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研究成果の概要（和文）： 
本研究は、免疫性血小板減少症（ITP）の新規マウスモデルを作製し、それを用いて免疫病態を
評価することでITPの病態メカニズムに基づいた新規治療法を確立することを目的とした。獲
得免疫を制御する制御性T細胞（Treg）を欠損したマウスを作製し、その血小板動態を検討し
た。その結果、ITPの病態形成におけるTregの重要性が示され、それらを標的とした治療がITP
に対する新たな治療法となりえることが考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Purposes in this study are to investigate the role of Tregs in the induction phase of 
immune thrombocytopenia (ITP) in vivo using a novel mouse model and to develop a 
fundamental treatment based on the pathophysiology of ITP. We have found that a group 
of Treg-deficient mice develop autoantibody-mediated thrombocytopenia. Our results 
together indicate that CD4+ CD25+ Foxp3+ Tregs play a critical role in preventing the 
development of murine autoantibody-mediated thrombocytopenia, in part, through CTLA4 
engagement. 
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１．研究開始当初の背景 
 免疫性血小板減少症(ITP) は、抗血小板抗
体により血小板破壊が亢進し、血小板減少を
呈する後天性自己免疫疾患である。日本にお
ける発症数は年間3000人、人口10 万人当た
りの有病率は 15～20 人程度である。予後は
比較的良好だが、既存の治療に反応しない約
10%の症例では死亡率が 5～10%と高く、難治
性疾患のひとつである。主な血小板破壊機序
として、血小板膜表面に発現する糖蛋白
(glycoprotein: GP) で あ る GPIb/IX や

GPIIb/IIIa を認識する抗血小板抗体が結合
してオプソニン化された血小板が、網内系で
Fcg 受容体を介してマクロファージに補足・
貪食される病態が考えられている。しかしな
がら、ITP の発症機転や病態については依然
不明な点が多い。 
 現在までに、ITP に類似した病態を呈する
マウスモデルがいくつか報告されている。自
己免疫疾患モデルである雄性(NZW/BXSB) F1 
マウスは、4 ヶ月齢以降に抗血小板抗体の産
生がみられ、血小板減少を自然発症する
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(Oyaizu N・J Exp Med・1988)。このモデル
は多彩な自己免疫現象の一つとして ITP 様
の病態を認めるが、元来、全身性エリテマト
ーデスのモデルであり、発症にY 染色体自己
免疫促進遺伝子が関連することから、遺伝素
因が少ないとされる ITP とは大きく異なる
(Ida A・Eur J Immunol・1998)。ほかに、ラ
ット血小板を特定系統のマウスに免疫する
ことで、抗血小板自己抗体の産生と血小板減
少を誘導できることが報告されているが
(Musaji A・Exp Hematol・2004)、これはITP
というより輸血後血小板減少症のモデルと
考えられている。 
 最近、ITP 患者では健常人と比較して
CD4+CD25+制御性 T 細胞(regulatory T cell: 
Treg)の減少や獲得免疫の抑制能が低下して
いること(Yu J・Blood・2008)、治療により
寛解の得られた ITP 患者では Treg の数が健
常人と同等まで回復することが報告された
(Stasi R・Blood・2008)。これらの報告から、
ITPの病態に対するTregの関与が推測されて
いる。 
 
２．研究の目的 
 従来、ITP の病態解析に関する報告は主に
患者検体を用いた in vitro の研究により得
られてきた。しかしながら、患者検体を用い
た解析では遺伝的背景の多様性や繰り返し
の検体採取が困難であることなどの数々の
制約があるため、ITP の発症機序や病態につ
いては依然として多くのことが未解明であ
る。さらに、適切な疾患モデルがないため、
in vivo での免疫病態評価ができず、新規治
療法の開発に対する大きな障害となってい
る。そこで本研究では、これまでITP 患者検
体を用いた in vitro での解析により集積さ
れてきた知見に基づいて、ITP の病態を的確
に反映する新規マウスモデルの作製を試み
る。さらに、確立した新規ITP マウスモデル
を用いて、in vivo における自己免疫応答の
動的な解析や薬効検定を行い、新たな治療法
の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) Treg欠損マウスの作製 
 BALB/c マウス(雌、8～11 週齢、日本チャ
ールス・リバー)の末梢血、脾臓より比重遠
心法で採取した単核球から、磁気細胞分離に
より CD4+CD25-細胞を回収した。その後、
BALB/c nu/nu ヌードマウス(雌、6～8 週齢、
日本チャールス・リバー)の尾静脈から5×106

