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研究成果の概要（和文）：  
 制御性 T 細胞の分化・機能制御メカニズムを明らかにすることを目的として二つの研究課題
に取り組んだ。第一に、ヒト自己免疫疾患 IPEX において同定されている Foxp3 遺伝子変異を
導入したノックインマウスを作製して変異の制御性 T 細胞分化・機能に与える影響を解析した。
一つの変異マウスでは、自己免疫疾患の発症と相関して末梢組織に局在する制御性 T 細胞サブ
セットが選択的に欠損することを見出し、この制御性 T 細胞サブセットが自己免疫寛容の成
立・維持に重要な役割を担っていると考えられた。第二に、正常個体に存在する Foxp3+ T 細胞
は不均一な集団であり、一部は環境からの擾乱に対して Foxp3 発現を失ってヘルパーT 細胞へ
分化する可塑性を示すことを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We conducted two lines of research, which aim at elucidating the mechanisms of regulatory T cell 
(Treg) differentiation and function. First, we asked whether and how naturally occurring Foxp3 gene 
mutations identified in human IPEX affect Treg differentiation and function by generating knock-in 
mice. We found that one of the mutations resulted in the development of autoimmune diseases similar to 
human IPEX, which was associated with a selective deficiency of a “tissue-seeking” subset of Treg cells. 
These results suggest that Foxp3+ Treg cells consist of functionally distinct subsets, each of which may 
play non-redundant roles in the establishment and maintenance of self-tolerance. Second, we found that 
Foxp3+ T cells are heterogeneous in that they contain a minor, functionally uncommitted, plastic 
subpopulation that loses Foxp3 expression and converts to helper T cells in response to environmental 
perturbations. 
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１．研究開始当初の背景 
 

免疫系が「自己」・「非自己」を識別し、「自
己」に対する寛容性を獲得・維持するメカニ
ズムを解明することは免疫学における最も
本質的な課題の一つであり、またその破綻が
関係する様々な疾患（自己免疫疾患、アレル
ギー、炎症性疾患、がん、慢性感染症など）
を克服する上でも重要である。近年、健常個
体にも胸腺における負の選択を逃れ自己免
疫病を惹起する能力を有した自己反応性T細
胞が多数存在し、これらは制御性 T 細胞 
(regulatory T cells, Treg) と呼ばれる T 細胞サ
ブセットによって能動的に抑制されて自己
寛容が成立していることが明らかにされて
き た  (Hori et al., Adv. Immunol., 2003; 
Sakaguchi et al. Immunol. Rev., 2006) 。我々は、
ヒトおよびマウスに自然発症する致死的自
己 免 疫 疾 患 IPEX (immune dysregulation, 
polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked 
syndrome) の原因遺伝子として同定された転
写因子Foxp3がTreg特異的に発現する分子マ
ーカーであり、その発生・分化、抑制機能を
司るマスター転写因子として機能すること、
そして Foxp3 変異マウス(scurfy マウス)に発
症する自己免疫疾患が Treg 欠損に起因する
ことを明確に示し、Treg が自己免疫寛容の成
立・維持に中心的な役割を果たしていること
を 証 明 し た  (Hori et al., Science, 2003; 
Komatsu and Hori, PNAS, 2007) 。 

Treg は様々な免疫疾患への関わりから近
年世界的レベルで大きな注目を集め精力的
に研究されているが、その抑制機能と発生・
分化の分子基盤という本質的な問題が未解
決である。Treg のマスター転写因子 Foxp3 の
発見はこの問題にアプローチするための大
きな手がかりを与え、Foxp3 発現がどのよう
に制御され、Foxp3 がどのように Treg 分化・
機能をプログラムしているのかを明らかに
することが次の大きな課題となっている。 
 
