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研究成果の概要（和文）：本研究では、免疫制御に重要な制御性T細胞の分化を検討するために胸腺で産生され
る制御性T細胞を生体に近い条件で誘導できる胸腺スライス培養系を確立した。この実験系により、制御性T細胞
の分化の順序や抗原濃度による産生制御が明らかとなった。制御性T細胞の産生には髄質における胸腺上皮細胞
と樹状細胞との接着が必要であると考えられているが確かめられていない。Rap1はリンパ球の接着を制御する分
子で、Rap1を欠損する胸腺細胞をこの実験系で培養すると胸腺組織内移動が低下し、さらに抗原特異的な制御性
T細胞の分化が阻害された。よってRap1を介した接着シグナルが制御性T細胞の分化を正に制御することを明らか
にした。

研究成果の概要（英文）：Regulatory T cells (Treg) are crucial for various immune regulation but 
their development is still elusive. To track the development of thymic Treg, we established thymic 
slice culture system for induction of antigen-specific  Treg even without additional cytokine 
supplements. This revealed the dynamics of thymic Treg development and its regulation by doses of 
antigen. Previous studies suggest the involvement  of integrin-mediated adhesion and signaling in 
Treg production but were still unknown. We examined the Treg production of thymocytes deficient for 
Rap1,a master regulator of integrin activation, and found that Rap1-deficient thymocytes impaired 
migration within thymic tissues and fail to produce Treg efficiently, suggesting that Rap1-mediated 
integrin activation is vital for Treg-development.

研究分野： 免疫学

キーワード： 制御性T細胞　胸腺　インテグリン　組織培養　イメージング

  ３版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
制御性T細胞は自己免疫や炎症の抑制、癌による免疫抑制に深くかかわっている。よって制御性T細胞を標的とし
た創薬は、上記の病気を克服するために重要である。本研究によりex vivoで制御性T細胞を誘導する系を確立し
たことにより、in vitroの実験系よりも生体に近い環境で制御性T細胞の産生を検討することができるようにな
った。この実験系を用いて制御性T細胞を標的とした抗体や低分子化合物の探索に応用できる可能性がある。ま
た、この実験系を用いて胸腺細胞のRap1接着シグナルの阻害が制御性T細胞の産生を低下させることを明らかに
し、制御性T細胞を標的する創薬の候補としてRap1シグナルの可能性を提示した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
胸腺由来の制御性 T 細胞(Treg)は自己免疫やアレルギーなど過剰な免疫応答を抑制する重要な
T 細胞サブセットであり、臨床への応用が期待されている。胸腺の Treg は抗原提示細胞とのコ
グネート相互作用により負の選択とともに誘導され、この過程は抗原レセプターからの死のシ
グナルと Treg への分化・生存のシグナルのバランスにより調節される。申請者はこのシグナル
バランスに胸腺細胞の移動や接着が大きく関与すると予測した。本研究では細胞動態を制御す
る Rap1 シグナルによる胸腺細胞の細胞死と分化・生存のシグナルのバランス調節及び Treg の
産生の制御機構を明らかにする。そのため、胸腺スライス培養系により Treg の産生を誘導、及
びその過程を可視化する実験系を確立し、組織内ライブイメージングにより胸腺細胞の動態と
共にその細胞死・分化・生存シグナル及び Treg の産生を時空間的に追跡する。 
 
２．研究の目的 
胸腺の選択過程を詳細に解析するために、申請者は予備実験により、分取した胸腺細胞を胸腺
組織スライス内で培養することによって、抗原特異的に細胞死及び Treg を誘導する実験系を確
立した（右図）。この手法を用いることによって生体に近い条件下でかつ細胞の分化や活性化を
同期させて直接解析を行うことができる。本研究はこの手法を活用し、胸腺 3 次元環境におけ
る胸腺細胞の運命決定の機序の解明のため、Rap1 シグナルによる調節機構に注目して以下の項
目を中心に研究をおこなう。 
(1) 負の選択環境を再現した胸腺スライスと未熟胸腺細胞の共培養によってアポトーシスと
Treg を誘導する実験系を確立し、その選択の過程を形質学的に解析する。 
(2) 胸腺スライス培養中の胸腺細胞集団のアポトーシス促進分子Bimと Treg に必須の転写因子
である c-Rel の発現・活性化のレベルを測定することで、細胞死シグナルと Treg の分化のシグ
ナルのバランスと胸腺細胞の負の選択と Treg 産生の運命決定との関係を明らかにする。 
(3) 負の選択と Treg に重要な機能分子や転写因子の発現量、活性化を可視化して、胸腺組織内
における細胞の動態･接着過程を明らかにする。 
(4) Rap1 および下流エフェクター分子の欠損マウスモデルや恒常活性化型の Rap1 導入マウス
を用いて上記実験を行うことにより Rap1 が制御する細胞極性や接着、接着シグナルが負の選
択や Treg を調節する機序を追求する。 
 
