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研究成果の概要（和文）：皮膚T細胞リンパ腫（CTCL）の皮疹血リキッドバイオプシーを行いCD4+CD45RO+細胞が
皮疹血で有意に多く病変部ではCD8+CD45RO+細胞とmSWATが逆相関していた。CCL17、CCL22など悪性T細胞を誘導
するケモカインが皮疹血で高く、RNA-seqではCTCLに特異的な遺伝子が多く発現。TCRレパトア解析にて偏位した
T細胞受容体が検出された。皮疹血には皮膚疾患特異的な細胞やタンパク質が含まれリキッドバイオプシーの手
法を確立した。制御性T細胞の誘導波長解析ではUVC～UVBでIL-10、CCL22の発現が約2倍に上昇しCD4陽性T細胞
胞"Tregness"がUV照射で増加していた。

研究成果の概要（英文）：A lesional blood liquid biopsy of cutaneous T-cell lymphoma (CTCL) was 
performed. CD4+CD45RO+ cells were significantly more abundant in leional blood. mSWAT was inversely 
correlated with CD8+CD45RO+ cells in lesions. chemokines that induce malignant T cells, such as 
CCL17 and CCL22, were higher in lesional blood, RNA-seq showed high expression of CTCL tumor 
cell-specific genes, and TCR repertoire analysis revealed a polarized T-cell receptor. Lesional 
blood contained skin disease-specific cells and proteins, establishing a technique for lesional 
blood liquid biopsy. The study of regulatory T cell induction wavelengths revealed that the 
expression of IL-10 and CCL22 increased 2- to 3-fold in the UVC-UVB wavelengths, and the "Tregness" 
of CD4-positive T cells was increased by UV irradiation at 260 nm, 280 nm, and 300 nm.

研究分野：皮膚科学

キーワード： 紫外線　制御性T細胞　リキッドバイオプシー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、皮膚疾患の病変の皮疹血から、疾患特異的な細胞やタンパク質を十分に解析することができ、
臨床レベルでも他の炎症疾患の診断に役立つ可能性があることが示唆された。臨床レベルにはつなげることはで
きていないが、制御性Ｔ細胞が、UVC～UVBの短い波長で誘導されることもあきらかにし、今後、制御性Ｔ細胞の
誘導が最適となるような光線療法の開発が、リキッドバイオプシーによって可能になると思われる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
311nm ナローバンド UVB・308nmエキシマライト・PUVA バス照射患者における臨床レ
ベルでの制御性 T 細胞（Treg）誘導解析を行い、これらの紫外線療法で、末梢血であるが
Treg を誘導することをつかむことができた。乾癬では、末梢血では Treg 数の減少はみられ
ず、機能不全であることが報告されている。健常人 Treg 存在下では CD4+CD25-Tcells の分
裂増殖がほぼ完全に抑制された(94.4%)のに対して、乾癬患者 Treg では完全に抑制できず
(70.3%)、抑制能の有意な低下を認めた。乾癬患者の Treg の抑制能の低下は、PUVA バス療
法後、70.3%から 88.1% (p=0.030) へ正常へ回復したことから、PUVA バスによる乾癬患者
末梢血Dysfunctional Treg の機能回復が示した（Furuhashi and Morita, Plos One, 2013）。活
性化（＝抑制作用）によってヒトの Treg は、３つの分画, I: 休止期 Treg (rTreg) , II: 活性化
Treg (aTreg) III: 非抑制性 Treg(nTreg)に分かれる。（Miyara, Sakaguchi, Immunity 2009）（右
図）。PUVA バス照射後３つの分画を調べたところ、aTreg (CD4+CD25+Foxp3highCD45RA-)が、
明らかに上昇した（Kubo, Morita, J Dermatol Sci, 2017）。また、マウスの実験ではあるが、
UVB照射後に、リンパ節や脾臓にくらべ、皮膚でもっとも Treg が誘導され、誘導には真皮
樹状細胞(CD11c+CD11b+)が関与することも明らかとした(Yamazaki, Morita, J Immunol 2014, 
2018)。ここでの大きな疑問は、乾癬病変において Treg が誘導されているかであるが、組織
染色では細胞数も少なく、また、組織からの分離も容易ではないばかりか、細胞数が取れな
い。そこで、本申請では皮膚病変の皮疹血リキッドバイオプシーを用い、さらに制御性 T細
胞の誘導を可能とする紫外線波長特性の解析を行うこととした。皮膚病変の皮疹血リキッ
ドバイオプシーは、まだ確立されていない技術であり、この方法を用い、紫外線によって誘
導された Treg を解析することは、今までにない研究内容であり、独創性と新規性を有する
研究である。 
 
