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研究成果の概要：

　健常者の末梢 中における LAP 性 CD4+ T 細胞は 1％未満であり、極めて少数の細胞群で
あった。健常者と比 して多発性硬化症（multiple sclerosis：MS）患者における量的変化を
明らかにすることはできなかった。また、MS 患者において病期による明らかな差異を見出す
こともできなかった。末梢 LAP 性 CD4+ T 細胞は極めて少数であり、ex vivo でサイトカ
イン産生能やサプレッサー機能 析を行うことは極めて困難であった。このことから、MS の
病態制御に LAP 性 T 細胞を臨床応用する場合には、in vitro においてヒト LAP 性 T 細胞
を効率良く誘導し、その機能維持を図ることが重要であると考えられた。
　また、末梢 単球からの脳由来神経栄養因子（brain-derived neurotrophic factor：BDNF）
産生低下が、MSの障害度進行に関与する可能性を指摘した。
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１．研究開始当初の背景
　多発性硬化症（multiple sclerosis; MS）
は中枢神経系に炎症性脱 病巣が多発する
難病で、中枢神経の 抗原に対する自己
反応性 T 細胞による自己免疫疾患と考えら
れている。これまでの研究により、
interferon (IFN)-γなどの炎症性サイトカ
インを産生する Th1 細胞が病態の悪化に関

与することが明らかとなっている。一方、
生体内では自己反応性 T 細胞に拮抗的に作
用し免疫寛容を維持する方向に作用する、
免疫調節性細胞が存在することが知られ、MS
のように再発と寛 を繰り し、免疫調整
の微妙なバランスの上に成り立っているよ
うな病態では、これら免疫調節性細胞を標
的とした治療が有効と考えられる。
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　最 、我々はマウスに抗 CD3 抗体（抗 T
細胞受容体抗体）を経口投与することで、
腸 管 リ ン パ 組 織 に お い て latency-
associated peptide (LAP) 性調節性 T 細
胞（regulatory T cell; Treg）を誘導・活
性化できることを世界で初めて明らかにし
た（Ochi et al, Nat Med 2006）。この細胞
は、transforming growth factor (TGF)-β
の産生を介して免疫調節機能を発揮し、MS
のマウス動物モデルである実験的自己免疫
性 脳 脊 炎 （ Experimental autoimmune
encephalomyelitis; EAE）の発症を抑制で
きる。LAP 性調節性 Treg 細胞は、特定の
抗原によらず広く T 細胞抗原受容体を介し
た刺激で誘導・活性化されることから、自
己免疫疾患の治療標的として有力な候補で
あると考えられる。

２．研究の目的
　ヒト MSでも、TGF-βが寛 維持（Beck et
al, Acta Neurol Scand. 1991; Hollifield et
al, Autoimmunity 2003）や様々な免疫調整
薬による治療効果発現に関与していること
が 示 さ れ て お り （ Reinhold et al, J
Neuroimmunol 2004; Mahon et al, J
Neuroimmunol 2003; Aharoni et al, Proc
Natl Acad Sci USA 1997; Nicoletti et al,
Clin Exp Immunol 1998; Fukaura et al, J
Clin Invest 1996）、MS 病態制御に TGF-β
が深く関与していることが考えられる。こ
のことより、TGF-βを介して免疫制御機能
を発揮する LAP 性 Treg 細胞は MS の治療
標的となりうると考えられる。そこで本研
究では、MS 病態制御における LAP 性 Treg
細胞の役割を明らかにし、その調節機能を
応用することで MS の病態を制御することを
最大の目的とする。このため本研究では、
①経時的および各病期（再発期と寛 期）
において MS 患者の末梢 LAP 性 T 細胞の
割合を測定し、健常人のそれと比 するこ
とで LAP 性 T 細胞の量的変化がないか検
討する。②サイトカイン産生プロファイリ
ング（IL-2, IL-4, IFN-γ, IL-10, TGF-β
産生能）とサプレッサー機能 析を行い、
機能面での異常がないか検討する。以上よ
り LAP 性 Treg 細胞が MS 寛 維持にどの
ように関与しているかを明らかにする。ま
た、③マウス CD4+CD25-LAP 性 T 細胞を抗
CD3 抗体と TGF-β存在下で培養することで
LAP 性 T 細胞を誘導し、④誘導された LAP
性 T 細胞が EAE を抑制する調節性細胞と

して機能するか検討する。EAE の抑制効果が
確認できれば、同療法（抗 CD3-TGF-β-活性
化リンパ球療法）のヒトへの応用を検討す
る。

３．研究の方法
（１）MS 病態制御における LAP 性 T 細胞
の役割
①MS 末梢 における LAP 性 T 細胞の量的
変化
　経時的および各病期（再発期と寛 期）
において、MS 患者の末梢 LAP 性 T 細胞
の割合を 4-color flow cytometry 法により
測定し、健常人のそれと比 し、LAP 性 T
細胞の量的変化がないか検討した。T 細胞は
CD4+, CD8+, CD4-CD8-細胞群に分けて検討
し、また、CD4+LAP 性細胞は主として CD25+
細胞群に属するため、更に CD25 分子の発現
の有無によっても細分化し検討することと
した。さらに、末梢 単球も TGF-βを発現・
産生することから、単球系細胞についても
LAP 性細胞の割合を検討した。
②ヒト LAP 性 T 細胞の機能 析
　マウスの検討では、末梢 LAP 性 CD4+ T
細胞は約 5％であり少数の細 群である。そ
のため、量的変化を明らかにしづらいこと
が予想される。また、マウスにおける経口
抗 CD3 抗体の投与実験の結果より、その量
的変化より機能的変化の方がより顕著であ
ることが明らかとなっている。そこで、LAP
性 T細胞の機能変化を明らかにするため、
サイトカイン産生能（IL-2, IL-4, IFN-γ,
IL-10, TGF-β産生能）を ELISA 法にて検討
した。また、co-culture system によりサプ
レッサー機能 析を行った。LAP 性 T 細胞
は CD4+CD25+調節性 T 細胞を含み、この細胞
集団は MS 患者で減少あるいは機能不全が報
告されていることから、これらの 析は
CD4+CD25-T 細胞と CD4+CD25+T 細胞に分けて
行った。

