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研究成果の概要（和文）：本研究においては、抗ミッドカインＲＮＡアプタマーによる実験的自

己免疫性脳脊髄炎（Experimental autoimmune encephalomyelitis: EAE）抑制機序の解明を

目的として研究を行った。その結果、ミッドカインは制御性樹状細胞において、Src homology 
region 2 domain–containing phosphatase-2 を介して IL-12 の産生を誘導させることで、制御

性 T 細胞（Treg）の分化を抑制することが明らかとなった。また、EAE マウスに抗ミッドカ

イン RNA アプタマーを投与したところ、所属リンパ節における制御性樹状細胞及び Treg の数

が上昇し、EAE の臨床症状が抑制された。さらにミッドカイン産生細胞について検討したとこ

ろ、CD4 陽性 T 細胞をはじめとする様々な炎症細胞がミッドカインを産生することが明らかと

なった。本研究から、ミッドカインは制御性樹状細胞における IL-12 の誘導を介して、Treg の

分化を抑制していることが明らかとなった。したがって、抗ミッドカイン RNA アプタマーに

よる EAE の抑制メカニズムとして、制御性樹状細胞の誘導を介した Treg の誘導が関与してい

るものと考えられる。 
研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated how midkine (MK) decreased 
regulatory CD4+CD25+Foxp3+ T cells (Tregs) in experimental autoimmune 
encephalomyelitis (EAE). DCreg expressed produced significantly less IL-12 compared 
with conventional DCs. However, MK induced IL-12 production by reducing 
phosphorylated STAT3 levels via src homology region 2 domain–containing phosphatase-2 
in DCreg. Inhibiting MK activity with anti-MK RNA aptamers, which binds to the targeted 
protein to suppress the function of the protein, increased the numbers of CD11clowCD45RB+ 
DCs and Treg in the draining lymph nodes, and suppressed the severity of EAE, an animal 
model of multiple sclerosis (MS). Our results also demonstrated that MK was produced by 
inflammatory cells, and in particular CD4+ T cells under inflammatory conditions. Taken 
together, these results suggest that MK aggravates EAE by suppressing DCreg 
development, thereby impairing the Treg population. Thus, MK is a promising therapeutic 
target for various autoimmune diseases. 
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１．研究開始当初の背景 
実験的自己免疫性脳脊髄炎（Experimental 

autoimmune encephalomyelitis: EAE）は多
発性硬化症（視力低下や四肢の麻痺を引き起
こす原因不明の難治性の自己免疫疾患（厚生
労働省指定特定疾患））の動物モデルである。
多発性硬化症の発症機序の解明や治療法の
開発は、主として EAE を用いて行われてい
る。髄鞘に対して特異的に反応し、なおかつ、
腫 瘍 壊 死 因 子 （ Tumor Necrosis 
Factor-alpha; TNF-alpha）や IL-17 をはじ
めとする炎症性サイトカインを産生するT細
胞であるT Helper Type 1（Th1）細胞やTh17
細胞が、血液脳関門（blood-brain barrier; 
BBB）を超えて、通常は免疫反応が起こらな
いとされている中枢神経系に浸潤し、炎症反
応を引き起こすことが多発性硬化症の発症
に重要な過程であると考えられている。 
制御性 T 細胞（Regulatory T cell: Treg）

はヘルパーT 細胞のサブセットの一つである。
Treg は炎症性 T 細胞の機能を抑制すること
で、多発性硬化症だけでなくクローン病や喘
息のような自己免疫疾患の動物モデルにお
いて臨床症状を抑制する。したがって、Treg
を増加させることが多発性硬化症の治療法
として非常に有効であると考えられる。 

ミッドカインはガンの進展、神経細胞の生
存と分化、炎症反応などの現象に関わるヘパ
リン結合性の成長因子である。我々は、先行
研究において、RNA アプタマーを用いてミ
ッ ド カ イ ン を 阻 害 す る こ と に よ り
CD4+CD25+Foxp3+T 細胞（Treg）の割合を
増加させ、EAE を抑制することを見出した
（Wang et al. Proc Natl Acad Sci USA 105: 
3915-3920 2008）。その機序として、我々は
これまでに、ミッドカイン存在下において制
御性樹状細胞により誘導された Treg の割合
が有意に減少することが明らかとなった。こ
れはミッドカインが制御性樹状細胞を抑制
する可能性を示しているが、その正確なメカ
ニズムについては、不明である。 

