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研究成果の概要（和文）：本研究では、慢性炎症を伴う異所性免疫組織における濾胞ヘルパーT細胞の臨床的役
割を検討した。IgG4関連疾患（IgG4-RD）の線維性炎症を示す病変組織の解析から、CD4とCD8を共発現する
double-positive Tfh 細胞（DP-Tfh細胞）が見出された。DP-Tfh細胞は細胞傷害関連因子を発現し、臨床指標の
検討や共培養実験の結果からDP-Tfh細胞は記憶B細胞を制御していると考えられた。IL-2とIL-7の刺激により通
常のTfh細胞はDP-Tfh細胞に発達することから、炎症遷延化の環境では記憶B細胞の機能を阻害する役割を担って
いる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to characterize the functional features of T follicular 
helper cells (Tfh cells) in ectopic lymphoid tissues with chronic inflammation. The analysis of 
fibroinflammatory lesions of IgG4-related disease (IgG4-RD) revealed that the Tfh cell population 
contained double-positive Tfh cells (DP-Tfh cells), which expressed both CD4 and CD8 and presented 
cytotoxicity-related molecules, including Eomes, granzymes, perforin, CRTAM, and GPR56. Studies of 
clinical parameters and co-culture experiments using autologous T and B cells suggest that DP-Tfh 
cells would regulate memory B cells. Further in vitro experiments showed that normal Tfh cells could
 differentiate into DP-Tfh cells under the stimulation with IL-2 and IL-7, which was highly 
expressed in the tissue lesions of IgG4-RD. Taken together, DP-Tfh cells may play a possible role in
 inhibiting memory B cell function to control the antibody production program within a persistent 
inflammatory environment.

研究分野： 病理学、免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Tfh細胞はリンパ濾胞胚中心の形成を調節し、抗原特異的な抗体の産生と液性免疫記憶の成立に関わるヘルパーT
細胞である。臨床検体を用いた本研究から、異所性リンパ濾胞の形成を伴う３次免疫リンパ組織において細胞傷
害活性を有するDP-Tfh細胞が多く検出され、B細胞による免疫記憶を調節する新たなメカニズムが示された。本
研究は慢性炎症病態のさらなる理解につながり、また重症ウイルス感染症では細胞傷害性Tfh細胞が高頻度に認
められるため、免疫関連疾患の病態背景のみならず、感染防御機構の研究においても意義ある成果と考えられ
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、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 ヘルパーCD4+ T 細胞サブセットは疾患病態の発現や進展、病的な炎症遷延化に深く関わ
り、その調節機構は様々なレベルで研究が進められている。我々は病理学的な観点から外科
材料や血液などの臨床検体を直接的に解析し、リンパ濾胞胚中心の形成に関わる濾胞ヘル
パーT細胞（Tfh 細胞）の解析を行なってきた。Tfh 細胞は B細胞を活性化する CD4+ T 細胞
サブセットのひとつで、B細胞と共に CXCR5 ケモカイン受容体を発現し、抗原特異的抗体の
産生やメモリーB細胞の発達を制御している。IgG4 関連疾患（IgG4-RD）は血清 IgG4 の異常
高値、病変部の異所性リンパ濾胞形成と線維性間質の増多を特徴とする慢性炎症性疾患で、
その病態背景については未だ不明な点が多く残されている。IgG4-RD の病変組織と扁桃組織
に局在する Tfh 細胞の機能解析を行ったところ、IgG4-RD の病変組織には細胞傷害活性を有
する Tfh 細胞が多く含まれていた。免疫リンパ組織における細胞傷害性 Tfh 細胞の存在意
義を求める研究は、Tfh 細胞が関与する新たな免疫制御機構の解明につながると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 組織中の Tfh 細胞は初期およびリコール期における B 細胞応答を促進し、抗原特異的液
性免疫の成立に関わっている。最近の研究では、Tfh 細胞が慢性炎症のプロセスに関与して
いる可能性が指摘されている一方で、炎症の遷延化状態における Tfh 細胞の機能的な役割
はまだ不明である。本研究では、IgG4-RD の唾液腺などの病変組織と扁桃組織を対象として
Tfh 細胞を解析し、細胞傷害性 Tfh 細胞の特性と機能的な意義や役割を明らかにすることを
目的とした。２次免疫リンパ組織としての扁桃の Tfh 細胞と３次免疫リンパ組織である
IgG4-RD 病変組織に含まれる Tfh 細胞の性格を比較検討することにより、病的な炎症遷延化
状態での Tfh 細胞の特徴が見出されることが期待された。 
 
