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研究成果の概要（和文）：喘息は、アレルゲンやウイルス感染により発症・増悪し、慢性炎症病態を一つの特徴とする
。炎症の遷延化の原因として、免疫細胞を負に制御する制御性T細胞(Treg)の減少や機能障害が報告されている。喘息
患者においてTregが機能障害に陥る機構に関しては、まだ不明瞭である。本研究は、Tregの機能障害の指標としてT細
胞受容体(TCR)刺激下におけるCa2+応答性が有用であることを証明した。また、Ca2+応答性が細胞内の足場たんぱく質
であるRACK1分子の発現亢進により生じることを新たに解明した。一方、マイクロアレイ解析によりTregの機能障害に
関する新たな知見も得られた。

研究成果の概要（英文）：One of the asthma pathologies is a persistent inflammation in airway caused by 
allergens and viruses. The impaired functions and decreased number of regulatory T cells (Tregs) is 
considered as the cause of persistent inflammation in local sites. The mechanisms of abnormal functions 
of Tregs are obscure. Therefore, the aim of this study was to analyze the functions of Tregs by using 
Ca2+ response against T cell receptor stimulation, which can estimate the regulatory functions of Tregs, 
and to elucidate the mechanisms of abnormal functions of Tregs. The results showed that increasing Ca2+ 
response in Tregs from patients with asthma was attributed to the increasing expression of scaffold 
protein, RACK1. In addition, the new data associated with the abnormal functions of Tregs was obtained 
from microarray analysis.

研究分野： アレルギー、分子生物学、免疫学
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１．研究開始当初の背景 
制御性 T 細胞(Treg)は、アレルギー性疾患や
自己免疫性疾患など様々な免疫反応を負に
制御する。喘息や食物アレルギーなどでは、
Treg の活性が低下するため過剰なアレルギ
ー反応をコントロールできず炎症が慢性化
していると考えられている。癌組織では、癌
細胞により naïve T 細胞から Treg が誘導さ
れ癌細胞特異的免疫反応が負に制御される
ため、癌細胞が増殖しやすい環境を作り上げ
る悪玉と考えられている。つまり、アレルギ
ー疾患や自己免疫疾患では Treg 機能を正常
化することを治療の位置づけとしており、癌
では Treg 機能を損なうことを治療の目的と
している。当研究室では、喘息患者末梢血
Treg の機能を新たな視点より評価する in 
vitro 測定系(細胞内 Ca2+濃度の測定)を組み
立て Treg 機能の解析を行ってきた。Treg の
有する特徴である免疫反応抑制機能やアナ
ジー（TCR 刺激時に IL-2 低産生、低増殖）
は、特異的マーカーである転写因子 FOXP3
によりコントロールされており、喘息患者の
TregではFOXP3タンパク質発現量が低下す
るため機能異常を示すという報告もある。し
かし、我々の研究結果では、小児喘息患児由
来・成人喘息患者由来 CD4+CD25high Treg 中
の FOXP3 発現量は、転写レベルやタンパク
質発現レベルでも非喘息対照者と比べ変化
が認められなかった。非喘息患児由来 Treg
は、Ca2+依存性アナジーであるが、一部の喘
息患児由来 Treg は、Ca2+応答性に変化して
おり抑制機能も低下していた(図１)。小児喘
息では、Treg の Ca2+応答性と喘息の罹患期
間や血清 IgE 高値と相関していた。また、一
部の FOXP3 陽性 Treg は、IL-17 を産生して
おり、小児喘息の増悪に関わっている可能性
も示唆された。以上より、Treg の機能異常
（Ca2+応答性と相関）を改善することが喘息
などのアレルギー性疾患の治療に結びつく
ものと考えている。 
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２．研究の目的 
これまでに、Treg の免疫抑制機構と Ca2+応
答性との関連を分子レベルで解析してきた。
免疫制御機能がなぜ Ca2+応答性と関連する
のかは現在のところまだ不明であるが、Ca2+