２．研究の目的 
申請者は、これまでの難治性皮膚疾患に対する光線療法のメカニズム解析から、最適波
長を選択し、機器開発を進めてきた。難治性皮膚疾患である乾癬において、治療の最適波
長である 308-315nmの紫外線照射が（J Dermatol Sci, 2019）、末梢血中で活性化した Treg
の誘導や機能不全に陥っていた Treg 機能回復を起こすことを見いだした（Plos one, 2013, 
J Dermatol Sci 2017）。その後、マウスレベルでの解析で、UVBにより Treg 関連遺伝子に脱
メチル化を生じ、Treg が機能を持つことを証明した (J Immunol 2014)。これらの結果から、
紫外線のある波長が、Treg の機能の恒常・維持に関わっていることは明らかであり、外界
からの紫外線と皮膚・口腔内・腸内の常在菌が、末梢性トレランスを維持するために働い
ていると思われる。その証拠に、Treg は、腸管と皮膚に多く、Treg の機能の恒常・維持は、
バリア機能の維持でもある。末梢性免疫寛容を誘導する方法は、臨床試験中のものがある
が、まだ開発早期段階であり有用性と安全性の評価を受けたものは少ない。紫外線から可視
線の選択的波長を利用することによる Treg 誘導による免疫寛容の誘導は、安全性が高く、
臨床への応用が非常に容易である。光線、すなわち照射する波長を制御することだけで、薬
剤・抗体・骨髄細胞などを用いず抗原特異的免疫抑制が得られる方法は少なく、経皮的な方
法としては、光線療法が最も有望である。これらは、いままでにない研究内容である。この
数年、311nmナローバンド UVB・308nm エキシマライト・PUVA バス照射患者における臨
床レベルでの Treg 誘導解析を行い、これらの紫外線療法で、末梢血で Treg を誘導すること
をつかむことができた。しかし、皮膚病変での Treg はマウスレベルでは明らかなものの、
ヒトレベルでは明らかではなく、病変部の組織を採取することは、臓器によっては非常に負
担がかかり、組織の分解の際に、かなりの細胞が失われる可能性があり、タンパク質の変性
も生じる。皮膚生検なら比較的負担が少なく採取することができるが、上記の様に、組織の
細胞を取る際に、失われる情報もある。病変部の血液（皮疹血）なら、酵素処理を必要とせ
ず、短時間で解析でき、病変部の環境 (サイトカイン、炎症細胞など) を表しているのでは
ないかと考えた。皮膚病変の皮疹血リキッドバイオプシー（皮膚生検時の少量の皮疹血の採
取）を用い、どのような制御性 T細胞が誘導されているか、また同時に Treg の誘導紫外線
波長特性の解析を行う。 
 

 
 
 



 
３．研究の方法 
1) 皮膚病変の皮疹血リキッドバイオプシーの確立 
数ミリのパンチ生検組織からではわずかな細胞数しか分離できず、また、組織染色で
は、細胞表面マーカー程度の情報しか得られない。このため、皮疹病変部から、血清を
採取することで、末梢血から分離した血清とサイトカインのレベルの違いなど、病変部
からのリキッドバイオプシーの意義は、複数の論文から明らかになりつつある。しかし、
ごく少量の全血からの細胞分離には成功しておらず、また局所に集積するような細胞が
あるにもかかわらず、末梢血と同様と推定されていた。10マイクロリットルの全血から、
8000個のCD4陽性細胞、4000個のCD8陽性細胞の分離に成功している。さらに、CyTOF
を用いることで、皮疹血では、末梢血とは違うＴ細胞populationであり、T細胞レセプタ
ーレパトア解析でも、乾癬もしくは皮膚T細胞性リンパ腫から分離した場合に、レパトア
の偏りがみられたため、皮膚病変の皮疹血リキッドバイオプシーの確立を行った。 
 
2) 紫外線照射によるTreg誘導と解析 
311nmナローバンドUVB・308nmエキシマライト・PUVA バス・UVA1照射(治療)前後で、
皮膚病変の皮疹血リキッドバイオプシーを行い、リンパ球を分離し、CyTOF による多重染
色、高速セルソーター（BD FACS melody）を用いたシングルセル解析、次世代シーケンサ
によるトランスクリプトーム解析などを行いメカニズムの解明を進め、誘導される Treg の
サブセット解析、さらなる効率的な Treg の誘導の基盤開発を進めていく。 
1. CyTOF によるリンパ球多色染色 
CyTOF によって、誘導される新たな分画の解析を行い、その分画をシングル細胞レベ
ルで、RNAシークエンスを行う。この２つの方法から、どのような Treg サブセットが
誘導されるか、その詳細を明らかにする。 
2. T 細胞レパトア解析 
3. nTreg（内在性制御性 T細胞）の誘導波長解析 
 抗原の投与していないマウス皮膚にモノクロメーターを用い290～320nmの照射で,リン
パ節・脾臓でCD4+CD25+Foxp3+Neuropilin-1+細胞(nTreg)が、290～300nmで誘導が見られた。
ブロードバンドUVB（290-320nm）の照射（抗原なし）で、7日後で明らかに皮膚とリンパ
節でTregが増加、Neuropilin1陽性のnTregであり、Treg関連の遺伝子におけるメチル化を調
べたところ、脱メチル化がみられ、安定した抑制機能のあるTregが誘導されることを明らか
とした（Yamazaki, Morita , J Immunol, 2014）。モノクロメーターに加え、UV-LED (300nm, 
305nm, 310nm, 313nm, 325nm)を用い、短時間・均一な照射を行う。マウス皮膚においても、
同様に皮疹血を用い、同時に末梢血もしくはリンパ節・脾臓から高速セルソーターでリンパ
球を分離を行った。表面マーカーの解析(FACS)、RNAシークエンス、Treg関連遺伝子のエピ
ジェネティック解析から、誘導されるTregの詳細なタンパク・遺伝子発現・エピジェネティ
ックプロファイルが明らかとなり、より詳細な波長ごとの特性を明らかにすることができ
る。 
 
