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研究成果の概要（和文）： 
眼内局所免疫分子機構を明らかにするために、マウスの細胞培養系において眼色素上皮細
胞（虹彩、毛様体、網膜）が活性化Ｔリンパ球を抑制する分子機構を解明した。虹彩色素
上皮細胞は細胞接触により活性化ＣＤ４＋Ｔ細胞を抑制し、網膜色素上皮細胞は液性因子
を介して抑制する。その免疫抑制に働く重要な分子として TSP-1、B7-2、CTLA-4、TGF-
β、CTLA-2αなどが解明された。また、眼色素上皮細胞に接触した一部の活性化Ｔ細胞
は制御性Ｔ細胞(regulatory T cell)に変換され、免疫抑制機能を増幅させる作用があり事が
明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
To identify regional immune system in the eye, in vitro studies using ocular pigment 
epithelial cells (iris, ciliary body, retina) isolated from mouse were carried out. Iris 
pigment epithelial cells suppressed activated CD4 T cells via cell-to-cell contact 
through B7-2 on iris pigment epithelial cells, CTLA-4 on activated T cells, and TGF-b 
and CTLA-2a. In addition, ocular pigment epithelial cells have capacities to promote 
regulatory T cells and enhance its immune-regulatory activities. 
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調節分子機構 
１．研究開始当初の背景 
眼は透明性と高度視機能を維持するために、
解剖学的バリアーの他に、特殊な免疫学的バ
リアーが存在する事が知られている。しかし、
眼内の防御機構における自然免疫の関与は
まだ解明されておらず、虹彩色素上皮細胞、
毛様体色素上皮細胞、網膜色素上皮細胞、角

膜内皮細胞など解剖学的バリアーに存在す
る眼固有細胞が眼局所免疫機構に果たす役
割も明らかでない。本研究はこれらの諸点に
ついて研究し、眼内防御機構における自然免
疫分子機構を解明するものである。 
２．研究の目的 
 免疫機構には、生体に侵入した異種抗原や



病原微生物を速やかに非特異的に排除する自
然免疫機構と、特異抗体や感作Tリンパ球によ
り特異的に排除する獲得免疫機構があり、い
ずれも生体防御に不可欠である。眼における
最初の防御機構は血液眼関門であるが、それ
を通過し眼内に浸入した病原微生物、自己抗
原、炎症細胞に対しては、眼に存在する特殊
な免疫機構immune privilegeにより不活性化
あるいは排除されると考えられる。従来の
immune privilegeに関する研究では、獲得免
疫に属するものとされてきたが、最近では自
然免疫の関与が注目されつつある。最近の
我々の研究で、眼内組織の一部の構成細胞（虹
彩色素上皮、毛様体色素上皮、網膜色素上皮
など）は、眼内に浸潤した非特異的活性化T
リンパ球と接触してこれらのT細胞自身を、免
疫抑制作用を有する調節性T細胞に変化させ
る機能があることが明らかになった(J 
Immunol, 172: 418-94,2004)。 
 本研究は、この眼内防御機構を担う自然免
疫の分子機構を明らかにし、その免疫調節分
子を同定し、眼の免疫防御機構を解明するこ
とを目的とし、新しい免疫治療の開発に寄与
する知見を得ようとする基盤研究である。 
 
３．研究の方法 
マウス眼色素上皮細胞および角膜内皮細胞の
樹立 
生後6～8週のC57BL/6マウスから眼球摘出し、
前眼部、後眼部の2つに分離すし、前眼部から
角膜内皮細胞、虹彩色素上皮、毛様体色素上
皮を分離し、酵素処理を37℃にて1時間
incubateする。眼球後部からは網膜色素上皮
細胞を分離培養する。 
 
マウス前房水の採取 
生後6～8週の正常のC57BL/6マウスの前房水
を採取する。数匹から採取しプールしたもの
を研究に用いる。 
 
マウスT細胞の分離 
正常マウスの脾細胞から、T cell separation 
columnを用いてCD4+ またはCD8+ purified 
naive T cellを採取しX線照射して使用する。 
 
