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研究成果の概要（和文）：mTOR阻害剤（エベロリムス）と、T細胞表面のCD25抗原を特異的に刺激するIL-2/IL-2
抗体複合体（以下、IL-2cx)を併用することで、炎症性関節炎モデルマウスにおいて、免疫寛容を誘導するTreg
の増加は認めたが、関節炎は改善しなかった。ヒト化NOGマウスのx-GVHD病態にIL-2cxを投与しすると、むしろ
x-GVHDは増悪した。IL-2cxによって活性化する、Treg抵抗性の炎症性細胞が存在すると仮説をたて、解析したと
ころ、コントロールと比較し、IL-cx投与のヒト化NOGマウスで、Th1/17の著明な増加を認めた。

研究成果の概要（英文）：Combination of mTOR inhibitor (everolimus) and IL-2 / IL-2 antibody complex 
(IL-2cx) therapy induced Treg cells in arthritis model mice. However, arthritis did not improve. 
Administration of IL-2cx to x-GVHD disease in humanized NOG mice rather exacerbated x-GVHD. It was 
hypothesized that Treg-resistant inflammatory cells activated by IL-2cx were present. We and 
analyzed effector Tcells in recipient humanized NOG mice.  In IL-2cx-administered humanized NOG 
mice, Th1 / 17 was markedly increased. 

研究分野： 膠原病

キーワード： 関節炎　Treg　Th1/17

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
マウス研究で免疫制御治療として期待されている、IL-2/IL-2 antibody complexes治療が、我々のヒト化マウス
を用いた研究により、x-GVHDを増悪させることを確認し、そのヒト免疫細胞における潜在的リスクを示した。
ヒト化NOGマウスに、IL-2/IL-2 antibody complexes投与する本モデルは、以下の３点（１）ヒト免疫細胞モデ
ル、２）制御性T細胞の増加　３）炎症病態（x-GVHD)の増悪させる）により、制御性T細胞に抵抗性のヒト炎症
モデルとして有用である。制御性T細胞に抵抗性の炎症細胞の探索や、ヒト自己免疫疾患のさらなる病態解明が
期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
関節リウマチの治療は、ＴＮＦα阻害剤やＩＬ－６阻害剤、ＣＴＬＡ４－Ｉｇ治療、ＪＡＫ阻
害剤など薬剤の進展により、炎症を強力に抑制可能となった。しかし、いったん破綻した自己
免疫寛容を是正する方法は未解明である。この方法が確立すれば、関節リウマチの活動性を長
期にわたって寛解を維持し、薬剤フリーの状態を維持でき、疾患の完全寛解が期待できる。 
 
２．研究の目的 
申請者の提唱する、関節炎炎症部位に集積した T 細胞（＝自己抗原反応性 T 細胞を多く含む）
を抑制性の T 細胞（制御性 T 細胞）にコンバージョンし、その抑制機能を増強（Treg の活性
化、および増幅）する「mTOR 阻害剤による Treg ワクチン療法」は、破綻した自己免疫寛容
を是正しうる。炎症局所に標的指向性リポソームが集積する Drug delivery system と、Treg 
誘導のための mTOR 阻害（Everolimus）、および Treg の維持、増殖のための IL-2 治療（IL-2/
ｍAb complex）の組み合わせ治療により、関節炎局所に優位に Treg を誘導・増殖し、さらに
安定させて、炎症局所の免疫寛容を能動的に誘導する全く新しい治療法の開発が本研究の目的
である。 
 
 
 
