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研究成果の概要（和文）：骨髄MDSCはGM-CSF存在下で培養すると樹状細胞に分化し、T細胞を活性化する。mTOR
阻害剤とGlutamine代謝阻害剤存在下では、MDSCは樹状細胞への分化が抑制された。この理由としてPD-L1の上
昇、TGFの増加などが考えられた。またmTOR阻害剤とGlutamine代謝阻害剤はTh17細胞への分化を抑制した。上記
2剤を関節炎モデルマウスに投与したところ、単剤でも関節炎抑制効果が認められたが、併用療法でさらに関節
炎を抑制した。両者を投与すると脾臓のTh17細胞数を著明に減らした。またGlutamine代謝阻害剤は脾臓におけ
るMDSCを有意に減少させた。

研究成果の概要（英文）：Glutamine metabolism and the mechanistic mTOR pathway are activated 
cooperatively in the differentiation and activation of inflammatory immune cells. This study 
investigated how inhibiting both glutamine metabolism with DON and mTOR with rapamycin affects 
immune cells and the arthritis in a mouse model. We revealed that rapamycin and DON additively 
suppressed CD4+ T cell proliferation, and both of them inhibited Th17 cell differentiation. While 
DON inhibited the differentiation of dendritic cells and macrophages and facilitated that of Ly6G+ 
granulocytic (G)-MDSCs more strongly than did rapamycin, G-MDSCs treated with rapamycin but not DON 
suppressed CD4+ T cell proliferation in vitro. The combination of rapamycin and DON significantly 
suppressed the arthritis in SKG mice more strongly than did each monotherapy in vivo. The numbers of
 CD4+ T and Th17 cells in the spleen were lowest in mice treated with the combination therapy. 

研究分野：リウマチ・膠原病

キーワード： 関節リウマチ　骨髄由来抑制細胞　代謝

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
関節リウマチ治療は生物学的製剤やJAK阻害剤の登場により、治療成績は格段に改善したが、2～3割の関節リウ
マチ患者では寛解が得られていない。我々はmTOR阻害剤のラパマイシンとグルタミン代謝阻害剤DONの併用療法
で関節リウマチモデルであるSKGマウスの関節炎抑制効果を示すことができた。機序としてはCD4陽性T細胞の増
殖とTh17細胞の分化を抑制することである。mTORおよびグルタミン代謝を同時に阻害することによる新しい関節
リウマチの治療戦略を示すことができた。

※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。
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１． 研究開始当初の背景 
MDSC (myeloid-derived suppressor cell) は heterogenous な細胞集団で癌や炎症性疾患、
感染症などで誘導されることが知られている。MDSC は様々な機序で effector T 細胞や NK細胞
を抑制する。MDSC はこれまでに癌領域を中心に研究されているが、近年は実験的自己免疫性脊
髄炎や関節炎モデルマウスなどを用いて、自己免疫疾患における MDSC の役割も少しずつ解明さ
れてきている。我々は関節炎モデルマウスである SKG マウスの骨髄で関節炎発症に伴い、MDSC
が増加することを見出した。MDSC は顆粒型 (G-MDSC) と単球型 (M-MDSC) に分類することがで
き、関節炎を起こした SKG マウスの骨髄では主に G-MDSC が増加していた。さらに MDSC を SKG 関
節炎マウスに養子移入すると関節炎を抑制することを見出した。マウス骨髄細胞を取り出すと、
ほとんどが MDSC である。これに GM-CSF を添加すると樹状細胞へ分化する。分化する前の MDSC
は免疫抑制的であるが、分化した樹状細胞は T 細胞を刺激する炎症性樹状細胞である。従って
MDSC が炎症性樹状細胞に分化しないように制御することは免疫治療につながると考えた。申請
者は細胞の代謝制御に着目し様々な代謝制御剤を用いて、下記を明らかにした。 
 
２． 研究の目的 
  SKGマウスにおけるmTORの役割やmTOR阻害剤であるラパマイシンの役割はまだ解明されてい
ない。また MDSC の代謝経路も不明である。また mTOR 複合体の１つである mTORC1 の活性化は細
胞内のアミノ酸濃度によって引き起こされる。様々なアミノ酸はアミノ酸トランスポーターを
介してグルタミンと交換で細胞内へ移動する。mTOR とグルタミンを含むアミノ酸には密接な関
係があるが、免疫細胞において mTOR とグルタミン代謝を同時に阻害した効果は解明されていな
い。今回我々は mTOR 阻害剤であるラパマイシンとグルタミン阻害剤である 6-diazo-5-oxo-L-
norleucine (DON) を用いて免疫細胞への相乗的効果と関節リウマチモデルである SKG マウスへ
の関節炎の治療効果を解明した。 
  
３．研究の方法 
 本研究は神戸大学動物実験施設の許可（実験番号 P170601）を得て施行した。メスの SKG マウ
スと BALB/c マウスは日本クレアから購入し、神戸大学動物実験施設で飼育した。 
 フローサイトメトリーは FACS Verse (BD Bioscience) を用いて、FlowJo software (Tree 
Star) で解析を行った。 
 