マウス眼由来抑制T細胞の樹立 
上記マウス虹彩色素上皮(IPE)あるいは前房
水を用いて、脾細胞由来CD8陽性T細胞と48時
間共生培養して抑制T細胞を誘導する。回収し
たT細胞はX線照射(2000 rad)し使用する。 
 
ヒト前房水、虹彩組織の採取 
学内倫理委員会の承認を得て、患者からのイ
ンフォームド・コンセントを得た上で、白内
障患者から手術時に少量の前房水液を採取し
研究に用いる。これらの眼内炎症のない患者
からの硝子体、前房水の作用の解析の後に、

各種ぶどう膜炎患者由来の硝子体、前房水も
採取する。 
 
ヒト虹彩色素上皮細胞(human IPE)の樹立
human IPEは、マウスIPEの方法に従い行う。
炎症の既往のない緑内障患者から得られた虹
彩組織を採取する 
 
ヒトT細胞の分離 
インフォームド・コンセントで同意の得られ
た健常人、白内障、あるいは緑内障患者抹消
血から、T cell separation columnを用いて
CD4+ またはCD8+ purified naive T cellを採
取する。抑制T細胞として用いる場合、回収し
たT細胞にX線照射し使用する。 
 
ヒト眼由来抑制T細胞の樹立 
市販のヒト網膜色素上皮細胞、あるいは、白
内障患者から得られた前房水を用いて、自己
の抹消血由来CD8陽性T細胞と48時間共生培養
する事で抑制T細胞を誘導する。回収したT細
胞はX線照射(2000 rad)し、使用する。 
 
眼内液と眼内細胞による活性化T細胞サイト
カイン産出に対する作用 
マウスの実験系では、樹立する活性化T細胞は、
anti-mouse CD3 antibodyとanti-mouse CD28 
antibody naive T cellに加えて72時間培養し
たものを使用する。培養上清中のサイトカイ
ン(IL-2、IL-6、IL-8、TNF-α、INF-γ)をELISA
法で、T細胞クローンにおける遺伝子発現は
RT-PCR法で測定する。次に、樹立した角膜内
皮細胞と眼色素上皮細胞(IPE、CBPE、RPE)と
眼由来抑制T細胞を活性化T細胞に加えてサイ
トカイン産出に対する変化をELISAとRT-PCR
で確認する。ヒトの実験系では、サイトカイ
ンを構成的に発現している各種ぶどう膜炎由
来CD4陽性T細胞（T細胞クローンまたはT細胞
株）を、眼内炎症のない患者から採取した前
房水（老人性白内障）、硝子体液（特発性黄
斑円孔）、あるいはリン酸緩衝液(PBS)を種々
の濃度(0%、2%、10%、20%)含むRPMI-1640培養
液で24時間培養し、培養上清中のサイトカイ
ンをELISA法で、T細胞における遺伝子発現は
RT-PCR法で測定する。次に、樹立したヒト由
来の角膜内皮細胞、虹彩色素上皮をぶどう膜
炎患者由来T細胞クローンまたはT細胞株に加
えて同様の方法にて検討する。 
眼内液と眼内細胞の活性化T細胞増殖に対す
る免疫抑制分子機構の解析 
C57BL/6マウスから採取した前房水、角膜内皮
細胞、眼内色素上皮細胞(IPE、CBPE、RPE)、
眼由来抑制T細胞をそれぞれマウス活性化T細
胞に添加し、抗原刺激あるいはマイトージェ
ン刺激によるリンパ球増殖反応に対する作用
を、トリチウム(3H)取り込み法、MTT取り込み
法、フローサイトメトリーを用いたCFSE取り



込み法により測定する。ヒトの系でも同様に、
眼内炎症のない患者から採取した前房水、硝
子体、角膜内皮細胞、IPE、眼由来抑制T細胞
をT細胞クローンまたはT細胞に添加し、抗原
刺激あるいはマイトージェン刺激によるリン
パ球増殖反応に対する作用を、トリチウム
(3H)取り込み法、MTT取り込み法、CFSE取り込
み法により測定する。 
 
