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研究成果の概要（和文）：  
制御性 T細胞の効率的培養方法の確立を試みた。セレクチン/セレクチンリガンドの相互作用が、

制御性 T細胞の細胞増殖や機能に果たす役割を明らかにするために、セレクチン-/-マウスや

PSGL-1-/-マウスを用いて制御性 T細胞増殖能や機能を評価した。P-セレクチン-/-マウス、

PSGL-1-/-マウスは、野生型に比べて制御性 T細胞増殖率が高い傾向があった。制御性 T細胞に

よる in vitro suppression assay を行ったところ、PSGL-1-/-マウスにおいて野生型 T細胞の

増殖を抑制する傾向が見られた。 

 
研究成果の概要（英文）： 
I tried the establishment of the effective cell culture method of regulatory T cells.  To 
clarify the role of selectins / selectin-ligands in the cell proliferation and the function of 
Treg cells, we examined the cell proliferation rate and the function of Treg cells, using 
P-selectin -/- mice and PSGL-1 -/- mice. The growth rate of P-selectin -/- Treg cells and 
PSGL-1 -/- Treg cells were high in comparison with the wild-type Treg cells. PSGL-1 -/- 
Treg cells could inhibit wild-type T cell proliferation in in-vitro suppression assay. 
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１．研究開始当初の背景 同種骨髄移植は、白血病等の難治性造血器



悪性腫瘍に対する治癒を望める治療法とし

て、世界中で広く行われている。移植後３ヶ

月以内に生じる急性 GVHD は主に皮膚、腸や

肝臓がドナーＴリンパ球により傷害される

状態であり、強力な免疫抑制療法がその治療

に用いられるが、なかにはそれらが奏効せず、

白血病などの原疾患は押さえ込めても、この

副作用によって患者が命をおとす場合も少

なくない。この医療現場での重大な問題につ

いての機序の理解はまだまだ浅いものであ

り、従来のようなリンパ球の増殖機構やサイ

トカイン産生のみに目を向けた研究では、そ

の到達点に限界があると思われる。 

マウス骨髄移植モデルにおいて制御性 T細

胞(Treg)による急性 GVHD の抑制が報告され

(J Exp Med. 2002;196: 389-99.)、Treg によ

る GVHD 制御法開発のため、in vitro におけ

る Treg 培養の研究が行われている（Blood, 

2006, 108, 4260-67.）。ラパマイシンは免

疫抑制剤で骨髄移植後の免疫抑制剤として

用いられていおり、近年ラパマイシンが Treg

の 増 殖 を 誘 導 （ J Immunol. 2006, 177, 

8338-47.）するという報告がなされたが、そ

の機序についての報告はほとんど無い（J 

Immunol, 2008, 180, 5794-98.）。 

私は、P-セレクチンノックアウトマウスの

脾細胞を用いたマウス骨髄移植の急性 GVHD

モデルにおいて、有意に生存率が増加するこ

とを確認した。Treg には P-セレクチンが発

現しており、P-セレクチンノックアウトマウ

スでは野生型の1.5倍の Treg が存在すること

が報告されている(J Immunol. 2002, 169, 

4712-6)。私は、このマウス急性 GVHD 骨髄移

植モデルにおける、P-セレクチンノックアウ

トマウス脾細胞移植による生存率増加は、

Treg 数または Treg 機能の違いによるのでは

ないかと考えた。ラパマイシンのターゲット

である mTOR は、P-セレクチンのカウンター

レセプターである PSGL-1を介してシグナル

を 伝 達 し て い る (EMBO J. 2007, 26, 

505–515.)。PSGL-1からのシグナルは T 細胞

に apoptosis を誘導する (Blood. 2004, 104, 

3233-42.)。P-セレクチンによる PSGL-1から

のシグナルが無い場合、ラパマイシンによる

ｍTOR 阻害と同じ作用が、P-セレクチンノッ

クアウトマウス内で生じている可能性があ

る。申請者は、P-セレクチンノックアウトマ

ウスの Treg においては、P-セレクチン

/PSGL-1の細胞間相互作用が欠落することに

よって Treg の apoptosis が抑制され、さら

に分化誘導が促進されるのではないかと考

えている。骨髄移植モデルの生存率増加から

推測すると、P-セレクチン/PSGL-1からのシ

グナルの欠如による Treg 機能への影響は大

きいと考えられる。 

私は、これまで単に細胞接着のワンステッ

プとして考えられていた、P-セレクチン

/PSGL-1経路のシグナル伝達に着目した。

Tregの増殖や機能にセレクチン/セレクチン

リガンドが重要な役割を果たしていることが

証明されれば、細胞接着分子をコントロール

することによりTregをより効率かつ選択的に

増殖させることができるのではないかと考え

た。 

 

