
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成 23 年 5 月 30 日現在 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：今までに、Tリンパ球上のＰＤ－１レセプターによって強く抑制され

ていた、未知のITAG-1遺伝子を見出し、ITAG-1のコンディショナルＫＯマウスを作製した。この

解析から、ITAG-1分子はがん細胞と直接戦うキラーＴリンパ球への最終分化を制御する証拠を得

ている。本研究の結果は、キラーTリンパ球分化の仕組みを解明し、Tリンパ球がどのように、

自己またはがん細胞に対す寛容を起こすかという、重要な疑問に答える第一歩となると考えてい

る。 

 
研究成果の概要（英文）：ITAG-1 was first identified as a novel molecule that was uniquely 
suppressed by PD-1 mediated inhibitory signal in T-cells. Analyses using newly generated 
ITAG-1 knockout mice revealed ITAG-1’s role in the terminal development of cytotoxic 
T-cells. Although, the precise mechanism is still under investigation, current data 
suggested PD-1 mediated modulation of ITAG-1 expression is involved in T cell activation, 
differentiation and tolerance.  
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００９年度 1,400,000 420,000 1,690,000 

２０１０年度 1,900,000 570,000 2,470,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計 3,300,000 990,000 4,290,000 

 
 
研究分野：医歯薬学  
科研費の分科・細目：基礎医学・免疫学 
キーワード：免疫寛容、自己免疫、免疫抑制受容体 
 
１．研究開始当初の背景 
 
人類を悩ませる、がんや自己免疫疾患は、Ｔ

リンパ球（Ｔ細胞）による免疫を増強、ある

いは減弱させることによって克服されると考

えられ、そのためには免疫の中心となるＴ細

胞の制御機構を、まず理解することが重要で

ある。 ＰＤ－１は、活性化Ｔ細胞の膜に発

現し、Ｔ細胞を抑制させる信号を伝達する、

いわば「スイッチ」の役割を担うことがわか

っている。ＰＤ－１による抑制信号を受けた
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Ｔ細胞は、その後機能不全に陥るが、この機

能不全がどのように起こるか、については明

らかになっていない。 

研究代表者は、これまでに行った解析で、

ＣＤ８陽性Ｔ細胞におけるＰＤ－１の機能解

析を行うため、体内の１００パーセントのＴ

細胞がすべてＣＤ８陽性、かつ単クローンと

なっているＭＨＣ ClassI 拘束性のＴＣＲ

トランスジェニックマウス(rag2ノックアウ

ト背景)にＰＤ－１ノックアウトマウスを交

配した（以下、２ＣＰＤ１ＫＯマウス）。この

マウスに、２ＣＴＣＲが認識するエピトープ

ペプチドを腹腔注射することにより、体内の

Ｔ細胞にアナジーを獲得させる実験系で、２

ＣＰＤ１ＫＯから分離したＴ細胞はアナジー

の誘導に抵抗性であることを見出した。この

表現形は、たとえば腫瘍免疫において、PD-1
阻害を行うと、不応答になっていたT細胞の再

活性化を行うことが出来るという、これまで

に提唱されている仮説を端的に表すものであ

ると考えられた。 
そこで、アナジー感受性の２ＣＰＤ－

１ＷＴ（ＰＤ－１遺伝子は野生型）と、アナ

ジー抵抗性の２ＣＰＤ１ＫＯから分離したＴ

細胞の、網羅的な発現遺伝子比較（マイクロ

アレイ解析）を行い、ＰＤ－１シグナルの存

在によって強く抑制されていた、未知の

ITAG-1遺伝子(Immune-Tolerance Associated 

Gene-1:仮名)を、2007年に同定した。マイク

ロアレイ解析の結果だけではなく、Ｔ細胞上

のＰＤ－１遺伝子を実際に刺激すると、この

抑制シグナルによって、ITAG-1遺伝子の発現

が強く抑制された。 
 
２．研究の目的 
 
ITAG-1が、ＰＤ－１の信号で制御される、機

能的遺伝子であるという仮説に基づいてＴ細

胞株への強制発現、およびノックダウン実験

を行った。結果、ITAG-1が、Ｔ細胞の活性化

、分化、ひいては寛容に深く関わっていると

いう証拠を得た。しかしながら多くの細胞が

相互反応する免疫系は、典型的な複雑系であ

り、in vitroの実験のみでは、ITAG-1の生理

機能を明らかにすることは難しい。よって、

本研究では、ITAG1遺伝子のコンディショナ

ルＫＯマウスを用いたin vivoでの解析、およ

びITAG-1タンパクの生化学的解析を行い、Ｐ

Ｄ－１によって調節されるITAG-1遺伝子が

もたらす、Ｔ細胞アナジーの本態を究めるこ

とを目的とした。 
 
３． 研究の方法 

 
(1) Ｔ細胞特異的 ITAG-1ＫＯマウスの作出 
 

ITAG-1 のデータベース解析より、ITAG-1
は、個体初期発生に必要な遺伝子である
ことが予想された。よって、まず大腸菌
由来 lox-P 配列で、機能ドメインをサン
ドイッチした、ITAG-1 lox マウス(以下、
lox)を作出した。研究期間には、この lox
マウスを、近親交配して、lox allele
がホモ接合したマウス（lox/lox 以下
Flox）、およびこのマウスを大阪大学、竹
田教授より提供を受けた、Lck-CRE マウ
スと交配し、Ｔ細胞特異的なＫＯマウス
（以下 CKO: conditional KO）を作出し
た。 
 

