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研究成果の概要（和文）：本研究は、免疫疾患や臓器移植後の拒絶反応、造血幹細胞移植後の移植片対宿主病の
治療等を目指して、2型TNF受容体（TNFR2）を標的とする制御性T細胞(Treg)の新規増幅法の開発を目的とした。
クラスタリング作用による強いTNFR2シグナル伝達を可能にするため、独自に同定したTNFR2アゴニストに、一本
鎖TNFR2抗体を融合させたイムノサイトカインを創製した。TNF受容体への結合性やTNFR2を介したシグナル伝達
活性を解析した結果、TNFR2選択結合性を保持したまま、シグナル伝達が増強した。ヒトTregに対する増幅効果
も認められた。従って、新規Treg増幅分子として有用であることがわかった。

研究成果の概要（英文）：We established a regulatory T cells (Tregs) expansion method based on 
TNFR2-selective receptor clustering effect for the treatment of immune diseases, rejection after 
organ transplantation, and graft-versus-host disease after hematopoietic stem cell transplantation. 
We identified a TNFR2-selective agonistic TNF mutant in a previous study. In this study, we created 
a novel immunocytokine which was fused TNFR2 agonist and TNFR2 scFv. The immunocytokine enhanced a 
signal transduction activity via TNFR2 with sustaining the TNFR2 selective binding activity. 
Furthermore, this molecule significantly expanded human effector Tregs ex vivo. Therefore, we 
considered that the immunocytokine would be beneficial as a novel Treg expander.

研究分野：創薬化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本イムノサイトカインは、TNFR2アゴニストが刺激を与えつつ、抗体が受容体同士を相互に架橋するという二重
特異性をもつ、新しい作用機序のTreg増幅分子である。膜結合型TNF特有のTNFR2シグナル伝達様式である受容体
クラスタリング作用を誘導できるため、強力なTNFR2シグナルを介した、効果的かつ選択的なTreg増幅が可能と
なった。末梢性免疫寛容の誘導に重要となる、最も免疫抑制活性の高いエフェクターTregを増幅できた。新規モ
ダリティの治療薬候補として期待でき、学術的・社会的に意義があると考える。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
関節リウマチや多発性硬化症、1型糖尿病などの免疫疾患では、発症・悪化に自己反応性 T細
胞が関与する。また、臓器移植後の拒絶反応ではレシピエントの T細胞が、造血幹細胞移植後の
移植片対宿主病（GvHD）ではドナー由来 T細胞が、非自己の細胞や組織に対して攻撃する。従っ
て、末梢性の免疫バランスの破綻がこれらの病態の原因である。この状態を是正するため、近年、
免疫抑制機能に特化したリンパ球である制御性 T細胞（Treg）を「生体内で直接増幅する」、も
しくは「生体外で増幅後に移入する」ことで、細胞障害性 T細胞などのエフェクターT細胞に対
する免疫寛容誘導を強化する新たな治療法が期待されている。 
 現在、Treg を生体内／外で増幅させる方法は、Treg に発現する CD25（IL-2 受容体）に対する
IL-2 の利用や、mTOR 阻害剤であるラパマイシンの投与など、いくつか存在する。しかし、Treg
増幅活性が十分でないことや、ヘテロ不均一に増幅することなどの課題が残っており、より強力
かつ選択的に Treg を増幅できる方法論が求められている。 
我々は、これまで、Treg に高レベルかつ高頻度に発現する 2型 TNF 受容体（TNFR2）を標的と
し、独自技術により作製した TNFR2 選択的アゴニスト TNF 変異体タンパク質（R2-7 アゴニスト）
が、Treg を特異的に増幅・活性化できることを見出してきた。また、その研究過程で、(i) TNF
受容体 KOマクロファージに強制発現させた膜結合型 TNF や、(ii) FLAG タグ融合アゴニストと
抗FLAGタグ抗体の共刺激による膜結合TNF様活性が、TNFR2シグナルを増強させることを示し、
膜結合型 TNF 特有の TNFR2 シグナル伝達様式である、細胞膜上での TNFR2 集合化（クラスタリ
ング）が、強いシグナル誘導に有用であることを見出している。 
 従って、TNFR2 クラスタリングを惹起し、Treg を強力かつ選択的に増幅・活性化できれば、免
疫寛容誘導を強化できる新たな免疫抑制療法の開発へと繋がる。そこで、R2-7 アゴニストの Treg
増幅効率を増強するため、分子構造の最適化を検証した。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、生体内／外で効果的かつ選択的に Treg を増幅し、過剰な免疫応答を抑制する新
たな方法論の確立を目指した。そこで、TNFR2 クラスタリング効果により TNFR2 シグナルを強力
に活性化できる新規モダリティ分子として、「TNFR2 アゴニストタンパク質(R2-7 アゴニスト)」
と「TNFR2 に対する一本鎖抗体(TNFR2 scFv)」を融合したイムノサイトカイン「TNFR2-ICK」を
創製した。TNFR2-ICK は、R2-7 アゴニストが受容体に刺激を与えつつ、scFv が受容体間を相互
に架橋するという二重特異性をもち、膜結合型 TNF 特有の TNFR2 シグナル伝達様式である受容
体クラスタリング作用を誘導できるため、強力な TNFR2 シグナルを介した、効果的かつ選択的な
Treg 増幅が期待できる。独自技術を組み合わせることで創製できる、二重特異性と機能性を両
立した新規イムノサイトカインである。in vitro での特性解析及び ex vivo での Treg 増幅効果
を測定することで、TNFR2-ICK の有用性を検証した。 
 
