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研究成果の概要（和文）：多発性硬化症（MS）病態における甲状腺ホルモン受容体β1 (TRβ1)の役割について
動物モデルの実験的自己免疫性脳脊髄炎 (EAE)を用いて検討した。EAEの中枢神経浸潤CD4T細胞にTRβ1高度発現
を認め，特にTh17細胞に特異的に発現した。TRβ1の選択的アゴニストTRIACの投与でEAE発症が促進し，制御性T
細胞のマスター転写因子Foxp3発現が低下した。次にTRβ1特異的siRNA処理を行うとEAE発症が抑制され，中枢神
経浸潤CD4T細胞のIL-17発現が低下しFoxp3発現が増加した。EAEにおいてTRβ1はTh17細胞のpathogenicity に関
与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the role of thyroid hormone receptor β1 (TRβ1) in the 
pathogenesis of experimental allergic encephalomyelitis (EAE), utilized as animal model for MS. TRβ
1 gene was highly expressed in the CNS infiltrating CD4 T cells, especially in Th17 cells, of EAE 
mice. TRβ1　selective agonist TRIAC exacerbated the severity of EAE, and the expression of 
transcriptional factor Foxp3, as a lineage specification factor of regulatory T cells, was reduced 
in these mice. Next, the clinical severity of EAE was significantly reduced in mice treated with 
THRB specific siRNA. The transcriptional levels of IL-17 in the CNS infiltrating CD4 T cells were 
markedly reduced, and those of Foxp3 were elevated in mice treated with THRB specific siRNA. These 
results suggest that TRβ1 has a key role in the mechanisms of the amelioration of EAE through the 
pathogenicity of Th17 cells. 

研究分野：神経免疫
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は多発性硬化症（MS）患者の末梢血T細胞のDNAマイクロアレイの結果をもとに，核内受容体という比較的
創薬の標的となりやすい分子を選んでおり，将来のMSの新規治療標的の発見と創薬という一連の成果が期待でき
る。また他のTh17や制御性T細胞の関与が認められる自己免疫疾患に対する汎用性のある治療成果も期待でき
る。近年，数多くの核内受容体が代謝性疾患だけでなく自己免疫疾患にも関与することが明らかにされている
が，本研究成果は核内受容体を介した代謝性疾患と自己免疫疾患の新しいクロストークメカニズムを明らかにす
るという成果をもたらすことが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 多発性硬化症（MS）は中枢神経のミエリン抗原に反応して IL-17（Th17），IFN-γ（Th1）な
どの炎症性サイトカインを産生する中枢神経浸潤 CD4T 細胞が炎症を惹起する自己免疫疾患と
されている。MSの臨床経過は，多くの場合，再発と寛解を繰り返すことが特徴であるが，寛解
期であっても無症候性にミエリンの障害が慢性的に進行する。そのため，MSを無治療下に放置
すると，身体機能の障害が徐々に進行悪化するだけでなく，脳萎縮や認知機能障害が進行する
という問題も近年クローズアップされている。現在，MS の治療として疾患修飾薬（DMT）とな
る種々の免疫抑制剤が開発され，疾患の進行予防目的で使用されているが，根治治療には至っ
ておらず，治療選択を広げるため，またより高い治療効果を得るための新規の治療薬の開発が
望まれている。 
 われわれは国立精神神経医療研究センターとの共同研究で，MS の克服という目標のために MS
の病態形成における CD4T 細胞における核内受容体の役割を解明し，核内受容体を標的とした新
規治療法の開発に携わってきた（Doi Y, et al: Proc Natl Acad Sci USA. 2008;105:8381-6）。
そこで本研究では，これまで行われた患者と健常者の末梢血 T 細胞の網羅的遺伝子解析 DNA 
microarray の比較解析リストの中で上位に位置した核内受容体の一つである甲状腺ホルモン
受容体（TRβ1）に着目した。MSの動物モデルである実験的自己免疫性脳脊髄炎（EAE）を用い
て解析を始めたところ，EAE の発症時に所属リンパ節や脾臓である２次リンパ組織の CD4T 細胞
