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研究成果の概要（和文）：本研究では、TLR4刺激抗体による1型糖尿病抑制機序の解明を通じて、新しい自己免
疫疾患の発症予防・治療の基盤構築を目的にした。TLR4刺激抗体は、NODマウスの１型糖尿病の発症を予防する
だけでなく、発症した1型糖尿病の自己免疫病態を寛解させることを明らかにした。TLR4刺激抗体の1型糖尿病抑
制効果は、自己反応性T細胞の直接的抑制ではなく、樹状細胞への免疫寛容誘導や制御性T細胞、骨髄由来免疫抑
制細胞の誘導を介した間接的作用機序であると考えられた。このような自然免疫を標的とした1型糖尿病の治療
効果の発見は、既存の治療戦略とは異なる自己免疫疾患の新規治療法・治療薬開発につながる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Type 1 diabetes (T1D) is currently an incurable disease as other most 
autoimmune diseases. The pathology of T1D progresses from a silent prodromal phase to a clinical 
phase in which insulin-producing pancreatic β cells is destructed by autoreactive T cells. In this 
study, we demonstrated that an agonistic monoclonal antibody (mAb) to Toll-like receptor 4 (TLR4) 
prevents from the onset of T1D by prophylactic treatment and also reverses the new-onset of T1D by 
therapeutic treatment in nonobese diabetic mice. An agonistic TLR4 mAb induces the tolerance in 
innate immunity via dendritic cells and myeloid-derived suppressor cells, which results in the 
suppression of autoimmune T cells. In addition, regulatory T cells are also induced by agonistic 
TLR4 mAb in both periphery and pancreatic islets. These results propose that a tolerance induction 
through innate immunity by TLR4 mAb may be a novel immunological approach to cure the autoimmune 
pathology in T1D.

研究分野： 免疫学
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１．研究開始当初の背景 
 
自己免疫疾患の治療は、ステロイドや免疫

抑制剤による非特異的免疫抑制に依存した
対症療法が主流であり、予防的治療、そして
自己免疫病態を治癒・寛解誘導する治療法の
開発が望まれている。膵特異的自己免疫疾患
である 1 型糖尿病は、発症要因不明の難病で
ある。1 型糖尿病の病態は、自己反応性 T 細
胞の膵島への浸潤による膵島炎に始まり、β
細胞破壊が進行すると、高血糖や糖尿といっ
た臨床症状が急速に顕在化する。現在、強化
インスリン療法等の対症療法や膵島移植以
外の有効な治療手段がなく、効果的な予防的
治療、病態の進展阻止・寛解導入を達成する
治療法の開発が望まれている。 
樹状細胞等の抗原提示細胞に発現する Toll

様受容体(TLR)は、病原体関連共通分子構造
(Pathogen-associated molecular patterns, 
PAMPs)を認識することでサイトカインやリ
ンパ球補助刺激分子の発現を増強し、自然免
疫の賦活化とリンパ球による獲得免疫を誘
導する。代表者は、TLR4 によるグラム陰性
菌細胞壁の主要構成成分であるリポ多糖の
認識機構を明らかにすると共に、独自に作製
した機能性モノクローナル抗体による免疫
応答制御を基盤とした抗体免疫療法の開発
を推進してきた。これらの研究成果から、機
能性抗体による TLR シグナルの増強あるい
は減弱による、感染予防ワクチンや敗血症治
療薬への可能性を見出している。また、刺激
型 TLR4 抗体が、非自己外来抗原との同時投
与によってアジュバント効果を示す一方、刺
激型抗体の単独投与では抗原特異的抗体産
生応答を著しく抑制することを明らかにし
ている(Rachmawati et al, Int Immunol 2013)。 

Nonobese diabetic (NOD)マウスは、ヒト同
様、疾患感受性遺伝子 MHC クラス II の感受
性ハプロタイプ I-Ag7を有する、1 型糖尿病の
モデルマウスである。膵 β 細胞に発現する自
己抗原を樹状細胞等が抗原提示し、自己反応
性T細胞が活性化する免疫学的機序で発症す
る。申請者らを始め(Yang et al, J Immunol 
2011)、自己免疫疾患の成因や治療研究に世界
中で汎用されている。この NOD マウスに対
して 1 型糖尿病発症前の若齢期にフロイント
完全アジュバントを投与すると 1 型糖尿病が
抑制されることが古くから知られている。代
表者は、フロイント完全アジュバントが
PAMPs を豊富に含むことに着目し、TLR4 刺
激抗体による 1 型糖尿病予防効果を着想する
に至る。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、TLR4 刺激抗体による 1 型糖

尿病の予防・治療効果とその作用機序を解明
し、自己免疫疾患の発症予防・治療的寛解導
入法の新規治療基盤の構築を目的にした。 
 

３．研究の方法 
 
(1) TLR4 刺激抗体による 1 型糖尿病の予防効

果、進展抑制・寛解導入効果 
NOD マウスは、自己反応性 T 細胞等の

炎症性細胞の浸潤による膵島炎を発症し、
β 細胞の破壊が進行するとインスリン分
泌量が減少、高血糖を呈する。TLR4 刺激
抗体の投与時期と回数を検討し、1 型糖尿
病の予防効果、並びに進展抑制・寛解導入
効果を明らかにする。 
① 膵島炎未発症あるいは発症初期の投

