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研究成果の概要（和文）：末梢T細胞の高度な活性化、あるいは長期的な活性化の持続は、リューマチやSLEなど
の自己組織炎症疾患を誘発し、一方で、抑制は病原体に対する易感染や癌の発生を誘発する。このため、生体内
では末梢T細胞の活性を正に、あるいは負に厳密に制御するメカニズムが存在する。本研究では、免疫抑制性制
御因子と目されるDR６に着目し、これを介したT細胞活性化制御に対する細胞内シグナル機構の分子詳細につい
て解析を行った。

研究成果の概要（英文）：Activation of peripheral T cells is tightly restricted to prevent induction 
of auto immunological diseases, such as systemic lupus erythematosus (SLE). Here we report molecular
 details of an orphan immune regulator, death receptor 6 (DR6/TNFRSF21) in lupus-like disease 
progression in mice.

研究分野：分子免疫学

キーワード： DR6　SLE　T細胞

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果により、自己免疫性炎症性疾患の一つである全身性エリテマトーデスのモデルマウス病態発症制御に
おいて、DR6分子を介したメカニズムの存在が示唆された。本知見から、DR6分子が上記疾患の治療標的の一つと
なりうる可能性が示唆された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

末梢 T 細胞の高度な活性化、あるいは長期的な活性化の持続は、リューマチや SLE などの

自己組織炎症疾患を誘発し、一方で、抑制は病原体に対する易感染や癌の発生を誘発する。

このため、生体内では末梢 T細胞の活性を正に、あるいは負に厳密に制御するメカニズムが

存在する。この厳密な制御を担う共刺激因子の機能メカニズムに関する理解は、有効な免疫

制御薬の開発に直結する。これまでの報告から、TNFRSF21/DR6 タンパク質は T 細胞の活性

化を抑制しうることが報告されているが、その役割と細胞内シグナルの分子詳細は明らか

にされていない。 

 

２．研究の目的 

末梢 T 細胞の病的な活性化あるいは抑制は、リューマチや SLE（Systemic lupus 

erythematosus）などの自己組織炎症疾患あるいは易感染や癌の発生を誘発する。このため、

生体は末梢 T 細胞の活性化を正にあるいは負に適切に調節するメカニズムを有し、その人

為的応用は効果的な疾患治療法を供する。しかし、疾患原因となる、T細胞の活性化異常の

誘因メカニズムと、これを防ぐ制御メカニズムに関する分子詳細は不明な点が多い。申請者

らは、抑制性共刺激因子と目される Death receptor 6（DR6）が異常活性化 T細胞に発現さ

れ、異常活性化 T 細胞を抑制することにより疾患発症抑制に重要な機能を担う事を明らか

にしつつ有る。本研究では、DR6 により誘導される細胞内シグナルの分子メカニズムとその

是正される作用点を明らかにし、どのようなメカニズムで異常活性化 T 細胞が形成される

のか、そしてどうすればこれを制御できるのかを明らかにする。 

 

３．研究の方法 

（１）全身性エリテマトーデスモデルマウスにおける DR6 の機能 

全身性エリテマトーデスモデルマウスである NZB/W F1 マウス（BWF1）および野生型正常マ

ウスである C57BL/6 マウス（B6）の１０週齢および２４週齢時における脾臓 CD4 および CD8T

細胞における DR6 発現をフローサイトメトリー法により解析した。 

 

（２）DR6 と Syndecan-1 結合の解析 

ヒト Syndecan-1（hSdc1）あるいはマウス Syndecan-1（mSdc1）遺伝子を安定発現させた T

細胞培養細胞株である DO11.10T 細胞と組換え DR6 細胞外タンパク質（DR6-Fc）の結合をフ

ローサイトメトリー法により解析した（図２−A）。DR6 細胞外領域に存在する４つの Cysteine 

Rich Domai（CRD）をそれぞれ部分欠損させた DR6 変異体組換えタンパク質（ΔCRD１〜４）

と A20 細胞上に発現する Syndecan-1 タンパク質との結合を共免疫沈降法により解析した

（図２−B）。DO11.10T 細胞を抗 CD3 抗体および組換え Syndecan-1 タンパク質(recSdc1)と共

に刺激し、NFAT あるいは NFkB 転写因子活性化をレポータージーンアッセイ法により解析し

た（図２−C）。 

 

（３）T細胞シグナルにおける DR6 架橋の影響の解析 

DR6 野生型（DR6_WT）および DR6 の細胞内領域を全欠損させた変異体（DR6_dT）を恒常的に

発現させた内在性 DR6 遺伝子欠損 DO11.10 細胞を作成し、それぞれを抗 CD3 抗体および抗

DR6 抗体による各種コンビネーションにより刺激し、ZAP70 のリン酸化レベルを、抗リン酸

化 ZAP70 抗体を用いた Flowcytometry 法により解析した。 



 

