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研究成果の概要（和文）：誤った免疫応答を防ぎ、抗原の種類に応じた正しい免疫応答を作動させるうえで重要
な役割を担うのが、ヘルパーT細胞（Th）と、制御性T細胞（Treg）である。分化初期段階のThやTregの研究は遅
れていたと言えるが、その主な理由の一つとして、分化初期段階にあるThやTregをin vivoで検出できる強力な
システムが確立されていないことが考えられた。そこで本研究は、分化段階のThやTregをin vivoで低侵襲的に
モニターでき、かつ生細胞として単離・解析できる新規レポーターシステムを構築し、ヒト多発性硬化症マウス
モデルEAEの発症過程における免疫応答の活性化を捉えることに成功した。

研究成果の概要（英文）：Helper T cells (Th) and regulatory T cells (Treg) play important roles in 
preventing false immune responses and activating the correct immune response depending on the type 
of antigen. It can be said that research on Th and Treg in the early stage of differentiation was 
delayed, but one of the main reasons for this is thought to be that a powerful system for detecting 
Th and Treg in the early stage of differentiation in vivo has not been established. 
Therefore, in this study, we constructed a new reporter system that can monitor Th and Treg at the 
differentiation stage in vivo minimally invasively and can be isolated and analyzed as living cells,
 and we analyzed the pathogenesis of human multiple sclerosis mouse model EAE. By the analysis 
describing above, We succeeded in capturing the activation of the immune response during the course 
of EAE pathogenesis.

研究分野： 免疫学

キーワード： 免疫学　制御性T細胞　生体イメージング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
分化初期段階のThやTregの研究は遅れていたと言えるが、本研究により、分化初期段階にあるThやTregをin 
vitro, in vivoの両方で検出できる強力な実験システムを構築することに成功した。このレポーターマウスは将
来的に多くの研究組織にdistributeされ、様々な疾患を対象に解析されることで、炎症性疾患のみならず、多く
の疾患の発症機構の解明、ひいては新規治療法の開発に寄与されると期待される。さらに本研究は、ヒト多発性
硬化症マウスモデルEAEの解析により、既知の免疫応答のみならず、腸管や口腔など、解析の進んでいない部位
からの免疫応答を検出しており、今後の研究展開に期待が持たれる。

※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 
免疫システムは、細菌・ウイルス・真菌など、無数に存在する病原体に対する生体防御の主要な

