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研究成果の概要（和文）：本研究では新しい制御性 T 細胞サブセットの機能を解析した。ヒト

末梢血単核球を免疫不全 NOG マウスに移入することで発症する移植片対宿主病（GVHD）におい

て、転写因子 Egr3 を発現する扁桃腺 CD4 陽性 CD25陰性 CD45RO 陰性細胞または Egr2を発現す

る CD4陽性 CD25 陰性 LAG3陽性細胞を共移入することにより、体重減少を抑制することを確認

した。この結果により、ヒトにおいて CD4 陽性 CD25 陰性 CD45RO 陰性細胞及び CD4 陽性 CD25

陰性 LAG3陽性細胞が制御性活性を持つことが判明した。 
 
研究成果の概要（英文）：The functions of two newly identified regulatory T cells subsets were 
evaluated. Regulatory activities of human tonsilar CD4+CD25-CD45RO- cells and 
CD4+CD25-LAG3+ cells were confirmed in graft-versus-host disease (GVHD) model 
induced by the transfer of human peripheral blood mononuclear cells (PBMC) to 
immunodeficient NOG mice. 
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１．研究開始当初の背景 
これまで Foxp3 により規定される CD4 陽

性 CD25 陽性制御性 T 細胞以外にも、抑制性
サイトカイン IL-10 を高産生する Tr1、
TGF-βを高産生する Th3 などが培養系にお
いてのみ報告されているが、細胞表面マーカ
ー及び表現型を規定する転写因子などが分
かっておらず、詳細な解析はなされていなか
った。制御性 T 細胞が同定される以前から知
られているT細胞レベルの自己免疫寛容のメ

カニズムとしてアナジーがある。アナジーは
T 細胞が特異抗原に対する増殖と IL-2 産生
を生じない状態を示す。最近 T 細胞のアナジ
ーを規定する転写因子として Egr-2が報告さ
れた（Nat Immunol.2005,6:472-80）。申請
者はレトロウイルスベクターを用いた実験
系で Egr-2 のマウス in vivo での免疫抑制活
性を検討した。すると Egr-2 遺伝子を導入し
た CD4 陽性 T 細胞は、生体内で OVA による
遅延型過敏反応を著明に抑制することが分
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かった。さらに Egr-2 遺伝子導入 CD4 陽性 T
細胞は、T 細胞の活性の抑制に重要とされて
いる LAG-3、IL-10 の発現を誘導したことか
ら、マウス脾臓において Egr-2 を高発現する
CD4 陽性 CD25 陰性 CD45RB 陰性 LAG3 陽
性細胞サブセット（以下 CD4 陽性 CD25 陰
性 LAG3 陽性細胞と記載）が同定できた。こ
の CD4 陽性 CD25 陰性 LAG3 陽性細胞は
Foxp3 を mRNA・タンパクとも発現してお
らず、TCR 刺激により 10 ng/ml 以上の高濃
度の IL-10 を産生した。さらに腸炎モデル系
において、CD4 陽性 CD25 陰性 LAG3 陽性
細胞は IL-10 依存性に腸管炎症を著明に抑制
する活性があることが判明した。また Foxp3
欠損 Scurfy マウスでも抑制能のある CD4 陽
性 CD25 陰性 LAG3 陽性 T 細胞が増加して
いた。以上のことから Egr-2 が T 細胞に強い
抑制能を付与しうる遺伝子であること、
Egr-2を高発現したT細胞はFoxp3とは独立
した、従来言われてきた Tr1 に類似する新た
な制御性T細胞サブセットであると考えられ
た。ヒトにおいても CD4 陽性 CD25 陰性
LAG3 陽性細胞が存在するかどうか扁桃腺に
おいて検討したところ、Egr-2 高発現・Fopx3
非発現で IL-10を高産生するCD4陽性CD25
陰性CD45RO陽性LAG3陽性細胞が存在し、
ヒトにおいても制御性の CD4 陽性 CD25 陰
性 LAG3 陽性細胞が機能していると考えら
れた。 
 Egrファミリーに属する別の転写因子
Egr-3についても検討したところ、OVA特異
的TCR DO11.10遺伝子とそのEgr-3遺伝子
を共導入したCD4陽性T細胞は、生体内で
OVAによる遅延型過敏反応を著明に抑制し
た。さらにEgr-3導入CD4陽性T細胞はEgr-2
遺伝子導入CD4陽性T細胞と同様にLAG-3、
IL-10のmRNA・タンパクの発現を誘導した
が、制御性T細胞の誘導に重要なサイトカイ
ンのTGF-βタンパクに関してはEgr-3遺伝子
導入CD4陽性T細胞だけが産生した。CD4陽
性CD25陰性LAG3陽性細胞はTGF-βを少量
のみ産生するが、Egr-3発現は低発現であっ
た。ヒト扁桃腺において検討したところ、
CD4陽性CD25陰性CD45RO陰性細胞の一部
がEgr-3遺伝子及びTGF-βのmRNAを末梢血
ナイーブCD4陽性CD45RA陽性細胞の約5倍
高発現し、TGF-βタンパクを多量に産生する
ことが分かった。Egr-3導入CD4陽性細胞で
は、TGF-βの転写に重要とされているリン酸
化STAT3が増加していた。以上のことから
Egr-3がT細胞にTGF-β産生能及び強い抑制
能を付与しうる遺伝子であること、Egr-3を
高発現したT細胞は従来言われてきたTh3に
相当する新たな制御性T細胞サブセットであ
ると考えられた。 
 
