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研究成果の概要（和文）：生理活性脂質や核内受容体リガンドライブラリーからヒト制御性 T
細胞への分化誘導や抑制機能が増強する生理活性物質を１４種類単離した。これらのうち、

PPAR アゴニストは、誘導型制御性Ｔ（iTreg）細胞の Foxp3 の発現を増強させ、抑制機能を

高めた。このことは PPAR アゴニストが DNA methyltransferase 発現を著しく低下させ、

Foxp3 プロモーター領域および CNS3 領域の脱メチル化を促進させることによることが示唆

された。さらに TSA や ATRA と併用すると相乗効果がみられた。一方、LPC がヒト内在性制

御性 T 細胞(nTregs)の抑制機能を増強させることを見出した。lysophosphatidylcholine 
(LPC)が、nTregs からの TGF-beta の産生を亢進することにより、nTregs の Foxp3 の発現が

増強し、抑制機能が亢進した。これらの物質を用いることで、ヒト Treg 細胞の制御が可能に

なり、自己免疫疾患の治療への応用が期待できる。 
 
研究成果の概要（英文）：We screened 14 kinds of the molecules that enhanced the induction 
and suppressive function of human regulatory T cells (Treg) from lipid and nuclear receptor 
ligand libraries. Of these, PPAR agonists increased suppressive function and expression of 
Foxp3 in induced Tregs (iTregs). PPAR agonist-treated iTregs increased demethylation 
level of the Foxp3 promoter region and CNS3. Moreover, TSA and ATRA enhanced iTregs 
generation synergistically with PPAR agonists. On the other hand, lysophosphatidylcholine 
(LPC) enhances Foxp3 expression and the suppressive function of nTregs through 
TGF-beta1 produced by nTregs themselves. These agents increased Treg differentiation 
and induction and may be benefical for the treatment of human autoimmune diseases. 
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細胞（Treg）が存在し、自己免疫などの病的
な免疫反応を抑制して免疫恒常性の維持に
重要な役割を果たしている。転写因子 Foxp3
は Treg の特異的マーカーであるが、 Foxp3
の誘導メカニズムは十分解明されていない。
ヒトナイーブ T 細胞から TGF-beta で誘導さ
れる誘導性 Treg 細胞（iTreg 細胞）の Foxp3
の発現は、低レベルでかつ一過的であり、こ
の発現細胞は抑制機能を持たない。そこで
我々は、Foxp3 の発現を増強させ、安定させ
る物質があれば、生体への投与で自己免疫疾
患や炎症の抑制のみならず、培養下でも抗原
特異的な制御性T細胞を人為的に末梢T細胞
から安定に誘導でき、様々な自己免疫疾患を
抗原特異的に治療することが可能になる。ま
た、制御性 T 細胞の分化誘導を促進させる生
理活性物質を網羅的に解析することは、
Foxp3 の誘導メカ二ズムだけでなく、これら
の物質が豊富に存在する臓器局所での免疫
制御の解明の糸口になる。 
 
２．研究の目的 
ヒトnTreg細胞や iTreg細胞のFoxp3の発

現を増強させ、安定させる物質を生理活性脂
質や核内受容体リガンドからスクリーニン
グし、抑制機能を持つヒト Treg 細胞への誘
導が可能かどうかを検討し、これらのヒト
Treg 細胞への抑制機能増強機序について解
析することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 まず、ヒト nTreg 細胞や iTreg 細胞の
Foxp3 の発現を増強させ、安定させる物質を
生理活性脂質や核内受容体リガンドからス
クリーニングし、１４種類を単離し（表１）、
これらのうち、PPAR agonists と LPC につ
いて解析した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
Ａ．PPARαおよびγアゴニストによるヒト制
御性 T 細胞への分化誘導機序 
（１）まず、nTreg細胞に対する PPAR アゴニ
ストの影響について検討した。その結果、5
種類すべての PPAR アゴニストは、nTreg 細

胞の Foxp3の発現と抑制機能に影響を与えな
かった。 
(2)iTreg 細胞に対する PPAR アゴニストの影
響について検討した結果、PPARα と γ アゴ
ニストを投与した群では、コントロール群と
比較して、5 種類とも Foxp3 の発現増強がみ
られた（図１）。 
図１ PPARアゴニストで誘導した iTreg細胞
に Foxp3 が高発現で維持される分画がある 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
機能的には、TGF-β のみで誘導したコントロ
ール iTreg細胞は抑制機能がないが、PPARア
ゴニスト投与群では、5 種類とも抑制機能が
あり、PPAR アゴニストは抑制機能を持つ
iTreg 細胞を誘導することが明らかになった
（図２）。また、3 種類の PPARαと 2種類 PPAR
γでは抑制機能に差は認められなかった。 
 
図２ PPARアゴニストで誘導した iTreg細胞
は抑制機能を持つ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3）Foxp3 の発現に重要な役割を演ずるプロ
モーター領域および CNS3 領域のメチル化状
態について検討した。nTreg 細胞では、両領
域はほとんど脱メチル化されており、一方、
ナイーブ T 細胞と TGF-β のみで誘導したコ
ントロール iTreg細胞は、ほとんどメチル化
された状態であったが、PPAR アゴニスト投与
群は有意に脱メチル化されていた（図３，４）。 
 
(4）次に、DNA メチル化の維持や安定に重要
な働きを示す DNMTの発現について検討した。
3 種類すべての DNMT1,3a,3b の発現は、PPAR
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アゴニスト投与群では著しく低下した（図
５）。 
 