（４）DR6 遺伝子欠損マウスの作成と解析 

Balb/c マウス受精卵の TNFRSF21 ゲノムを標的とした CRISPR-Cas9 法により、遺伝子変異を

導入した受精卵を仮親に移植し、複数の仔マウスを得た。それぞれマウスについて、

TNFRSF21 ゲノム遺伝子上の標的領域を PCR 法により増幅し、DNA シーケンス法により挿入

変異を解析した。産出された仔マウスのうち、比較的大きな領域が欠損されたマウスをバッ

ククロス交配によりライン化し、Balb/c-TNFRSF21mut マウス系統を樹立した。Balb/c マウ

スおよび Balb/c-TNFRSF21mutマウスに DNP-KLH 抗原を投与し、それぞれのマウスの脾臓 T細

胞の活性化を対象に解析を行った。 

 

４．研究成果 

（１）全身性エリテマトーデスモデルマウスにおける DR6 の機能 

全身性エリテマトーデスモデルマウス

（NZBW/F1,BWF1）および野生型正常マウス

（C57BL/6,B6）の 10 週齢(10wks)および 24

週齢(24wks)における脾臓内 CD4 あるいは

CD8T 細胞上の DR6 発現解析結果を右図に

示す。B6 においては、10 週齢および 24 週

齢において、いずれの T 細胞における DR6

の発現に顕著な変化は認められなかった

のに対し、BWF1 の CD4 陽性 T細胞において

は、発症前 10 週齢に対して発症期 24 週齢

に移行するとともに DR6 発現量の亢進が認

められた。 

 

（２）DR6 と Syndecan-1 結合の解析 

DR6 が属する TNF 受容体分子

は、その特異的結合因子との

結合により活性化することが

知られているが、T細胞におけ

る DR6 結合因子は明らかにさ

れていない。DR6細胞外領域に

親和性を示す A２０細胞から

作成したｃDNA ライブラリー

を用いた発現クローニング法

により、DR6細胞外領域結合因

子をコードする遺伝子として

Syndecan-1（Sdc1）を単離した（図２A）。組換え DR6 細胞外領域部分欠損変異体と Sdc1 結

合解析から、DR6 細胞外領域を構成する Cysteine Rich Domain (CRD)1〜４のうち、CRD2 お

よび CRD3 領域が結合に必須であることが明らかとなった（図２B）。また、培養 T細胞株を

用いた解析から、抗 CD3 抗体刺激による NFAT および NFｋB 転写因子の活性化は、組換え

Sdc1 タンパク質（recSdc1）の投与により抑制された。これらの結果から、DR6 と Sdc1 との

図 1 全身性エリテマトーデスモデル

マウス発症に伴う DR6 の発現 

図 2 T 細胞における DR6 と Syndecan-1 結合の解析 



結合は、DR6 分子上の CRD2 および 3を介して、T細胞活性化刺激における NFAT および NFkB

活性化経路を抑制しうることが明らかとなった。 

 

（３）T細胞活性化シグナルにおける DR6 の作用 

T 細胞の活性化は細胞表面上に発現される T細胞受容体架橋により誘導される。その刺激情

報は T細胞受容体架橋の後、その直下に位置する CD3 タンパク質の集簇、更に ZAP70 タン

パク質のリン酸化レベルの上昇を介してより下流のタンパク質情報伝達系に伝えられるこ

とが知られている。上記の T 細胞受容体刺激による細胞内情報伝達系における DR6 刺激の

作用点について検討を行った。DO11.10-DR6_dT細胞株およびDO11.10-DR6WT細胞株ともに、

未刺激条件下に比較して抗 CD3 抗体単独刺激条件において ZAP70 リン酸化レベルの上昇が

検出された。また、抗 CD3 抗体と抗 DR6 抗体の共刺激条件において、DO11.10-DR6_dT 細胞

株では抗 CD3 抗体単独刺激条件下と同様に ZAP70 リン酸化レベルの上昇が誘導されていた

のに対し、DO11.10-DR6WT 細胞株においては、ZAP70 リン酸化レベルの上昇はより低値であ

った。これらの結果から、T細胞受容体刺激による細胞内情報伝達系における DR6 刺激の作

用点は、T細胞受容体直下に位置する可能性が示唆された。 

 

（４）野生型マウスにおける DR6 の役割 

外来性抗原として DNP-KLH 抗原を投与

した Balb/c マウスおよび Balb/c-

TNFRSF21mutマウスの脾臓 T 細胞を対象

に、Tfh 細胞の形成を比較したが、顕著

な差は認められなかった。また、DNP-KLH

抗原を投与した C57BL/6 マウスの脾臓

Tfh 細胞における DR6 発現は、BWF1 マウ

スにおける脾臓 Tfh 細胞に比較して低

値であった（図３a,b および c）。 

 

本研究成果により、DR6 の自己免疫性炎症疾患である全身性エリテマトーデス発症との関与

が示唆された。また、DR6 結合因子や作用点等を含む DR6 を介した T細胞シグナル制御の分

子メカニズムの一端が見いだされ、そのメカニズムは外来性抗原による免疫応答と自己免

疫疾患における応答において異なる可能性が示唆された。 

図 3 外来性抗原依存性免疫における DR6 の関与 
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