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研究成果の概要（和文）：申請者らが独自に作製した誘導 Tregs(iTreg)細胞培養方法 (ナイーブT細胞をJak3阻害剤存
在下で3日間培養を行いiTreg前駆細胞に分化させ、その後IL-2を添加し3日間培養を続けることによりFoxp3陽性iTreg
細胞に分化増殖)を用い、どのような因子が影響を与えるか解析を行った。Jak3阻害剤の標的が主にIL-2であることを
見出し、また、Foxp3陰性iTreg前駆細胞からFoxp3陽性iTreg細胞への分化段階においてはIL-4が最も強く阻害すること
等を含めて明らかにした。得られた結果は、制御性T細胞の機能を抑制することによって効果的な癌治療を開発する基
盤となると考えられる。

研究成果の概要（英文）：We have previously established a 2-step culture method for differentiating Foxp3- 
naive CD4+ T cells to Foxp3+ induced-regulatory T cells (iTregs). Firstly, we stimulate naive CD4+ T cells
 by anti-CD3 mAb and anti-CD28 mAb in the presence of Jak3 inhibitor for 3 days (conditioning stage). Seco
ndary, we keep culturing Foxp3- iTregs precursor T cells to differentiate these cells to Foxp3+ iTregs in 
the presence of IL-2 for 3 days (differentiation stage). We analyzed what kind of factors could affect thi
s protocol. In this study, we have identified that IL-2 signaling pathway was the main target of Jak3 inhi
bitor, and IL-4 was the strongest inhibiting cytokine in the differentiation stage from Foxp3- iTregs prec
ursor cells to Foxp3+ iTregs. We also confirmed that STAT6, a downstream molecule of IL-4 signaling pathwa
y, was an important molecule. These results obtained in this study are important for developing effective 
cancer treatment by regulating the differentiation into iTregs.
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１．研究開始当初の背景 
長年にわたるがん免疫研究により、
CD4+CD25+Foxp3+制御性 T細胞（Tregs）が抗
腫瘍免疫応答に抑制的に働くという事実は
広く認知されるようになっている。腫瘍局所
に Tregs の存在が高頻度で認められ、エフェ
クター細胞による抗腫瘍免疫応答を減弱さ
せていること、腫瘍浸潤 T 細胞における
Tregs/エフェクター T 細胞の高い比率が予
後不良因子となり得ること、さらにマウスモ
デルではTregs機能を抑制することによって
がん免疫を増強できることが報告されてい
る。ヒトにおいても制御性 T細胞機能を抑制
することによるがん免疫応答の増強が試み
られているが、効果はまだ満足できるものと
は言えない。治療標的となる末梢に存在する
Foxp3 陽性 Tregs は主に胸腺由来であると考
えられているが、低刺激条件（suboptimal）
により末梢においてもナイーブ T 細胞(成熟
未感作 T細胞)から Foxp3 陽性 induced Tregs 
(iTregs) に分化し得ることが示されている 
(von Boehmer H et al. Nat Immunol 
6,1219-1227,2005)。担癌状態においては、
腫瘍自体から産生される TGF-beta により
iTreg が誘導され抗腫瘍免疫を減弱させてい
ることが報告されている(VC Liu et al. J 
Immunol 178, 2883-2892,2007)。末梢におい
て誘導された iTregs が腫瘍免疫においてど
の程度の免疫抑制、すなわち腫瘍の進展に関
わるかはまだ明確ではないが、どのような分
子メカニズムが iTregs への分化を制御して
いるのかを詳細に解析することが、より効果
的な治療法につながる可能性があると考え
られる。 
２．研究の目的 
申請者らは出生早期のマウス胸腺CD4シン
グルポジティブ T 細胞（CD4SP）が TGF-beta
を添加しない条件下でTCRのみの刺激により、
約50％細胞がFoxp3陽性抑制性Tregsに分化
することを示し、この現象はマウスの週齢に
伴い消失していくことを報告した (Wang G, 
Miyahara Y et al. J Immunol 185, 71-78, 
2010)。 出生早期のマウス胸腺細胞は成熟マ
ウスの胸腺細胞と比較し IL-2, IL-4, IFN-g
等のサイトカイン産生が低下している事が
報告されており、TCR 刺激により成熟マウス
胸腺CD4SPより産生されるサイトカイン等の
因子がTregsへの分化を抑制している可能性
が考えられるが、まだ明確ではない。しかし
ながら、申請者らが報告した「出生早期のマ
ウス胸腺細胞はTregsに分化しやすい性質を
持つ」および「末梢での iTregs への分化に
は低刺激、すなわちサイトカイン産生が少な
いと予想される環境下が有利な可能性があ
る」ことの 2 点から、「サイトカイン欠乏状
態での TCR 刺激によりナイーブ T 細胞は
iTregs 前駆細胞に分化誘導されやすくなる」
との着想を得た。この仮説を実証するため、
in vitro において Jak3(Janus kinase3)阻害
剤を使用した。Jak3 阻害剤は common gamma 

