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研究成果の概要（和文）：DO11.10 RAG2-/-マウスに卵白アルブミン(OVA)を免疫して CD4 T 細胞
分化と CD27 の発現の関係について検討を行った結果、ナイーブ CD4 T 細胞(CD27+)は免疫後に
Th1 サイトカイン(IFN-産生有意な CD27+群と Th2 サイトカイン(IL-4,IL-5,IL-13)産生有意な
CD27-群に分けられた。さらに CD27 結合分子 CD70 に対する中和抗体を OVA 誘発性喘息モデルマ
ウスに投与した結果、CD27-細胞数が有意に減少し、喘息症状は抑制された。このことから CD27
は Th2 細胞誘導に関わることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：We revealed that antigen-specific CD4 T cells were separated into 
CD27+ and CD27- populations in the lymph node from OVA-immunized DO11.10/Rag-2-/- mice. 
The CD27+ CD4 T cells produced a high level of IFN-, representing Th1 cells. In contrast, 
CD27- CD4 T cells produced high levels of IL-4, IL-5, and IL-13, representing Th2 cells. 
Eosinophil infiltration and Th2 cytokine production in the lung and the population of 
CD27- Th2 cells was significantly reduced by the anti-CD70 mAb treatment. These results 
indicated an important role for CD27 in the development of pathogenic Th2 cells in a murine 
model of allergic lung inflammation. 
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１．研究開始当初の背景 
CD4 T 細胞は抗原特異的な活性化と増殖、エ
フェクター細胞へと分化の過程を経て、様々
な免疫反応において中心的な役割を担って
いる。樹状細胞などの抗原提示細胞から刺激
を受けたナイーブ CD4 T 細胞は、T helper 

(Th) 1 や Th2 へと分化し、それぞれが産生す
るIFN-やIL-4, IL-5 などのサイトカインバ
ランスによって免疫は制御され、この
Th1/Th2 バランスを中心とした免疫制御によ
りアレルギーや自己免疫疾患の発症は説明
できると考えられてきた。しかし近年、タイ
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プⅡコラーゲン(CⅡ)誘発性関節炎(CIA)や
実験的自己免疫性脳脊髄炎(EAE)の発症に
IL-17 を産生する Th17 が関与することや、発
症抑制を担う調節性 T細胞(Treg)の生理的な
意義が示された。また、B細胞をヘルプして、
胚中心形成に関わる濾胞 B ヘルパーT 細胞
(TFH)や、アレルギー疾患への関与が示唆され
る IL-9 産生細胞の Th9 など、エフェクター
機能を持つ CD4 T 細胞サブセットが次々と見
出され、免疫制御は複雑かつ新たなパラダイ
ムが築かれつつある。今日、これらの CD4 T
細胞サブセットは、産生するサイトカインの
種類や、T-bet や GATA-3 といった細胞内転写
因子の発現の違いにより分類されているが、
Treg の CD25 を除き、細胞表面分子の発現を
マーカーとして分類・検出することは出来な
い。また、ナイーブ CD4 T 細胞は in vitro
で抗原と添加するサイトカインの条件によ
り、各サブセットへと分化させることは可能
だが、生体内における各サブセットの実体は
未だ不明であり、特に喘息やアレルギー、自
己免疫疾患を誘発する病原性 CD4 T 細胞サブ
セットの生体内からの分離・同定は今日まで
なされていない。  
 