３．研究の方法 
（１）臨床材料： 本研究では 38 例の IgG4-RD 症例と 58 例の扁桃組織を対象として、組織
や血液に含まれる免疫細胞を解析した。組織の一部は凍結保存やホルマリン固定パラフィ
ン包埋を行った。臨床材料の研究に際し、「ヘルシンキ宣言」ならびに「人を対象とする生
命科学・医学系研究に関する倫理指針」を遵守し、十分な説明に基づき同意を得て解析が実
施された。本学の IRB と倫理委員会の承認を得て関係する法令に基づいて、人権保護に関す
る個人情報の取り扱いについての規則に則り行われた。 
（２）フローサイトメトリー、セルソーティング：組織や血液から免疫細胞を単離し、FACS 
CANTOⅡを用いて免疫細胞のプロファイルを解析した。セルソーティングにはマグネットビ
ーズも利用し、FACS ARIAⅡ、FACS ARIAⅢにて細胞の選別と回収を行った。FACSプロファ
イルの解析には、FACS DiVAや FlowJoを用いた。 
（３）遺伝子解析： 細胞より抽出した RNA から Cy3-CTP で標識した cRNA プローブを作成
し、マイクロアレイによる網羅的なトランスクリプトーム解析を実施した。得られた結果は、
Heatmapper ソフトウエア、iPathwayGuideプラットフォームなどにより検討を重ねた。また
遺伝子発現を定量 RT-PCR にて解析し、TaqManプローブや SYBRグリーンを用いた。 
（４）組織解析：免疫組織化学には組織切片を用い、透過型電子顕微鏡による解析にはセル
ソーティングにより回収した細胞を用いた。 
（５）細胞培養：同一組織由来の T細胞と B細胞を共培養し、培養上清の ELISA解析や CBA
解析を行った。また乳酸脱水素酵素（LDH）アッセイにより細胞傷害活性を測定した。 
（６）統計解析：GraphPad Prismを用いて独立 t検定により対象群間を比較検討し、有意
水準を 0.05 とした。 
 
４．研究成果 
（１）IgG4 関連疾患の病変組織に局在する Tfh 細胞の特徴 
 IgG4-RD の唾液腺炎を示す病変組織と扁桃組織から Tfh 細胞（CD3+CD4+CXCR5+PD-1+）を抽
出し、トランスクリプトームを比較検討した。その結果、IgG4-RD の病変部位の Tfh 細胞の
ポピュレーションの一部に、CD8を含む細胞傷害関連の遺伝子群を高発現する集団が含まれ
ることが明らかとなった。IgG4-RD の病変部の Tfh 細胞の一部は CD8Aと CD8B の双方を機能
発現し、CD8の発現レベルは CD8+細胞傷害性 T細胞よりも低下していた。こうした Tfh 細胞
を CD4+CD8+を示す double-positive（DP）Tfh 細胞（DP-Tfh 細胞; CD3+CD4+CD8loCXCR5+PD-1+）
として位置付けた。DP-Tfh 細胞は CD8（CD8A、CD8B）、IFNg、FAS リガンド（FASL、CD95L）、
グランザイム A、グランザイム B、EOMES, CRTAMなどが高発現し、その一部の発現レベルは
フローサイトメトリーによる解析で確認した。また僅かな割合ではあるが、末梢血リンパ球
に DP-Tfh 細胞が検出される症例があった。 
 
（２）IgG4 関連疾患における DP-Tfh 細胞の臨床的意義 



 

 

