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研究成果の概要（和文）：自己免疫疾患において、抗原特異的に免疫を制御する治療法の開発が強く求められている。
今回、我々はマウスの自己免疫疾患モデルである実験的自己免疫性脳脊髄炎（EAE）において、ミエリン抗原のMOGとTR
AILを高発現するES細胞由来の樹状細胞（ES-DC-TRAIL/MOG）により、異なるミエリン抗原のMBPで誘導したEAEの発症を
抑制することを観察した。また、この免疫抑制には制御性T（Treg）細胞が関与していることが示唆された。以上より
、TRAILと組織抗原を高発現するES-DCによりTreg細胞を介して病因抗原が未知の自己免疫疾患においても組織抗原特異
的な免疫抑制療法を出来る可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：It is desirable to develop a therapeutic means to down-modulate immune responses 
in an antigen-specific manner without causing systemic immune suppression. In the present study, we found 
that the severity of experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) induced by myelin autoantigen, 
myelin basic protein (MBP), was also decreased after treatment with genetically modified embryonic stem 
cell-derived dendritic cells (ES-DC) presenting another myelin autoantigen, myelin oligodendrocyte 
glycoprotein (MOG) peptide, and simultaneously expressing TRAIL (ES-DC-TRAIL/MOG). This preventive effect 
was related to regulatory T cells (Treg). For the treatment of organ-specific autoimmune diseases, 
induction of Treg reactive to the organ-specific autoantigens by the transfer of DC-presenting antigens 
and simultaneously overexpressing TRAIL therefore appears to be a promising strategy.

研究分野：臨床免疫
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１．研究開始当初の背景 
自己免疫疾患や臓器移植における拒絶
反応の治療において、個体の免疫応答を全
身的な抑制状態に陥らせることなく、抗原
特異的に抑制する手法の開発が強く求め
られている。その中でも、免疫抑制性分子
の遺伝子を導入した樹状細胞（DC）にタ
ンパク質やペプチド抗原をパルスして、こ
れをモデル動物に投与することにより、抗
原特異的免疫抑制を誘導する手法が盛ん
に報告されている。しかし、その一方で、
多くの自己免疫疾患において、病原性リン
パ球が認識する抗原は、いまだに明らかに
されていない。また、自己免疫疾患では、
その経過中に、炎症が起きている組織に発
現する別の自己抗原がリンパ球の新たな
標的として認識され、次第に様々な組織特
異的な自己抗原を認識するリンパ球が出
現する“epitope spreading”現象が知られて
いる。このため、上記の DC療法で、ひと
つの自己抗原に対する病原性リンパ球を
抗原特異的に抑制しても、自己免疫疾患を
コントロールできない可能性が高く、臨床
応用の問題点である。近年、制御性T（Treg）
細胞が発見され解析がすすむと、T細胞受
容体が認識する抗原特異的に活性化され
て、細胞接触あるは微小環境を介して T
細胞を抑制できることがわかってきて、臨
床応用が待たれている。 
 
２．研究の目的 
そこで、自己免疫疾患の炎症が起きてい
る組織に特異的に発現する自己抗原を同定
して、これを認識する Treg細胞を誘導する
ことができれば、この Terg細胞がその特定
の組織で病原性リンパ球を抑制して、疾患
を抑えることが出来るのではないかと考え
た。組織に特異的な抗原を選定し、この抗
原遺伝子と TRAILや IL-10、TGF-βなどの
Treg細胞や抑制性T細胞の誘導に関与する
と考えられる遺伝子を導入した ES 細胞由
来の樹状細胞（ES-DC）を作製して、組織
抗原特異的なTreg細胞などの免疫抑制性T
細胞を in vitroあるいは in vivoで誘導する
システムを確立し、組織特異的な免疫抑制
により自己免疫疾患動物モデルに対する予
防・治療効果を検討することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
マイクロアレイのデータをもとに、脳脊
髄や筋組織に特異的に高発現する遺伝子を
選定する。これらの組織特異的抗原の遺伝
子と抑制性 T細胞を誘導・増殖することが
知られている TRAILや IL-10の遺伝子をマ
ウスの ES 細胞に電気穿孔法で遺伝子導入
する。この ES細胞を in vitroで ES-DCに分
化誘導し、組織特異的抗原と TRAILあるい
は IL-10 を発現する DC を作製する。この
ES-DC を、CD4+T 細胞が主たる病因 T 細
胞である実験的自己免疫性脳脊髄炎（EAE）

とCTLが主たる病因T細胞であるマウス筋
炎モデルの C蛋白質誘導性筋炎（CIM）に
投与してその効果を評価する。さらに、in 
vitroでこの ES-DCと Treg細胞を共培養し
て、組織抗原特異的な Treg細胞株を樹立し、
EAE や CIM のマウスモデルにおける効果
を評価・検討する。 
 