応答性が Treg 自身の免疫抑制能力の指標と
なりえることを報告した。これまでに申請者

は、一部の喘息患者末梢血由来 Treg は、Ca2+

依存性アナジー状態に異常をきたし免疫抑
制機能も低下している事を報告している。申
請者らは、アナジー状態の異常の一端は、足
場タンパク質である RACK1 の増加が原因で
あることを推測していた。本研究では、
RACK1 タンパク質が Treg 中の Ca2+ チャネ
ル(CRAC チャネル)の制御に関与しているこ
とを証明し、健常人及び喘息患者 Treg 様
Jurkat 細胞モデルに対しマイクロアレイ解
析を行うことにより、Ca2+ チャネル制御機
構に関与すると推測される遺伝子群を同定
することを目的とした。喘息患者由来 Treg
の Ca2+依存性アナジー状態の異常の原因と
その分子機構が予測・解明できれば、アレル
ギー性疾患や自己免疫性疾患などにおける
Treg をターゲットとした医薬品の開発に貢
献できると考えている。 
 
３．研究の方法 
(1)マイクロアレイ解析 
東レの3D-Gene全遺伝子型DNAチップを用
い解析を行った。Human Oligo chip 25k を
利用し、5G1（コントロール細胞）Day-2 及
び Day-5 と F2A9（FOXP3 発現細胞）Day-2
（健常人 Treg 様）及び Day-5（喘息患者 Treg
様）の合計４検体を１色法にてマイクロアレ
イを行った。データの一部を表 1 に示した。 
(2)ERK のリン酸化の定量 
ERK の リ ン 酸 化 は 、 Alexa488-pERK 
(T202/Y204) (BD Biosciences 社)抗体を用い
た BD Phosflow technology を利用して、
EPICS XL フローサイトメーターにより解
析した。 
(3)mRNA 発現量の定量 
TaqMan®法による Real-time PCR により定
量した。各遺伝子に対する TaqMan Primer 
and Probe sets [PRDX2 (Hs00853603_s1_M), 
PRDX3 (Hs00428953_g1_M), PRDX4 
(Hs01056076_m1_M), ACTB 
(Hs99999903_m1)]は、Life Technology 社より
購入した。Real-time PCR は、StepOne® 
Real-Time PCR System (Life Technology 社)を
用い行った。 
(4)Ca2+応答性の測定 
調製した Treg を 1,200 rpm で 10 min 遠心。
上清を除去し、Ca2+蛍光指示薬である 1 mM 
Fura-2AM 2.5 μL を含有する培地(5％AB 
serum, 100 U/mL Penicillin, 100 μg/mL 
Streptomycin を含有した RPMI1640 培地) 
500 μLでサンプルを再懸濁した。24 well cell 
culture plate の 1 well に、あらかじめ 3 
mm×10 mm のガラスプレートを 2 枚ずつセ
ットしておき、細胞懸濁液を加え、37℃で 40
分間インキュベーションした（Fura-2 の細胞
内ロード）。インキュベーション後、細胞内
Ca2+測定用緩衝液 (2 mM Ca2+ HANKS 
buffer) 中ガラスプレートを 2 分以上静置し
た。顕微鏡上の灌流チャンバーにセットし、
緩衝液をフローすることによりガラスプレ



ート上の細胞を洗浄 (この操作で、ガラスプ
レート非吸着細胞は除去され、ガラス吸着性
の強いマクロファージが残る)した。細胞内
Ca2+濃度の変化は、340nm と 380nm の励起
光を交互に照射し、生じた蛍光 (510 nm) の
強度を、蛍光画像解析システム Meta Flour 
(日本ローパー社) によって測定し、380 nm
の励起光による蛍光強度に対する 340 nm の
励起光による蛍光強度の比 (340 nm/380 
nm) で示した。 
 
４．研究成果 
これまでの研究より、喘息患者末梢血より精
製した Treg の Ca2+応答性には、高発現して
いる RACK1 分子が関与していることを報告
した(1)。RACK1 分子を介する Treg の Ca2+

