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研究成果の概要（和文）：多発性硬化症(multiple sclerosis; MS)は中枢神経系の自己免疫疾患である。本研究
ではMS患者髄液CD8陽性T細胞の共抑制性受容体PD-1陽性の割合が治療効果と相関することを発見した。疾患修飾
薬治療によって寛解を得られた患者由来のPD-1陽性CD8陽性T細胞は共培養した他のT細胞分裂を抑制し、その遺
伝子発現解析では申請者が腫瘍微小環境や免疫寛容など複数のT細胞機能不全に共通して同定した共抑制性遺伝
子プログラム(co-iGP)に含まれる他の共抑制性受容体を発現していた。

研究成果の概要（英文）：Multiple sclerosis (MS) is an autoimmune disease of the central nervous 
system. In advance to this study, the applicant identified and reported a co-inhibitory gene program
 (co-iGP) commonly found in multiple T cell dysfunctions such as tumor microenvironment and immune 
tolerance (Chihara N, et al. Nature 2018). Thus, I hypothesized that this co-iGP in T-cells might 
control inflammatory pathology and prevent neurological impairments of MS patients who had a good 
clinical course. Indeed, I found that the proportion of a co-inhibotory receptor PD-1 positivity of 
cerebrospinal fluid CD8 expressing T cells in MS patients correlated with the therapeutic effects. 
PD-1+CD8+ T-cells from patients who achieved remission by disease modifying treatments suppressed 
co-cultured other T-cell proliferations, and their gene expression analysis revealed that other 
co-inhibitory receptors found in co-iGP were expressed.

研究分野： 神経免疫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で解明を進める遺伝子プログラムはそのT細胞制御機能によって慢性持続炎症制御機序の鍵の一つとして
汎用性があり、MS領域のみならず、免疫性神経疾患全般ひいては慢性炎症が二次的増悪因子となる生活習慣病や
神経変性疾患など、より広い分野への波及効果が期待できる。今後、他のT細胞機能不全状態との共通性や相違
性について解析を加え、免疫性神経疾患全般に応用可能な抑制性遺伝子プログラム同定を目指す。

※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 
 多発性硬化症(multiple sclerosis; MS)は中枢神経内に多発性の炎症性病変を生じる疾患で、
臨床的には永年にわたって再発と寛解を繰り返すが、徐々に神経変性が進行して車椅子生活を
余儀なくされる例も稀ではない。MS は慢性炎症性神経疾患の一つで、T細胞や B細胞の介在する
自己免疫性炎症病態が詳細に解析されてきた。一方で長期間疾患修飾薬が奏功する良性 MS 例が
あり、例えば interferonβ(IFNβ)治療で効果が得られた例はレスポンダーとして 10 年を超え
て安定した経過をとる。進行性 MS と良性 MS の違いを解明することが肝心だが、経時的な組織変
化を観察することは難しく、変化する免疫病態の核心に迫るためには何らかの鋳型モデルが必
要である。 
 腫瘍微小環境などの慢性炎症組織において活性化 T 細胞は長期にわたって抗原刺激や周囲か
らの抑制性シグナルを受けることでその恒常性を変化させ‘疲弊; exhaustion’という状態にな
る。T細胞の疲弊は細胞傷害性や炎症性サイトカインの産生能を低下させ腫瘍の増大を招く。疲
弊 T細胞は Programmed Death 1(PD-1)をはじめとした多様な共抑制性受容体を発現し疲弊の程
度に寄与している。申請者が疲弊 T細胞の表面受容体発現を Single cell RNA sequence や Mass 
cytometry(CyTOF)を用いて網羅的に解析したところ、これら抑制性受容体はそれぞれ別の細胞に
発現しているわけではなく、同じ T細胞に共発現しており、PD-1、T-cell immunoglobulin and 
mucin domain 3(Tim-3)、Lymphocyte-activation gene 3(Lag3)、T-cell immunoreceptor with 
Ig and ITIM domains(TIGIT)を核としてその相関する発現の程度によってより分化の進んだ疲
弊 T細胞となっていることが判明した(Chihara N et al., Nature, 2018)。興味深いことに疲
弊 T 細胞の発現遺伝子から抽出した抑制性遺伝子プログラムは慢性ウイルス感染症における機
能低下 T 細胞や免疫寛容状態の T 細胞と共通しており、種々の環境における T 細胞の普遍的な
免疫応答に対する抑制性遺伝子群を含んでいる可能性があった。 
 MS 患者では PD-1 や Lag3 はその遺伝子上の SNPs が進行性の病態と関連するとされる報告や、
Tim-3 の発現は MS 患者で低下しているという報告があり、これら共抑制性受容体を介した T 細
胞抑制機能の破綻を示唆する。このことから本来、組織からの抑制性シグナルを受けた T細胞は
疲弊 T 細胞様の細胞となるはずだが、MS においてはその分化過程が何らかの形で不完全なもの
となるため慢性的な炎症が持続し神経障害を引きおこす可能性があるのではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究では代表的な抑制性受容体である PD-1 に注目し MS 患者末梢血 T 細胞上での発現と病勢
や治療反応性との関連解明を目的とした。さらに、分離した PD-1 陽性 T細胞についてトランス
クリプトーム解析を行い、腫瘍における疲弊 T 細胞の抑制性受容体共発現機序との対比によっ
て、MS の進行性病態を調整する新規治療標的となりうる表面受容体やサイトカインの発見を目
指した。 
 
