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研究成果の概要（和文）：制御性T細胞と樹状細胞におけるカルシウムシグナルに焦点をあて、末梢免疫寛容の成立の
メカニズムを解析した。遺伝子欠損マウスの解析により、ストア作動性カルシウム流入が欠損した場合、胸腺における
制御性T細胞の分化が前駆細胞の段階で阻害され、その結果免疫寛容が破綻することを明らかにした。樹状細胞におい
てカルシウムシグナルを欠損させた場合は、免疫寛容には変化は認められなかった一方、抗原投与などに対する免疫応
答を制御していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the mechanism of immune tolerance in the periphery, we analyzed the r
ole of calcium signaling in regulatory T cells and dendritic cells using cell-type specific Stim-deficient
 mice. In the absence of store-operated calcium entry in T cells, regulatory T cell development in the thy
mus was blocked at the transition of precursor cells to mature regulatory T cells. As a result, peripheral
 immune tolerance was disrupted. Block of calcium signaling in dendritic cells resulted in mild impairment
 of immune response to antigen but not of peripheral immune tolerance. 
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１．研究開始当初の背景 
私達は、免疫システムを用いることで、病原
性微生物の感染などから生体を守っている。
免疫システムは、異物を認識する一方で、自
己には反応しないように厳密に制御されて
いる。末梢では、クローン除去、不応答性（ア
ナジー）の誘導、制御性 T細胞（Treg 細胞）
によって、自己を攻撃しないように免疫寛容
が維持されている。末梢免疫寛容の成立には、
CD4 陽性 T 細胞や樹状細胞の相互作用が重要
である。CD4 陽性 T 細胞を介した免疫寛容の
成立に必須のシグナル伝達経路は、カルシウ
ムシグナルである。カルシウムシグナルは、
アナジーの誘導、Treg 細胞の機能に重要であ
ることが明らかにされている。我々は、T 細
胞における最大のカルシウム流入機構であ
るストア作動性カルシウム流入を欠損する
Stim1 と Stim2 欠損マウスを用いて、ストア
作動性カルシウム流入—カルシウムシグナル
が Treg 細胞の分化に関与することを報告し
ている。しかしながら、ストア作動性カルシ
ウム流入が、どのように Treg 細胞の分化、
可塑性、生存を制御しているのかは不明であ
った。一方、樹状細胞も、Treg 細胞の分化や
抑制機能の支持、IL-10 を産生する抑制性の
T 細胞の分化、アナジーの誘導など免疫寛容
の成立をサポートする重要な細胞である。し
かし、T 細胞と同様に、樹状細胞におけるカ
ルシウムシグナルが、免疫寛容の成立、感染
に対する生体防御を制御しているかどうか
は不明である。近年まで、樹状細胞における
カルシウムシグナルの役割は未解明のまま
であったが、C型レクチン受容体刺激や CD14
刺激によって、カルシウム依存性転写因子
NFAT が活性化することが報告された。したが
って、樹状細胞由来の NFAT で制御される多
様なサイトカインや表面分子が、獲得免疫応
答や免疫寛容を制御している可能性は十分
ある。 
 
２．研究の目的 
本研究は、T 細胞と樹状細胞におけるストア
作動性カルシウム流入−カルシウムシグナル
の制御機構を解析し、それらを介した末梢自
己免疫寛容の成立機構を解明することを目
的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) カルシウムシグナルによる Treg 細胞の
分化・機能の制御機構を、以下の研究方法で
解析を行う。Foxp3-Cre-EGFP Tgマウス(以下、
Foxp3-Cre)や Mx1-Cre マウスなどを用いて、
Treg 細胞の分化、可塑性、生存や機能におけ
るカルシウム流入－カルシウムシグナルの
役割を解析した。さらに、Treg 細胞と樹状細
胞に高発現する新規分子 Tbc1d4 の発現制御
機構、遺伝子欠損マウスの作製によって、そ
の機能を解析した。 
(2) 樹状細胞におけるカルシウム流入－カ
ルシウムシグナルの制御機構と役割を、以下

の研究方法で解析を行った。樹立済みの
CD11c-Cre Tgマウスを用いた樹状細胞特異的
な Stim1 単独、Stim1 と Stim2 の 2 重欠損マ
ウス、NFAT 欠損マウスを用いて、生体防御反
応、樹状細胞や各 T細胞の分化、リガンド刺
激によるサイトカインや表面分子の発現、樹
状細胞による T細胞の活性化などを、in vivo、
または in vitro 培養系を用いて解析する。
生体防御反応は、カンジダ菌感染に対する防
御反応、免疫応答は抗原とアジュバントの投
与などを用いて解析を行った。樹状細胞によ
る T細胞の活性化能は、様々なリガンドで刺
激した樹状細胞を OVA ペプチドでパルスし、
OVA 特異的な TCR を持つ OT-II CD4 陽性 T 細
胞と共培養を用いて解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) ストア作動性カルシウム流入による
Foxp3の発現制御機構について解析した。BrdU
ラベルを用いて、個体レベルで細胞を標識後
に、Mx1-CreマウスとポリICを用いて、時期特
異的にSTIM1とSTIM2を欠損させた。その結果
、胸腺において新規に生成されるTreg細胞の
数が著しく減る一方、末梢におけるTreg細胞
はわずかに減少しただけであった。さらに、
Foxp3の発現レベルも同程度であった。以上の
結果から、ストア作動性カルシウム流入は
Treg細胞の分化に必須であるが、末梢におけ
る生存やFoxp3発現の維持においてはそれほ
ど重要ではないことが明らかとなった。 
(2) ストア作動性カルシウム流入によるTreg
細胞の胸腺内分化制御機構の解析を行った。
その結果、Foxp3陰性CD25陽性のTreg前駆細胞
は存在することから、Treg細胞としての選択
は正常であること、Foxp3の発現は誘導される
が、その後のFoxp3とCD25の発現上昇が阻害さ
れていた。さらに、IL-2を用いて、Foxp3陽性
CD25陽性のSTIM欠損Treg細胞を作製したが、
このSTIM欠損Treg細胞は抑制機能を有してい
なかった。したがって、ストア作動性カルシ
ウム流入はTreg細胞の増殖や機能的な成熟過
程に重要であることが明らかとなった。また
、ストア作動性カルシウム流入は、Treg細胞
の他に、インバリアントナチュラルキラーT
細胞やCD8αα陽性TCRαβ陽性の腸管上皮細
胞間リンパ球の分化も制御していることが併
せて明らかとなった。つまり、ストア作動性
カルシウム流入は抑制機能を持つT細胞であ
るアゴニスト選択性T細胞の分化を制御して
いることが明らかとなった。この成果は、筆
頭著者かつ責任著者として、Immunity誌に発
表した。 
(3)Treg 細胞と樹状細胞において高発現して
いる新規分子 Tbc1d4 の同定と発現制御メカ
ニズムの解析を行った。我々は Treg 前駆細
胞と成熟 Treg 細胞を用いた網羅的な遺伝子
発現解析から、カルシウムシグナル依存性に
発現が変化する分子として Tbc1d4 を同定し
た。この分子は、別名AS160と呼ばれており、
グルコーストランスポーターGLUT4 の細胞膜