２．研究の目的 
我々はFoxp3がTreg分化と機能を制御する

メカニズムにアプローチするために、ヒト
IPEX 患者において同定されている Foxp3 遺
伝子変異（特に DNA 結合領域である forkhead
ドメインにおける 1 アミノ酸置換）に着目し、
レトロウィルスを用いた強制発現系を用い
てこれら変異が Treg の発生・分化と機能にど

のような影響を与えるかを解析してきた。その結
果、調べた 7 種類全ての変異により Treg 機能の誘
導活性が確かに障害され、ヒト IPEX も Treg の異
常に起因することが示唆された。興味深いことに、
IPEX 変異には Foxp3 の機能を完全に消失させる
amorphic 変異（R397W など）と部分的あるいは選
択的に障害する hypomorphic 変異（I363V, A384T
など）とが存在し、さらに後者のうち A384T 変異
体は大部分の Foxp3 標的遺伝子の発現を正常に制
御できるにも関わらず、抑制機能を選択的に誘導
できないことを見出した。このことは、A384T 変
異を有する個体においては Treg の分子的特徴を
備えた細胞は正常に発生・分化するものの、抑制
機能に異常があるために IPEX を発症するという
可能性が考えられた。従って、A384T 変異により
発現が影響を受ける少数の Foxp3 標的遺伝子を解
析することで、未だ明らかでない Treg の機能メカ
ニズムに迫ることができると考えられる。本研究
では、A384T および対照として I363V, R397W 変
異を Foxp3 遺伝子座に導入したノックインマウス
を作製してこの仮説を検証するとともに、A384T
変異により発現が影響を受ける遺伝子群を同定す
ることにより、生体内における Treg の免疫抑制メ
カニズムを解明することを第一の目的とした。 

一方、現在 Foxp3 は Treg の特異的かつ安定な系
列特異的マーカーであると捉えられているが、
我々はこの従来のドグマに反して正常マウス末梢
に存在する Foxp3+ T細胞における Foxp3発現は決
して安定ではないことを見出した。すなわち、
Foxp3 レポーターノックインマウスから単離した
Foxp3+ CD4 T 細胞を単独でT細胞欠損マウスに移
入するとその一部が Foxp3 発現を消失する。この
ことは、Treg とは不可逆的に機能分化した安定な
細胞系列なのではなく Treg は置かれた環境によ
って Foxp3 発現をダイナミックに変化させること
で機能を変化させるという分化可塑性を保持した
細胞であるという可能性を示唆している。本研究
では、T 細胞欠損環境下で Foxp3 発現を消失する
T 細胞の性状と機能を解析するとともに、どのよ
うな外因性シグナルによって Foxp3 発現を消失す
るのか、また不安定な Foxp3 発現を示す細胞の起
源、本態を明らかにすることを目的とした。さら
に、Foxp3 遺伝子座に GFP-Cre 融合タンパクを導
入したノックインマウスを作製し、これと Cre 活
性のレポーターマウスであるROSA26RFPノックイ
ンマウスと交配させて Foxp3+ T 細胞の fate 
mapping 解析を行い、正常個体において一過的に
Foxp3 を発現した過去を持つ T 細胞が存在するの
か検討し、それら”exFoxp3+ T 細胞”の性状、機能、



起源を明らかにすることを目的とした。以上
の解析により、Treg とは不可逆的に機能分化
した安定な細胞系列であるのか、置かれた環
境によって分化転換する可塑的な細胞であ
るのかを明らかにすることを試みた。従来、
Treg とは安定な細胞系列であり、それ故に
Treg を様々な免疫疾患の細胞治療として用
いようという試みがなされてきた。仮に Treg
が置かれた環境によって分化転換するなら
ば、そのような分化可塑性は免疫疾患の治療
という観点からは大きな障害である。従って、
この問題を解決することは臨床医学的な観
点からも重要である。 
 