４．研究成果 
今回、EAEについては脳脊髄・神経組織
において、CIMについては骨格筋組織にお
いて発現量が高く、そのほかの組織に比較
的発現量が少ない遺伝子をマウスの正常組
織のマイクロアレイのデータをもとに選定
した。この遺伝子のメッセンジャーRNA、
タンパク質の発現を確認したが、脂質が多
く核酸やタンパク質の精製が困難で安定し
た評価を行うことが出来なかった。また、
骨格筋組織については血液の混入が多く本
研究で重要な組織特異性の担保が難しく、
この同定は困難と判断した。以上のことか
ら、既報が多く、また、ミエリンオリゴデ
ンドロサイト糖蛋白質（MOG）以外で EAE
に安定して用いられることが知られている、
ミエリン塩基性蛋白質（MBP）やプロテオ
リピド蛋白質ペプチドで EAE を誘導した
ところ、どちらも誘導可能であったが、
MBPの方が誘導率・重症度ともに安定して
いた。 
免疫抑制性分子である TRAILや IL-10の
遺伝子を Neomycin（Neo）や Puromycin 
(Puro)の薬剤耐性遺伝子とつなげた発現ベ
クターを作製して、電気穿孔法でマウスの
ES細胞に遺伝子導入した。これを高濃度の
Neo や Puro で選別し、その後、半定量
RT-PCR、FACSや ELISAなどで RNAやタ
ンパク質の発現量の高いものをクローニン
グした。これらの免疫抑制性分子を高発現
するES細胞を in vitroでES-DCに分化誘導
した。TRAILを遺伝子導入した ES細胞は
ES-DC に分化誘導できたが、IL-10 を遺伝
子導入したものは細胞増殖、ES-DCへの分
化が不良であり、マウスに投与するに十分
な細胞数を確保することが出来なかった。 
このため、TRAIL を遺伝子導入した ES
細胞に MOG ペプチドを遺伝子導入して、
TRAILとMOGペプチドを発現する ES-DC
（ES-DC-TRAIL/MOG）を作製した。これ
をマウスに前投与して、MOG ペプチドで
EAE を誘導したところ、MOG ペプチドで
誘導した EAE の発症を抑制することがで
きた。また、治療実験として、MOG ペプ
チ ド で EAE を 誘 導 し た マ ウ ス に
ES-DC-TRAIL/MOG を投与したところ、
EAEの発症を抑制することが出来た。なお、
発症した後に ES-DC-TRAIL/MOG を投与
しても改善は得られなかった。これはすで
に神経損傷を起こしたためと考えられた。
また、MOG 以外の無関係な抗原である
OVA と TRAIL を 遺 伝 子 導 入 し た



ES-DC-TRAIL/OVA は予防実験・治療実験
のいずれにおいても EAE の発症を抑制す
ることが出来なかった。 
次に、ES-DC-TRAIL/MOGをマウスに先
行投与して、MOG以外の抗原である MBP
で EAEを誘導した。その結果、この TRAIL
と MOGを発現する ES-DCは MBP誘導性
の EAEも抑制することが出来た。このメカ
ニズムを解析するために、近年報告されて
いる Treg細胞の関与を調べた。 
まず、抗 CD25抗体を投与して Treg細胞
を除去したマウスにおいて、同様の
ES-DC-TRAL/MOGによるMBP誘導性EAE
の発症抑制実験を行った。その結果、抗
CD25抗体投与で Treg細胞が除かれたマウ
スにおいては、ES-DC-TRAIL/MOGを投与
してもMBP誘導性の EAEの発症を抑制す
ることが出来なかった。 
そこで、ES-DC-TRAIL/MOGを投与した
マウスの脾臓から CD4+CD25+Treg 細胞を
磁気ビーズで分離して、同系の別のマウス
に移植し、MBPでEAEを誘導したところ、
EAEの発症が抑制された。以上のことから、
TRAILと脳脊髄・神経組織抗原のMOGを
発現する ES-DCは、in vivoで（おそらく）
MOG抗原を認識する Treg細胞を誘導して、
神経組織に発現するほかのミエリン抗原で
あるMBP抗原を認識する病的 Th細胞を抑
えることで EAE の発症を抑制できたこと
が考えられた。 
次に、in vitroでMOG抗原特異的な Treg
細胞株を作製して、これを移入することで
MBP 誘導性の EAE を予防・治療すること
が出来ないか検討をした。これにより、ES
細胞療法による過剰増殖や癌化の議論をさ
けて、より安全に組織抗原特異的に自己免
疫疾患の治療に応用できる可能性がある。 
まず、naïveマウスの脾臓から磁気ビーズ
で分離した CD4+CD25+Treg細胞を TRAIL
を遺伝子導入した ES-DCと抗 CD3ε抗体の
存在下で共培養したところ、TRAILを遺伝
子導入していない ES-DC と培養した場合
に比較して、[3H]-thymidine 取り込み法に
おいて、Treg細胞の増殖反応が強かった。 
そこで、ES-DC-TRAIL/MOG を、naïve
あるいはMOGでEAEを誘導したマウスの
脾臓から磁気ビーズで分離した Treg 細胞
と共培養して、MOG特異的な Treg細胞株
の作製を試みた。しかし、Tregの増殖や維
持が困難で、サイトカインなどの調整を行
うも前述の実験に用いたほどの十分な細胞
数を得るに至らなかった。本件は今後の課
題である。 
なお、Treg 細胞の増殖における TRAIL
の関与を解析するために TRAIL ノックア
ウト（KO）マウスを用いた研究を行った。
その結果、野生型（WT）と TRAIL-KO マ
ウスの骨髄由来樹状細胞（BM-DC）とWT
あるいは KO マウスの Treg 細胞を in vitro
で抗 CD3ε抗体と共培養したところ、

TRAIL-KO マウス由来の BM-DC のほうが
Treg 細胞の増殖が弱いことが観察された。
しかし、 Th 細胞については反対に
TRAIL-KO マウス由来の BM-DC により強
い増殖反応がみられた。すなわち、TRAIL
は Th 細胞においては既報の通りに抑制性
あるいは細胞死に働くが、Treg細胞におい
ては増殖促進に働く可能性が示唆され、こ
れまでの現象を説明しうる結果であった。 

 
今後は抗原特異的な Treg 細胞を簡便に

in vitroあるいは in vivoで誘導する手法を
開発して、組織抗原特異的な免疫制御療法
の実現を目指していきたい。 
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