正常角膜内皮、虹彩色素上皮、毛様体色素上
皮、網膜色素上皮、眼内液の機能蛋白の網羅
的解析 
マウスの角膜内皮細胞、虹彩色素上皮、毛様
体色素上皮、網膜色素上皮の蛋白発現をプロ
テオノーム法により比較解析し、これらの細
胞で多量に作られている蛋白を解析する。 
 
眼色素上皮細胞（虹彩色素上皮、毛様体色素
上皮、網膜色素上皮）、角膜内皮細胞の免疫
調節分子の同定 
3種類の眼色素上皮細胞、角膜内皮細胞から
RNAを抽出精製し、DNAマイクロアレイを東京
大学先端科学技術研究センターが開発したマ
イクロアレイにより解析する。(1)虹彩色素上
皮、(2)毛様体色素上皮、(3)網膜色素上皮に
ついて遺伝子発現量比を比較検討する。発現
が高い蛋白遺伝子の確認のためRT-PCR、
Western blots、flow cytometry、免疫染色、
ELISAなどをその分子に特異的な    primer
や抗体を用いて検討する。また、眼色素上皮
細胞上のその分子（リガンド）に対するT細胞
上のレセプターの発現に関しても検討する。 
 
眼由来抑制T細胞の解析 
Anti-CD3 antibody、anti-CD28 antibodyをT
細胞に加えて72時間培養するか、またはMixed 
lymphocyte reaction (MLR)を利用して活性化
T細胞を樹立する。この場合、Ｘ線照射した
allogenic spleen cellとauto- spleen cell
を用いて、96時間培養する。In vitroの眼色
素上皮由来抑制T細胞の活性化T細胞の抑制能
の評価は細胞増殖試験のサイミジン取り込み
試験かflow cytometryを用いたCFSE取り込み
試験にて検討する。また、DNAマイクロアレイ
法を用いて眼色素上皮由来抑制T細胞とコン
トロールのT細胞の遺伝子発現の違いを網羅
的に検討する。 
 
正常角膜内皮、虹彩色素上皮、毛様体色素上
皮、網膜色素上皮、眼内液の機能蛋白の網羅
的解析 
ヒトの上記細胞の遺伝子発現をマイクロアレ
イ法により網羅的に解析し、発現量の極めて
多い遺伝子を同定する。また、プロテオノー
ム解析によりこれらの細胞で多量に作られて
いる蛋白を解析する。 
 

４．研究成果 
 
Ｉ．眼色素上皮細胞の免疫抑制作用 

 A) 免疫抑制様式 
 C57BL/6 マウスから虹彩色素上皮細胞、毛
様体色素上皮細胞、網膜色素上皮細胞を抗
CD3 抗体の存在下でマウス CD4+T リンパ球
と培養すると、いずれの眼色素上皮細胞も活
性化 CD4+T リンパ球の増殖反応を強く抑制
した。また、色素上皮細胞と T リンパ球の間
に cell insert membrane を入れて二つの細
胞を分離すると、①虹彩色素上皮による活性
化 CD4+T リンパ球抑制作用は消失する、②
網膜色素上皮の作用は変化なく CD4+T リン
パ球を強く抑制する、③毛様体色素上皮は虹
彩色素上皮と網膜色素上皮の中間程度の抑
制作用を示した。このことから、虹彩色素上
皮は細胞同士が直接接触することによりTリ
ンパ球を抑制し、網膜色素上皮は可溶性因子
を介して T リンパ球を抑制し、毛様体色素上
皮は細胞接触と可溶性因子の両方を用いて T
リンパ球を抑制すると結論される。 

B) 網膜色素上皮細胞の免疫抑制分子機
構 

網 膜 色 素 上 皮 の 免 疫 抑 制 作 用 に
thrombospondin-1(TSP-1)と形質転換増殖因
子β （transforming growth factor β 、以下
TGF-β）が特に強く発現しており、これらの
可溶性因子が重要と考えられた。 