３．研究の方法 
（１）Foxp3 による Treg 機能制御メカニズム 
 上述のとおり、3 種類の Foxp3 遺伝子変異
（I363V, A384T, R397W）を導入したノックイ
ンマウスを作製した。またこのとき変異体
Foxp3 発現細胞を同定・単離するために、
human CD2 レポーターを同時にノックイン
した。樹立したノックインマウスにおける自
己免疫疾患の発症を組織学的、免疫学的解析
により評価した。また、変異の Treg 分化、機
能に与える影響を炎症による二次的な影響
を排除して直接的に評価するために、変異マ
ウスをFoxp3:GFPレポーターマウスと交配さ
せ、mutant:hCD2/WT:GFP ヘテロ接合体を解
析した：Foxp3 は X 染色体上の遺伝子である
ため、X 染色体不活化を受け、雌性マウスで
は monoallelic に発現する。従って、ヘテロ接
合体マウスでは変異型 Foxp3 を発現する
hCD2+ T細胞と野生型Foxp3を発現するGFP+ 
T 細胞が共存することになり、後者の存在に
よって自己免疫疾患が制御されるために、両
者の振舞を健常状態で直接的に比較するこ
とができる。このヘテロ接合体から GFP+ WT 
Treg および hCD2+ mutant Treg を単離し、胸
腺および末梢における両者の発生・分化を
FACS 解析により検討し、その in vitro におけ
る抑制機能（T 細胞増殖抑制活性）、サイトカ
イン産生能、遺伝子発現を検討した。 
 
（２）Treg 分化の可塑性 
 上述のとおり、T 細胞欠損環境下において
一部の Foxp3+ T 細胞が Foxp3 発現を失う。本
研究では、まずこれら Foxp3 発現を失っ
た”exFoxp3+ T 細胞”のサイトカイン産生、ヘ
ルパー機能を解析し、どのような T 細胞へと
分 化 し て い る の か 検 討 し た 。 ま た 、
Foxp3GFPCre.ROSA26RFP マウスを作製して、
Foxp3+ T 細胞の fate mapping を行った。実際
このマウスには一過的に Foxp3 を発現した歴
史を持つ GFP-RFP+CD4+ T 細胞が存在したた
め、この細胞の免疫学的性状解析を行った。
さらに、GFP-RFP+ exFoxp3+ CDD4+ T 細胞の
起 源 を 解 析 す る た め に 、
Foxp3GFPCre.ROSA26RFP マウスを TCRβトラン

スジェニック TCRCα+/-背景とし、TCRVαレパトア
を解析した。 
 
４．研究成果 
（１）Foxp3 による Treg 機能制御メカニズム 
 3 種類の変異マウスいずれも scurfy マウスと同
様、多臓器性の炎症を伴う自己免疫疾患を発症す
ることを見出し、これら変異が IPEX の原因であ
ることを証明した。興味深いことに、I363V, A384T
変異マウスにおいて発症する炎症は scurfy および
R397W 変異マウスに発症する炎症よりも軽度で
あり、前二者が hypomorphic 変異であることが確
かめられた。そして、ヘテロ接合体において Treg
分化、機能を解析したところ、I363V, R397W マウ
スにおいては胸腺内分化、in vitro における抑制機
能、末梢における恒常性維持が全体的に障害され、
また遺伝子発現パターンも全体的に影響を受けた。 
一方、A384T 変異マウスにおいては、胸腺内分

化、in vitro における抑制機能は正常であり、Treg
を特徴づける遺伝子群（いわゆる Treg signature）
のうち一部の遺伝子のみの発現が障害されていた。
しかしながら、A384T Treg は末梢において野生型
Treg と十分競合できずに数が減少することを見出
し、末梢における恒常性維持に選択的な障害があ
ることがわかった。さらに、マイクロアレイ解析
の結果、リンパ組織に局在する CCR7high サブセッ
トは正常に存在するものの、末梢組織へ局在する
CCR7low サブセットに選択的な障害があることが
見出された。マイクロアレイ解析の結果、CCR7low