２．研究の目的 

2007年に報告されたゲノムワイドのSNP解
析においてEgr-2がクローン病の感受性遺伝
子 で あ る こ と が 示 唆 さ れ （ Nature 
447:661-678,2007; Nature Genetics 
39:596-604,2007）、T細胞アナジー遺伝子関
連の制御性T細胞サブセットは各種自己免疫
疾患に関与することが強く推測される。今後
自己免疫疾患発症機序の解明には、マウスだ
けでなくヒト細胞での解析が重要である。本
研究では申請者らが新たに同定したヒト扁桃
腺のTr1様サブセット -CD4陽性CD25陰性
CD45RO陽性LAG3陽性細胞及びTh3様サブ
セット-CD4陽性CD25陰性CD45RO陰性細
胞を比較して解析し、自己免疫寛容の破綻か
ら自己免疫疾患の発症に至るメカニズムの
解明を目的とした。 
 

３．研究の方法 
ヒト扁桃腺 CD4 陽性 CD25 陰性 CD45RO

陽性 LAG3 陽性細胞、CD4 陽性 CD25 陰性
CD45RO 陰性細胞、CD4 陽性 CD25 陽性
Foxp3 陽性制御性 T 細胞及び末梢血 CD4 陽
性 CD45RA 陽性ナイーブ T 細胞の 4 群でマ
イクロアレイによる発現遺伝子解析を行っ
た。 
またヒト扁桃腺 CD25 陰性 CD45RO 陽性

LAG3 陽性細胞、CD4 陽性 CD25 陰性
CD45RO 陰性細胞の生体内での抑制活性を
ヒト細胞のマウス疾患モデルへの移入によ
り検討した。具体的には NOG マウスに 0.35 
Gy のレントゲン照射による前処置を行い、
翌日ヒト末梢血リンパ球を腹腔内注射し以
後 60 日間に渡り移植片対宿主病（GVHD）
の発症を観察する実験系を用いた
(Transplantation 60:179-184,1995)。末梢血
リンパ球の腹腔内注射と同時に扁桃腺 CD25
陰性 CD45RO 陽性 LAG3 陽性細胞、CD4 陽
性 CD25陰性 CD45RO 陰性細胞及び CD4陽
性 CD25 陽性 Foxp3 陽性細胞を静注し、
GVHD への抑制効果を検討した。 
 