（i） TGF-β 
TGF-βは強力な免疫抑制物質としてよく

知られている。TGF-βは網膜色素上皮と毛様
体色素上皮で産生分泌されていた。また、網
膜色素上皮は野生型マウスの活性化 CD4+T
リンパ球の増殖を強く抑制したのに対して、
T リンパ球細胞表面の TGF-β受容体から
TGF-βシグナルが入らない DN TGF-βR マウ
スマウスの CD4+T リンパ球の増殖反応は抑
制せず、むしろ増強した。このことから、網
膜色素上皮で産生分泌された TGF-βのシグ
ナルが適正に活性化 CD4+T リンパ球に入る
ことによりT細胞が抑制されると結論される。 

（ii） Thronbospondin-1 
(TPS-1) 

 TSP-1 は遺伝子レベルでもタンパクレベ
ルでも３つの眼色素上皮細胞に発現してい
たが、特に網膜色素上皮に強く発現していた。
種々の中和抗体で網膜色素上皮を前処置し
たところ、抗 TSP-1 抗体だけが網膜色素上皮
の T リンパ球抑制作用を中和した。さらに、
レコンビナント TSP-1（rTSP-1）は RPE の
total TGF-βの産生には影響しなかったが、活
性型 TGF-β産生分泌を強く抑制した。これら
のことから、TSP-1 は網膜色素上皮に存在し、
潜伏型 TGF-βを活性型の可溶性 TGF-βに変
換させる重要な作用があると考えられる。 
 C)  虹彩色素上皮細胞の免疫抑制分子機



構 
（i） B7-2 分子 
三種類の眼色素上皮細胞において、細胞表

面に発現され免疫抑制分子の発現を RT-PCR
法により比較検討した。多くの候補分子の中
で、B7-2（CD86）分子は虹彩色素上皮で強
く発現され、毛様体色素上皮ではごく僅かに
発現され、網膜色素上皮では発現されていな
かった。B7-2 分子の機能を B7-2 ノックアウ
トマウス（B7-2KO マウス）で実験した。野
生型マウス由来の３種類の色素上皮細胞は
活性化 CD4+T リンパ球の増殖反応を強く抑
制したが、B7-2KO マウス由来の虹彩色素上
皮は抑制出来なかった。一方、B7-2KO マウ
ス由来の網膜色素上皮や毛様体色素上皮は
虹彩色素上皮と異なり活性化 CD4+T リンパ
球を抑制した。これらのことから、虹彩色素
上皮は細胞表面に発現している B7-2 分子を
介して T リンパ球を抑制すると結論される。 

（ii） CTLA-4 
B7-2 分子のリガンドである CTLA-4 は、

虹彩色素上皮と接触している活性化 CD4+T
リンパ球の細胞表面に強く発現されていた。
また、CTLA-4KO マウスから採取した T リ
ンパ球は、野生型マウス由来の R リンパ球と
異なり虹彩色素上皮で抑制されない。即ち、
虹彩色素上皮が活性化 CD4+T リンパ球を抑
制するためにはTリンパ球表面にCTLA-4が
発現していることも必要である。 

（iii） 虹彩色素上皮の免疫抑制機能
分子としての TGF-β 

培養虹彩色素上皮において TGF-βが発現
しているか否かを免疫染色法で検討すると、
虹彩色素上皮細胞表面には TGF-βが強く発
現されている。 虹彩色素上皮は野生型マウ
ス由来の活性化 CD4+T リンパ球のサイトカ
イン産生を強く抑制したのに対して、DN 
TGF-βRマウス由来のTリンパ球を全く抑制
しなかった。このことから、虹彩色素上皮細
胞表面に発現している TGF-βのシグナルが
活性化 CD4+T リンパ球に入ることが T 細胞
抑制に必要であると結論される。 
ΙΙ.        マウス眼色素上皮細胞による制御性Τ 