応答性の異常機構は、現在のところ研究を進
めているところである。また、本研究で構築
した細胞内 Ca2+濃度測定系は、他の免疫系細
胞であるマクロファージや好中球の活性化
の指標として利用し応用することができた
(2,3)。同様に膀胱の収縮機構や膵臓β細胞のイ
ンクレチン刺激によるインスリン分泌機構
の制御機構の解析にも利用した(4,5)。Ca2+応答
性は、細胞内シグナルとして普遍的に利用で
きる点が特徴であり、他の研究に容易に応用
できる点が有用であった。健常人及び喘息患
者 Treg 様 Jurkat 細胞モデルを用いたマイ
クロアレイ解析により、Ca2+関連遺伝子ばか
りではなく、新たな有用な情報を得ることが
できた。 
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マイクロアレイデータより、予測していなか
った Treg の酸化ストレス抵抗性に関するデ
ータが得られたため喘息患者における Treg
機能異常の新たな一端を解明できるのでは
ないかと考え研究を進めた。喘息患者の気道
炎症局所では、酸化ストレスが亢進している
ことが報告されており、この様な環境下で
Treg が機能することを考え合わせると酸化
ストレスに対する抵抗性を有していること
が推測される。Treg の酸化ストレスの指標と
しては、酸化ストレス応答性分子としてよく
利用されている細胞内シグナル分子である
ERK のリン酸化を利用した。 
図 2 に示したように健常人及び喘息患者末梢
血より精製した単核球分画に酸化ストレス
刺激として過酸化水素を添加し、フローサイ
トメーターにより解析した。Treg 分画として
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は、CD4+CD25high population を解析した。健
常人由来 Treg は、酸化ストレス刺激時におい
て ERK のリン酸化はわずかな細胞でしか認
められなかった。対照的に Treg 以外の CD4+

細胞は約 60％位の細胞が用量依存的に ERK
のリン酸化が認められた。一方、喘息患者由
来 Treg では、ERK のリン酸化率に差が認め
られ、2 群に分類することができた。一群の
喘息患者由来 Treg では、酸化ストレス刺激に
より健常人同様に ERK のリン酸化は、わず
かな細胞にしか認められなかったが、図 3 に
示すようにもう一方のグループの喘息患者
由来 Treg は、酸化ストレス刺激により、ERK
のリン酸化が亢進していた。 
更に、ERK のリン酸化は既に(1)の論文で報
告している Ca2+応答性に相関が認められた。
Ca2+応答性が Poor response である細胞は、過
酸化水素に対する ERK のリン酸化応答性は
健常人由来 Treg と同程度であり、Ca2+応答性
が good response を示す細胞は、ERK のリン
酸化率も 3 倍以上上昇していた。つまり、喘
息患者由来 Treg は、T細胞受容体からの刺激
により Ca2+流入が認められるだけではなく
（健常人由来 Treg は、ほとんど認められな
い）、酸化ストレス暴露に感受性があること
を示しており、異なる視点から観察しても機
能異常を示すシグナルを出していることに
なる。その異常機能を示す機構は、単純では
ないかもしれない。 
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Treg の酸化ストレス抵抗性を示す機構につ



いては、Mougiakakos D 等(Blood,2011)が Treg
は、通常の CD4+ T 細胞より、Thioredoxin-1
の分泌が亢進していることが関与している
と報告している。本研究のマイクロアレイ解
析結果においては Thioredoxin-1 の発現は、健
常人 Treg 様細胞(F2A9 Day-2)では、対照細胞
(5G1 Day-2)に比べ低下していた。そのため、
他の酸化ストレス関連遺伝子群を解析した
ところ、表１に示すようにペルオキシレドキ
シン(PRDXs)群に差が認められた。特に、
PRDX2,3,4 に関しては、健常人 Treg 様細胞で
は、対照細胞より発現が亢進しており、喘息
患者Treg様細胞(F2A9 Day-5)では健常人 Treg
様細胞に比べ発現が低下しており有意な差
が認められた（一部を図 4 に示す）。 
 
表 1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
これらのペルオキシレドキシンは、細胞内に
局在しており、細胞内の酸化ストレスを調節
するタンパク質である。健常人 Treg で発現が
亢進していることは、酸化ストレスに対する
抵抗性を増加させるが、喘息患者 Treg ではこ
れらの遺伝子の発現が低下しているため、酸
化ストレスに対し応答しやすくなっている
可能性が推測された。現在、低発現ペルオキ
シレドキシン下における Treg の酸化ストレ
ス刺激に対する影響を解析中である。 
本研究は、喘息患者の Treg 機能異常の機構の
一端を形成しており、喘息患者の Treg の Ca2+

応答性機構とともに酸化ストレス応答性（容
易に ERK がリン酸化されることを示す）機
構を明確にすることは、喘息患者の慢性気道
炎症をコントロールすべき Treg 機能を正常
に戻すための一助になるのではないかと考
えている。 
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