２．研究の目的 
本研究は、細胞表面分子特に補助シグナル分
子 CD27 の発現の違いから生体内 CD4 T 細胞
サブセットの分類を行い、サイトカイン産生
能などを解析し、これまでのサイトカインに
よる分類と比較検討を行う。生体内における
それらの役割を明らかにするとともに、喘息
疾患を誘発する病原性 CD4 T 細胞サブセット
の同定を試みることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) BALB/c マウスに卵白アルブミン蛋白
(OVA)をアラムアジュバンドともに 0 日目お
よび 14日目に皮下注射によって免疫を行い、
22日目からOVAを 7日間隔日ネブライザー吸
入により OVA 誘発性喘息モデルマウスを作成
した。抗体投与は、発症の誘導期と発症期に
分け、抗 CD70 抗体投与群とコントロール抗
体投与群ともに週 3 回腹腔内投与を行った。
気道過敏性試験、気管支肺胞洗浄液中の好酸
球数およびサイトカイン量の測定、血清抗
OVA 抗体価、リンパ節細胞再刺激実験による
CD4 T 細胞の増殖能およびサイトカイン産生
量、肺組織標本における気管支への炎症細胞
浸潤および粘液産生細胞の発生数を測り評
価項目とした。 
 単一の TCR のみを発現する CD4 T 細胞を持
つ DO11.10 RAG2-/-マウスに OVA タンパク質を
各種アジュバンドとともに、あるいは OVA ペ
プチドを骨髄由来樹状細胞にパルスして免
疫を行い、in vivo において全ての CD4 T 細
胞を同一条件で活性化する系を用いる。経時

的に細胞を回収して、各種補助シグナル分子
の発現を FCAS で確認し、発現パターンの違
いから各サブタイプをソーティングして単
離し、増殖能やサイトカイン産生能の機能解
析を行う。機能的に魅力あるサブタイプを選
別し、正常マウスに移入後、OVA 吸入により
喘息病態形成との相関を検討して、病原性
CD4 T 細胞の同定を試みた。 
 
４．研究成果 
(1) IL-4, IL-5, IL-13 を産生する Th2 細胞
は、喘息などのアレルギー疾患の発症と密接
な関係がある。T 細胞に発現する補助シグナ
ル分子 CD27 は、抗原提示細胞上の CD70 と結
合することにより CD8 T 細胞の機能調節に関
わると考えられてきた。我々は、CD4 T 細胞
の分化や機能にも関与すると考え、OVA 誘発
性喘息モデルマウスに抗 CD70 抗体を投与し
て、発症の促進･抑制の効果の検討を行った。
誘導期に投与した結果、気道過敏性亢進の抑
制、気管支肺胞洗浄液中の好酸球数の減少、
OVA 再刺激による T 細胞増殖および
IL-4,IL-5,IL-13 の産生抑制が有意に認めら
れた。発症期に投与を行っても変化はなかっ
たことから、この抑制効果は CD4 T 細胞の分
化抑制によりもたらされた効果と推察し、さ
らに DO11.10/Rag-2-/-マウスに OVA を免疫し
て、リンパ節 CD4 T 細胞上の CD27 発現の有
無を解析した。結果、リンパ節 CD4 T 細胞は
CD27+群と CD27-群に分かれ、CD27+群では
IFN-を、CD27-群では IL-4,IL-5,IL-13 を有
意に産生することが明らかになった。この
DO11.10/Rag-2-/-マウスに OVA 免疫とともに
抗 CD70 抗体を投与した結果、CD27- CD4 T 細
胞 数 が 有 意 に 減 少 し た 。 従 っ て
DO11.10/Rag-2-/-マウス生体内では、抗原提示
細胞上のCD70とナイーブCD4 T細胞上のCD27
が結合した後に CD27 の発現量が減少、CD27- 
CD4 T 細胞となり、同時に CD27 を介したシグ
ナル伝達により Th2 タイプサイトカイン
(IL-4,IL-5,IL-13)を産生する Th2 細胞へと
分化を誘導していることが示唆された。抗
CD70 抗体の投与が CD27- CD4 T 細胞数を減少
させたことから、OVA 誘発性喘息モデルマウ
スにおける抗 CD70 抗体による発症抑制効果
は、Th2 細胞分化の阻害あるいは Th2 細胞数
の減少によりもたらされた効果だと考えら
れる。 
 