３．研究の方法 
本研究では以下の方法で MS 患者末梢血および髄液の PD-1 陽性 T細胞機能解析を行った。 
１） フローサイトメトリーを用いた疾患活動期の血液・髄液中の T細胞解析 

MS 患者末梢血および髄液を用いて、PD-1 陽性 T細胞の病勢や治療反応性との関連を分析し
病態制御に関連する T細胞亜分画を抽出する。 

２） In vitro 培養系を用いた PD-1 陽性 T細胞の機能解析 
T 細胞抗原刺激による活性化を行い、PD-1 陽性 T 細胞の細胞生存、分裂に対する抑制性機
能及びその機序を明らかにする。 

３） マイクロアレイを用いた PD-1 陽性 T細胞の発現変動遺伝子の抽出 
PD-1 陽性 T 細胞に特徴的に発現する遺伝子についてマイクロアレイを用いて抽出し、他の
T細胞機能低下状態で発現する遺伝子との共通の遺伝子群を抽出する。 

 
４．研究成果 
１）PD-1+CD8+T 細胞が治療反応性の良好な MS で増加する T細胞亜分画であった。 
人を対象とする医学系研究に関する倫理指針に基づいて神戸大学附属病院内の倫理委員会の

許可を得た上で、PD-1 発現 T細胞の割合を健常人や MS 患者の末梢血単核球細胞(PBMC)を用いた
フローサイトメトリーで解析したところ健常人と比して無治療 MS 患者では CD8+T 細胞中の PD-
1+T 細胞の割合が低下しており、IFNβ治療によって回復していた。CD4+T 細胞においても同様の
傾向が認められたが有意差は認めなかった。これはMS患者におけるT細胞の制御不全を示唆し、
IFNβ治療による PD-1 発現回復は治療効果機序の一端を担っている可能性があると考えた。次
に疾患活動期の MS 患者髄液で PD-1+T 細胞の割合を解析したところ、CD8+T 細胞中の PD-1+T 細
胞が多い患者ではその後の急性期治療の反応性が良く、PD-1+CD8+T 細胞が急性期病態において
も軽症の経過と関連している可能性を考えた。 
 
２）IFNβ治療レスポンダー患者由来の PD-1+CD8+T 細胞は細胞分裂抑制能を有していた。 
 次に良性 MS 患者由来の PD-1+T 細胞が病原性 CD4+T 細胞を抑制する役割を担っているかを解
析するために、IFNβ治療レスポンダーMS 患者の末梢血からセルソーターでソートした CD4+T 細



胞と CD8+T 細胞亜分画との共培養を T 細胞受容体刺激下で行ったところ、PD-1+CD8+T 細胞と共
培養したCD4+T細胞の生存や分裂能はPD-1-CD8+T細胞と共培養したものと比して低下していた。
また、無治療 MS 由来の T細胞での解析結果は一貫性を認めなかった。一方で培養上清における
T 細胞由来の炎症性サイトカインや抑制性サイトカインについては差がなく細胞間相互作用に
よる PD-1+CD8+T 細胞の細胞分裂抑制能が示唆された。  
 
３）IFNβ治療レスポンダー患者由来の PD-1+CD8+T 細胞では他の T 細胞機能低下状態と共通す
る抑制性遺伝子群の発現が認められた。 
 IFNβ治療によって PD-1+CD8+T 細胞の抑制機能が回復していたことから、IFNβ治療レスポン
ダー患者由来の PD-1+CD8+T 細胞および PD-1-CD8+T 細胞について Affymetrix 社のマイクロアレ
イを用いて網羅的な遺伝子発現解析をして PD-1+CD8+T 細胞に特徴的に発現する発現変動遺伝子
を抽出した。腫瘍組織での疲弊 T細胞や免疫寛容 T細胞において共発現する遺伝子を対象に、MS
の病態制御に関与する PD-1+CD8+T 細胞の発現遺伝子を抽出した(図 1)。 

 この候補因子は慢性的な T細胞活性化制御の鍵となっている可能性があり、今後 in vitro で
の初代 T 細胞の細胞培養系に候補受容体リガンドや候補サイトカインまた中和抗体を加えてそ
の抑制能を実証し、実験的自己免疫性脳脊髄炎(EAE)モデルを用いてそのシグナル伝達の分子生
物学的解析を行ってゆく。 
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