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研究成果の概要（和文）：胸腺摘出マウス(ATx)由来T細胞においてMitoTracker染色性が低下するという予備的
結果をもとに本研究を開始した。しかし、電子顕微鏡などの追加解析ではATx由来T細胞のミトコンドリア障害を
確認できなかった。原因を探る過程で、ATx由来T細胞でMDR1遺伝子が高発現していることが判明し、MDR1阻害剤
でATx由来T細胞を処理するとMitoTracker染色性低下がキャンセルされた。以上の結果より当初の仮説は否定さ
れたが、一方でT細胞老化におけるMDR1の重要性を新たに示唆した。MDR1欠損マウス由来のT細胞は、サイトカイ
ン無添加の培養で生存率が低下することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This study started based on preliminary results of decreased MitoTracker 
staining in T cells from adult-thymectomized mice (ATx). However, additional analyzes such as 
electron microscopy failed to demonstrate mitochondrial dysfunction in ATx-derived T cells. While 
searching for responsible factors, we found that the MDR1 gene was highly expressed in ATx-derived T
 cells, and an MDR1 inhibitor canceled the reduced MitoTracker staining of ATx-derived T cells. 
These results disproved the initial hypothesis, but newly suggested the importance of MDR1 in T-cell
 senescence. T cells derived from MDR1-deficient mice showed decreased survival in cytokine-free 
cultures.

研究分野：免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
獲得免疫の中心的役割を担うT細胞の産生臓器「胸腺」は思春期以降退縮する。しかし、末梢性T細胞が緩やかに
自己複製・増殖することでT細胞産生低下を代償するために、高齢になっても全身のT細胞プールは維持される。
申請者はこのT細胞の生存・維持において重要な役割を果たす分子機構について研究を実施した。研究期間終了
までに最終的な結論を示すことはできなかったが、今後も継続して研究を進展させていくことで、T細胞の生
存・維持だけでなく、癌や感染症などの加齢関連疾患の原因となる「T細胞老化」に新たな知見を加えると期待
する。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
獲得免疫の中心的役割を担う T細胞の産生臓器「胸腺」は、思春期以降退縮する。そのため、新
たな T細胞産生は一生涯の早期から低下するが、末梢性 T細胞が感染非依存性に緩やかに自己
複製・増殖する（恒常性増殖）ことで T細胞産生低下を代償するために、高齢になっても T細
胞プールは維持される。しかし、長期間にわたる末梢組織で維持される過程で、末梢 T 細胞は
加齢の影響を受けやすく、増殖能低下・炎症性サイトカイン産生能の上昇など様々な機能的変容
を来す。重要なことに、この「T細胞老化」が多くの加齢関連疾患の基礎をなすことが近年明ら
かになってきた。申請者は、若齢マウスの胸腺を外科的に摘出して、末梢性 T 細胞の恒常性増
殖を促進させるモデルを解析し、T細胞のミトコンドリア量と膜電位が低下する可能性を示唆す
る予備データを得た。 
 
２．研究の目的 
(1) 恒常性増殖が T細胞のミトコンドリア障害を誘導することの証明及びそのメカニズム解明 
研究開始時には「恒常性増殖が T 細胞のミトコンドリア障害を誘導する」という仮説は
MitoTracker というミトコンドリア量や膜電位を定量するプローブを用いて得られた予備デー
タのみに基づいていた。したがって、電子顕微鏡、細胞外フラックスアナライザー、ミトコンド
リア膜定量、RNA-seqなどの他の解析手法を用いて、胸腺摘出マウスの T細胞のミトコンドリ
アが障害されていることを証明する。また、ミトコンドリア障害の性質と分子メカニズムについ
て明らかにする。 
(2) ミトコンドリア機能の変化が T細胞老化の機能的特徴に果たす役割 
ミトコンドリア障害を生じた T 細胞においては、代謝障害やアポトーシス、カルシウム貯蔵な
どに異常をきたすことが想定される。T細胞は獲得免疫系の中心的役割を果たす細胞であるため
に、これらの異常が生じた場合には T 細胞老化の形質を示す可能性がある。末梢プール・レパ
トア多様性の維持、エフェクター機能（増殖、サイトカイン分泌能）、自己応答性などを解析し、
ミトコンドリア障害が T細胞機能に与える影響について明らかにする。 
(3) ミトコンドリア機能回復により T細胞老化を正常化する介入法の探索 
上記(1)(2)の計画が進捗し、ミトコンドリア障害のメカニズムと T細胞に及ぼす影響の知見が得
られた場合には、それらを回復させることで T細胞老化を正常化する介入法を探索する。 