４．研究成果 
 マイクロアレイ解析ではヒト扁桃腺 CD4
陽性 CD25 陰性 CD45RO 陽性 LAG3 陽性細
胞は Egr2, IL-10, LAG3 に加え、マウス CD4
陽性 CD25 陰性 LAG3 陽性制御性 T 細胞が
発現する IFN-γ, ビタミン D レセプター、
c-Maf, CD22, CD200 などを発現しており、
マウス CD4 陽性 CD25 陰性 LAG3 陽性制御
性T細胞ときわめて類似した細胞集団である
ことが示唆された。一方で CD4 陽性 CD25
陰性 CD45RO 陰性細胞は Egr3, TGF-β1 を
発現していたが、CD4 陽性 CD25 陽性 Foxp3
陽性制御性 T 細胞や、CD4 陽性 CD25 陰性
LAG3陽性制御性 T細胞が特徴的に発現する
遺伝子の発現はほとんどみられず、他の制御
性T細胞とは大きく異なる細胞集団と考えら



 

 

れた。 
 扁桃腺 CD4陽性 CD25陰性 CD45RO 陰性
細胞はマウス Egr3 遺伝子導入細胞とは異な
り、TCR 刺激時には TGF-β、IL-10 とも産生
しなかった。しかし CD4 陽性 CD25 陰性
CD45RO陰性細胞は膜上にTGF-βを発現し、
この TGF-β発現は siRNA による Egr3 の発
現抑制で低下したことから、Egr3 依存性と
考えられた。CD4 陽性 CD25 陽性 Foxp3 陽
性制御性 T 細胞も TGF-βを発現することが
知られているが、CD4 陽性 CD25 陽性 Foxp3
陽性制御性 T 細胞では Egr3 の発現は高くな
く、この制御性T細胞のTGF-β発現へのEgr3
の寄与は大きくないと考えられた。 
ヒト末梢血単核球を免疫不全 NOG マウス

に移入することで発症する移植片対宿主病
（GVHD）において、扁桃腺 CD4 陽性 CD25
陰性 CD45RO 陰性細胞を共移入することに
より、体重減少を抑制することを確認し、こ
の細胞集団が制御性活性を持つことが証明
できた。さらに同様の GVHD モデルにおい
て、Egr2 を発現する扁桃腺由来の CD4 陽性
CD25 陰性 LAG3 陽性細胞を共移入すること
により、体重減少を抑制することも確認でき
た。この結果により、ヒトにおいても CD4
陽性CD25陰性LAG3陽性細胞が制御性活性
を持つことが判明した。 
また興味深いことに、自己抗体が出現する

自己免疫疾患、全身性エリテマトーデス
（SLE）および関節リウマチ（RA）におい
て、末梢血 CD4 陽性 CD25 陰性 LAG3 陽性
細胞が健常人よりも著明に減少しているこ
とが確認できた。SLE, RA とも CD4 陽性
CD25陽性Foxp3陽性制御性T細胞も健常人
よりも減少していたが、その減少の程度は
CD4 陽性 CD25 陰性 LAG3 陽性細胞の方が
大きかった。 
つまり本研究により Egr2 を発現する CD4

陽性 CD25 陰性 LAG3 陽性細胞がマウス
CD4 陽性 CD25 陰性 LAG3 陽性制御性 T 細
胞に極めて類似していること、生体内で抑制
性活性を発揮することが確認できた。また
Egr3 を発現する CD4 陽性 CD25 陰性
CD45RO 陰性細胞が Egr3 依存性に TGF-β
を発現し、生体内で抑制性活性を発揮するこ
とが確認できた。また自己免疫疾患において
CD4 陽性 CD25 陰性 LAG3 陽性細胞が減少
していることが明らかとなり、自己免疫疾患
との関連が示唆された。 
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