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研究成果の概要：ヒト制御性 T細胞、Th1および Th2細胞に発現する G蛋白共役型受容体（GPCR）

を網羅的に解析し、それぞれの細胞に特異的に発現する GPCR を単離した。また、多くの GPCR

のリガンドが含まれる脂質ライブラリー等からも、制御性 T 細胞の機能を変化させる物質を単

離した。これらのうち、Lysophosphatidylcholine や PPAR アゴニストは、ヒト制御性 T 細胞

の抑制機能を高めた。 
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１．研究開始当初の背景 
G 蛋白共役型受容体（GPCR）は約 1,200 種

類存在し、これらには神経伝達物質受容体、
ホルモン受容体、オータコイド受容体からケ
モカイン受容体にいたる多くの種類の受容
体が含まれ、生体の多様かつ重要な機能に関
与している。また、GPCRおよびそのリガンド
の解明は、新しい生命現象の理解の糸口にな
るとともに創薬の重要なターゲットと考え
られている。 

免疫分野においては、今まで、GPCRの研究
はケモカイン受容体を中心に行われてきた。
ところがそれ以外に、➀  スフィンゴシン１
リン酸(SIP)が胸腺から末梢血液中へのリン
パ球への移動を促進する(Nature 427: 355, 

2004)、➁ 腎移植や多発性硬化症などの治療
薬として注目されている FTY720 の標的分子
が SIP の受容体である(Curr Pharm Des 12: 
161, 2006)、➂cannabinoid receptor (CB)1
や CB2を介して、抗原提示能のある樹状細胞
がアポトーシスを起こす（J Immunol 173: 
2373, 2004）、➃cannabinoid を多発性硬化
症のモデルマウスに投与すると症状が軽減
する（Pharmacol Ther 95: 165, 2002）、 ➄
ロイコトリエン受容体の BLT1 や CysLT2 は、
それぞれの欠損マウスの解析にて Th2免疫反
応に関与している(J Immunol 176: 6254, 
2006)等の報告が相次いで出始めてきた。こ
のように、GPCRのリガンドである生理活性脂
質やペプチド等が様々な免疫担当細胞の移
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動や Th1/2反応のバランスの制御に深く関わ
っていることが明らかになるにつれて、GPCR
の免疫系への関与が注目されてきた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、制御性 T細胞、Th1 および Th2

細胞の免疫担当細胞で発現している GPCR を
網羅的に解析し、これらの GPCR とそのリガ
ンドの免疫反応での役割を検討することを
目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）ヒト制御性 T細胞、Th1および Th2細
胞の単離 
➀制御性 T細胞：MACSカラムもしくはソーテ
ィングにて CD4+CD25+ T 細胞を分離し、用
いた。 
➁Th1 細胞：CD4+CD45RA+ T細胞（ナイーブ T
細胞）を単離し、抗 CD3抗体をコートしたプ
レートに分注し、IL-12、抗 IL-4抗体 、抗 CD28
抗体および IL-2 を添加し、７日間培養し、
Th1細胞に分化したものを用いた。 
➂Th2 細胞：ナイーブ T 細胞を単離し、抗 CD3
抗体をコートしたプレートに分注し、IL-4、
抗 IL-12 抗体、抗 CD28 抗体および IL-2を添
加し、７日間培養し、Th2 細胞に分化したも
のを用いた。 
 
（２）スクリーニング 
➀制御性 T 細胞、Th1 および Th2 細胞の T
細胞サブセットに発現するGPCRをApplied 
Biosystems ヒトゲノムサーベイアレイ（約
1,200 種類の GPCR）にて網羅的に解析した。 
➁さらにこれらのうち、それぞれの発現を、
real-time PCR 法にて確認し、それぞれのサ
ブセットに特異的に発現する GPCR を選択
した。 
 
（３）GPCR とそのリガンドを介した免疫反
応の解析 
それぞれの T細胞サブセットに特異的に発

現している GPCR のうち、既知のリガンドを
添加後に、それぞれの各細胞の機能変化を検
討した。 
➀制御性 T 細胞では、Foxp3 の発現レベルの
増強、TGF-βや IL-10 などの抑制型サイトカ
インの分泌変化を検討した。 
➁Th1 細胞および Th2細胞の機能解析：（１）
の準備した細胞で、サイトカインや抗体を除
去し、リガンドを添加２日後の Th1 細胞では
IFN-γ、Th2 細胞では IL-4 の産生を ELISA
にて検討し、コントロールと比較した。 
 
（４）GPCR に反応するモノクローナル抗体
の作成 

CD4+CD25+ T 細胞は、heterogeneity が
あり、すべて制御性 T 細胞ではないので、さ

らに制御性 T 細胞を分離する目的で、制御性
T 細胞に特異的に発現している GPR83 に対
するモノクローナル抗体の作成を試みた。バ
キュロウイルスシステムを用い、大量に
GPR83 の蛋白を作成し、免疫原としてマウ
スに投与し、ハイブリドーマの作成を試みた。 
 
（５）ヒト制御性 T 細胞の Foxp3 発現や抑
制機能を増強する生理活性物質の単離 
 GPCR のリガンドには脂質が多く存在す
る。それぞれの T 細胞サブセットに特異的に
発現する GPCR 側からだけの解析では限界
があるので、逆に脂質側から解析を行った。
即ち、生理活性脂質ライブラリー等から、ヒ
ト制御性T細胞の機能を増強させる物質の単
離を行った。物質添加後に Foxp3 の発現が増
強し、さらに制御性 T 細胞の抑制機能が増強
する物質をスクリーニングした。 
 
