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研究成果の概要： 

NZB/W F1 マウスに抗 PD-1 抗体と抗 PD-L1 抗体の投与実験を行い、前者は CD4+PD-1+T 細胞を
減らして腎炎を改善し、後者は逆に CD4+PD-1+T 細胞が蓄積し腎炎を悪化させた。CD4+PD-1+T
細胞は IFN-γ高産生細胞であり、腎炎病態への積極的関与が強く示唆された。また同マウスの
抗 PD-L1 抗体投与後に、脾臓から単離した CD4+PD-1+T 細胞と CD4+PD-1-T 細胞より miRNA およ
びmRNAを抽出し、比較プロファイリングを行ってCD4+PD-1+T細胞に特異的なmiRNAおよびmRNA
の同定を試みた。 
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１．研究開始当初の背景 

（１）抑制性共刺激分子のひとつである PD-1 は、

関節リウマチ（RA）や全身性エリテマトーデス

（SLE）の感受性遺伝子であると報告されている。

また、PD-1 欠損マウスは亜系の違いにより糸球体腎

炎や増殖性関節炎、あるいは心筋炎などの自己免疫

性疾患を発症する。これらの事実から我々は

PD-1/PD-L システムの異常が、自己反応性 T リンパ



球に対する末梢トレランスの破綻を招き自己免疫

疾患が形成されるという仮説のもと、ヒト・マウ

ス PD-1 の研究を行なってきた。ヒト研究では、RA

関節液中に①CD4+PD-1+T 細胞が集積し、②

CD4+PD-1+T 細胞は IL2 産生が少ない一方で IL10

を産生していること、③RA 由来滑膜細胞は IFNγ

刺激で PD-L1 発現が誘導されることを見出した。

また、ヒトのシェーグレン症候群研究にて④患者

唾液中の CD4+あるいは CD8+T 細胞に PD-1 が発現

すること、⑥患者の口唇生検組織で PD-L1 が唾液

腺の腺房上皮細胞に強く染まること、(３)唾液腺

へのリンパ球浸潤の程度と浸潤リンパ球の PD-1

陽性比率が正の相関をとることを見出した。また、

ループス様腎炎モデルの NZB/W F1 マウスへの抗

PD-L1 抗体の腹腔内投与によりループス様腎炎が

悪化し、ネフローゼ死にいたることを見出した。

組織学的検討では NZB/W F1 マウスにおいて、腎炎

発症後のメザンギウム領域に PD-L1 が強く発現す

ることを見出し、NZB/W F1 マウスの腎炎発症への

関与について現在解析を進めていた。以上のよう

に、我々は PD-1/PD-L1 システムの自己免疫疾患へ

の関与についてヒト・マウスで解析を進めていた。 

（２）従来マイクロ RNA（miRNA）のプロファイリ

ングによる疾患研究は、癌研究など世界的にごく

一部の限られた疾患でしか成果が報告されておら

ず、ヒト・マウス自己免疫疾患において miRNA 発

現プロファイルについて解析した研究報告はなか

った。これまでの DNA チップを用いたメッセンジ

ャーRNA（mRNA）発現プロファイリング解析は、mRNA

発現量が必ずしも転写後のタンパク発現量を反映

しないという問題点があり、miRNA のプロファイ

リングは転写後調節という mRNA 発現と実際のタ

ンパク発現をつなぐミッシングリンクをつなぐ分

子基盤を与えるものとして重要性は高まるばかり

であると考えられた。 

（３）我々は、先行して RA 患者と変形性関節症

（OA）患者由来の短期培養関節滑膜細胞の miRNA

プロファイリングに着手し、RA と OA で大きく発

現の異なる miRNA を見出した。その１つである

miR-124a について、miR-124a の発現が滑膜増殖とサ

イトカイン産生に深く関与していることが明らかに

なり、解析を進めていた。また miR155 が RA や SLE

の病態に関与する可能性のある miRNA として、ここ

数年にわかに注目を集めてきた。 

２．研究の目的 

本研究の目的は、（１）PD-1/PD-L1 経路が NZB/WF1

マウスの腎炎の発症にかかわっているかを明らかに

すること、（２）NZB/W F1 マウスの腎炎発症前後・

抗 PD-L1 抗体投与前後の miRNA プロファイリングに

より、腎炎増悪に関連して変化する miRNA を特定し、

ループス腎炎発症における miRNA の役割、PD-1 シグ

ナルと miRNA との関連を明らかに miRNA することで

ある。 

 