（２）LAP 性 T 細胞の生存・機能維持に関
与する神経栄養因子の特定
　末梢 中の神経栄養因子を効率良く検出
することで、T 細胞の機能維持に必要な神経
栄養因子を特定することを みた。グリア
系細胞が、オートクリン的及びパラクリン
的に神経栄養因子を分泌することから、末
梢 液細胞でもオートクリン的及びパラク
リン的に神経栄養因子が産生されている可
能性がある。そこでまず、細胞から放出さ
れる神経栄養因子を迅速に捕獲固定化する
ことで、細胞表面上の受容体への結合を
害し、生理的条件に い状態で末梢 液細
胞の神経栄養因子産生能を検討した。

４．研究成果
（１）MS 病態制御における LAP 性 T 細胞
の役割
　健常者および MS 患者末梢 における LAP
性 T 細胞の量的変化について flow

cytometry 法により検討した。マウスでは、



末梢 LAP 性 CD4+ T 細胞は約 5％であり
少数の細胞群であるが（Ochi et al, Nat Med
2006）、ヒトではその割合は更に少なく 1％
未満であった。健常人と比 して MS 患者に
おける量的変化を明らかにすることはでき
なかった。また MS 患者において、病期によ
る明らかな差異を見出すことはできなかっ
た。
　ヒト LAP 性 T 細胞は極めて少なく、ex
vivo の実験系においてサイトカイン産生能
やサプレッサー機能 析を行うことは極め
て困難であった。このことから、MS の病態
制御に LAP 性 T 細胞を臨床応用する場合
には、in vitro においてヒト LAP 性 T 細
胞を効率良く誘導することが重要であると
考えられた。また、誘導された LAP 性 T
細胞の機能維持を図ることが重要であると
考えられた。

（２）他の自己免疫疾患における LAP 性 T
細胞の役割
　Streptozotosin を投与することで AKR マ
ウスに糖尿病を誘導することができ、１型
糖尿病のモデルマウスとされる。この系に
抗 CD3 抗体を経口投与すると、EAE と同様に
LAP 性 T 細胞が誘導され、TGF-β依存性に
糖尿病惹 性 T 細胞の活性化を抑制し、糖
尿病発症を抑制できることが明らかとなっ
た。このことから、LAP 性 T 細胞を標的と
した新 治療法は、MS のみならず広く自己
免疫性疾患の治療に応用できることが考え
られた。

（３）ELISA in situ 法の確立
　末梢 中の神経栄養因子を効率良く検出
することで、T 細胞の機能維持に必要な神経
栄養因子を特定することを目的に、細胞か
ら放出される神経栄養因子を効率よく検出
するシステムとして ELISA in situ 法の開
発を行った。これまでに、通常の ELISA 法
により脳由来神経栄養因子（brain-derived
neurotrophic factor; BDNF）の測定を行っ
てきたため、まずは BDNF をモデルとして、
ELISA in situ 法を確立した。新たに確立し
たシステムでは、放出された BDNF が迅速に
捕獲固定化されるため、培養細胞表面上の
BDNF 受容体への結合、すなわち消費や分
が こりにくく、生理的に い条件で BDNF
の産生分泌量を測定することが可能で、従
来の ELISA 法より 感度であった。

（４）MS単球における BDNF 産生障害
　各種神経疾患患者における 清 BDNF 値を
通常の ELISA 法で測定し、MS 患者群の 清
BDNF 値が、健常対照群や他の神経疾患群（筋
萎縮性側索硬化症群（ALS）、脊 小脳変性
症群（SCD）、HTLV-1 関連脊 症群（HAM））

に比 して、有意に 値（p<0.01）である
ことを明らかにした。しかし罹病期間との
関連でみると、MS 患者群は加齢・罹病期間
とともに 清 BDNF 値が低下する傾向を示し
たのに対し、健常対照群では加齢とともに
上昇する傾向を認めた。さらに、MS 患者で
は 清 BDNF 値の低下に伴い、身体機能障害
（EDSS）が進行する傾向にあった。また、
清 BDNF 値が中等度以上 値（>50 ng/ml）

である群は、検査時年齢が有意に若く
（ p<0.05 ）、 EDSS が有意に低くかった
（p<0.05）。このことより、MS の病初期では
清 BDNF 値は 値であるが、病期の進行と

ともにその濃度が低下し、身体機能障害も
進行することが考えられた。
　さらに、ELISA in situ 法により末梢 単
球とリンパ球からのBDNF分泌量を測定した。
その結果、進行期 MS 患者における BDNF 産
生低下は、リンパ球ではなく単球からの BDNF
産生低下に 因することが明らかとなった。
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