
つある。一方、CD8 Tregについては、異なる表現型と特徴をもつ複数のサブセットが報告され、
サブセット間の関係や個々の機能などの理解はまだ十分に進んでいない。本研究で着目するマ
ウス CD8 Tregは、CD44、CD122、Ly49の細胞表面発現により同定されるサブセットで、胚中心 
(GC) 内で抗体産生に重要な役割をもつヘルパーT 細胞である濾胞性ヘルパーT 細胞 (Tfh) の増
殖や機能を制御することにより免疫抑制機能を発揮する。マウス CD8 Tregは Tfh表面に発現す
る非古典的 MHCクラス I分子の Qa-1を認識するが、ヒトでは HLA-E拘束性 CD8 T細胞がマウ
ス CD8 Tregと同様に自己寛容の維持に働く。 
	 研究代表者らは、細胞膜タンパク質を細胞皮層に連結する ezrin–radixin–moesin (ERM) ファミ
リー分子の moesin を欠損するマウスが加齢とともに全身性エリテマトーデス (SLE) 様の自己
免疫疾患を発症することを本研究開始までに見出していた (J Immunol. 2017;199;3418)。本マウ
スでは上記の CD44+CD122+Ly49+ CD8 Tregが有意に減少していることから、CD8 Tregの生体内
維持の破綻が SLE様の自己免疫疾患の発症につながることが示唆された。 
 
２．研究の目的 
	 本研究は、moesin欠損マウスの病態解析を通して CD8 Tregの生体内維持機構を解明すること
を目的とした。最終的には、Treg の恒常性の破綻により自己免疫疾患が発症する機序の一端を
理解するとともに、Treg を標的とした自己免疫疾患の治療につなげる基盤の確立を目指すこと
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 試薬：フローサイトメトリーに用いた各種モノクローナル抗体 (mAb) 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。各種テトラマーは NIH 
Tetramer Core Facilityより入手した。4-hydroxy-3-nitrophenylacetyl–keyhole limpet hemocyanin (NP-
KLH) は Biosource Technologiesより購入した。 
(2) マウス：C57BL/6 (B6) マウスは日本 SLCから購入した。moesin欠損マウスは C57BL/6遺伝
的背景に 10 世代以上戻し交配し、オスの moesin 欠損 (Msn−/Y) マウスと同腹仔野生型 (Msn+/Y) 
マウスを実験に使用した。Rag2 欠損マウスは京都大学より分与を受けた。マウスはすべて滋賀
医科大学動物生命科学研究センターにて飼育した。すべての研究や手順は滋賀医科大学動物実
験委員会の承認を受けた。 
	 moesin floxマウスの作製のためには、マウス受精卵に CRISPR/Cas9法を用いて moesin遺伝子
コード領域のエキソン 4 を挟み込む形で LoxP 配列を挿入することとした。具体的には、S. 
pyogenes 由来の Cas9 endonuclease と人工合成した guide RNA によって形成される Cas9 複合体
を、事前に調整した LoxP 配列で挟まれた moesin 遺伝子エキソン 4 の 1 本鎖オリゴヌクレオチ
ドとともに、マウス受精卵にエレクトロポレーションにより導入した。得られた遺伝子改変受精
卵を仮親マウスに移植した。 
(3) フローサイトメトリー：マウス脾臓から調整した細胞懸濁液を抗 CD16/CD32抗体と 10分イ
ンキュベートした後、モノクローナル抗体と氷上で 30分インキュベートした。テトラマーによ
る染色では、室温で 30 分インキュベートした。洗浄後、FACSCantoII (BD Biosciences) または
LSRFortessa (BD Biosciences) でデータを取得し、FlowJo (Tree Sar) を用いて解析した。各サブセ
ットは FACSAria (BD Biosciences) でソートした。 
(4) 定量 PCRと RNA-seq：total RNAは TRIzol reagent (Thermo Fisher Scientific) を用いて抽出し、
High-capacity RNA-to-cDNA Kit (Thermo Fisher Scientific) を用いて cDNAを合成した。PCRはKOD 
SYBR qPCR Mix (Toyobo) を用いて LightCycler 480 (Roche) で行った。RNA-seqには total RNA
から SMART-Seq v4 (TAKARA) により cDNAを調整し、解析を行った。 
(5) 養子移入実験： 野生型マウスの脾臓から B 細胞と CD25− CD4 T 細胞をソートした。また、
Msn−/Yマウスと Msn+/Yマウスの脾臓から CD8 Treg をソートした。Rag2 欠損マウスに B 細胞と
CD25− CD4 T細胞を、野生型または moesin欠損 CD8 Tregとともに移入し、NP-KLHと complete 
Freund’s adjuvantで免疫し、10日目に NP-KLHと incomplete Freund’s adjuvantで免疫した。15日
日後に採血し、NP特異的抗体量を ELISAにより測定した。 
  