 
３．研究の方法 
(1) 胸腺退縮モデルとして、８週
齢の野生型 C57BL/6 マウスに胸
腺摘出術を施行した（Adult-
thymectomized, ATx）。コントロ
ールとしては、開胸のみで胸腺は
摘出しないマウス（ Sham-
operated, STx）を用いた。野生型
T 細胞の平均寿命は１-2 ヶ月で
あるために、胸腺摘出後 3-4ヶ月
を開け、末梢組織において長く生
存した T 細胞の形質を評価でき
るようにした。ATx 及び STx 由
来の脾臓T細胞を単離し、CD4及
び CD8 陽性のナイーブ、メモリ
ー分画ごとに比較・解析を行っ
た。ナイーブ脾臓から摘出した T
細胞をMitoTracker® Green FM, MitoTracker® Orange CMTMRos, CellROX®などのプロー
ブを添加した培地で培養し、フローサイトメトリーでシグナルを検出することでミトコンドリ
ア量や膜電位を用いて測定した。電子顕微鏡を用いて、ミトコンドリア形態、面積、周長を測定
した。ミトコンドリア外膜及び内膜由来タンパクである TOMM20 及び AIF を蛍光免疫染色法
にて定量した。主要なエネルギー代謝経路であるミトコンドリアによる好気呼吸及び解糖の状
態をリアルタイムに解析するために、細胞外フラックスアナライザー XF Pro（Seahorse）を用
いた。網羅的発現プロファイルをするために、ATx及び STx由来の脾臓 T細胞を単離し、CD4
及び CD8陽性のナイーブ、メモリー分画の RNA-sequencingを行った。ATx及び STx両群マ
ウスの脾臓やリンパ節における T細胞、CD4/8比、ナイーブ、メモリー分画の細胞数を定量し、
胸腺摘出によるミトコンドリア障害が T細胞生存に与える影響を評価する。また、BrdU投与や
Ki-67染色を行い、恒常性増殖の程度を評価する。エフェクター機能評価のために、単離した T
細胞を古典的な抗 CD3抗体で刺激し、CellTraceViolet試薬で増殖能を測定したり、細胞内サイ
トカイン染色を用いてサイトカイン分泌能を解析する。申請者が従事する研究室でこれまでに
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図1 胸腺摘出により末梢性T細胞のMitoTracker染色性が低下する



同定してきた老化関連 T 細胞  (CD4+, PD-1+, CD153+, Proc Natl Acad Sci USA. 
2009;106:15807-12.)を解析する。ミトコンドリア障害はヘルパーT 細胞の分化偏向をきたすと
いう報告もあることから、ナイーブ CD4 T 細胞からヘルパーT 細胞への分化誘導を行い、
Th1/2/17/Treg分化バイアスの有無を確認する。In vivoでの免疫応答をみるためには OVA特異
的 TCR トランスジェニックマウス (OT-II)を胸腺摘出後に OVA 抗原を投与し、誘導された活
性化 T 細胞の定量、サイトカイン分泌、組織分布の特徴 (腸管や皮膚への指向性など)を評価す
る。 
 