 IgG4-RD の臨床病態と病変組織中の DP-Tfh 細胞との関連性を探るため、様々な臨床パラ
メータ値と DP-Tfh 細胞の存在比率との相関関係について散布図を用いて検証を行った。そ
の結果、血清 IgG4 値および血清 IgG4/総 IgG比と DP-Tfh 細胞との間に有意な逆相関が認め
られた。また、病変部位の臓器数と DP-Tfh 細胞の存在比率との解析からも同様の逆相関の
結果が得られた。血中 IgG4 値は IgG4-RD の重症度を表すことから、IgG4 の過剰産生に関わ
る機構を DP-Th 細胞が制御するような機能的役割を示唆する結果となった。さらに検討を
加えるため IgG4-RD の病変組織中の種々の B細胞サブセットと DP-Tfh 細胞との相関を調べ
たところ、メモリーB細胞（CD19+CD27+IgD-）の存在比率と DP-Tfh 細胞の存在比率に有意な
逆相関の関係性が認められ、IgG4 を発現する（IgG4+）メモリーB 細胞に関しても同様の結
果であった。一方で、ナイーブ B細胞、胚中心 B細胞、形質細胞、制御性 B細胞などの他の
B細胞サブセットと DP-Tfh 細胞との相関は認められなかった。以上から、IgG4-RD の病変組
織の DP-Tfh 細胞は IgG4+メモリーB細胞を制御している可能性が示唆された。IgG4-RD と比
較して頻度は低いものの、扁桃組織においても DP-Tfh 細胞が検出されたことから、DP-Tfh
細胞は特に慢性炎症下において機能的役割を担っていると考えられた。 
 
（３）IgG4 関連疾患と扁桃の DP-Tfh 細胞 
 ２次免疫リンパ組織と３次免疫リンパ組織における DP-Tfh 細胞の特徴を明らかにするた
めに、扁桃 DP-Tfh 細胞と IgG4-RD の唾液腺病変の DP-Tfh 細胞のトランスクリプトームを
比較した。その結果、IgG4-RD 病変部の DP-Tfh 細胞は、扁桃 DP-Tfh 細胞に比べて、Eomes
やグランザイムなどの CTL関連遺伝子の発現レベルが高く、また CD70の発現レベルについ
て IgG4-RD 病変の DP-Tfh 細胞で高い傾向があった。CD70はメモリーB細胞などに高発現す
る CD27の結合パートナー分子である。Eomesと CD70は通常、炎症組織の活性化 T細胞で発
現が上昇しており、これらは IgG4-RD 病変の持続的炎症時に誘導される DP-Tfh 細胞のマー
カー分子として位置づけられた。IgG4-RD 病変では、Eomes と CD70 を高レベルで発現する
DP-Tfh 細胞（EomeshiCD70hiDP-Tfh 細胞）が確認された。GSEA 解析においても、IgG4-RD 病
変部の DP-Tfh 細胞は、扁桃 DP-Tfh 細胞よりも細胞傷害能関連遺伝子群を高発現している
ことが示唆された。一方で BCL6や BOB1などの Tfh 細胞の機能に関連する遺伝子群は IgG4-
RD の DP-Tfh 細胞よりも扁桃 DP-Tfh 細胞で発現していた。 
 
（４）DP-Tfh 細胞と SP-Tfh 細胞との相違点 
 DP-Tfh 細胞と、胚中心形成を担う通常の CD4 single-positive Tfh 細胞（SP-Tfh 細胞；
CD3+CD4+CD8-CXCR5+PD-1+）との機能比較を試みた。扁桃組織の DP-Tfh 細胞と SP-Tfh 細胞の
トランスクリプトームを解析したところ、DP-Tfh 細胞は CD8 (CD8A、CD8B)、Eomes、CRTAM、
FAS ligand (CD95L)、グランザイム、SLAMF7などの CTLに関連する転写産物を高発現し、
扁桃組織においても DP-Tfh 細胞が細胞傷害活性を有することが示された。Th1 関連遺伝子
が DP-Tfh 細胞に発現し、IFNg、IL-10などのサイトカインは、SP-Tfh 細胞よりも DP-Tfh 細
胞で高発現していた。IL-4、IL-21、BCL6、BOB1などの通常の Tfh 細胞に関連した遺伝子の
発現は、DP-Tfh 細胞と共通し同レベルであった。メモリーB細胞などで発現する CCR6のリ
ガンドである CCL20 が DP-Tfh 細胞で高発現し、その一方で SP-Tfh 細胞は CCL20 の発現は
認められず、DP-Tfh 細胞とメモリーB細胞が直接的に関係している可能性が示唆された。ま
た扁桃 DP-Tfh 細胞の超微形態の解析から、細胞内に高電子密度の構造が観察された。 
 
