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研究成果の概要（和文）：持続的な分裂増殖をするヒトプライマリ T 細胞におけるハイスルー

プットかつ高感度なフローサイトメトリーによるオートファジーの定量系の開発を行った。上

記の方法を用いて T 細胞各種細胞ストレス、薬剤によるオートファジー誘導能、オートファジ

ーの細胞死における機能的意義の解析を行いオートファジーは活性化T 細胞において細胞死に

抑制的に働いていることを明らかにした。 

研究成果の概要（英文）：We successfully developed the high thorough-put and high sensitive 

method to measure autophagic activity of human activated T cells on flow cytometry. Using 

this method, we analysed the functional significance of autophagy for stress by cell 

replication, drugs. We confirmed that autophagy had inhibitory effects on apoptotic cell 

death of activated T cells. 
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１． 研究開始当初の背景 

免関節リウマチ、全身性エリテマトーデス、

血管炎症候群などの膠原病では自己免疫的

機序に起因する慢性炎症により病変が形成

されていると考えられている。中でもT細胞、

B 細胞の持続的な刺激、分裂はその炎症の維
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持に重要と考えられており、cyclosporin A、

FK506、CTLA4-Ig (abatacept)、抗 BAFF 抗体

（belimumab）などの各々の細胞の刺激を特

異的に阻害する薬剤は上記膠原病の治療に

すでに応用されている。持続的（時に爆発的

に）分裂増殖する T 細胞、B 細胞は様々な細

胞ストレス（酸化ストレス、栄養ストレス、

エネルギーストレス、DNA ダメージ、テロメ

ア長の短縮、ER ストレス）に曝されること

になり、細胞はそれらストレスに対抗する機

構を備えているが、それらが不十分な場合リ

ンパ球はアポトーシスによる細胞死を起こ

す。申請者は、分裂増殖する T 細胞のテロメ

ラーゼ、DNA 修復系、解糖系の誘導とその機

能的意義について研究を行ってきた。特に関

節リウマチ患者T細胞はテロメラーゼの誘導、

DNA 修復系が不十分なため刺激分裂後、より

多くの細胞死が誘導されることを見出した。

テロメラーゼ、DNA 修復系、解糖系の誘導以

外にも、慢性炎症におけるリンパ球の細胞ス

トレスに対抗する機構を制御することによ

り膠原病の治療につながる可能性を考えて

いる。 

オートファジーは細胞質、もしくは細胞内

小器官が二重の脂質膜に取り込まれてライ

ソゾームにより消化、融解されていく現象で

あり、タンパク質のリサイクリングや飢餓状

態でのエネルギー産生を行う。オートファジ

ーは各種細胞において栄養飢餓状態、エネル

ギーストレス、酸化ストレスなどにより誘導

されることが報告されており、持続的に分裂

増殖する細胞において、細胞ストレスに対抗

する機構として重要と考えられている。申請

者は活性化ヒトプライマリリンパ球におけ

るオートファジー誘導の機序と意義に着目

し、その制御による膠原病治療への応用の可

能性を追求したいと考えている。 

 

２．研究の目的 

本研究はヒトT cell lineとプライマリT細胞

を用いて、高感度なオートファジーの系を開

発する。エネルギーストレス下でのオートフ

ァジーの定量とその役割、特にアポトーシス

との関連についての解析を行うことを主目

的とする。 

 

３．研究の方法 

オートファジーを検知する融合タンパク

GFP-LC3 をレトロウィルスベクターを用いて

ヒト活性化 T リンパ球に発現させ、GFP の減

衰をフローサイトメトリーで解析すること

によりオートファジーの定量を行う。また、

オートファジー必須のタンパクである ULK-1

の dominant negative 変 異 体 で あ る

ULK-1K46I をレトロウィルスベクターで発現

させることによりオートファジーを特異的

に抑制する系を確立する。 

４．研究成果 

(1)GFP-LC3 発現 Jurkat 細胞の樹立とフロー

サイトメトリーによるオートファジーの定

量 

レトロウィルスベクターpMX-GFP-LC3 を

Jurkat cell に stable に遺伝子導入し GFP 陽性

の分画をフローサイトメトリーでソート後、

クローニングした。この細胞は従来オートフ

ァジーを誘導するとされているラパマイン

シン、アミノ酸フリー培地においてオートフ

ァジーが誘導されることをウェスタンブロ

ッティング、蛍光顕微鏡で確認した。同じオ

ートファジー誘導条件下で GFP-LC3 の蛍光

強度は著明に低下した（下図）。このことか

ら GFP-LC3 融合タンパク発現系で GFP の蛍

光強度をフローサイトメトリーで測定する

ことによりオートファジーを定量できると

考えられた。 



 

(2)ヒトプライマリ T 細胞における GFP-LC3

の発現系の確立、オートファジーの定量とそ

の機能解析 

ヒト末梢血より MACS ビーズにて T 細胞を

分離、抗 CD3CD28 抗体にて刺激後２日目に

レトロウィルスベクター

pMX-GFP-LC3-IRES-mCherry を T 細胞に

stable に遺伝子導入する。刺激後４日目、５

日目と GFP-LC3 の蛍光強度は著明に減衰し、

刺激後分裂するT細胞はオートファジーが誘

導されていることが示された（下図）。また、

オートファジーに必須のタンパクである

ULK-1の dominant negative変異体ULK-1K46I

をレトロウィルスベクターで共発現するこ

とにより GFP-LC3 の減衰は阻害され、遺伝子

操作による特異的なオートファジー阻害系

が確立された。 

 

 

(3)活性化ヒトプライマリ T 細胞におけるオ

最刺激によるオートファジーの制御 

(2)で示した刺激後３日目から５日目にか

けてのオートファジーの誘導は３日目にT細

胞を再刺激することにより阻害された（下

図）。このことから T 細胞の再刺激によりオ

ートファジーを抑制する遺伝子が誘導され

ている可能性がある。 

 

(4)ヒトプライマリ B 細胞における

GFP-LC3 の発現系の樹立。オートファジー

の定量とその機能解析 

ヒト末梢血よりB細胞をMACSビーズで分

離後、CpG, IL-2, IL-10,IL-15 で刺激するこ

とにより B 細胞は分裂増殖する。T 細胞と

同様に pMX-GFP-LC3-IRES-mCherry を導

入できたが刺激後 GFP の蛍光強度はあま

り変化がなくB細胞においては刺激分裂の

みではオートファジーはあまり誘導されな

かった。この後、さらに IL-6、抗 CD40L

抗体を用いることによりCD138陽性の IgG

産生細胞へと分化誘導できる系をすでに確

立しているが、その過程のなかでオートフ

ァジーが誘導されるかどうかを解析する。

また、ULK-1K46I を強制発現しオートファ

ジーを抑制することにより形質細胞への分

化、抗体産生能におけるオートファジーの

役割を解明する。 
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