(2) その他の研究結果 
新 た な 補 助 シ グ ナ ル 分 子 T cell 
immunoglobulin and mucin domain (TIM)は
細胞外領域にイムノグロブリンとムチン領
域を持つ膜分子で、現在 TIM-1〜4 の 4 種類
の蛋白質が同定されている。世界では
Harvard Medical School の Drs. D.Umetsu, 
R.DeKruyff, V.Kuchroo のグループが中心と



 

 

なり機能解析を進めているが、我々も世界で
初めて全ての TIM分子に対する抗体を作製し
て解析を行った結果、Harvard のグループと
はいくつかの点で異なる研究成果を得てい
る。 
 
① 当初 TIM-1〜3 は T 細胞に発現すると報告
されたが、TIM-1 はむしろ B細胞に発現す
る。アゴニスト作用を持つ抗 TIM-1 抗体の
刺激により抗体産生細胞へと導き、生体内
で抗体産生を調節している可能性が示さ
れた。また同様に、T細胞に発現し Th2 反
応のネガティブレギュレーターとして作
用すると考えられてきた TIM-2 分子も、B
細胞に強く発現し、増殖や抗体産生に関与
することを見出した。さらに、アゴニスト
作用を持つ抗TIM-2抗体をCIAマウスに投
与した結果、T細胞の反応に影響すること
なく、血清中の抗 CⅡ抗体価を上昇させ、
結果、関節炎症状を悪化させることを明ら
かにした。これらの結果から、TIM-1、TIM-2
分子は単に T細胞にのみ発現して Th1/Th2
反応を調節しているだけでなく、B細胞に
おける抗体産生細胞への分化、抗体産生調
節にも大きな役割をもつことが示された。 

② TIM-1 と TIM-4 は新規レセプターLMIR5 と
結合して腎虚血再灌流障害に働く。 

③ 抗 TIM-3 抗体には抗腫瘍効果があり、抗が
ん剤処理で放出される核酸リガンドに対
する自然免疫反応を、樹状細胞上の TIM-3
と HMGB1 が結合して抑制する。 

④ 抗 TIM-1,抗 TIM-3 抗体を使った抗肝虚血
再灌流障害やマウス心臓移植の実験結果
から、TIM-1 は正のシグナルを、TIM-3 は
負のシグナルを細胞に伝達する。 

⑤ TIM-4 は主にマクロファージに発現し、死
細 胞 の 細 胞 膜 表 面 に 露 出 す る
Phosphatidylserine と結合して、死細胞
除去に働くことが報告されている。しかし
ながら免疫応答や各種疾患における機能
や役割は不明であった。CIA マウスに抗
TIM-4抗体を投与して治癒効果の検討を行
った結果、症状を抑制する効果が認められ
た。注目すべきは、抗体投与を関節炎発症
後、数十日経過した後期から行っても有意
な治癒効果が認められた点にある。抗
TIM-4 抗体投与によるリンパ節 CD4 T 細胞
の機能変化、血清中の抗 CⅡ抗体価に影響
はなく、T･B 細胞非依存性の抗 CII カクテ
ル抗体誘発性関節炎マウスに抗 TIM-4 抗
体を投与した場合にも、関節内の炎症性サ
イトカイン TNF- -6,IL-1の産生低
下と治癒効果が認められたことから、抗
TIM-4抗体はマクロファージやマスト細胞
などの炎症性細胞に働き抗炎症作用を発
揮すると推測している。これまで種々の免
疫疾患モデルマウスに数々の細胞表面分

子に対する抗体投与実験を行ってきたが、
抗原免疫時や発症期に抗体投与を行い、抑
制効果を認められるケースは多々あった
が、明らかな病態形成後に抗体投与を行い、
治癒効果が認められたケースは極めて希
である。従って、TIM-4 がヒト関節炎の治
療を目的とした新たな標的分子になる可
能性があると考えている。 
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