４．研究成果 
(1) 胸腺摘出マウスの末梢性 CD4陽性 T細胞でMitoTracker染色性が低下する 
胸腺退縮が末梢性 T細胞に与える影響を調べるために、８週齢の野生型 C57BL/6マウスに胸腺
摘出術を施行し、3-4ヶ月後の脾臓 T細胞の様々な形質について解析を実施した（図 1A）。中で
も、MitoTracker 染色性が ATx 由来 T 細胞で有意に低下していることがわかった（図 1B-D）。
申請者は、この知見を元に「胸腺退縮に伴って末梢性 T細胞がミトコンドリア障害をきたす」と
いう仮説を立てて本研究を開始した。 
 
(2) 胸腺摘出マウスの末梢性 T細胞でミトコンドリア障害は生じていない 
電子顕微鏡によるミトコンドリア形態観察及び定量、蛍光免疫染色法によるミトコンドリア由
来タンパク定量、細胞外フラックスアナライザーによる好気呼吸及び解糖系のリアルタイム測
定、網羅的発現プロファイルのための RNA-sequencing を実施したが、いずれのアッセイにお
いてもミトコンドリア量及び機能が低下していることを支持するデータは得られなかった（未
掲載）。 
 
(3) T細胞においてMitoTrackerはMultidrug resistance 1 (MDR1)の基質である 
網羅的遺伝子発現解析から候補因子を探索する中で、MDR1遺伝子が ATx由来 T細胞で高発現
していることが判明し、ミトコンドリア膜電位プローブを細胞外に排出している可能性が示唆
された。他の細胞種では MitoTrackerは Multidrug resistance 1 (MDR1)の基質であるという
報告を確認した。実際に MDR1 阻害剤で ATx 由来 T 細胞を処理すると、ミトコンドリア膜電
位プローブの染色性低下がキ
ャンセルされた（図 2）。さらに
は MDR1 KO マウス作製に成
功し、MDR1 KOマウス由来の
T 細胞で MitoTracker 染色性
が強いこと確認し、T細胞にお
いても MitoTrackerが MDR1
の基質であることを証明した。
以上の結果は、研究開始当初の
仮説を否定することとなった
が、一方では胸腺退縮後の末梢
性 T細胞の生存・維持におけるMDR1の重要性を新たに示唆した。 
 
(4) MDR1 KOマウスの T細胞は、サイトカイン無添加の培養で生存率が低下する 
MDR1の T細胞生存における機能的意義を検証するために、MDR1 KOマウス由来の T細胞を
in vitro 培養し、生存率を比較した。IL-7や IL-15などの T細胞生存に重要であるサイトカイ
ンを添加しない培地で培養した場合に、野生型 T 細胞と比較して生存率が有意に低下した。こ
の結果は、MDR1が機能的に T細胞の生存延長に寄与していることを支持した。一方で、サイ
トカインを添加して培養したり、MDR1 KOマウスに胸腺摘出術を施行した場合には、末梢性 T
細胞の生存率低下は認められなかった。 
 
(5) 本研究のまとめ、今後の課題 
以上のように、本研究では胸腺退縮（摘出）に伴う末梢性 T 細胞ミトコンドリア障害という仮
説から、途中でMDR1に標的を切り替えて研究を継続した。研究終了までに加齢に伴う胸腺摘
出後の末梢性 T細胞でMDR1が高発現する意義は十分に明らかにできなかった。しかし、ミト
コンドリア障害という仮説が間違いであることを証明し、当初観察していた現象がMDR１とい
う分子によることを明らかにしたことは、新たな研究を展開させる機会となった。今後は、サイ
トカイン無添加の条件で生存率が有意に低下するメカニズム、高脂肪食や抗がん剤等の負荷を
与えた場合の T細胞生存におけるMDR1の役割、ヒト T細胞におけるMDR1など、新たに生
じた課題点について更に研究を進めていきたい。 
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図2 MitoTrackerはMultidrug resistance 1 (MDR1)の基質である
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