骨髄前駆細胞の培養：SKG マウスの骨髄細胞を GM-CSF 10ng/ml を投与した RPMI-1640 で培養を
行い、そこへラパマイシン 1μM, DON 5μM、ラパマイシン 1μM＋DON 5μM、DMSO をそれぞれ
添加した。培養 3 日目に浮遊細胞を取り除き、GM-CSF を投与した培養液を交換した。培養 5 日
目に培養細胞を回収し、フローサイトメトリーで解析した。 
 
G-MDSC と CD4 陽性 T 細胞の分離：BALB/c マウスの骨髄細胞からビオチン標識抗 Ly6G 抗体を用
いて、また BALB/c マウスの脾細胞からビオチン標識抗 CD4 抗体を用いて、manual MACS system 
(Miltenyi Biotec) で G-MDSC と CD4 陽性 T細胞をそれぞれ分離した。 
 
CD4 陽性 T細胞の増殖：CFSE で標識した CD4 陽性 T細胞を CD3 と CD28 で刺激を行い、そこへラ
パマイシン、DON、ラパマイシン＋DON を添加した。3 日間培養を行い、CFSE 標識 CD4 陽性 T 細
胞をフローサイトメトリーで解析した。 
 
Th17 細胞の分化：manual MACS で分離した CD4 陽性 T細胞を Th17 分化条件下で培養を行った。
CD3、CD28 を固相化し、IL-6 20ng/ml, TGF-β 5ng/ml, 抗 IFN-γ 2.5μg/ml, 抗 IL-4 2.5μ
g/ml を添加した。そこへ DMSO、ラパマイシン、DON、ラパマイシン＋DON を投与した。5日間培
養を行い、細胞を回収後にフローサイトメトリーで解析を行った。 
 
ウェスタンブロット：分離した CD4 陽性 T細胞を CD3 と CD28 で刺激を行い、そこへ DMSO、ラパ
マイシン、DON、ラパマイシン＋DON、Torin 1 をそれぞれ添加し、24 時間培養を行った。細胞を
回収し、ウェスタンブロットで S6キナーゼ（S6K）、リン酸化 S6 キナーゼ(Thr389)、Akt、リン
酸化 Akt (Ser473)、βアクチンを解析した。 
 
関節炎の誘導：8週齢の SKG マウスにザイモサン A 2mg を腹腔内へ投与した。ザイモサン A投与
後 14 から 21日で関節炎が生じる。 
 
SKG マウスへラパマイシンと DON を投与：SKG マウスにザイモサン A を投与 14 日後に溶媒、ラ
パマイシン 3mg/kg, DON 1.6mg/kg, ラパマイシン 3mg/kg＋DON 1.6mg/kg を週 3回腹腔内投与
を行った。 
 
関節炎の評価：関節炎の重症度評価は下記の通り行った。0=関節腫脹なし、0.1=1 指の腫脹、0.5=
軽度の前肢・後肢関節の腫脹、1.0=重度の前肢・後肢関節の腫脹。最大値は 5.8 である。 
 



関節組織：後肢をパラホルムアルデヒドで固定し、EDTA で脱灰し、パラフィンで包埋した。ヘ
マトキシリン・エオジン染色を行った。組織学的スコアは下記の通り行った。0=炎症なし、1=軽
度の滑膜肥厚もしくは滑膜組織に炎症細胞の浸潤、2=滑膜肥厚、滑膜組織に炎症細胞の浸潤、局
所の軟骨のびらん、3=関節腔への炎症所見、パンヌス形成、軟骨の破壊、骨びらん。 
 
免疫染色：ImmunoCruz ABC Staining System (Santa Cruz Biotechnology) を用いて、CD3、
CD11b、カドヘリンを染色した。 
 
４．研究成果 
1) ラパマイシンと DON は CD4 陽性 T細胞の増殖や Th17 細胞への分化を抑制する 
 まずラパマイシンと DON の CD4 陽性 T 細胞増殖への影響を調べた。CD4 陽性 T 細胞を CD3 と
CD28 で刺激を行い、そこへ DMSO、ラパマイシン、DON を添加して培養を行った。ラパマイシン
や DON 単独でもそれぞれ CD4 陽性 T 細胞の増殖を抑制したが、ラパマイシンと DON を組み合わ
せた場合、より強く CD4 陽性 T細胞の増殖を抑制した。 
 さらにグルタミナーゼ 1阻害剤である C968 を用いて同様の実験を行った。C968 は用量依存的
に CD4 陽性 T細胞の増殖を抑制し、ラパマイシンとの併用により相乗効果を認めた。これらから
グルタミン代謝と mTOR 阻害が CD4 陽性 T細胞の増殖を相乗的に抑制することを確認した。 
 次に mTORC1 と mTORC2 の活性を調べるため、ウェスタンブロットを用いて、S6K のリン酸化 
(Thr389)と Akt のリン酸化 (Ser473) を解析した。CD4 陽性 T 細胞を CD3 と CD28 で刺激し、
DMSO、ラパマイシン、DON、ラパマイシン＋DON、Torin 1 (mTORC1, mTORC2 阻害剤) をそれぞれ
添加し、24 時間培養を行った。ラパマイシンは DON の有無にかかわらず、mTORC1 と mTORC2 を強
く抑制した。一方で DON は mTORC1 を部分的に、mTORC2 を軽度抑制した。 
 