３． 研究の方法 
 
(1) 胸腺スライス培養を用いて生体に近い条件でかつ細胞の分化や活性化を同期させて負の選
択と Treg を誘導する実験系を確立し、その過程を形質学的に解析する。  
(2) この培養系においてアポトーシス促進分子 bim と Treg に必須の転写因子である c-Rel の発
現・活性化のバランスを比較することで、負の選択と Treg の産生にかかわる細胞集団の分布の
ダイナミックスを明らかにする。  
(3) Rap1 やその下流のエフェクター分子の欠損マウスや恒常活性化型 Rap1 変異体導入マウス
を用いて上記の実験を行い、Rap1 シグナルが負の選択や Treg を調節する機序を追求する。 
 
 
４．研究成果 

(1) 胸腺スライスを用いた制御
性 T 細胞の誘導系の確立 
 
胸腺スライス培養系を用いて制
御性 T 細胞の産生を誘導する実
験系を確立するために、OVA 特
異的 T 細胞受容体を持つ OT-II マ
ウスの胸腺から CD69+CD4 単陽
性細胞を単離して、胸腺組織に導
入し 0.03-1μMのOVAペプチド存
在下で 4 日間培養した。培養開始
1 日後、抗原存在下では細胞数が
低下したことから負の選択が誘
導されていることが示唆され
た。その後細胞数は 2 日目以降
に抗原濃度依存的に増加した。
制御性 T 細胞のマーカーとし

て CD25(IL-2 受容体 α鎖)と Foxp3 がある。導入細胞の CD25 の発現は培養 1 日目から検出され
たが、FoxP3 発現は抗原の濃度によらず一日目では観察されず、2 日後に検出され始め、3-4 日
で急激に発現上昇が観察された。Foxp3 陽性細胞数は 0.3μMまでは抗原濃度依存的に上昇した
が 1μM では低下した(図 1)。3 日目以降の細胞数の Foxp3 陽性陰性ともに起こっていた。これ
らの結果は今までの制御性 T 細胞の分化の報告と一致するものであり、胸腺スライスにおける

図 1 胸腺スライスに導入した胸腺細胞の、抗原濃度による制御性 T 細胞

の産生調節 



制御性 T 細胞の分化の実験系が確立したと考えられた。 
 
(2) 胸腺スライス培養によって誘導される制御性 T 細胞の産生における遺伝子制御 

この実験系を用いて、制御性 T 細胞の分
化のシグナルを明らかにするために、T
細胞の活性化指標である Nur77 の発現、
CD25 の下流 STAT5 のリン酸化、および
制御性 T 細胞分化に必須な cRel の発現
を検討したところ Nur77 の発現は 1 日目
に観察された。CD25 を発現細胞で
STAT5 のリン酸化は 2 日目に、cRel の発
現上昇は 3日目に観察された（図 2）。cRel
の上昇は IL-2R を発現してない導入細胞
は起こらなかった。負の選択に重要なア
ポトーシス促進因子 Bim の発現は活性
化によって 1 日目に CD25 陽性細胞に上
昇がみられたものの cRel に比べて発現
の上昇は小さかった。cRel の発現レベル

