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研究成果の概要（和文）：血管内皮抗原(HSP65)により誘導される動脈硬化モデルマウスにおいて、 B細胞除去
療法に加えて、HSP65を併用することで、抗原特異的なリンパ球のの増殖能やサイトカイン(MCP-1やIL-6、TNF
α、IL-10など)産生能が低下した結 果、動脈硬化における免疫反応が抑制され、結果、動脈硬化が抑制される
ことを発見した。そのメカニズムとして、HSP65抗原特異的な制御性T細胞と制御性B細 胞が体内で誘導されてい
て、それらの細胞はマクロファージが産生するTGF-bによる体内に誘導されることが明らかになった。なお、B細
胞除去療法単独あるい はHSP65単独投与では効果を認めなかった。

研究成果の概要（英文）：In the HSP65 (endothelial antigen) derived arterosclerosis model mice, we 
found that combination therapies of HSP65 antigen and B cell depletion suppressed antigen specific 
lymphocyte proliferation and cytokine production such as MCP-1, IL-6, TNF-alpha, IL-10. Eventually, 
development of arterosclerosis was strongly suppressed by these combination therapies.HSP65 specific
 regulatory T cells and regulatory B cells were induced after combination therapies, which was 
triggered by TGF-beta produced by macrophages. B cell depletion alone or HSP65 antigen alone did not
 suppress arteriosclerosis. 

研究分野：免疫学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
(1) 自己免疫疾患とは本来は異物を認識し
て排除する役割をもつ免疫機構が、自己の
正常な組織に対しても攻撃を加えるように
なった結果全身の臓器が障害される疾患で
ある。本疾患に対してステロイドや免疫抑
制剤による薬物療法が現在の治療の中心で
あるが、これらは、自己免疫異常のみなら
ず、正常な感染免疫や腫瘍免疫をも抑制す
るため、感染症や悪性腫瘍の誘発等の副作
用を有する。抗原特異的な免疫抑制療法(薬
物療法)は、未だ確立されていないが、自己
免疫異常を選択的に抑制し、感染免疫や腫
瘍免疫には影響を与えにくいと考えられる
ため治療の副作用の軽減が期待される。 
 
(2)抗CD20抗体療法によりB細胞はアポト
ーシス死するが、アポトーシス死したB細胞
を体内のマクロファージ(M)や樹状細胞
（DC）が貪食すると大量のTGF（抗炎症
性サイトカインのひとつ）が産生放出され
ること、MやDCから産生されたTGFに
より抗炎症作用をもつ制御性T細胞が誘導
されることがこれまでに報告されている。
(Nature Medicine 2008 (14) 528–535, 
Sci Transl Med. 2014 Jun 18;6 (241): 241 
ra78)  
 
(3) In vitroにてナイーブT細胞は抗原提示
細胞による抗原提示、およびTGFの存在下
にて抗原特異的な制御性T細胞に分化する。
(JEM 2003 (198) 1875-1886) 
 
以上の研究背景を元に自己抗原特異的な制
御性T細胞をIn vivoで誘導する方法の仮説
として、抗CD20抗体に続けて原因となる抗
原を与えると、抗原特異的な免疫反応を抑
制できると考えた。 
 
(4) 動脈硬化モデルマウス（LDＬ受容体欠損
態マウス）では免疫異常により、動脈硬化が進
行する。その理由として、HSP６５（血管内皮抗
原）に対する異常免疫が惹起されることが分か
っている。 
 
２．研究の目的 
 
申請者らはこれまで、感染免疫に影響を与
えずに、自己免疫異常のみを選択的に抑制
する治療法(抗原選択的免疫抑制療法)を 1
型糖尿病モデルマウスを使用し確立した。 
動脈硬化は血管内皮の抗原に対する免疫反
応が活性化することで起こると言われてい
る。本研究では動脈硬化モデルマウスを用
いて 血管内皮抗原に伴う免疫異常のみを