３．研究の方法 
 
関節炎モデルマウス（SKG マウス）において、関節炎発症後、mTOR 阻害剤（エベロリムス）→
IL-2/IL-2Ab complex を投与することで、関節炎の経過、関節所属リンパ節の Treg、Th17 の
解析、また滑膜部位のリンパ球 Treg を採取し、Treg の自己反応性を確認する。 
プロトコール（SKG マウスではZymosan投与で関節炎を惹起し、day35に mTOR阻害剤投与開始、
１週間後に IL-2/IL-2Ab complex を投与）。 
(1) 関節炎の評価 
上記のプロトコールにしたがって、関節炎発症マウスに処置をしたあと、関節炎の経過を観察
するため、無処置（エベロリムスなし、IL-2/IL-2Ab complex なし）マウスと比較し、関節炎
スコアを計測する。 
(2) リンパ球の解析 
一部のマウスは、Day25 あたりを目安に、解剖し、所属リンパ節、および炎症性滑膜を採取す
る。炎症性滑膜は、リベラーゼブレンザイム（Roche）で処置し、滑膜浸潤リンパ球を採取する。
それぞれ採取したリンパ球の CD4T 細胞、Treg 細胞を、フローサイトメトリーを用いて解析す
る。（CD4 抗体、CD25 抗体 細胞膜透過処理後の細胞内染色で Foxp3 抗体） 
本研究のもっとも重要な点は、Treg ワクチン（SLX-Lipo(Eve) + IL-2/IL-2Ab complex）の処
置により、関節炎惹起性 T 細胞を Treg にコンバージョンできるか否かである。最新の知見か
ら、SKG マウスにおいて、関節炎惹起性 T 細胞が認識する抗原が、RPL23A、（60S ribosomal 
protein L23a）であることが解明されている。（Ito,Yoshinaga, et al. Science 346.6207 (2014): 
363-368.） 
(3) Treg ワクチンにより関節炎が改善した場合、その数週後に再度 Zymosan（SKG マウス）を
投与し、関節炎を再惹起させる。Treg ワクチン効果による関節炎再発抑制があるかどうかを確
認する。 
(4) ヒト化マウスにおける IL-2/IL-2Ab complex による Treg の増加と、GVHD 発症抑制の有無
の検討 
ヒトにおいて、JES6-1 と同様の作用のある抗 IL-2 抗体として、Clone(5344)がある。これと
ヒト IL-2 サイトカインとの複合体（human IL-2/IL-2Ab complex）による vivo での検討は国
際的にもされていない。将来の Treg ワクチン療法のヒト臨床への応用を視野に、ヒト T 細胞
における Everolimus→ human IL-2/IL-2Ab complex の効果の確認が必要である。ヒト化マウ
スで利用される NOG マウス（NOD.Cg-Prkdcscid Il2rgtm1Sug/Jic、Ito, M 
.et al. Humanized Mice. Springer Berlin Heidelberg,2008. 53-76.）に、ヒトナイーブ T 細
胞（CD4+CD45RA+）T 細胞を養子移入（1ｘ10＾6 cells/匹）すると GVHD を発症する（3 週間
くらいで）。本研究においては、Treg の増加を確認するため、末梢血単球（PBMC）を 1x10^7 細
胞投与することとした。 
これに無処置群と、IL-2/IL-2Ab complex(i.v.)を行う群に分け、Treg が増加するかを、脾臓
細胞の多色フローサイトメトリーで解析する。 
(5）投与後 5 日後くらいを目安に、それぞれの郡から３匹ずつ解剖し、脾臓、リンパ節などの
細胞数や Treg の割合を解析する。 
(6）さらに、体重を週 2 回計測し、ヒト T 細胞移入によりおこる GVHD の発症（皮膚炎、下痢、
GVHD の病勢と体重減少が相関）を処置群と無処置群で比較する。 
 
４．研究成果 
 
関節炎モデルマウスを用いた研究において、SLX-Lipo(Eve)→IL-2/IL-2Ab complex を投与する



ことで、制御性 T細胞の増加は確認されるが、関節炎はコントロールと比較して改善しなかっ
た（関節炎スコア、足踵関節腫脹部位の径） 
全身の炎症制御が必要と考え、SLX—Lipo(Eve)を全身 Everolimus 投与（ip）としたが、制御性
T細胞の増加は確認されるものの、同様に関節炎は改善しなかった。 
そこで、関節炎モデルマウスの炎症を阻害する薬剤を事前に投与し、同様に Everolimus→
IL-2/IL-2Ab complex 投与を行い、関節炎をある程度抑制することでの効果を確認することと
した。 
以下の抗炎症作用のある薬剤を５−７日事前に投与し、Everolimus→IL-2/IL-2Ab complex 投与
を行い、制御性 T細胞の増加による関節炎抑制維持がみられるかを確認した。 
(1)  TNFα抗体 
(2)  CTLA4-Ig 
(3)  IL−６受容体抗体 
(1)-(3)において、十分な関節炎抑制効果を認めなかった。 
以上の結果から、mTOR 阻害剤→IL-2/IL-2Ab complex 投与により、Treg の増加は確認されるが、
十分な関節炎病態の抑制はみられなかった。全身の炎症病態を抑制する処置を行っても、関節
炎自体の改善はみられなかった。 
 