（５）DP-Tfh 細胞による記憶 B 細胞の調節機構 
 DP-Tfh 細胞の B 細胞サブセットへの作用について、リンパ球の共培養実験により検討し
た。抗 CD3抗体と抗 CD28抗体の存在下、扁桃 SP-Tfh 細胞は全 B 細胞、ナイーブ B細胞、メ
モリーB 細胞を刺激し、各々の培養上清中に産生された抗体が検出された。扁桃 SP-Tfh 細
胞とは対照的に、扁桃 DP-Tfh 細胞は B細胞に対し抗体産生を促す能力は減弱し、特にメモ
リーB細胞に対する影響力が著しく低下していた。抗 CD3抗体と抗 CD28抗体の刺激で DP-T
細胞は細胞傷害性分子グランザイム B を分泌する結果が得られ、培養上清中の LDH を測定
する細胞傷害アッセイにより DP-Tfh 細胞はメモリーB 細胞に対して細胞傷害能を有するこ
とが示された。扁桃 DP-Tfh 細胞は SP-Tfh 細胞ほどではないが B 細胞からの IgG 産生を促
進できるのに対し、IgG4-RD 病変の DP-Tfh 細胞は B 細胞ヘルパーとしての機能が低下して
いた。 
 
（６）DP-Tfh 細胞の起源細胞 
 DP-Tfh 細胞の起源細胞について検討するため、IgG4-RD 病変部および扁桃の DP-Tfh 細胞
と SP-Tfh 細胞のトランスクリプトームを対象としてパスウェイ解析を実施した。その結果、
IL-2、IL-7、IL-10、CCL2、TNFなどの液性因子が DP-Tfh 細胞の表現型に関連する因子群と
想定された。これらの液性因子の様々な組み合わせにより扁桃 SP-Tfh 細胞を刺激し解析し
たところ、IL-2 と IL-7 による連続した刺激により、CD8 の発現が誘導され DP-Tfh 細胞へ
の分化が観察された。DP-Tfh 細胞および SP-Tfh 細胞における IL-7受容体（CD127）の機能
発現を調べたところ、扁桃と IgG4-RD 病変部のいずれにも CD127+ Tfh 細胞が認められ、IL-



 

 

7を受け取る状態の CD127+ Tfh 細胞が供給されていた。また IgG4-RD の炎症性病変組織の
免疫組織化学や遺伝子発現の解析から、同部に IL-7が検出された。この研究から、IgG4-RD
病変や扁桃における DP-Tfh 細胞の起源として SP-Tfh 細胞の可能性が示唆され、特に炎症
組織において DP-Tfh 細胞が発達しやすい環境が提供されていると考えられた。 
 
まとめ 
 本研究から、記憶 B 細胞の機能を制御する DP-Tfh 細胞が見出された。Tfh 細胞は抗原特
異的な抗体産生を制御するヘルパーCD4+ T 細胞として、末梢域 B 細胞の分化過程に影響を
及ぼし、胚中心 B細胞、形質細胞、メモリーB細胞への発達を調節している。胚中心形成を
担う Tfh 細胞は定常状態の細胞ではなく、慢性炎症環境下では DP-Tfh 細胞へと機能変容し
うることが示された。図に示すように SP-Tfh 細胞は胚中心 B細胞（GC-B 細胞）に働きかけ
て抗原特異的抗体の産生を正に制御し、一方で慢性炎症下では DP-Tfh 細胞へと機能分化し
てメモリーB細胞機能を阻害するよう、負の制御を担っている可能性がある。扁桃と IgG4-
RD 病変組織はそれぞれ２次免疫リンパ組織と異所性リンパ濾胞の形成を伴う３次免疫リン
パ組織であり、DP-Tfh 細胞の機能発現や表現型に違いが認められたものの、このようなネ
ガティブフィードバック機構は、線維芽細胞などから産生される IL-7が多い環境では、炎
症収束のための機構として本来は位置づけられるかもしれない。最近の COVID-19に関する
研究から重症患者では細胞傷害性 Tfh 細胞が高頻度に検出され、中和抗体価との逆相関が
示唆されている。このため本研究は免疫関連疾患の病態病理のみならず、重症感染症におけ
る生体防御システムとの関連においても注目される。 
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