図３ PPARアゴニスト投与によって Foxp3プ
ロモーター領域は有意に脱メチル化される 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ PPARアゴニスト投与によって Foxp3遺
伝子のイントロン１内に存在する CNS3 領域
は有意に脱メチル化される 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ PPAR アゴニストは TGF-beta と協調し
て CD4陽性 T細胞の DNA methyltransferases
の発現をほぼ完全に抑制する 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5）TSA あるいは ATRA と PPAR アゴニストを
併用すると、相乗効果にて iTreg 細胞の抑制
機能が増強することが明らかになった（図

６）。 
 
図６ ATRA と PPAR アゴニストは相乗的に
iTreg 細胞の誘導を亢進させる 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(6）nTreg 細胞と iTreg 細胞に PPARアゴニス
トを投与しても、TGF-β と IL-10 の産生増強
は認められなかった。 
 
結論 
ヒトのナイーブ CD4+T細胞を TGF-βで誘導

した iTreg 細胞は抑制機能を持たないが、
PPARα および γ アゴニストを添加した
iTreg 細胞は抑制機能を持つようになった。
この抑制機能の獲得は、TGF-β と協調して
PPAR アゴニストが DNMT 発現を抑制すること
によって、Foxp3 遺伝子プロモーターおよび
CNS3領域の脱メチル化が促進され、Foxp3の
発現が維持されることによる。Treg細胞の機
能の増強が報告されている TSA や ATRA と併
用すると PPAR アゴニストは更に iTreg 細胞
の抑制機能を亢進させた。 
 
 
Ｂ．LPC によるヒト nTreg 細胞の抑制機能の
増強効果 
(１）まず、nTreg細胞に対する LPC の影響に
ついて検討した。その結果、LPC を添加する
と、nTreg 細胞の Foxp3 の発現増強が認めら
れ、抑制機能も増強した。この抑制機能増強
効果は、抗 TGF-beta 抗体を加えると消失し
たが、抗 IL-10抗体添加では消失しなかった
（図７）。 
 
(２）さらに、LPC添加後の nTreg 細胞のサイ
トカインの産生について検討した。LPC 処理
nTreg 細胞の TGF-beta1 の発現は遺伝子レベ
ルおよび蛋白レベルともコントロールと比
較して有意に増強していた。一方、IL-10 に
関しては変化がなかった（図８、９）。以上
より、LPC を介した nTreg 細胞の Foxp3 の発
現および抑制機能の増強は、TGF-beta1 の産
生によることが示唆された。 
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図７ LPC は nTreg 細胞の Foxp3 の発現およ
び抑制機能を増強させる 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図８ LPC は nTreg 細胞からの TGF-beta1 の
産生を増強させる 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図９ LPC は nTreg 細胞の TGF-beta1 の遺伝
子レベルおよび蛋白レベルの発現を増強さ
せる 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(３）次に、LPCを介した nTreg細胞内シグナ
ルについて解析した。LPC のレセプターとし
て今まで G2A と GPR4 の報告があるが、最近
は G2Aの方が示唆されている。図８で示して

いるように、nTreg細胞では、G2A および GPR4
両方とも表面に発現されている。これらのレ
セプターとの結合を阻止する抗体がないた
め、siRNA を用いたノックダウン法を用いた。
図８のように G2A または GPR4 をノックダウ
ンした nTreg 細胞を作成し、LPC 刺激後のこ
れらの細胞の TGF-beta1 の発現を比較した。
その結果、LPCは nTregs上の GPR4ではなく、
G2A を介して、TGF-beta1 の発現を増強する
ことが明らかになった（図１０）。 
 
図 10  LPC は nTregs 上の GPR4 ではなく、
G2Aを介して、TGF-beta1の発現を増強する 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(４）LPC-G2A を介した TGF-beta1 の発現の増
強に、MAPKs が関与するかどうか検討した。
図 11 に示しているように、control nTreg 細
胞 と GPR4-neg nTreg 細胞は、LPC 添加５分
後より、ERK, p38, JNK のリン酸化（活性化）
が認められた。一方、G2A-neg nTreg細胞は, 
LPC 添加しても、ERK, p38, JNK のリン酸化
（活性化）が認められなかった。また、
SP600125（JNK 阻害剤）を加えた時のみ、
TGF-beta1の発現が低下したことより、MAPKs
のうち、LPC-G2A を介した TGF-beta1 の発現
の増強には、JNK が重要な働きをすることが
示唆された（図１２）。 
 
図 11 LPC-G2A を介した TGF-beta1 の発現の
増強に、MAPKsが関与する 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
図 12  MAPKs のうち、LPC-G2A を介した
TGF-beta1 の発現の増強には、JNK が重要な
働きをする 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
結論 
LPCは、nTregsからの TGF-beta1 の産生を

亢進することにより、nTregs の Foxp3の発現
が増強し、抑制機能が亢進した。ノックダウ
ンの実験から、LPC は nTregs 上の GPR4 では
なく、G2A を介して MAPKs(特に JNK)を活性化
し、TGF-beta1 の産生を亢進した。LPC は末
梢循環に多量に存在し、nTregsの維持や機能
に関与している。また、RAなどの慢性炎症部
位では、LPC は蓄積し、炎症の増強に関与し
ていると考えられているが、局所に nTregs
が充分存在すると、炎症を抑制するホメオス
ターシスの役割を演ずるかも知れない。 
 
 以上より、これらの物質を用いることで、
ヒト Treg 細胞の制御が可能になり、さらに
抗原特異的ヒト Treg 細胞の作成も可能にな
り、自己免疫疾患の治療への応用が期待でき
る。 
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