４．研究成果	
(1) CD8 Tregの表現型の解析：本研究で着目しているマウス CD8 Tregは、CD3、CD8、CD44、



CD122 を細胞表面に発現するサブセットで、非古典的 MHC クラス I分子の Qa-1 とそこに提示
される自己ペプチドを認識する。Qa-1上には通常 Qa-1-determinant modifier (Qdm) ペプチドが提
示されており、T 細胞受容体 (TCR) を介さずに CD8 Treg に結合することでその機能を抑制し
ている。CD8 Treg はこの Qdm ペプチドが Hsp60p216などの自己ペプチドに置き換わると細胞傷
害活性を発揮できると考えられている。そこで、マウス脾臓中の CD3+CD8+CD44+CD122+ T細胞
を Qa-1–Qdmテトラマー (Qdm-tet) と Qa-1–Hsp60p216テトラマー (Hsp-tet) を使用して染色する
と、Qdm-tet陰性かつ Hsp-tet陽性の細胞分画が同定された。この分画は、Tfh を介した GC反応
を阻害したことから、免疫抑制活性をもつサブセットであると考えられた。そこで、この分画の
RNA-seq 解析を行ったところ、CD122 以外に CD49、CD5 の発現が高く、Nrp1 の発現が低かっ
た。生体内には、一度も抗原刺激を受けていないにもかかわらずメモリー型の表現型を呈する
CD8 T細胞が存在し、バーチャルメモリー (VM) T細胞とよばれている。上記の CD8 Treg分画
の遺伝子発現パターンは、VM T細胞に類似していた。したがって、CD8 Tregは VM T細胞に属
するサブセットまたは近縁のサブセットであることが示唆された。 
(2) CD8 Tregの機能の解析：moesinが CD8 Tregの数だけでなく機能にも影響を与えるか明らか
にするため、in vivoで抑制活性を調べた。そのため、T細胞、B 細胞、NKT細胞を欠損する Rag2
欠損マウスに、野生型 B 細胞および CD25+画分除去 CD4 T 細胞を、野生型または moesin 欠損
マウスから単離した CD8 Tregとともに移入し、移入後 NP-KLHで免疫して NP特異的抗体価を
測定した。その結果、moesin欠損 CD8 Tregを移入したマウスでは、野生型 CD8 Tregを移入し
た場合に比較して、抗 NP抗体が高く、moesin欠損 CD8 Tregの抑制活性が低下していると考え
られた。 
(3) CD8 T細胞特異的 moesin欠損マウスの作製：これまで解析してきたマウスは、moesinを全身
性に欠損するマウスであったため、CD8 Tregでの moesin欠損により自己免疫疾患が現れるか調
べるために、moesin floxマウスと CD8a-Creマウスを交配し、CD8 T細胞特異的に moesin遺伝子
を不活化したマウスを作製することを計画した。マウス受精卵を CRISPR/Cas9 法より遺伝子改
変した後、仮親マウスに移植したが、loxP配列が適切に挿入された F0マウスは得られなかった。
モザイクの可能性もあるため、さらに C57BL/6マウスと交配して得られた F1マウスを解析した
が、moesin floxマウスは得られなかった。 
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