選択的に抑制する治療法の確立および基盤
の創生を目的とした。 
 
３．研究の方法 
Step 1）LDL-R欠損マウスに対して 6週齢の
時点で、HSP65+CFA で免疫し、動脈硬化の
発症/進行を加速された。  
Step 2）8週齢の時点で、抗 CD20抗体（250
μg/体）のみ、HSP６５のみ （5g/マウス、腹腔
内投与の隔日投与）、両方の治療のいずれか
を行った。CD20抗体は単回投与、HSP６５は２
週間に渡り隔日投与を行った。 
Step 3） マウスが 16~20週齢に到達した時点
で、マウスを sacrifice し、動脈硬化の評価を
行った。この実験系において、抗体+自己抗原
の併用療法で HPS65 特異的な免疫反応が抑
制され動脈硬化の長期寛解が得られるかどう
かについて検討を行った。週 2 回観察を行い、
体重チェック、心不全により生命の維持が困難
と考えられたマウスに対しては安楽死させ、脾
臓と膵臓リンパ節を回収した。これらの細胞を
In vitroでHSP65抗原やTCRへの非特異刺
激（抗 CD3抗体で刺激）で再刺激し、HSP65

特異的な免疫反応（細胞増殖能あるいは
IFN-産生能）を、それぞれ、3H（サイミジン取
り込み試験）や ELISA法などで評価し比較
した。 

HSP65 特異的な CD4+CD25+制御性 T
細胞の増加の有無は、直接標識できる抗体が
ないため、評価が困難であるが、下記の方法
で代用した。すなわち、同じマウスの脾臓から
CD4+ T細胞、CD4+CD25- T細胞を磁気細
胞分離装置とビーズを使って分離し、それ
ぞれの分画から同数の細胞数を得て抗原提
示細胞（マクロファージや樹状細胞）と抗
原（HSP65 抗原あるいは非特異抗原）の存在
下で培養する。この時、HSP65 特異的な
CD4+CD25+制御性 T細胞が脾臓で増加して
いるマウスにおいては、抗原提示細胞+ 
HSP65抗原存在下で刺激したCD4+ T細胞の
増殖能やサイトカイン産生能はコントロー
ルと比べて有意に低下すると考えられるが、
CD4+CD25+制御性 T 細胞を含まない
CD4+CD25- T細胞を抗原提示細胞+ HSP65

抗原で刺激した場合には、コントロールと比
べて差がなくなることが予想された。 
 
4．研究成果 
 
血管内皮抗原(HSP65)により誘導される動
脈硬化モデル(LDL-R欠損)マウスにおいて、 
CD20 抗体に加えて、HSP65を併用すること
で、抗原特異的なリンパ球のの増殖能やサ
イトカイン(MCP-1 や IL-6、TNFα、IL-10



など)産生能が低下した結果、動脈硬化にお
ける免疫反応が抑制され、結果、動脈硬化
が抑制されることを発見した。（図 1：CD20
抗体＋HSP65 により著明に血管内の血流は
維持され、動脈硬化は抑制された。図 2： 
CD25 陽性制御性 T細胞を除去した場合、除
去しない場合と比較して著明に、抗原特異
的なリンパ球の増殖反応が治療群において
亢進したことから、治療群において、CD25
陽性制御性 T細胞が抗原特異的なリンパ球
増殖反応の抑制に関与していることが分か
った） 
 この他、CD20抗体＋HSP65の治療は、HSP65
抗原特異的な制御性T細胞を体内に誘導す
ること、それらの細胞はマクロファージが
産生する TGF-による体内に誘導されるこ
とを明らかにした。なお、B 細胞除去療法
単独あるいは HSP65単独投与では動脈硬化
の抑制効果を認めなかった。 
 

 

 
＜今後の課題や問題点について＞ 
今回の研究では、動脈硬化モデルマウスを用
いて、HSP65に特異的な制御性T細胞を選択
的に誘導することができ、また、長期的な寛解
を得ることができた。抗 CD20 抗体+GAD65併
用療法により得られる長期的な寛解には
TGFが関与していることまでは明らかにした
が、制御性 T 細胞やマクロファージなど、他の
免疫細胞が必須なのかは未だ十分に明らか
にはなっていない。そのため、今後の課題とし
て検討を継続していく。以下、現時点で最も確
からしい仮説を下に上げる。 
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