 
２．研究の目的 
ミッドカインの Treg 分化に対する作用を

検討し、さらに抗ミッドカイン RNA アプタ
マーによる EAE の抑制される機序を明らか
にすることを目的とし研究を行った。 
 
３．研究の方法 

未成熟樹状細胞及び制御性樹状細胞はそ
れぞれ、Midkine 存在下または非存在下にお
いて、C57BL/6 マウス由来骨髄細胞を
GM-CSF (20 ng/ml)単独及び GM-CSF (20 
ng/ml)、IL-10 (20 ng/ml)、TGF-(20 ng/ml)
で 6 日間刺激することにより、未成熟樹状細
胞及び制御性樹状細胞を誘導した。さらに、
lippopolysaccharide (100 ng/ml)で24時間刺

激し成熟化させた。また、MACS ビーズによ
り精製した BALB/c マウス由来 CD4+CD25– 
T 細胞を、マイトマイシン C で処理した
C57BL/6マウス由来樹状細胞と 1:1の割合で
リ コ ン ビ ナ ン ト IL-12 (20 ng/ml), 
anti-IL-12p40 Abs (C17.8: 20 g/ml)及び
SHP-2 阻害剤(NSC87877)の存在下または
非 存 在 下 に お い て 共 培 養 し 、
CD4+CD25+Foxp3+Tregの割合をフローサイ
トメトリーにより検討した。 

さらに、抗ミッドカイン RNA アプタマーを
15 mg/kg で隔日投与した EAE マウスにおけ
る制御性樹状細胞の動態についてフローサ
イトメトリーにより検討した。EAE マウスの
所属リンパ節から CD11b+、CD4+、CD8+、
CD11c+陽性細胞を MACS ビーズにより単離
し、ミッドカインの発現に関して RT-PCR 及
び Western blotting により検討した。 

なお、本実験は動物実験委員会の承認の下
に遂行された。 

 
４．研究成果 

ミッドカインで刺激された制御性樹状細
胞における Treg 分化抑制効果は抗 IL-12 中和
抗体を加えることにより抑制された。また、
制御性樹状細胞により誘導される Treg の分
化はリコンビナント IL-12 を加えることによ
り有意に抑制された。骨髄細胞をミッドカイ
ンで刺激することにより、脱リン酸化酵素で
ある Src homology region 2 domain-containing 
phosphatase-2（SHP-2）が誘導された。ミッド
カインで刺激された制御性樹状細胞におけ
るリン酸化 STAT3 の抑制、IL-12 の誘導、Treg
分化抑制のそれぞれの効果が、SHP-2 の阻害
剤を加えることによりキャンセルされた。こ
れらの結果から、ミッドカインは制御性樹状
細胞において SHP-2 を介して IL-12 の産生を
誘導し、Treg 分化の抑制を引き起こすものと
考えられる。 

また、PBS 投与群と比較して、RNA アプタ
マーを投与したマウスの所属リンパ節にお
ける CD11clowCD45RB+樹状細胞の数及び制御性
T細胞（Regulatory T cell: Treg）の数は有
意に増加した。一方で、EAE の発症に関与す
る IFN-及び IL-17 産生 T 細胞の数は RNA ア
プタマー投与群において有意に減少した。さ
らに、EAE におけるミッドカイン産生細胞に
ついて検討したところ、マクロファージ、CD4
及び CD8 陽性 T細胞がミッドカインを産生す
ることが明らかとなった。さらに、CD4 陽性
T細胞サブセット（Th1、Th2、Th17、Th9、Treg）
ごとにミッドカインの発現について検討し
たところ、Th1 においてミッドカインの発現
が最も誘導されることが明らかとなった。 

したがって、CD4 陽性 T 細胞などの炎症細
胞により産生されたミッドカインは、制御性
樹状細胞の分化の抑制を介して Treg の分化



を抑制し、EAE の臨床症状を悪化させること
が明らかとなった。ミッドカインを抑制する
ことが自己免疫疾患の治療戦略として有効
であることが示唆された。 
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