A） 制御性Ｔ細胞誘導の実験系 
 マウスから採取した CD4+T リンパ球ある
いは CD8+Tリンパ球を低濃度の抗 CD3抗体
（0.01μg/ml）存在下で 3 種類の眼色素上皮
細胞と共培養し、その後にＴリンパ球だけを
回収し放射線照射する。この放射線処置によ
りＴリンパ球は細胞増殖の機能は失うが、他
の生物活性は残っている状態になる。マウス
から採取した CD4+T 細胞（レスポンダーＴ
細胞）と高濃度の抗 CD3 抗体（1μg/ml）の
培養系に、先ほどの眼色素上皮細胞に暴露し
放射線照射したＴリンパ球を加えて共培養
し、この T リンパ球がレスポンダーＴ細胞の
増殖反応に与える作用を調べる。もし、この

実験系においてレスポンダーＴ細胞の増殖
が色素上皮細胞に暴露処理されたTリンパ球
により抑制されれば、色素上皮細胞が制御性
Ｔ細胞を誘導したことになる。実際の実験結
果を以下に示す。 

B） 眼色素上皮により誘導される制御
性Ｔ細胞のサブタイプ 

虹彩色素上皮と共培養して誘導された
CD8+T リンパ球はレスポンダーT 細胞増殖
を強く抑制したが、虹彩色素上皮に共培養し
て誘導された CD4+T リンパ球のレスポンダ
ーT 細胞抑制作用は弱かった。一方、網膜色
素上皮に共培養して誘導された CD4+T リン
パ球はレスポンダーT 細胞の増殖を非常に強
く抑制したが、網膜色素上皮に共培養して誘
導された CD8+T リンパ球のレスポンダーT
細胞作用は弱かった。即ち、虹彩色素上皮は
主にCD8+T細胞を制御性Ｔ細胞へと誘導し、
網膜色素上皮は主に CD4+T 細胞を制御性Ｔ
細胞へ誘導することが明らかとなった。一方、
毛様体色素上皮には制御性Ｔ細胞を誘導す
る機能はなかった。 

C） 眼色素上皮細胞により誘導される
制御性Ｔ細胞のプロフィル 

網膜色素上皮細胞により誘導された制御
性Ｔ細胞は、CD4+CD25+Foxp3+で可溶性
TGF-βを産生分泌し、TGF-β受容体を発現し、
TSP-1 分子を発現している T 細胞であった。
一方、虹彩色素上皮細胞により誘導された制
御性 T 細胞は、CD8+CD25+Foxp3+で、膜結
合型 TGF-β、TGF-β受容体、TSP-1 を細胞表
面に発現する細胞であった。 

D） 網膜色素上皮の制御性Ｔ細胞誘導
に関与する分子 

 網膜色素上皮の制御性Ｔ細胞誘導にかか
わる特異な可溶性因子が存在するかどうか
を知るために、マウスの虹彩色素上皮、毛様
体色素上皮、網膜色素上皮の培養細胞を用い
てGeneChipで遺伝子発現を網羅的に比較検
討した。網膜色素上皮細胞における発現が他
の 2 種類の色素上皮細胞と比べ signal log 
ratio で 5.0 以上強いものは cytotoxic T 
lymphocyte  -associated antigen 2α
（CTLA-2α）だけであった。CTLA-2αは網
膜色素上皮で mRNA レベルの発現が強かっ
たが、虹彩色素上皮と毛様体色素上皮では発
現していなかった。タンパク発現も免疫組織
染色で網膜色素上皮の細胞表面に斑状顆粒
状に確認されたが、虹彩色素上皮では染色さ
れない。マウス・レコンビナント CTLA-2α
と前処置して作製した CTLA -2α処置Ｔ細
胞は rCTLA-2αの濃度に依存してレスポンダ
ーＴ細胞の増殖反応を抑制した。この
rCTLA-2α処置Ｔ細胞の中でも CD25+細胞は
Foxp3 遺伝子を強く発現しているが、CD25-

Ｔ細胞は Foxp3 遺伝子の発現はなかった。
CTLA-2αをsmall interfering RNA (si-RNA)