よりも，中枢神経（CNS）に浸潤した CD4T 細胞において，特異的に TRβ1の発現が高いこと，
さらに Th17 細胞と制御性 T細胞（Treg）という，相反する二つのサブセットに TRβ1 が発現し，
TRβ1 が Treg のマスター遺伝子 Foxp3 の発現を抑制していることを明らかにした。近年 Th17
の研究が進み，Th17 細胞の病原性（pathogenicity）や Treg/Th17 細胞の可塑性 plasticity が
話題になっている。TRβ1はこの２つのサブセットに特異的に発現し，Foxp3 の発現を抑えるこ
と，また，実際に EAE の発症に関与するということは，TRβ1が Th17 の pathogenicity，もし
くはTreg/Th17のplasticityに影響を及ぼすことで自己免疫疾患の発症に関与していると考え
られ，この領域において TRβ1が新しい見解を加える可能性を有している。 
 TRβ1の遺伝子異常は甲状腺ホルモン不応症，人ではいわゆるRefetoff症候群を呈するため，
内分泌・代謝の分野では盛んに研究され，また近年では TRβ1がスタチン抵抗性の高脂血症の
治療標的として脚光を浴びているが（N Engl J Med. 2010;362:906-16.），免疫の分野ではほと
んど注目されてこなかった。しかし，これまでの研究により TRβ1 は EAE の発症時にのみ脳炎
惹起性の病原性 CD4T 細胞に発現しており，今後，TRβ1の発現抑制が EAE の発症を抑制するこ
とを見いだせれば，TRβ1 が自己免疫疾患の発症に関与する可能性を示唆することにもなる。
この TRβ1を介した免疫と内分泌・代謝系のクロストークを解明が，自己免疫疾患の発症メカ
ニズムの解明にも繋がりえるという点が注目されると考えられる。 
 本研究は MS患者の末梢血 T細胞の DNA macroarray の結果をもとに開始し，核内受容体とい
う比較的創薬の標的となりやすい分子を選んでいる。そこで，患者データを元に開始された本
研究が成功することにより，多発性硬化症の新規治療標的の発見と創薬という一連の成果が期
待できる。また，他の Th17，Treg の関与が認められる炎症性・自己免疫疾患などに対する汎用
性のある治療標的という卓越した成果が期待できる。近年，数多くの核内受容体（PPARα/β/
γ，RAR，RXR，LXR，FXR etc.）が代謝性疾患だけでなく自己免疫疾患にも関与することが明ら
かにされ，そのどちらの分野においても創薬の標的となり実際に成果を挙げられている。本研
究成果は核内受容体の新しい創薬の一面を明らかにすると共に，核内受容体を介した代謝性疾
患と自己免疫疾患の新しいクロストークメカニズムを明らかにするという成果をもたらすこと
が期待できる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では，EAE を用いて TRβ1 特異的な siRNA と選択的アゴニストである TRIAC による TR
β1制御を行い，CD4T 細胞における TRβ1 の役割，さらに TRβ1が Foxp3 を抑制する詳細な機
序を解析する。TRβ1 を介した免疫系と内分泌系のクロストークメカニズムを明らかにし，MS
の発症における TRβ1 の役割を解明するとともに，MSの新たな治療法の開発や創薬に寄与する
ことを目的として行った。 
 また，Th17 関連サイトカイン・ケモカインのプロファイリング（multiplex cytokine assay），
フローサイトメトリーによる濾胞ヘルパーT細胞（Tfh 細胞）サブセット（Tfh1 細胞，Tfh2 細
胞，Tfh17 細胞）による MS検体における Th17 細胞の pathogenesis の解析も試みた。 
 
３．研究の方法 
（1）Pathogenic Th17 に関与するサイトカイン・ケモカインのプロファイリング 
 MOG35-55 peptide を用いて EAE を誘導したマウスから，中枢神経浸潤，および末梢血 CD4T
細胞を採取し，Real-time PCR にて TRβ1の発現を経時的に比較した。CD4T 細胞に TRβ1 をレ
ンチウイルスで導入，もしくは siRNA でノックダウンした後，Foxp3 やサイトカインなどの発
現を ELISA 法やフローサイトメトリーにて解析した。近年 Th17 細胞の中にも，EAE の発症に関
与する pathogenic Th17 細胞と，IL-10 を産生し抑制的に働く non-pathogenic Th17 細胞の存
在が明らかとなっているが，予め行った実験では，TRβ1の発現を抑制した時に，Th17 細胞の
IL-10 の産生が増加した。つまり TRβ1 は Th17 細胞に特異的に発現しているが，Th17 細胞の



pathogenicity に関与している可能性が高い。そこで，siRNA もしくはウイルスベクターを用
いて TRβ1の発現を変化させた時の，Th17 細胞の pathognicity に関与するサイトカイン・ケ
モカイン（IL-17，IFN-γ，GM-CSF，IL-10，T-bet，IL-23R，IL-1RN，CCL2，CCR6, etc.）を中
心にフローサイトメトリー，ELISA，Real-Time PCR を用いて解析を行った。 
（2）Th17/Treg plasticity についての検討 