(2) ITAG-1ＫＯマウスの解析 
 
マウスリンパ節および脾臓より、定法で
単細胞を調整し、プラスチック製培養デ
ィッシュで短時間培養することにより、
接着性細胞を除去した。抗体マイクロビ
ーズで標識後、磁気細胞分離装置である
AUTO-MACS にてＣＤ８陽性Ｔ細胞を分離
した。固層化抗ＣＤ３および抗ＣＤ２８
抗体によって、初期活性化を誘導した。
刺激後 3 日で、細胞を回収し、組み換え
マウス IL-2 の存在下で、さらに 3 日培養
した。完全な細胞傷害性Ｔ細胞の誘導を
期して、組み換え IL-12 を上記培養系に
添加した。 
 

(3) In vivo でのＴ細胞分化誘導と検出 
 
マウス MHC H2-b 背景で、実験的に細胞傷
害性Ｔ細胞を誘導することが知られてい
るペプチド（アミノ酸配列：SIYRYYGS）
を、完全 Freund’s adjuvant と共に免疫
し、10 日後に、免疫マウスより脾臓細胞
を調整した。 
抗原特異的なＣＤ８Ｔ細胞の検出は、MBL
社提供の、蛍光標識、抗原特異的ペプチ
ドテトラマーで行った。必要に応じて多
重染色を行い。ＦＡＣＳ解析で検出した。 
 

(4) ITAG-1 モノクローナル抗体の作出 
 
ITAG-1の生化学的性質を明らかにするた
め、ITAG-1 特異的抗体の作成を行った。
抗原タンパクを迅速、かつ大量に用意す
るため、ITAG-1 由来エピトープペプチド
と、glutathione-S-Transferase（ＧＳＴ）
との融合タンパクを調整した。免疫動物
のスクリーニングには、受託合成したエ
ピトープペプチドに対して、血清を用い
た ELISA 法を用いた。抗体価が上がった



 

 

動物の血清はポリクローナル抗体として
使用、脾細胞は、ミエローマ細胞株 SP2/O
と融合し、ハイブリドーマを得た。ELISA
を用いて１次スクリーニングを行い、反
応性株より、ITAG-1 を強制発現させた２
９３Ｔ細胞のライセートを用いて、ウエ
スタンブロットや、免疫沈降法に使える
株を選別した。 

 
４． 研究成果 
 
(1) Ｔ細胞特異的 ITAG-1ＫＯマウスの解析 

 
C57BL/6 x CBA 背景で、ITAG-1-lox マウ
スを作成し, C57BL/6 に 3 回バッククロ
スした。これを近親交配して得た Flox マ
ウスでは、予想外に、メンデルの遺伝法
則に従わない Flox マウス出生数の低下、
および、出生した Flox マウスの成長不全
が認められた。その後の解析で、Flox マ
ウスでは、ＥＳ細胞の選択に用いた Neo
遺伝子の干渉により、全身性に ITAG-1 の
ノックダウンが起こり、個体発生および
成長に影響を及ぼしていることが示唆さ
れた。その後、Neo 遺伝子を除外する遺
伝的操作によって、CKO マウスを作出す
ることに成功した。驚くべきことに、全
身性に ITAG-1 がノックダウンされてい
る Flox マウス、および neo 遺伝子を削除
した、CKO で、現在のところ、Ｔ細胞の
胸腺分化に、明らかな表現系は認められ
ていない。 

 
(2) ＣＤ８陽性Ｔ細胞の分化不全 

 
上記の、全身性に ITAG-1 がノックダウン
されている Flox マウス、および neo 遺伝
子を削除した、完全なconditional KOで、
抹消Ｔ細胞の in vitro での反応を見た。
初期の解析で、ＫＯ由来の細胞では、Ｔ
ＣＲ刺激による増殖には特に欠陥が見ら
れなかった。初期活性化したＣＤ８陽性
細胞を、IL-12で刺激すると誘導される、
granzyme-B の増加に、ＫＯ由来Ｔ細胞は
欠陥を示した。この結果を、実際の免疫
反応で確かめるため、ＫＯマウスに、モ
デル抗原を投与し、抗原特異的な細胞傷
害性Ｔ細胞の生成を検討した。免疫後、
10日後の抗原特異的Ｔ細胞の数は同じだ
ったが、これらの細胞は、いくつかの活
性化マーカーの発現が現弱していた。 

 
(3) ITAG-1 の生化学的性質 

 
作出された抗体を用いて、免疫沈降とウ
エスタンブロット法により、胸腺細胞か
ら、内因性の ITAG-1 を検出することに成

功した。ITAG-1 は、分子量６０Kda 程の
核タンパクで、T 細胞株からの共沈降実
験 に よ り 、 内 因 性 の LSD-1,Rest 
corepressor 1 といった、既存のクロマ
チン修飾因子と会合することがわかった。 

 
(4) 本研究の成果と意義、将来の展望 

 
ＰＤ－１による、初期のＴ細胞抑制機構
は、生化学的アッセイによって明らかに
されているが、この抑制「スイッチ」に
よって、Ｔ細胞が長期に抑制される機構
は不明であり、国内外で高い注目を集め
ているトピックである。本研究では、Ｐ
Ｄ－１が抑制する ITAG-1 の同定によっ
て、標的と闘うＴ細胞がどのように弱っ
て行くか、という、いまだ解明されてい
ない疑問を解くきっかけを作ることが出
来た。会合因子より、ITAG-1 は、核内で
はたらくエピジェネティック制御因子で
あることが予測され、この機能をさらに
深く解析すれば、T 細胞機能のエピジェ
ネティック制御が大幅に明らかになる可
能性も考えられる。今後は生化学的解析
とともに、ITAG-1ＫＯマウスに、腫瘍細
胞を投与する実験を行って、実際の腫瘍
免疫に、ＰＤ－１－ITAG-1 の制御がどの
ように関わるかを解析する予定である。 
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