でブロックすることで CTLA -2αの機能を
更に解析した。網膜色素上皮に暴露したＴリ
ンパ球はレスポンダーＴ細胞の増殖を強く
抑制し制御性Ｔ細胞を誘導するが、CTLA-2α
の si-RNA を遺伝子導入した網膜色素上皮細
胞に暴露したＴ細胞はレスポンダーＴ細胞
の増殖反応を抑制できず、このことからも
CTLA-2αは網膜色素上皮細胞の制御性Ｔ細
胞誘導に不可欠な因子であるといえる。 

Ε） 虹彩色素上皮による制御性Ｔ細胞の
誘導 
 虹彩色素上皮細胞も同様に活性化Ｔ細

胞を制御性Ｔ細胞に変換して免疫抑制を増
幅する機能がある。しかし、虹彩色素上皮は
網膜色素上皮と異なり、CD8+Ｔリンパ球を制
御性Ｔ細胞に誘導する事が明らかとなった。
虹彩色素上皮表面のB7-2とCD8+Tリンパ球
表面のCTLA-4分子により二つの細胞が直接
接触し、T 細胞上の TSP-1 が潜伏型 TGF-β
を膜結合型の活性化 TGF-βに変化させ、
CD8+T リンパ球表面の TGF-βレセプターに
抑制シグナルを送ることで、CD8+T リンパ球
が制御性 T 細胞に誘導される。 
ΙΙΙ.        ヒト眼色素上皮細胞によるＴ細胞抑

制作用と制御性Τ細胞の誘導 
マウスの眼色素上皮細胞の局所防御機構

と同様な機構がヒトにおいても存在するか
について研究した。 
 正常眼圧緑内障の緑内障手術時に採取し
た虹彩から虹彩色素上皮細胞を分離培養し
た。このヒト虹彩色素上皮細胞は、allogeneic
または autogeneic なＴリンパ球の増殖反応
を抑制し、また、ぶどう膜炎患者の眼局所の
浸潤細胞から樹立した CD4+Ｔ細胞クローン
の増殖反応も強く抑制した。これらの抑制反
応は、虹彩色素上皮とＴ細胞の間に cell 
insert 膜を置くと消失した。これらのことは
マウスの虹彩色素上皮で得られた結果と全
く同じであることから、ヒトにおいてもマウ
スと同様な制御機構とその分子機構が存在
し機能していると考えられる。 
 ヒトの網膜色素上皮細胞もマウスの網膜
色素上皮細胞を同様に、抗 CD3 抗体の存在
下で共培養した CD4+Ｔリンパ球を制御性Ｔ
細胞に誘導した。しかし、ヒトの場合は効率
よく制御性Ｔ細胞を誘導するには TGF-βの
刺激が必要で、このようにしてヒト網膜色素
上皮細胞により誘導したヒトの制御性Ｔ細
胞は、ぶどう膜炎患者（原田病、サルコイド
ーシス、急性網膜壊死）から樹立したＴ細胞
クローンの増殖反応を抑制した。 
IV.    眼色素上皮による活性化 T リンパ球

抑制の生物学的意義 
 眼血液関門が破綻して眼内に活性化Tリン
パ球が浸潤すると眼内に炎症を生じる。これ
を防ぐ手段として眼血液関門の入り口に位
置する虹彩色素上皮、毛様体色素上皮、網膜

色素上皮が眼内に侵入しようとするTリンパ
球を捕らえて不活性化することが明らかに
なった。房水に囲まれた前眼部の虹彩色素上
皮は細胞接触を介して抑制するのに対して、
細胞が高密度に存在する後眼部の網膜色素
上皮は可溶性因子を介して免疫抑制をおこ
なう分子機構が存在する。しかし、無数に浸
潤してくる活性化Tリンパ球を効率よく抑制
するために眼は驚くべき機構をもっている。
それが、眼色素上皮による制御性 T 細胞の誘
導である。即ち、眼色素上皮細胞は眼内に侵
入してきた活性化 T リンパ球を利用して、こ
れらの細胞を他の活性化Tリンパ球を抑制す
る能力をもつ制御性T細胞に変えて眼内局所
の免疫防御の効率を上げているのである。 
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