（６）リガンド添加によるヒト誘導型制御性
T 細胞の機能変化の検討。 
➀CD4+CD25- T 細胞を TGF-β、抗 CD3 抗
体、IL-2 および上記 Foxp3 増強のリガンド
で５日間培養し、その後 IL-2 とリガンドの
みで７日間培養し、Foxp3 の発現を検討した。 
➁ 上 記 の 誘 導 さ れ た 細 胞 か ら
CD4+CD25+CD127-部分を単離し、抑制試験
（MLR）を行った。 
 
（７）メチレーションアッセイ：Bisulfite 
sequencing PCR 法 
 上記の誘導された細胞から DNA を抽出し
て Bisulfite で処理し、TSDR(Treg-specific 
demethylated region)の methylation の比率
を比較検討する。 
 
４．研究成果 
（１）制御性 T 細胞、Th1 および Th2 細胞
の T 細胞サブセットに特異的に発現する
GPCR の選択。 
➀Applied Biosystems ヒトゲノムサーベイ
アレイ（約 1,200 種類の GPCR）にて網羅的
に解析し、制御性 T 細胞に発現している
GPCR は 144 種類、Th1 細胞では 123 種類、
Th2 細胞では 149 種類が単離された。 
➁これらのうち、さらに real-time PCR 法に
て解析し、それぞれの T細胞サブセットに特
異的に発現している（他の T 細胞サブセット
より 10倍以上発現しているものを特異的発
現とした）GPCR を単離した。その結果、
Table１に示しているように、制御性 T 細胞
では６種類、Th1 細胞では３種類、Th2 細胞
では５種類が単離された。 
 
 
 
 



 

 

 

 
（２）制御性 T 細胞、Th1 および Th2 細胞
の T 細胞サブセットに特異的に発現する
GPCR のリガンドを介した免疫反応の解析 
 Table１に示している GPCR の既知のリガ
ンドをそれぞれのT細胞サブセットに添加し、
機能変化を検討した。 
➀GPR４や GPR132（G2A）のリガンドであ
る Lysophosphatidylcholine (LPC)を
CD4+CD25+CD127- T 細胞(nTreg)に添加す
ると、Foxp3 の発現増強がみられた。また、
LPC は nTreg からの TGF-βの産生を亢進さ
せるが、IL-10, IL-2, IL-4, IFN-γの産生に
は影響を与えなかった。以上より、LPC は
GPR4 や GPR132 を介して nTreg から
TGF-βを産生させ、nTreg の機能を亢進させ
ることが明らかになった(Fig 1&2)。 
 

 

 
➁他の既知のリガンドでは、制御性 T 細胞、
Th1 および Th2 細胞の機能を明らかに変化
させるものはなかった。 
 
（３）ヒト制御性 T 細胞の Foxp3 発現や抑
制機能を増強する生理活性物質の単離 
 上記の結果より、それぞれの T細胞サブセ
ットの特異的に発現する GPCR とそのリガ
ンドを介した解析では、十分満足する結果が
得られなかった。そこで、GPCR のリガンド
が多く含まれる生理活性脂質ライブラリー
等から、制御性 T 細胞の Foxp3 の発現や抑
制機能を亢進させる脂質等をスクリーニン
グした。約１２０種類の物質をスクリーニン
グし、Table2 に示しているように、１４種類
単離している。 
 

 
 
（４）PPAR アゴニストによる制御性 T 細胞
の機能変化の検討 
 Table2 に示している１４種類の物質のう
ち、驚くべきことに、Ciglitazone, 
Bezafibrate, 5,8,11,14-Eicosatetraynoic 
acid, GW7647, Clofibric acid, Gemfibrozil
の６種類も PPAR アゴニストが単離された。
このため、PPAR アゴニストによる制御性 T
細胞の機能変化を検討した。 
➀PPAR アゴニスト添加によるヒト誘導型制
御性 T 細胞の機能変化の検討：TGF-βで誘導
したコントロール群の誘導型 Treg の Foxp3
は低発現で、抑制機能はないが、Ciglitazone, 
Bezafibrate, 5,8,11,14-Eicosatetraynoic 
acid, GW7647 の PPAR アゴニスト投与群で
は、Foxp3 は高発現に維持され、抑制機能を
持った（Fig 3 & 4）。また、Foxp3 遺伝子の
TSDR 部分のメチル化を検討すると、PPAR
アゴニスト投与群は有意に TGF-β で誘導し
たコントロール群より、メチル化率が低下し
ていた。以上より、上記の４種類の PPAR ア
ゴニストは抑制機能を持つ誘導型 Treg を誘
導することが明らかになった。 
 



 

 

 

 

 
（５）その他 
 GPCR であるケモカインレセプターの
CCR2 や CX3CR1 をブロックすることによ
り、腎炎・血管炎が軽減されることを示した。
また、CXCR3 発現制御性 T 細胞を傷害臓器
に集積させることにより、GVHD を軽減させ
た。 
 
（６）今後の展望 
➀それぞれの T細胞サブセットに特異的に発
現する GPCR が単離された。これらのモノク
ローナル抗体を作成することで、それぞれの
T 細胞サブセット、特にヒト制御性 T 細胞が
細分化され、真の制御性 T 細胞が見いだせる
可能性がある。現在 GPR８３に対するモノク
ローナル抗体の作成を試みている。 
➁多くのヒト制御性 T細胞の分化誘導を促進
させる生理活性物質が見出されており、自己
免疫疾患の治療に結びつくかもしれない。 
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