個または2×107個のCD4+CD25-細胞を移入し、
Treg欠損マウスを作製した。磁気細胞分離に
より回収した CD4+CD25-細胞の純度は 95％以
上であった。作製したマウスは細胞移入後 8
週まで毎週、ITP病態の評価を行った。 
 

(2)ITP病態の評価 
①血小板数 
 マウス眼窩静脈より採血した末梢血を
FITC 標識ラット抗マウス CD41 モノクローナ
ル抗体(clone MWReg30: Becton Dickinson)
と反応させた後、FLOW-COUNT® Fluorospheres 
(Beckman Coulter)を加え、フローサイトメ
トリーを用いて、CD41+細胞と FLOW-COUNT® 
Fluorospheres との比により血小板数を測定
した。 
②網状血小板比率 
 末梢血を Retic-COUNT™ Reagent (Becton 
Dickinson)と反応させた後、フローサイトメ
トリーを用いて、スキャッターで血小板領域
に含まれる染色細胞の割合を網状血小板比
率として測定した。 
③血小板関連 IgG (platelet-associated 
IgG: PAIgG) 
 末梢血をAlexa Fluor®488ヤギ抗マウスIgG
ポリクローナル抗体(Invitrogen)と反応さ
せた後、フローサイトメトリーによりスキャ
ッターで血小板領域に含まれる細胞の蛍光
強度を MFI(mean fluorescence intensity)
として測定した。コントロールには Alexa 
Fluor®488 ヤギ抗ヒト IgG ポリクローナル抗
体(Invitrogen)を反応させた血小板を用い
た。 
④血小板減少マウスの定義 
 血小板数が正常値の 30%以下、網状血小板
比率が9%以上、PAIgGのMFIが3以上のとき、
それぞれ血小板減少、網状血小板比率の増加、
PAIgGの増加と定義した。 
 
(3) 脾細胞培養上清中における抗血小板自
己抗体の検出 
 Treg 欠損マウスから比重遠心法で採取した
脾細胞(5×106個/mL)を無刺激条件下で 4 日
間培養し、その培養上清を回収した。その後、
脾細胞の培養上清を正常BALB/cマウス、GPIb
欠損マウス(雌、8～11週齢、トロント大学(Dr. 
Heyu Ni)より供与)、GPIIIa 欠損マウス(雌、
8～11週齢、Jackson Laboratory)から採取し
た血小板と反応させ、さらにAlexa Fluor®488
ヤギ抗マウスIgGポリクローナル抗体を反応
させた後にフローサイトメトリーで血小板
の蛍光強度を測定した。 
 
(4) Treg同時移植によるITP病態の発症抑制
効果の検討 
 Treg 欠損マウスの作製時に CD4+CD25+細胞
(2.5×106個)を同時に移植する群としない群
を作成し、細胞移植後8週までITP病態の評
価を行なった。磁気細胞分離により回収した
CD4+CD25+細胞の純度は85％以上であった。 
 一部の実験では、CD4+CD25-細胞とCD4+CD25+

細胞を同時に移入したマウスに対して、抗
CTLA-4 抗体(clone UC10-4F10-11: Bio X 



 

 

cell)を細胞移入後 0、3、7、11 日に 250ug
ずつ投与した。対照群には同量のisotypeを
マッチさせたコントロールの抗体(Bio X 
cell)を投与した。抗体を投与したマウスは
細胞移入後 8週まで毎週、ITP 病態の評価を
行った。 
 
(5) Treg移植によるITP病態の治療効果の検
討 
 Treg欠損マウスの作製から6週後、血小板
減少を認めたマウスに CD4+CD25+細胞(2.5×
106個)を移植し、さらに6週後まで隔週でITP
病態の評価を行なった。 
 