chain（gc）をその受容体レセプターの一部
と し て 共 有 す る gc-cytokine  family 
(IL-2,4,7,9,15及び 21)の細胞内シグナリン
グを抑制する。この阻害剤存在下で野生型成
熟マウス脾臓由来 CD4+CD25-T 細胞腫瘍局所
に TCR 刺激を加え 6日間培養を行った。培養
3 日後の時点では細胞に Foxp3 の発現は認め
られないが、IL-2 を加えさらに 3日間培養を
続けると約40％の細胞がFoxp3陽性細胞に分
化増殖することを示した。すなわち、
gc-cytokinesの欠乏状態におけるTCR刺激に
より末梢未感作 T 細胞は Foxp3 陰性 iTregs
前駆細胞に分化し（conditioning phase）、
その後、十分な IL-2 の存在下で Foxp3 陽性
iTregs に最終分化した(induction phase)と
推察された。In vitro において CD4+CD25-T
細胞から Foxp3 陽性 iTregs を誘導する手法
としてサイトカイン（TGF-beta、IL-2）を添
加しTCR刺激を加える手法が主に行われてい
るが、この方法で誘導された Tregs は再刺激
に際し Foxp3 の発現が消失しやすいと共に、
抑制性活性を失う事が報告されている
(Bluestone JA et al. Nat Immunol 10, 
1000-1007, 2009)。しかしながら、申請者ら
が独自に開発した、Jak3 阻害剤を用いて成熟
マウス末梢 CD4+CD25-T 細胞から誘導した
Foxp3陽性iTregsは再刺激を加えても安定し
た Foxp3 の発現が維持された。また、
CD4+CD45RBhigh細胞をRagノックアウトマウ
スに移入し大腸炎を惹起するマウス大腸炎
モデルにおいても、Jak3 阻害剤を使用し作製
した iTregs を併せて移入することにより、
ex vivo Foxp3 陽性 Tregs（natural occurring 
Tregs）を併せて移入した場合と同程度に大
腸炎の発症を抑制できることを確認してい
る 。 さ ら に 、「 natural occurring 
Tregs(nTregs)前駆細胞」の概念が胸腺にお
いて提唱されている。CD4 シングルポジティ
ブ T細胞は TCR刺激にて CD25(IL-2 receptor 
alpha)を発現し、それらの細胞は IL-2 ある
いは IL-15 のシグナルにより nTregs に分化
する（Two-step process）と提唱されている
が (Hsieh CS et al. Immunity 
28,100-111,2008) 、末梢での iTregs 前駆細
胞の存在に関してはまだ明確な答えは出て
いない。以上から、申請者らが独自に作製し
た iTregs は生体内に存在する natural 
occurring Tregs と極めて近似した特徴を併
せ持つ可能性が示唆される。従って、このよ
うな生体内のTregsに近い特徴を有した細胞
と、その前駆細胞を対象とし研究することは
学術的に非常に有用であると考えられた。こ
のような背景から、この培養系を用い、どの
ような因子がナイーブ T 細胞から iTregs 前
駆細胞への分化、及び iTregs 前駆細胞から
iTregs 細胞への分化を促進あるいは抑制を
行っているかを解析し、将来のより有効な癌
治療への基盤研究を行うことを今研究の目
的とした。 
３．研究の方法 



(1)申請者らが独自に開発したJak3阻害剤を
使用した培養システムを用い、培養 3日後に
Foxp3陰性のiTregs前駆細胞を誘導すること
に成功し、6日後に約 40％の細胞が Foxp3 陽
性細胞に分化増殖することを示している。前
駆細胞を経由し iTregs に分化する過程を詳
細に解析し、一連の分化過程に起こる分子メ
カニズムの探索を行う。同時に未熟 T細胞か
ら iTregs 前駆細胞への分化、及び前駆細胞
から iTregs への分化を阻害する因子（サイ
トカイン・抗体等）を同定する。 
(2)これら同定されたメカニズムを制御する
因子を利用した、マウス In vivo での効果を
確認し、将来の癌治療のための基盤的な研究
を行う。 
４．研究成果 
野生型成熟マウス CD4+CD25+Foxp3-脾細胞を
用い、各種の gc-family サイトカイン存在下
で培養することにより、他のサイトカインと
比較し IL-2 が有意に Foxp3 発現を誘導する
ことを見出した。また、Conditioning phase 
に Jak3 inhibitor の代替として IL-2 中和抗
体あるいは STAT5 inhibitor を用いることに
より、その後の Foxp3 陽性細胞頻度を有意に
上昇させる現象を見出している。得られた結
果から Jak3 inhibitor の主要な標的は
IL-2-STAT5 シグナル経路であることが明確
となった。従って、IL-2 の作用には多面的な
側面がある。すなわち、今研究において、ナ
イーブ細胞からiTreg前駆細胞への分化には
IL-2 シグナリングを抑制することが重要で
あり、前駆細胞から Foxp3 陽性細胞への分化
には IL-2 シグナリングの活性化が重要であ
ることを見出している。一方、Induction 
phase での IL-4 添加が著明に前駆細胞から
Foxp3 陽性 iTreg 細胞への分化を抑制するこ
とを見出した。STAT6 ノックアウトマウスを
用いた検討においても、野生型マウス細胞と
比較しよりiTreg細胞を誘導可能であること
を見出している。また、従来の iTreg 誘導の
ために使用される TGF-beta に関しても
TGF-beta signal inhibitor を用いた検討に
より、conditioning phase において培養液中
の TGF-beta が重要な働きをしていることを
見出している。 
野生型マウスの脾臓 CD4+細胞を用い、T細胞
膜上に発現され得る様々な分子に対する抗
体を添加することで培養系に与える検討に
より、anti-TCRbeta mAb(H57-597)を添加す
ることで最終的に得られる Foxp3 陽性 Treg
細胞の頻度が高くなる現象を見出した。In 
vivo への投与においても、腹腔内投与後数日
でFoxp3陽性細胞の比率が著明に上昇する現
象を見いだした。Anti-CD3mAb については以
前より In vivo 投与により Foxp3 陽性細胞比
率を上昇させることが報告されているが、同
種移植モデルを用いた検討により、
anti-TCRmAb 投与が anti-CD3mAb よりも有意
に移植片の生着を延長させることを明らか
にした。これらの結果から、iTreg 細胞への

分化を制御することで免疫応答を制御でき
る可能性が示されたと考えている。 
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