への移動を制御する RabGAP である。また、
Akt によってリン酸化され、その活性が制御
される。Tbc1d4 は筋肉などで機能することが
知られているが、免疫細胞における機能は不
明であった。そこで、まず T細胞における発
現パターンを解析した。その結果、iTreg と
TH1へ分化する培養条件下では発現が上昇し、
カルシウムシグナルの欠損によって著減す
る分子を同定した。逆に、TH2 や TH17 へ分化
する条件下では、発現が抑制されることが明
らかとなった。また、その発現はストア作動
性カルシウム流入が欠損した場合に、著明に
減少することが明らかとなった。 
(4)Tbc1d4 の免疫細胞における役割を解析す
るために、Tbc1d4(flox/flox)マウスを作製
した。まず、βActin-Cre Tgマウスを用いて、
全身で Tbc1d4 を欠損したマウスを作製した
ところ、個体の発生は正常であり、生殖活動
にも影響は認められなかった。そこで、免疫
細胞の分化を解析したが、T 細胞、樹状細胞
などの分化は正常であった。次に、T 細胞の
増殖能、T 細胞や樹状細胞のサイトカイン産
生を解析したが、やはりこれらの機能も正常
であった。以上から、Tbc1d4 単独の欠損では
免疫細胞の分化や機能に影響は与えないこ
とが示唆された。この結果は、その後の報告
から、免疫細胞では GLUT4 より GLUT1 の機能
が重要であることと矛盾しないと考えられ
た。 
(5)ストア作動性カルシウム流入—カルシウ
ムシグナルによる樹状細胞の分化における
役割の解析を行った。その結果、脾臓、小腸、
大腸などにおける CD11c+MHC classII+のサブ
セット、プラズマサイトイド樹状細胞の比率
や細胞数は野生型と同等であった。また、胸
腺、脾臓、リンパ節などの CD4 陽性あるいは
CD8 陽性 T 細胞、制御性 T 細胞の比率や数も
正常であった。 
(6) ストア作動性カルシウム流入—カルシウ
ムシグナルによる樹状細胞を介した感染防
御における役割を解析した。千葉大学・真菌
センターとの共同研究によるカンジダ菌に
対する真菌感染防御反応を調べたが、STIM 
欠損マウスと野生型マウスの間で真菌に対
する抵抗性に有意な差は認められなかった。 
(7)リガンド刺激による樹状細胞のエフェク
ター機能におけるストア作動性カルシウム
流入の役割の解析を行った。骨髄由来の STIM
欠損樹状細胞をザイモザン刺激した結果、
STIM 欠損樹状細胞では Dectin-1 を介した
IL-2 産生が著明に減少していた。さらに、
IL-12 p40 産生も半減していた。より精製さ
れたリガンドであるカルドランを用いて場
合も同様な結果が得られた。一方、IL-10 産
生に影響は認めなかった。LPS 刺激では、IL-6
産生が半減していた。シグナル伝達経路を解
析したところ、NFAT 経路以外に、NF-κB 経
路の活性化に影響を認めた。また、MHC class 
II、CD80、CD86、CD40 などのリンパ球を活性
化する分子の発現レベルは、定常状態と刺激

後においても、Stim 欠損と野生型樹状細胞の
間で差は認められなかった。 
(8)樹状細胞による T 細胞の分化支持能の解
析を行った。その結果、樹状細胞を結核菌で
刺激した場合、T細胞の増殖および TH17 細胞
への分化が減少することが明らかとなった。
これは、リガンド刺激によって IL-2 の産生
や IL-6 の産生の減少による可能性が考えら
れるが、詳細なメカニズムは解析中である。 
(9)樹状細胞のカルシウムシグナルによる獲
得免疫応答への影響を解析した。抗原をアジ
ュバントとともに投与した結果、in vitro の
結果と同様に、カルシウムシグナルの欠損に
よって免疫応答が弱くなることが明らかと
なった。 
以上の解析から、カルシウムシグナルは、制
御性T細胞のアゴニスト選択後の分化を制御
することによって、末梢免疫寛容の成立を制
御していることが明らかとなった。一方、樹
状細胞におけるカルシウムシグナルは、免疫
寛容や自然免疫応答ではなく、T 細胞の活性
化を介した免疫応答を制御している可能性
が明らかとなった。 
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