の差が細胞死の感受性を決定している可能性がある。今後抗原濃度による影響を含め、詳細な
キネティックスを検討する必要がある。 
 
(3) 接着・動態制御分子 Rap1 - kindlin3 - Talin1 欠損における胸腺制御性 T 細胞の産生
の影響 

 
リンパ球におけるインテグリンの活性化には接
着・動態制御分子 Rap1-kindlin3-Talin1 のシグナル
カスケードが必須である。Rap1 シグナルの胸腺 T
細胞分化における役割を明らかにするために、T
細胞依存的な Rap1a/b の二重欠損マウス（Rap1 欠
損マウス）とおよび下流のインテグリン活性化因
子である kindlin3,Talin1 の T 細胞依存的な欠損マ
ウスを作製し、胸腺における T 細胞の分化を測定
した。その結果、これらの欠損により、DP 細胞の
割合に対して CD69 陽性の CD4SP 細胞の割合、特
に MHC class I 陽性 CD69 陽性の第一段階（M1）
の成熟 T 細胞の割合が低下することが明らかとな
った（図 3）。また、CD69 陽性の低下は CD8SP 細
胞でより顕著であった。以上のことから
Rap1-kindlin3-Talin1 軸によるインテグリンの制御
が CD4 および CD8 細胞の分化または生存に重要
である可能性が示唆された。 
さらにこれらのマウスで胸腺における制御性 T

細胞の割合をさらに検討した。するとこれらのマ

ウスでは CD4 単陽性 T 細胞に対する制御性 T 細
胞の割合は大きく変わらなかった。しかしながら
制御性 T 細胞の機能に重要な転写因子 Helios の発

現を検討したところ、Rap1 欠損マウスにおける Helios の発現が低下し、それに伴い、GITR や
CTLA4 の発現も低下していた。したがって、Rap1 欠損により制御性 T 細胞の質が変化してい
る可能性が示唆された。 

 制御性 T 細胞の質的な
違いが観察されたため、
Rap1 シグナルが制御性 T
細胞の産生に関与する可
能性を検討するために、卵
白アルブミン（OVA）に特
異的な TCR 遺伝子 OT-II
と Foxp3 遺伝子が発現す
ると同時に GFP が発現す
るFoxp3-IRES-GFPを遺
伝子導入した Rap1b 欠

損マウスを作成した。このマウスは OVA ペプチド(OVA)より刺激されて活性し、その結果制御
性 T 細胞になって Foxp3 が発現すると GFP も発現するので、蛍光により制御性 T 細胞を検出

図2 抗原存在下で胸腺スライスに導入した胸腺細胞の c-Relおよび

Bim の発現変化 

図 4 胸腺スライスに導入した Rap1b 欠損胸腺細胞の制御性 T 細胞の産生 

図 3 Rap1 の下流分子 Talin1 の T 細胞特異的欠

損マウスにおける胸腺細胞サブセットの解析 

 



できる。この細胞から胸腺細胞を単離し、胸腺スライス培養系を用いて抗原存在下で制御性 T
細胞の産生能を検討した。その結果 Rap1ｂ欠損により制御性 T 細胞の産生が顕著に低下するこ
とが明らかとなった。よって Rap1 欠損により、胸腺における制御性 T 細胞の産生異常が起き
ている可能性が示唆される。 
 
(4) 接着・動態制御分子 Rap1 による胸腺細胞の動態制御 

 
Rap1 欠損マウスにおける胸腺細胞の制御性
T 細胞の産生低下にはインテグリン依存的な
接着動態の異常が関与する可能性があると
考えられたため、Rap1 欠損マウスから胸腺
CD4 単陽性 T 細胞を単離して蛍光ラベルし、
胸腺スライスに導入してそれらの髄質にお
ける動態を 2 光子励起レーザー顕微鏡による
ライブイメージングにより測定した。その結
果、Rap1 欠損マウス由来の CD4 単陽性 T 細
胞は野生型に比べ移動速度が低下し、また、
移動の直線性が失われていた。したがって
Rap1 欠損胸腺 CD4 単陽性 T 細胞は抗原探索
の効率の低下が示唆された。 
 
 
(5) まとめ 
本研究では、免疫制御に重要な制御性 T 細胞
の分化を検討するために胸腺で産生される
制御性T細胞を生体に近い条件で誘導できる
胸腺スライス培養系を確立した。この実験系
により、制御性 T 細胞の分化の順序や抗原濃
度による産生制御が明らかとなった。 
制御性T細胞の産生には髄質における胸腺

上皮細胞と樹状細胞との接着が必要である
と考えられていたが確かめられていなかっ

た。動態接着制御分子 Rap1 を欠損する胸腺細胞をこの実験系で培養すると胸腺髄質の組織内
移動が低下し、さらに抗原特異的な制御性 T 細胞の分化が阻害された。よって Rap1 を介した
接着シグナルが制御性 T 細胞の分化を正に制御することを明らかにした。 
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