サブセットの中でも特定のサブセットを特徴付け
る遺伝子群が A384T Treg において特異的に減少
していた。実際、末梢組織における Treg を解析す
ると、この Treg が多く存在する皮膚等の組織に
おいて A384T Treg の減少が顕著であり、A384T 
/WT ヘテロマウスにおいてはこの一部の CCR7low

サブセットが完全に消失していることが明らかに
なった。この Treg サブセットの欠損は自己免疫疾
患を発症する A384T /Y マウスにおいても認めら
れた。さらに、A384T 変異によって惹起される自
己免疫疾患は野生型 Treg の移入により阻止され、
このとき野生型 Tregはこの特定の CCR7lowサブセ
ットを選択的に再構成することを見出した。以上
の結果から、A384T 変異マウスに発症する自己免
疫疾患はこの Treg サブセットの分化・維持が障害
されることで惹起されると考えられた（投稿準備
中。） 
 
（２）Treg 分化の可塑性 
 T 細胞欠損環境下において Foxp3 発現を消失し
た細胞の多くは、抑制活性を失って IFN-γ, IL-2, 
IL-17, IL-21 などのサイトカインを産生するヘル
パーT 細胞へと分化していることを明らかにした。
特に、これら exFoxp3+ T 細胞は腸管パイエル板に
おいて CXCR5hiPD1hiBcl6+IL21+ follicular helper T 
(Tfh)細胞へと分化しており、B 細胞における IgA
産生を誘導するヘルパー機能を有することを見出
した。Foxp3+ T 細胞から Foxp3- T 細胞への分化は、
IL-4, IL-6, IL-21などのサイトカイン存在下でTCR



刺激を受けることで促進され、また TGF-βの
中和によっても促進されたことから、サイト
カイン環境が重要な役割を果たしているこ
とが分かった。しなしながら、このような“可
塑性”を示す Foxp3+ T 細胞は一部のマイナー
なサブセットであり、多くはこれら環境変動
に対しても安定に Foxp3 を発現すること、そ
してその安定性は CD25 発現と相関している
ことを見出した。以上の結果は、2 報の原著
論文（Komatsu et al. PNAS, 2009; Tsuji et al. 
Science, 2009）および 1 報の総説（Hori, Curr 
Opin Immunol, 2010）に報告された。 
さらに Foxp3+ T 細胞の fate mapping を行い、

GFP-RFP+ exFoxp3+ T 細胞が確かに正常個体
の末梢に存在すること、それらはサイトカイ
ンを産生するヘルパーT 細胞としての性状を
示すことを明らかにした。しかしながら、
exFoxp3+ T 細胞の TCR レパトアを解析した
ところ、それらは Foxp3+ Treg よりもむしろ
Foxp3-CD44hi 活性化・メモリーT 細胞と同様
の TCR レパトアを示すことを見出し、Treg
とは起源を異にした細胞であることがわか
った。さらに、Foxp3GFPCre.ROSA26RFP マウス
を用いて解析を進めた結果、Foxp3 発現の誘
導過程に伴って Foxp3 誘導初期に一過的な
Foxp3 発現を示す細胞が生じるもののそれら
は抑制機能を有しておらず、遺伝子発現パタ
ーン、Foxp3 遺伝子座のメチル化状態の点に
おいて Treg とは明確に異なった性質を有す
る細胞であることを見出した。従って、
exFoxp3+ T 細胞とは、一過的に Foxp3 を発現
する Treg とは異なった活性化 T 細胞である
と結論付けられた。一方、大多数の Foxp3+ T
細胞は安定にFoxp3を発現してTregとして機
能し、この Treg における安定な Foxp3 発現は
Foxp3 遺伝子座の脱メチル化状態によって一
過的な Foxp3 発現と区別されることを見出し
た。以上の結果から、Treg とは環境からの
様々な擾乱に対しても安定に Foxp3 を発現し
て安定に機能する細胞系列であるが、Foxp3
発現自体は系列特異的ではなく、活性化 T 細
胞に promiscuous に発現されることが明らか
になった（論文投稿中）。 
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