３．研究の方法 

（１）NZB/W F1 マウスの腎炎発症を観察し、腎臓組

織における PD-1 や PD-L の発現分布を蛍光抗体法を

用いて詳細に検討した。 

（２）NZB/W F1 マウスに１６週齢から２４週齢にか

けて抗PD-1抗体あるいは抗PD-L1抗体を腹腔内投与

し、ループス様腎炎の発症への影響を、尿タンパク、

血清中サイトカイン濃度、dsDNAIgG サブクラスの解

析、生存率などを指標に検討した。 

（３）NZB/W F1 マウスにおいて腎炎発症前後・抗

PD-L1 抗体投与前後の時点で、脾臓より CD4+T 細胞

を採取し、CD4+PD-1+T 細胞と CD4+PD-1-T 細胞をセ

ルソーターにより分離し、それぞれ mRNA と miRNA

を抽出し、プロファイリングを行ない、腎炎増悪に

関連して変化する miRNA を特定する。両プロファイ

リングには、TORAY 社のマウス用 3D-GeneDNA チップ

を用いた。このシステムは定量的に miRNA あるいは

mRNA を測定できる。 

 

４．研究成果 

 

（１）NZB/WF1 マウスの腎炎発症後の腎臓の蛍光抗



体染色により、腎臓への浸潤 CD4+T リンパ球には

PD-1 が発現し、糸球体血管内皮細胞や尿細管内皮

細胞には PD-L1 が発現していたが、メザンギウム

細胞には PD-1 も PD-L1 も発現していなかった。フ

ローサイトメーター解析で、腎臓や脾臓の

CD4+PD-1+T 細胞には、細胞内染色にて IFN-γが高

発現しており、（増殖能は低下しているが）エフェ

クターT 細胞の形質をもっていることがわかった。 

（２）腎炎発症前から抗マウス PD-1 抗体（J43）

を腹腔内投与すると、CD4+PD-1+T 細胞数が減少し、

尿たんぱくの増悪が遅延し、腎炎は発症するもの

の生後１年たっても半数のマウスが生存した。ま

た腎組織から PD-1+T 細胞が消失した。さらに、J43

抗体の PD-1+細胞への効果をみるために補体依存

性細胞障害活性試験を行ったところ、J43 の投与

により、PD-1 強制発現細胞株の傷害死が誘導され

た。一方、抗マウス PD-L1 抗体（111A）を投与す

ると、CD4+PD-1+T 細胞数が週齢とともに増加し、

血清中 IFN-γが著増、それと並行して尿タンパク

が早期に増悪し、dsDNA 抗体の IgG２へのクラスス

イッチが促進され、腎死の時期が早まった。 

（３）NZB/W F1 マウスにおいて、抗 PD-L1 抗体投

与後に腎炎が発症し CD4+PD-1+T 細胞が著明に増

加した時点で、CD4+PD-1+T 細胞と CD4+PD-1-T 細

胞をセルソーターにより集め、miRNA と mRNA を抽

出し、プロファイリングを行った。この結果をも

とに、CD4+PD-1+T 細胞に CD4+PD-1-T 細胞より有

意に高発現あるいは低発現している mRNA あるい

は miRNA を同定し解析中である。 

 

（得られた結果のインパクトと今後の展望） 

（１）本研究から、CD4+PD-1+T 細胞が NZB/W F1

マウスの腎炎の増悪に密接に関与していることが

明らかになり、ループス腎炎の発症機序にこの細

胞がどう関与しているか、大きな関心がもたれる。

従来、PD-1 分子は Tリンパ球に末梢トレランスを

誘導する抑制性の共刺激分子ととらえられてきた

が、本研究により、PD-1 を発現しながらもエフェ

クターとしての機能を保持した細胞が存在し、ルー

プス様腎炎の発症に密接にかかわっていることが明

らかになった。これは、内外の PD-1 研究の枠組みに

大きな修正を迫る結果であり、大きなインパクトが

あると考えられる。またループス腎炎の病態研究に

新しい細胞群を加味して考える必要があることを示

唆している。さらに、もう一つの意義は、J43 抗体

がマウスの CD4+PD-1+T 細胞を減少させることによ

り腎炎の発症遅延をもたらす効果があり、将来ヒト

ループス腎炎の治療に、PD-1 発現細胞を減らすよう

な抗 PD-1 抗体が有用である可能性を示唆した研究

であることである。 

（２）今後の病態解析の方向としては、①mRNA ある

いは miRNA プロファイリングに基づく、標的 mRNA・

タンパク質の推定と定量、その結果を元に②RNAi 法

による miRNA の抑制とそれによる標的 mRNA・タンパ

ク質の量的変化の解析、あるいは逆に pre-miRNA 分

子の導入を用いた標的 mRNA・たんぱく質の量的変化

の解析をおこなう。それらの解析を通じて、NZB/W F1

マウスにおけるPD-1経路/PD-1+T細胞の分子基盤を

miRNA 解析を通して明らかにすることをめざす。 

さらに、治療応用の前段階として、ヒト PD-1 発現細

胞株を用いて、CDC 活性あるいは ADCC 活性のある抗

ヒト PD-1 抗体をスクリーニングして見出し、難治性

ループス腎炎の治療の新しいオプションとして成り

立ちうるか検討してゆきたい。あるいは、miRNA 解

析による結果をもとに、将来 miRNA の生体内ドラッ

グ・デリバリーシステムが確立されれば、miRNA を

用いたループスの遺伝子治療も展望できる。 
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