次に、ヒト化マウスを用いた研究を行なった。NOG マウスに、末梢血単球（PBMC）を 1x10^7 細
胞を移入し、x-GVHD を発症させる系を利用して、そこに、h-IL-2/IL-2Ab(clone 5344) complex
３μg/30μg）を投与した。レシピエント（ヒト化 NOG マウス）において、投与後 day3 をピー
クに、CD4＋CD25highFoxp3+Treg が有意に増加することを確認した。また、その Treg は,CTLA-4
を発現し、抑制性と考えられたが、ヒト化 NOG マウスから採取できる Treg の数に限界があり、
Treg の抑制機能の評価はできなかった。 
h-IL-2/IL-2Ab(clone 5344) complex 投与後、x-GVHD が Treg 増加により改善するかを、生存率、
体重減少、の２つの指標により確認した。すると予想に反して、h-IL-2/IL-2Ab(clone 5344) 
complex 投与群が、無処置群（コントロール）に比べて、有意に生存率が低下し、体重減少も
より早期におこることを観察した。 
 
当初、mTOR 阻害剤と IL-2/IL-2Ab complex の併用により、Treg を増加し、炎症病態（マウス；
関節炎、ヒト化 NOG マウス；x-GMHD）を改善させることを目標としたが、関節炎モデルマウス
では改善がみられず、ヒト化 NOG マウスでは IL-2/IL-2Ab complex 投与でむしろ増悪するとい
う結果となった。いずれの群でも Treg が増加することを確認できており、また関節炎モデルマ
ウスにおいては、抗サイトカイン抗体を併用しても改善しなかったため、慢性炎症病態におい
て、Treg に抵抗性の炎症細胞が存在し、IL-2/IL-2Ab complex の効果を減弱、もしくは、
IL-2/IL-2Ab complex 投与によりこれらの炎症細胞が増強している可能性を考えた。 
 
そこで、Treg 以外の炎症性 T 細胞の解析をおこなうこととした。ヒト化 NOG マウスにおいて
h-IL-2/IL-2Ab(clone 5344) complex 投与群において、CD4+T 細胞中の Th1(IFNg＋)、Th2(IL-4
＋)、Th17(Il-17A+)、そして Th1/17 (IFNg+IL-17+)の割合、および細胞数を、コントロール群
と比較した。すると、割合、細胞数ともに、Th1/17 (IFNg+IL-17+)が h-IL-2/IL-2Ab(clone 5344) 
complex 投与群において著明に増加することがわかった。 
これらの結果をもとに、ヒトの炎症病態において、Th1/17 細胞が、h-IL-2/IL-2Ab(clone 5344) 
complex 治療の抵抗因子となる可能性、さらに、内在する制御性 T 細胞への抵抗因子である可
能性が考えられた。さらに、病理像を解析すると、肺（間質性肺炎）、肝炎、腸炎を主体とした
炎症病態をコントロールと比較して強く発症していた。この結果から、ヒト化 NOG マウスに
h-IL-2/IL-2Ab(clone 5344) complex 投与することで得られるモデルは、１）制御性 T 細胞が
増加しつつ ２）x-GVHD の disease がより進行する、という点から、制御性 T細胞抵抗性の炎
症病態の１モデルと考えた。 
このモデルは、ヒト自己免疫疾患や GVHD において、炎症性 T細胞がなぜ制御性 T細胞に抵抗し
て desease を悪化させるかについて詳細を解析するための良いモデルとなると考えられる。本
研究で得られた知見をベースとして、新たに、制御性 T細胞抵抗性の T細胞の探索研究へとつ
なげている。 
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