３．研究の方法 
 
TNFR2-ICK の遺伝子合成 
抗ヒト TNFR2 抗体の VL, VH 遺伝子配列を取得し、両者を GSリンカーで連結した TNFR2 scFv
遺伝子配列を決定した。また、R2-7 アゴニストの 3 量体構造を GS リンカーで連結した一本鎖
R2-7 アゴニスト（scR2-7）を決定した。最終的に両者リンカーで連結したイムノサイトカイン
TNFR2-ICK を設計した。さらに、N 末端に分泌シグナル配列、C 末端に His-tag を付加した全長
遺伝子を人工合成した。またコントロールとして、TNFR2 scFv 及び scR2-7 の遺伝子を PCR によ
って取得した。 
 
TNFR2-ICK タンパク質の発現・精製 
TNFR2-ICK の遺伝子を哺乳類発現用プラスミド（pcDNA3.1）に挿入し、発現ベクターとして、
pcDNA3.1-TNFR2-ICK を作製した。この発現ベクターをリポフェクション（ExpiFectamine 293 
reagent）によって Expi293F 細胞（Invitrogen）に導入した後、37℃で 7日間培養し、培養液中
にタンパク質を発現させた。培養上清を回収し、His-tag アフィニティクロマトグラフィー及び
ゲルろ過クロマトグラフィー（GE ヘルスケア）の 2 段階精製を行うことでタンパク質を単離精
製した。また、同様の方法により、コントロールタンパク質である TNFR2 scFv 及び scR2-7 を作
製した。 
 
Ⅰ型/Ⅱ型 TNF レセプターへの結合性 
表面プラズモン共鳴（SPR）法によるカイネティクス解析は、BIAcore X100（GE ヘルスケア）
を用いて行った。ヒト TNFR1 もしくはヒト TNFR2 の Fc 融合タンパク質を CM5 センサーチップに
固定化した。HBS-EP ランニングバッファーで希釈した野生型ヒト TNF（wtTNF）及び R2-7, scR2-
7, TNFR2 scFv, TNFR2-ICK（1.2, 3.6, 10.9, 32.7, 98.0 nM）を用いて、2分間の結合状態と
2分間の解離状態を測定した。BIAevaluation X100 を用いて、1:1 結合モデルにおける結合解離
パラメーターを算出した。 



 
TNFR2 を介した生物活性 
TNFR2/Fas キメラ受容体を強制発現させたマウス脂肪前駆細胞（TNFR2/Fas-preadipocyte）は、
D-MEM（10% FCS 含有）を用いて培養した。96ウェルプレートに 3×104 cells/well の細胞を播
種した後、段階希釈したヒト wtTNF 及び R2-7, scR2-7, TNFR2 scFv, TNFR2-ICK を加えて、37℃
で培養した。48 時間後、WST-8 アッセイを行い、細胞生存率（%）を測定した。 
 