２．研究の目的 
細胞接着分子であるP-セレクチンは、Tregに

発現しP-セレクチンノックアウトマウスでは、

脾臓Treg数が野生型に比べて多いと報告され

ており、セレクチンの発現がTregの分化・増

殖に影響を与えている可能性がある。Tregの

分化・成熟にセレクチン/セレクチンリガンド

が重要な役割を果たしていることが証明され

れば、細胞接着分子をコントロールすること

によりTregをより効率かつ選択的に増殖させ

ることができると考えた。そこで、Tregの分



化・成熟機序におけるセレクチン/セレクチン

リガンドを明らかにし、Tregの効率的な培養

方法を確立するために、まず本研究では、P-

セレクチンノックアウトマウスや、そのカウ

ンターレセプターであるPSGL-1ノックアウ

トマウスのTregを分離し、その細胞増殖能、

Treg機能を評価した。 

 

３．研究の方法 
実験動物：C57BL/6Jマウス(野生型)、P-セ

レクチンノックアウトマウス、PSGL-1ノック

アウトマウスを用いた。 

脾臓におけるT細胞分布：それぞれのマウス

の脾臓リンパ球構成をFACSにて調べた。 

Treg培養：Dynabeads FlowComp Mouse CD4+ 

CD25+ Treg Cells分離キットを用いて、Treg

を分離した。得られた、CD4+ CD25+ T細胞は、

Tregに一致するとみなし、フローサイトメト

リーにて、CD3+ CD4+ CD25+ 細胞集団の回収

率を測定した。得られたTregを1×106個/mlに

なるように、RPMI-1640 10%FBSに浮遊させ、

Dynabeads Mouse T-Activator CD3/CD28と

IL-2を2000 U/mlになるように添加して、培養

した。3日目と5日目、7日目に細胞数を数え、

3日目と5日目には細胞数が1×106/mlになる

ように細胞を希釈し、再びマイクロビーズと

IL-2を新たに添加し培養を続けた。これらの

細胞数から増殖曲線を作成した。5日目と7日

目には、FoxP3陽性細胞をFACSで確認した。 

 Treg機能の評価（in-vitro suppression 
assay）：分離したTregの野生型マウスCD4+ T

細胞の増殖抑制能をCSFE Cell Proliferation 

Kit（Molecular Probes）にて調べた。 

 

４．研究成果 

脾臓T細胞分布：CD4とCD8陽性細胞数に有意

差はなかったが、CD4/CD8比では、P-セレクチ

ンノックアウトマウスが有意に高かった（図

１）。過去の報告(J Immunol. 2002, 169, 

4712-6)とは異なり、P-セレクチンノックアウ

トマウスにおいて、Treg細胞数が多い傾向が

得られたが、n＝6では有意差は得られなかっ

た(図２)。 

Treg増殖率とFoxP3陽性率：分離したTregを抗

CD3抗体、抗CD28抗体をコーティングした

Dynabeadsを用いて、IL-2の存在下で刺激培養

した。3日目、5日目、7日目に細胞数を数えた。

有意差は得られなかったが、P-セレクチンノ
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ックアウトマウス、PSGL-1ノックアウトマウ

スでは、野生型に比べ増殖率が高い傾向がみ

られた（図３）。培養5日目、７日目のFoxP3

陽性細胞率を比較した。培養開始時のCD4+ 

CD25+ T細胞の純度は９０%以上であり、細胞

数も同じであるが、培養5日目ではP-セレクチ

ンノックアウトマウス由来Treg細胞の培養に

おいて、FoxP3陽性細胞率が高い傾向がみられ

た（図４）。FoxP3陽性細胞率は培養日数が増

えると減少していく傾向がみられた。 

In Vitro Suppression Assay（抑制試験）：

各マウスから分離したTregと野生型マウス

CD4陽性T細胞の増殖抑制率を調べた（図５）。

抑制率はPSGL-1-/-マウス由来Tregで高い傾

向がみられたが、有意差は得られていない。 

今回の研究結果から、①P-セレクチンノッ

クアウトマウス脾臓 Tregが多い傾向にある、

②P-セレクチンノックアウトマウス、PSGL-1

ノックアウトマウス由来の Treg は野生型に

比べて増殖率が高い傾向がある、③分離した

Treg を培養していくと、培養日数が経過する

につれて FoxP3 陽性細胞率は低下した、④

PSGL-1 ノックアウトマウス由来の Treg 機能

は野生型よりも高い傾向がある、という事が

判明した。 

これらの結果は、P-セレクチン／PSGL-1 シ

グナルが Treg の増殖能や機能に影響を与え

ている事を示唆している。また効率的に Treg

を培養するには、短期間で増殖させる事が重

要である。今後は、ｎ数を増やし同様の実験

を繰り返す必要がある。 
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