４．研究成果 
(1) Treg欠損マウスにおけるITP病態の評価 
 Treg 欠損マウスの作製後 3～4 週目に血小
板減少を自然に発症するマウスが 69 例中25
例(36%)でみられた(図1)。これらマウスでは
網状血小板比率とPAIgGの増加を伴っていた。
血小板減少は1ヶ月以上持続することを確認
した。さらに、一部の血小板減少マウスは紫
斑を呈した。これらのことから、Tregの欠損
によりITP病態が誘導されることが確認され
た。 

図1 Treg欠損マウスのITP病態評価 
Treg 欠損マウスの血小板数を経時的に観察
した。それぞれの数値は平均±標準偏差で表
した。破線は血小板減少の定義を示す。* = 
p<0.01 
 
(2)抗血小板抗体の検出 
 血小板に結合する活性をもつ抗体を検出
するため、脾細胞の培養上清を用いた検討を
行った。血小板に結合したマウスIgG量をMFI
を用いて測定したところ、血小板減少マウス
で有意な増加がみられた(MFI=6.3±8.2 vs 
1.0±0.1)(図 2)。これにより、Treg 欠損マ
ウスの脾細胞の培養上清から native な血小
板に結合できる抗血小板抗体の存在を確認
した。このとき血小板非減少マウスの脾細胞
培養上清中からは 1 例も検出されなかった。
GPIb 欠損マウス血小板を抗原として用いた
とき、大部分の培養上清ではIgGの結合能が
消失した(10例/12例)。また、GPIIIa欠損マ

ウス血小板を抗原として用いたとき、10例中
1 例のみに抗体の結合能の減弱を認めた。こ
れらのことから、Treg欠損マウスでみられる
抗血小板抗体の主な対応抗原は GPIb である
ことが明らかとなった。また、ポリクローナ
ルな抗体産生が起きていることが示された。 

図 2 培養上清中に存在する抗血小板抗体の
検出 
正常マウス血小板を Treg 欠損マウスから採
取した脾細胞の培養上清と反応させた後、血
小板に結合したマウスIgGの量をフローサイ
トメトリーで検出し、MFI により定量化して
比較検討した。 
 
(3) Treg欠損マウスにおける血小板減少の発
症率規定因子 
 5×106個または 2×107個の CD4+CD25-細胞
を移入して作製した Treg 欠損マウスの血小
板減少の発症率はそれぞれ 8%(2例/24 例)ま
たは 36%(25例/69 例)であり、移入細胞数に
依存して血小板減少の発症率が有意に増加
した。ITP 患者においては血小板に対する自
己反応性T細胞が病態形成に重要な役割を果
たしていることから、Treg欠損マウスにおい
ても移入細胞中の血小板に対する自己反応
性T細胞が血小板減少の発症率を規定してい
ると考えられた。 
 
(4) Treg同時移植によるCTLA-4を介したITP
病態の発症抑制効果 
 CD4+CD25-細胞移植時に CD4+CD25+細胞同時
移植のITP病態に与える影響を調べた。その
結果、Treg同時移植マウス(n=17)では血小板
減少を認めなかった。一方、対照の Treg 欠
損マウス(n=19)において血小板減少の発症
を 6 匹(32%)で認めた。血小板減少の発症頻
度は2群間で有意に異なっていた。したがっ
て、Tregは自己血小板反応性T細胞の抑制に
寄与しており、ITP の発症抑制に重要な役割



 

 

を持つことが示唆された。 
 CD4+CD25-細胞と CD4+CD25+細胞を同時に移
植したマウスに対して、抗 CTLA-4 抗体を投
与したところ、19%(3例/16例)で血小板減少
の発症を認めた。このとき、コントロール抗
体を投与した群では血小板減少の発症を1例
も認めなかった(0 例/20 例) (表 1)。このこ
とから、TregはCTLA-4を介してITP病態の
発症を抑制していることが明らかとなった。 
 
表 1 抗 CTLA-4 抗体投与による Treg の ITP
病態発症抑制作用の阻害効果 
 
(5)Treg移植によるITP病態の治療効果 
 血小板減少を呈した Treg 欠損マウスに

Tregを移植し、6週間ITP病態を評価したと
ころ、全例で血小板数の改善は認めなかった
(0例/5例)。このことから、Tregの移植のみ
ではITPの治療には不十分である可能性が示
唆された。 
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