４．研究成果 
 
乾癬、皮膚 T細胞リンパ腫（CTCL）の病変部からの皮疹血リキッドバイオプシーを行い症
例を集積を行った。皮膚T細胞性リンパ腫19例から、皮疹血リキッドバイオプシーを行い、
末梢血とともに解析を行なった。CD4+CD45RO+細胞、CD8+CD45RO+細胞の割合が皮疹血
で有意に高く、病変部では、CD8+CD45RO+細胞と、CTCL の皮膚評価スコアであるmSWAT
が逆相関していた。さらに皮疹血と末梢血の血清を比較すると、CCL17、CCL22 など悪性 T
細胞を誘導するケモカインが皮疹血で高いことがわかった。RNA-seq で発現遺伝子を比較
したところ、皮疹血の CD4+CD45RO+細胞では CTCL の腫瘍細胞に特異的な遺伝子が多く
発現していた。TCR レパトア解析にて偏位した T 細胞受容体が検出された。皮疹血の
CD8+CD45RO+細胞では細胞分裂阻害に関わる遺伝子が多く発現され、末梢血の
CD8+CD45RO+細胞では炎症に関わる遺伝子が多かった。CTCL の皮疹血では、末梢血より
も病態に関わる細胞、ケモカインが認められることがわかった。現在、皮疹血からのシング
ルセル RNA シークエンスを開始し、腫瘍細胞の特異的な遺伝子発現をあきかにすることが
できた。皮疹血には皮膚疾患特異的な細胞やタンパク質が含まれる可能性があり、他の炎症
疾患の診断に役立つ可能性がある。 
nTreg（内在性制御性 T 細胞）の誘導波長解析もついても、モノクロメーターに加え、UV-
LEDを用い解析を行い、UVC～UVB が誘導波長であることを見いだした。各波長のUV-Tregs
の誘導効率、また波長毎のUV-Treg の遺伝子発現の違いをマウスを用いて調べた。 
各波長の最小紅斑量（MED）を決定した。次に、260nm、280nm、300nmの 3MED照射後
7日目のリンパ節から採取したCD4陽性 T細胞をRNAシーケンス（RNA-seq）で解析した。



非照射群と比較して UV 照射群においては、IL-10、CCL22 の発現が 2～3 倍に上昇してい
た。さらに、Non-negative matrix factorization 解析の結果、CD4陽性 T細胞の"Tregness"が、
260nm、280nm、300nmの UV照射の 3MEDで増加していた。 
以上から、皮膚病変の皮疹血リキッドバイオプシーのテクニックの確立に成功した。この技
術を用いて、皮膚 T細胞リンパ腫（菌状息肉症）の病変部から、皮疹血を採取し、シングル
セルRNAシークエンスを開始した。症例数は、現時点で 3例に留まるが、最終的には 10例
程度まで解析をすすめる予定である。今まであまり明らかではなかった腫瘍細胞(皮膚Ｔ細
胞リンパ腫の悪性細胞)のマーカーが見つけられる可能性がある。あわせて、皮膚 T 細胞性
リンパ腫（菌状息肉症）19 例から、皮疹血リキッドバイオプシー有用性を示すことができ
た。皮膚 T細胞性リンパ腫で、T細胞レパトア解析を行い、レパトアの偏りが明らかとなっ
たきた。現在、詳細な解析をすすめている。平行して、nTreg（内在性制御性 T細胞）の誘
導波長解析もついても、モノクロメーターに加え、UV-LEDを用い解析をすすめている。UVC
～UVB が誘導波長であることを見いだした。マウス皮膚においても、同様に皮疹血を用い、
同時に末梢血もしくはリンパ節・脾臓から高速セルソーターでリンパ球を分離し紫外線（～
可視光線）の選択的波長の利用することによる Treg 誘導は明らかとなった。今後、臨床レ
ベル（光線療法）でのリアルタイムでの Treg の誘導を検討を行っていく。 
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