 TRβ1は Th17 細胞の分化誘導中に Foxp3 の発現を抑制することが判明したため，上記と同様
に naive CD4T 細胞もしくは naive Treg 細胞を用いて Th17 細胞を誘導する。その際 siRNA やウ
イルスベクターを用いて TRβ1の発現を変化させて，Foxp3，ROR-γt，IL-17 などの発現を，フ
ローサイトメトリー, ELISA, Real-Time PCR を用いて解析を行った。そこで，Th17 と Treg の
reciprocal differentiation に関与するのか，IL-17 産生性の Treg 細胞が産生される 
plasticity に関与するのかを検討した。 
（3）MS における Th17 細胞の pathogenicity についての検討 
 Th17 関連サイトカイン・ケモカインのプロファイリング測定（multiplex cytokine assay：
CCL17，CCL2，CXCL10，CXCL11，CXCL8，IFNγ，IL-10，IL-17A，IL-17E，IL-18，IL-4，IL-6，
IL-21，IL-23）により MS保存血清検体の解析を行った。さらに濾胞ヘルパーT細胞（Tfh 細胞）
について注目し解析を行った。Tfh 細胞は二次リンパ組織の瀘胞胚中心形成に関与するととも
にT細胞依存的な抗体産生に重要な役割を果たすが，Tfh細胞は末梢血中に循環してTfh1細胞，
Tfh2 細胞，Tfh17 細胞のサブセットが種々の免疫制御に関連することが判明している。そこで，
フローサイトメトリー解析により，CD4+CXCR5+ゲーティングしたのちに CCR6 と CXCR3 で分画を
とることで，Tfh1 (CCR6-CXCR3+)，Tfh2 (CCR6-CXCR3-)，Tfh17 (CCR6+CXCR3-)の比率について
比較検討した。 
 
４．研究成果 
 MOG35-55peptideを用いた C57BL6/JマウスのEAEでは TRβ1は EAE発症初期の中枢神経浸潤
CD4T 細胞で高度に発現し，in vitro で誘導した Th17 細胞に特異的に発現した。TRβ1 の選択
的アゴニスト TRIAC の投与で EAE 発症が促進し，Treg 細胞のマスター転写因子 Foxp3 発現が低
下した。次に PLP139-151peptide 用いて EAE を誘導した SJL マウスの adoptive transfer model
に TRβ1 特異的 siRNA 処理を行うと EAE 発症が抑制され，中枢神経浸潤 CD4T 細胞の IL-17 発現
が低下し Foxp3 発現が増加した。そこで in vitro の解析を行ったところ，Th17 誘導条件下で
脾臓細胞を抗 CD3 抗体で刺激しても IL-17 の産生は抑制されなかったが，牛胎児血清を含まな
い培養液では TRβ1特異的 siRNA 処理を行うことで IL-17 の産生が抑制された。以上より TRβ
1 の発現抑制は IL-17 の産生を抑制し EAE を改善させることが示唆された。 
 近年Th17細胞中にpathogenic Th17細胞とIL-10を産生し抑制的に働くnon-pathogenic Th17
細胞があることが判明しているが，実際に siRNA で TRβ1発現を抑制すると Th17 細胞の IL-10
産生が増加した。さらに TRβ1発現細胞の解析で Th17 細胞と Treg 細胞との相反する二つのサ
ブセットに発現していることが判明した。すなわち EAE の病態において TRβ1 は Th17 細胞の
pathogenicity に関与するとともに，Treg 細胞において Foxp3 の発現抑制に関与すると考えら
れた。 
 一方，保存血清検体を用いた Th17 関連サイトカイン・ケモカインのプロファイリング測定
（multiplex cytokine assay：CCL17，CCL2，CXCL10，CXCL11，CXCL8，IFNγ，IL-10，IL-17A，
IL-17E，IL-18，IL-4，IL-6，IL-21，IL-23）では，CCL2，CXCL10，CXCL8 は健常対照群に比し
て MS群で高かったが，IL-17A は検出可能も低値，IL-17E は感度以下で，ケモカイン・サイト
カインによるTh17細胞のpathogenesisに証明は困難であった。そこで濾胞ヘルパーT細胞（Tfh
細胞）について注目した。Tfh 細胞は二次リンパ組織の瀘胞胚中心形成に関与するとともに T
細胞依存的な抗体産生に重要な役割を果たし，さらに Tfh 細胞は末梢血中に循環し Tfh1 細胞，
Tfh2 細胞，Tfh17 細胞のサブセットが種々の免疫制御に関連することが判明している。フロー
サイトメトリー解析により，CD4+CXCR5+ゲーティングしたのちに CCR6 と CXCR3 で分画をとるこ
とで，健常者では Tfh1 (CCR6-CXCR3+)：Tfh2 (CCR6-CXCR3-)：Tfh17 (CCR6+CXCR3-)は 1：1：1
にバランスが取れていること，活動性のある MS患者では Tfh1 あるいは Tfh17 が偏位する傾向
がみられた。Tfh1/Tfh2/Tfh17 バランスは新規治療法の開発や MSの Th17 細胞の pathogenesis
の解析に役立つことが期待できると考えられ，今後さらなる応用を目指す。 
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