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研究成果の概要（和文）：免疫反応を抑制する制御性 T 細胞は CTLA-4 を高発現し、この分子

が樹状細胞を抑制することで正常な免疫システムが保たれている。マウスでは CTLA-4 が樹状

細胞の FoxO3a という転写因子を介して免疫反応を負に制御することが知られる。しかし、ヒ

トの樹状細胞において FoxO3a の発現を低下させたところ T 細胞増殖が減少した。FoxO3a は

ヒト樹状細胞において免疫反応を増強している可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Regulatory T cells, lymphocytes suppressing immune reaction, 

highly express CTLA-4. CTLA-4 suppresses dendritic cells (DC), which maintains immune 

system in normal condition. It is known that FoxO3a is an essential molecule for DC 

suppression by CTLA-4 in a mouse model. However, Foxo3a knockdown in human DC resulted 

in the reduction of T cell proliferation. It is suggested that FoxO3a may augment immune 

reaction in human DC. 
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１．研究開始当初の背景 
 化学療法や放射線治療に抵抗性を示す白

血病や悪性リンパ腫に対しては移植片対腫

瘍効果を期待して同種造血幹細胞移植が施

行される。しかし、移植片対宿主病の予防お

よび治療で免疫寛容が誘導されると移植片

対腫瘍効果が消失し、移植後再発をきたすケ

ースがある。免疫寛容をもたらすリンパ球と

して、Foxp3 をマスターコントロール遺伝子

とする CD4+CD25+ 制御性 T細胞(Treg)の重

要性が明らかとなった。その後、Treg の中心

的な抑制対象が樹状細胞 (dendritic cells, 
DC)であり、Treg 上に高発現する CTLA-4 が

DC を負に制御することが示された。しかし、

CTLA-4 がどのような機序で DC の機能を修

飾するかは不明であった。臨床現場では有効
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性の高い免疫療法の開発が望まれており、そ

のためには免疫応答で中心的役割を果たす

DC の機能調節と Treg による免疫抑制のメ

カニズムの解明が必要であった。 
 
２．研究の目的 
 Treg が DC と接着した後、どのようなメカ

ニズムで DC の活性化を抑制するのかを明ら

かにする。その作用機序から、Treg の存在下

でも DC の機能を増強できる方法を見つけ、

新たな免疫療法の開発につなげることを目

的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)Treg および DCにおける microRNA(miRNA)

発現の検討 

臍帯血単核球から MACS ビーズを用いて

CD4

+

CD25

+

 Treg および CD4

+

CD25

-

 ナイーブ T

細胞(Tn)を分離し、免疫細胞との関連が報告

されているmiR16, miR146a, miR146b, miR150, 

miR155, および CD80/CD86 の 3’UTR 領域に

相補性のある miRNA を選択し、定量 RT-PCR

法を用いて発現量を測定した。miRNA の内因

性コントロールには U6 を用いた。次に CD14

+

単球を分離し、GM-CSF と IL-4 を用いて DC を

調整した。DC に対する LPS の影響や Treg, Tn

と共培養した後の miRNA 発現量を測定した。 

 

(2)DC における FoxO3a 発現 

CD14

+

 単球からGM-CSFと IL-4で DCを調整し、

ウエスタンブロッティング法、および定量

RT-PCR法でヒトDCのFoxO3aの発現を検討し

た。さらに LPS, TGFβ, FLT3L, CTLA-4-Ig

の各刺激で FoxO3a および Phospho-FoxO3a の

発現が変化するかを検討した。 

 

(3)DC における FoxO3a ノックダウン 

成人末梢血および臍帯血から上記と同様に

DC を調整し、electroporation 法を用いた

siRNAの導入によりFoxO3aをノックダウンし

た。その後、CFSE ラベリングを行った T細胞

と共培養し、FoxO3a をノックダウンした DC

による T 細胞刺激能の変化を測定した。 

 

４．研究成果 

(1)Treg, Tn, DC における miR146a 発現 

miR16, miR146a, miR146b, miR150, miR155

はいずれも Treg, Tn で発現を認めたが、Treg

でより高い発現がみられたのは miR146a のみ

であった(図 1)。次に DC を Treg または Tn 細

胞と培養後、両者を分離して上記の発現を検

討した。Treg と培養した DC は Tn と培養した

DCよりもmiRNA146aの発現が高い結果であっ

た(図２)。また、Tn との共培養時に TGFβを

添加したDCはTGFβを添加しない時と比較し

て miRNA146a の発現が上昇した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1. Treg, Tn の miR146a 発現 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2. 共培養後の DC における miR146a 発現 

 

次に、CD80 または CD86 の 3’UTR 領域に相補

性のある miRNA として miR409, miR496, 

miR553, miR595, miR601, let-7g-2を選択し、

DC における発現の有無を検討した。let-7g-2

のみ発現を認め、TGFβの添加でわずかな発

現の上昇がみられたが、Treg との関連は明ら

かでなかった。これらの結果から,機序は不

明であるが miR146a が Treg による DCの機能

抑制に関与している可能性が示唆された。 

 

(2)DC の FoxO3a 発現と LPS 刺激 

 マウスにおいて DC が CTLA-4 刺激を受け、

抑制される際に FoxO3a が必須であることが

示されたため、ヒト DC において FoxO3a 発現

を検討した。陽性コントロールには FoxO3a

の発現が確認されている Jurkat を用いた。

タンパクおよび mRNA レベルでヒト DC が

FoxO3a を発現していることを確認した。LPS

を添加して培養したところ、1.5hr, 4hr, 8hr

と経時的に FoxO3a の発現量が増加すること

を確認した（図 3）。TGFβ, Flt3L, CTLA-4-Ig

の添加では LPSほどの明らかな変化を認めな



 

 

か っ た 。 ま た 、 CTLA-4-Ig の 添 加 で は

Phospho-FoxO3a が低下することはなかった。 

以上の結果から、LPS 刺激による DC の活性化

に FoxO3a が何らかの役割を果たしている可

能性が示唆された。 

 

図 3. ヒト DC における FoxO3a 発現 

 

(3)DC における FoxO3a 発現と T細胞刺激能 

 DCに FoxO3aを標的としたsiRNAを導入し、

FoxO3a 発現が低下することを確認した。その

後、CFSE ラベルした T 細胞と共培養し、T細

胞の分裂割合をコントロール siRNAを導入し

た DC の群と比較した。その結果、FoxO3a を

ノックダウンした DCはコントロールの DC と

比較し、共培養した T細胞の分裂割合が低下

した(図 4)。この結果から、FoxO3a は DC に

よる T細胞刺激に必要な分子であると考えら

れた。一方で、FoxO3a をノックダウンするこ

とで培養後の DC の生存割合が低下すること

はなく、FoxO3a は DC の活性化自体に関与し

ている可能性が示唆された。FoxO3a の発現量

やリン酸化が DCの抗原提示能や生存に関し、

どのような機能を有するかを詳細に解析す

ることで、新しい免疫療法の開発につながる

と考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4. DC における FoxO3a ノックダウンが T

細胞増殖に与える影響 
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