TNFR2-ICK の Treg 増幅作用 
96 ウェルプレートに抗 CD3 抗体（0.5 μg/ml）を固定化した後、ヒト末梢血単核球（PBMC）
5×104 cells/well を播種した。抗 CD28 抗体（0.5 μg/ml）とともに、TNFR2-ICK（3 μg/ml）
を加えて、37℃で培養した。72時間後、細胞を回収し、CD3 及び CD4, CD25, CD45RA, TNFR2 を
蛍光標識した。フローサイトメトリーにて解析を行い、Treg の割合を測定した。 
 
４．研究成果 
 
TNFR2-ICK の遺伝子合成 
分泌シグナルと His-tag を含む TNFR2-ICK の全長の遺伝子配列を作製した。クローニングベ
クターに組換えた後、シーケンス解析を行った結果、目的の配列が得られたことを確認した。ま
た、TNFR2 scFv 及び scR2-7 の遺伝子も問題なく得ることができた。 
 
TNFR2-ICK タンパク質の発現・精製 
分子量 17 kDa の単量体 3つが会合した R2-7 アゴニストや、分子量 25 kDa の TNFR2 scFv は、
大腸菌発現系を用いて作製できる。しかし、これらを融合したイムノサイトカインは、分子量の
増大と構造の複雑化のため、大腸菌での発現は困難と予想された。そこで、哺乳類発現系を用い
たタンパク質作製を試みた。pcDNA3.1-TNFR2-ICK を導入した Expi293F 細胞の培養上清をクロマ
トグラフィーにて分離した結果、適切な分子量に相当する溶出時間にピークが認められた。高分
子量側に認められた凝集タンパク質のピークは除いて、TNFR2-ICK を分取した。従って、哺乳類
細胞発現系を用いて問題なくタンパク質を作製できることが分かった。コントロールタンパク
質である TNFR2 scFv 及び scR2-7 も同様に作製できた。 
 
Ⅰ型/Ⅱ型 TNF レセプターへの結合性 
イムノサイトカイン構造による TNFR1, TNFR2 に対する結合力の変化を表面プラズモン共鳴
（SPR）法によって測定した。TNFR2-ICK は、R2-7 に比べて、TNFR2 に対する結合力が増大した
ことがわかった。一方で、TNFR1 に対しては結合しなかった。また、TNFR2 scFv も TNFR2 に結合
した。従って、TNFR2-ICK は、アゴニストと scFv を融合したことで、TNFR2 選択的結合性を保持
しながら、結合活性が向上したと考えられた。 
 
TNFR2 を介した生物活性 
イノサイトカイン構造による TNFR2 を介した生物活性の変化を調べた。TNFR2/Fas-
preadipocyte を用いた細胞傷害アッセイの結果、TNFR2-ICK は濃度依存的に細胞死を誘導した。
さらに、野生型ヒト TNF や R2-7 アゴニストに比べて、10 倍以上の高い活性を示した。また、
TNFR2 scFv だけでは TNFR2 を介した細胞障害活性は認められなかった。従って、TNFR2-ICK によ
るクラスタリング効果によって、TNFR2 シグナル伝達活性が向上したと考えられた。 
 
TNFR2-ICK の Treg 増幅作用 
 ヒト PBMC に TNFR2-ICK を作用させた結果、Treg の増殖が認められた。特に、CD4+ CD25high 
CD45RA- エフェクターTreg が優位に増加した。エフェクターTreg は、Treg の中で最も免疫抑制
活性が高い画分であり、TNFR2 が高レベルに発現する。R2-7 アゴニストでは、Treg の増加は認
められなかった。従って、TNFR2-ICK による TNFR2 シグナルの増強が Treg の増殖に有用である
ことが示唆された。 
 
まとめ 
 本研究で新たに創製した、TNFR2 を標的とする機能性イムノサイトカイン「TNFR2-ICK」は受
容体クラスタリングの誘導により、R2-7 アゴニストに比べて、TNFR2 シグナル伝達が増強される
ことがわかった。また、ヒト PBMC を用いた ex vivo の検討において、TNFR2-ICK は、野生型ヒ
ト TNF や R2-7 アゴニストに比べて、エフェクターTreg の増幅効果が認められた。従って、TNFR2
アゴニストの構造最適化として、TNFR2 scFv を融合したイムノサイトカイン構造は有用である
と考えられた。TNFR2-ICK は、新たな Treg expander として活用でき、免疫疾患等の治療薬候補
になると期待できる 
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