与による予防効果 
② β 細胞破壊によるインスリン欠乏初

期～中期の投与による、糖尿病の進
展抑制・寛解導入効果 

 
(2) TLR4刺激抗体の自己免疫疾患抑制機序の

細胞生物学的解析 
TLR4 刺激抗体により 1 型糖尿病が抑制

された NOD マウスについて、以下を評価
する。 
① 膵島炎 
② 自己反応性 T 細胞の免疫応答 
③ 樹状細胞、マクロファージ、B 細胞、

CD4+、CD8+ T 細胞、制御性 T 細胞等
の免疫担当細胞の数的変化と機能変
化 

 
(3) TLR4刺激抗体による自己免疫疾患抑制機

序の解析 
① NOD-scid マウスに TLR4 刺激抗体を

投与後、糖尿病発症 NOD マウスから
自己反応性 T 細胞を養子移入する。
NOD-scid マウスにおける糖尿病発症
抑制効果を解析し、TLR4 刺激抗体に
よる自然免疫を介した自己反応性 T
細胞の抑制機序を探索する。 

② TLR4 刺激抗体を投与した NOD マウ
スの脾臓・腸間膜リンパ節細胞を
lineage marker により分画し、自己反
応性 NOD T 細胞と共に NOD-scid マ
ウスに養子移入する。NOD-scid マウ
スの糖尿病が抑制されるか解析し、
TLR4 刺激抗体による自己免疫抑制
機序を担う制御性細胞を探索する。 

 
４．研究成果 
 
(1) TLR4 刺激抗体による 1 型糖尿病の予防

効果、進展抑制・寛解導入効果 
TLR4 刺激抗体を 3-4 週齢の若齢 NOD

マウスに 2 週おきに 3 回腹腔内投与する
ことにより、有意に糖尿病の発症を抑制
できることを明らかにした。また、尿糖
の出現した糖尿病発症 NOD マウスに
TLR4 刺激抗体を 1 週間おきに 2 回投与
すると、糖尿病の進展を抑制、寛解導入
できることを明らかにした。一方、刺激
活性を持たない TLR4 コントロール抗体



では、このような糖尿病の予防効果、治
療効果とも認められなかった。 

 
(2) TLR4 刺激抗体の自己免疫疾患抑制機序

の細胞生物学的解析 
TLR4 刺激抗体による治療効果の認め

られた NOD マウスでは、膵島炎が軽減
し、浸潤リンパ球数が減少していた。 

TLR4 刺激抗体の投与により、樹状細
胞における共刺激分子 CD80、CD86、
CD40 の発現低下と血清 IL-2、IL-4、IL-33、
IL-10 濃度の上昇が認められた。また、
CD11b+細胞や制御性 T 細胞数、特に
Foxp3+Helios+Nrp1+ 制御性 T 細胞が増加
していた。 

TLR4 刺激抗体により CD11c+ 樹状細
胞を前処置すると、その T 細胞刺激活性
は減弱した。一方、TLR4 刺激抗体は CD3
抗体刺激による CD4+ T 細胞の活性化を
直接的には抑制することはできなかっ
た。 

 
(3) TLR4 刺激抗体による自己免疫疾患抑制

機序の解析 
T 細胞と B 細胞を欠損した NOD-scid

マウスに自己反応性 NOD T 細胞を養子
移入すると 1 型糖尿病を発症したが、
TLR4刺激抗体を事前投与したNOD-scid
マウスでは糖尿病の発症が抑制された。
この結果から、TLR4 刺激抗体は自己反
応性 T 細胞を直接標的とせず、非リンパ
球系細胞を介した間接的作用機序によ
り、自己反応性 T 細胞を抑制し、1 型糖
尿病を予防、治療すると考えられた。 

TLR4 刺激抗体による抗原特異的な T
細胞抑制機序を解析するために、MHC
クラス I、II 拘束性に OVA 部分配列を特
異的に認識する T 細胞受容体組換えマ
ウスOT-IとOT-IIを用いて解析を行った。
OT-I と OT-II マウス由来の CD8+と CD4+ 
T 細胞を CFSE 標識し、C57BL/6 マウス
に養子移植後、OVA に対する抗原特異的
T 細胞応答をフローサイトメトリーで解
析した。TLR4 刺激抗体を投与したマウ
スでは OVA 特異的な T 細胞分裂が有意
に抑制していた。 

TLR4 刺激抗体を投与すると骨髄由来
免疫抑制細胞と同じ細胞表面マーカー
を持つ Gr1+CD11b+ 細胞が末梢血、脾臓、
骨髄で増加することを明らかにした。脾
臓 Gr1+ 細胞と T 細胞を共培養し
CD3/CD28 抗体で刺激したところ、T 細
胞の増殖が有意に低下していた。これら
の結果から、TLR4 刺激抗体が非リンパ
球系細胞である骨髄由来免疫抑制細胞
の誘導を介して T 細胞を間接的に抑制
していることが示唆された。 
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