メカニズムである。しかし、その矛先が無害な環境因子や自己分子に対して向けられると、アレ

ルギーや自己免疫疾患の引き金を引く両刃の剣でもある。そのような誤った免疫応答を防ぎ、抗

原の種類に応じた正しい免疫応答を作動

させるうえで中心的な役割を担うのが

CD4 陽性 T 細胞（CD4T 細胞）と呼ばれ

る細胞サブセットである。 CD4T 細胞

は、免疫応答を活性化に導くヘルパーT
細胞（Th）と、過剰な免疫応答を抑制す

る制御性 T 細胞（Treg）を含む。Treg は

自己抗原や、花粉や腸内細菌のような無

害な因子に対する免疫応答を抑制する機

能を持ち、免疫系の恒常性を維持する必

須の細胞サブセットである。この

Th/Treg 分化のバランスは重要であり、どちらが過剰になっても様々な疾患が引き起こされる

(図 1A)。 
 Th と Treg の分化において、分化初期段階（抗原刺激後〜12 hr）では、分化を方向付ける様々

な重要な分子イベントがダイナミックに進行している。さらに、この段階の細胞は分化の可塑性

を少なからず有している。従って、分化初期段階にある Th や Treg は重要な研究対象であり、

さらに疾患治療における有力な標的であるともいえる（図 1B）。しかし一方で、分化初期段階の

Th や Treg の研究は遅れていると言える状況であった。 

 
２．研究の目的 
上述の通り分化初期段階の Th や Treg の研究は遅れていると言えるが、その主な理由の一つと

して、分化初期段階にある Th や Treg を in vivo で検出できる強力なシステムが確立されていな

いことが考えられた。そこで本研

究は、分化段階の Th や Treg を in 
vivo で低侵襲的にモニターでき、

かつ生細胞として単離・解析でき

る新規レポーターシステムを構築

し、この現状にブレイクスルーを

与えることを目的とし、開始され

た。この新規レポーターシステム

を用い、マウス炎症性疾患モデル

を、個体レベル・細胞レベル・分

子レベルで、発症から寛解に至る

過程を経時的に解析することで、

Th/Treg 分化の場の推移、分化制御におけるキーファクターの同定、ひいては新たな診断マーカ

ーや治療標的の同定を目指した(図 2)。 

 
３．研究の方法 



 本研究では、まず Nr4a1 遺伝子座にレポーター分子を組み込んだレポーターマウスの構築を

行った(右図 3A)。Nr4a1 遺伝子は CD4T細胞の活性化にともない、一過性に速やかに発現が誘導

される分子であるた

め、このレポーター

マウスは活性化した

CD4T 細胞をとらえる

ことを可能とする。

さらに、レポーター

分子には、研究代表

者が独自に構築し

た、GFPと Luciferase

と分解促進ドメイン

(ds2)をタンデムに

誘導した新規分子を

用いた。この分子は、

GFPによる FACSでの

細胞レベルでの解析

と Luciferaseによる

in vivo イメージン

グの両方を可能にする。また、GFPは非常に安定な分子であるがゆえに活性化後の、内在性 Nr4a1

発現が消失した細胞もマーキングし続けてしまうことが懸念されるが、分解促進ドメインを融

合することで、Nr4a1を発現している細胞をリアルタイムにマーキングすることを可能にしてい

る（右図 3B）。 

 続いて、構築されたレポーターマウスを用いて、マウスモデル炎症性疾患を、個体レベル・細

胞レベルで発症過程を追って経時的に解析した。この解析により、発症の引き金となる Thの活

性化を始め,その増幅から症状として表れるに至る一連の過程のメカニズムを解明し、ひいては

新たな診断マーカーや治療標的の同定を目指した。一方、本研究で解析対象とするマウスモデル

炎症性疾患は、自然寛解が高い頻度を持って確認される。治療を伴わない自然寛解は、動物実験

でのみ詳しい解析が可能であると考えられ、解明の進んでいない現象である。本研究では疾患を

自然寛解期まで延長して解析することで、そのメカニズムの解明を試み、ひいては予後診断マー

カーや治療標的の同定を目指した。さらに本研究では、以上の in vivo低侵襲性解析に加え、分

化段階にある Th や Treg を生細胞として単離・解析することで、低侵襲性 in vivo 解析で明ら

かとした Thや Treg活性化・分化の場から、それぞれの疾患ステージで、分化段階の Thや Treg

を単離し、その遺伝子発現パターンを解析する。遺伝子発現の変動と病態スコアを併せて考察す

ることで、発症前診断や予後診断に用いるマーカー候補の同定を目指した。 

 

４．研究成果 

4-1. Nr4a1 新規レポーターマウス構築のための BAC（bacterial artificial chromosome）コン

ストラクトの構築を行った 

新規レポーターマウスの作製に用いるターゲティングベクターは、Nr4a1 遺伝子座を含む 200 kb

程度の遺伝子領域を含む BACクローンに対し、Nr4a1の 1st ATG 下流に新規レポーター分子であ

る Luciferase・AcGFP・ds2を挿入したものであり、Red/ETシステムを用いた組み換え技術によ



り作製を行った。 

 

4-2. Nr4a1 新規レポーターマウスの構築に成功した 

上述 4-1で作製したターゲティングベクターを、体外受精により作製した C57BL/6J マウスの受

精卵にマイクロ

インジェクショ

ン法により注入

し、2細胞期胚ま

で発生した胚を

偽妊娠マウスに

移植することで

レポータートラ

ンスジェニック

マウス（ Nr4a1-

Luc2・AcGFP・ds2-

Tg マウス）の作出

を行った。サザン

ブロッテイング

による確認の結

果、トランスジー

ン陽性の産仔は

14 個体得られた

（図 4A）。続いて、

これらトランス

ジーン陽性個体

の末梢血を用い、

活性化 CD4T 細胞の GFP 発現とルシフェラーゼ活性を測定した結果、2 個体が活性化依存的に、

特に強いレポーター分子の発現を示したため、これら 2 個体を選択し、その後の実験に用いるこ

ととした（図 4B,C）。 

 構築された Nr4a1-Luc2・AcGFP・ds2-Tg マウスから単離したプライマリ CD4T細胞を解析した

結果、これらの細胞では活性化にともなって速やかに GFPやルシフェラーゼ発現が見られ、さら

に、誘導の半日後にはそれらの発現は消失することも確認された。これらの検討により、Nr4a1-

Luc2・AcGFP・ds2-Tg マウスが目的どおりの動作をすることは細胞レベルで示されたため、続い

て、ルシフェラーゼ基質をマウスに導入し、生体イメージングを行った。その結果、ルシフェラ

ーゼ発光は予想どおり、トランスジーンとルシフェラーゼ基質依存的に検出されたため、Luc2・

AcGFP・ds2-Tg マウスは in vivoでも目的通りの動作をすることが確認された。 

 

4-3. 多発性硬化症マウスモデル・EAEで既知の免疫応答、新規免疫応答の場の検出に成功した 

 続いて、以上構築を完了したレポーターマウスを用い、ヒト多発性硬化症マウスモデル(EAE)

の発症と寛解の過程における免疫応答の活性化の場（組織、器官）の推移の法則の検出を試みた。

実験は2連で7ラウンド、計14匹の解析を行った。その結果、EAE発症の初期過程で、腰部から脊

髄に沿って免疫応答の活性化が生じる現象を再現性を持って捉えることに成功している。特に、



EAE発症の初期段階では第５腰椎（L5）に病原性T細胞が集積することが明らかとされているが、

本レポーターマウスでもEAE

の発症にさきがけ、L5から特

異的に、免疫細胞の活性化を

示すルシフェラーゼ発光が

検出された。従って本レポー

ターマウスは免疫応答の活

性化部位を正確に示してい

ることの裏付けが取れた（図

5A）。さらに、これら既知の

免疫応答の場に加え、口腔や

腸管といったような、EAEの

発症過程では解析の進んで

いない部位からの免疫応答

も検出しており、今後の研究展開に興味が持たれる。 

4-4. ヒト多発性硬化症により近いフェノタイプを示す解析系の構築を行った 

 4-3で解析を行ったEAEは、マウスの系統により異なった病態を示すことが知られている。特に

SJL系統のマウスでのEAEは発症と寛解を繰り返すことが特徴的であることが知られており、よ

りヒト多発性硬化症に近いフェノタイプを示すことが確認されている。また、SJL系統のEAEは、

本研究で目指す発症と寛解における免疫応答を捉える格好の研究材料となり得ると考えられた。

そこで、Nr4a1-Luc2・AcGFP・ds2-TgマウスをSJL系統に戻し交配を行い、この系統のレポーター

マウスでのEAEの検討を行い、発症過程における免疫応答の場を検出した（図5B）。 
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