 mTOR 経路を含む代謝経路は Th17 細胞や制御性 T細胞のバランスを調整している。ラパマイシ
ンや DON が T 細胞分化にどのように影響を及ぼすかについて調べるため、Th17 細胞分化条件下
の細胞培養にそれらの薬剤を添加した。ラパマイシンや DON はいずれも有意に Rorγt陽性 Th17
細胞の分化を抑制したが 2 剤を併用すると Th17 細胞分化に相乗効果はみられなかった。Foxp3
陽性制御性 T細胞の割合はラパマイシンを添加すると有意に上昇した。これらから Th17/制御性
T細胞分化は mTOR シグナルが主体であることが判明した。 
  
2)ラパマイシンと DON は in vitro において骨髄細胞が樹状細胞やマクロファージへ分化するこ
とを抑制し、G-MDSC を増加させる 
 ラパマイシンや DON が in vitro において骨髄細胞の分化へどのように影響を及ぼすかを調べ
るため、骨髄細胞を GM-CSF 下で培養を行い、そこへラパマイシンや DON を添加した。その後、
樹状細胞、マクロファージ、MDSC の割合を FACS で解析した。DON は骨髄細胞が樹状細胞への分
化することを抑制し、MDSC の増殖をもたらした。ラパマイシンや DON を併用すると単剤よりも
マクロファージへの分化を強く抑制した。さらに両剤を併用すると M-MDSC への分化は抑制し、
G-MDSC の増殖が促進した。DON はラパマイシンよりも強く樹状細胞、マクロファージ、M-MDSC へ
の分化を抑制し、G-MDSC への分化を促進させた。 
 
3)ラパマイシンで誘導した G-MDSC は in vitro で強い免疫抑制能を有する 
 次にラパマイシンや DON を添加して増殖した G-MDSC の機能を調べた。骨髄細胞を GM-CSF で
培養し、ラパマイシンや DON を添加して得られた培養細胞から G-MDSC を分離した。分離した G-
MDSC と CSFE でラベルした CD4 陽性 T細胞を共培養し T細胞の増殖効果をみた。ラパマイシンを
添加して得られた G-MDSC だけが T 細胞増殖を抑制し、DON では T 細胞増殖抑制効果はみられな
かった。さらにラパマイシンを添加して得られた G-MDSC は TGF-βや PD-L1 が高発現していた。
これらの実験からグルタミン代謝ではなく、mTOR が G-MDSC の免疫抑制能と関連していた。 
 
4)ラパマイシンと DON は SKG マウスの関節炎を相乗的に抑制する 
 最後にラパマイシンと DON の生体での治療効果を SKG マウスにおいて実験した。SKG マウスに
ザイモサン Aを投与し、関節炎を起こし DMSO、ラパマイシン、DON およびラパマイシンと DON の
2 剤を投与した。それぞれ単剤を投与するよりもラパマイシン＋DON の 2 剤で治療したグループ
の関節炎スコアは最も低かった。また関節炎の組織学的スコアも 2剤併用群が最も優れていた。
2剤併用群には治療関連死や体重減少もみられなかった。 
 次に SKG マウスの脾臓を FACS で解析した。ラパマイシン＋DON の 2 剤を投与したマウス脾細
胞の CD4 陽性 T 細胞はコントロール群および DON 群よりも低値であった。さらにラパマイシン
群、DON 群、ラパマイシン＋DON 群ではコントロール群と比較して、Rorγt 陽性 Th17 細胞は有
意に少なかった。4群間において制御性 T細胞、樹状細胞、マクロファージの割合に有意差はな
かった。ラパマイシン群では他群に比して MDSC や G-MDSC の比率が高かった。一方で DON 群で
は MDSC や G-MDSC の比率が有意に低値であった。 
 以上よりラパマイシンと DON を投与すると CD4 陽性 T細胞の増殖や Th17 細胞の分化を抑制す
ることにより関節炎を抑制することが示された。 
 さらにそれぞれの薬剤で治療をした SKG マウス後肢を免疫染色で解析した。滑膜細胞（カドヘ



リン-11）、骨髄細胞 (CD11b), T リンパ球 (CD3) をそれぞれ染色した。カドヘリン-11, CD11b, 
CD3 の比率はいずれも臨床的な関節炎スコアと相関したが、ラパマイシン、DON、ラパマイシン
＋DON の 3群間で差はみられなかった。ラパマイシンや DON の標的は免疫細胞だけでなく、滑膜
細胞へも影響している可能性がある。 
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