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研究成果の概要（和文）： 

 網膜色素上皮細胞により誘導される制御性Ｔ細胞（Treg）は、マウスにおいて活性化Ｔ
細胞の細胞分裂と炎症性サイトカインを強く抑制する。さらに、 Treg の中の
non-suppressiv な分画を除去することにより、非常に強力な Treg を誘導でした。この
suppressive分画の網膜色素上皮細胞により誘導されたTregはマウスの実験的自己免疫性
ぶどう膜炎を抑制した。ヒトにおいては TGFβの前刺激を加えることによりマウスと同様
に Treg を誘導できた。これらの研究成果は、ヒト網膜色素上皮細胞により誘導される Treg
は非感染性ぶどう膜炎の治療に応用できることを示している。 
研究成果の概要（英文）： 

 Regulatory T cells (Treg) induced by retinal pigment epithelial cells strongly suppressed 

proliferation of active T cells and production of inflammatory cytokines by T cells. 

Furthermore, removing non-suppressive fraction of Treg exhibited much more intense 

suppressive activities. The suppressive fraction of Treg was capable of suppressing 

experimental autoimmune uveitis in mice. In human, Treg and suppressive fraction of Treg 

were induced similarly, but using pre-stimulation by TGF-b. 

 These results indicate that Treg (or suppressive fraction of Treg) can be used for the 

treatment of non-infectious uveitis in human. 
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１．研究開始当初の背景 

 ぶどう膜炎は重要な失明原因であり、そ
の発症機序解明と治療法開発は臨床的に重
要な課題である。ぶどう膜炎の中で、感染
症を除く約 80％の患者では自己免疫機序
が関与し、その治療には副腎皮質ステロイ
ド薬、各種免疫抑制薬、最近では標的治療
として多くの生物製剤の治療が用いられて
いるが、制御性Ｔ細胞を用いる免疫治療は
未だ開発途上である。 
 

２．研究の目的 

本研究は、これら従来の治療法では不可
能であった患者個人に由来するリンパ球か
ら制御性Ｔ細胞を作成して治療に用いると
いうパーソナルメイドな新しい免疫療法の
開発を目的とする。 
 

３．研究の方法 

C57BL/6マウスから脾臓を摘出し、
T細胞分離カラム（MACS T cell 
isolation kits）を用いてCD4+ また
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はCD8+ T cellを採取する。この
CD4+またはCD8+ T cellsと眼色素
上皮に抗マウスCD3抗体を添加し
て共生培養する。眼色素上皮細胞は、
正常マウス (C57BL/6) の眼から既
報の方法（Sugita, et al. J Immunol. 
2004;172）で分離樹立する。 
 IPE、RPE、毛様体色素上皮細胞
（CBPE）とT細胞を共生培養し、X
線照射後に制御性T細胞として使用
する。その免疫抑制機能は、活性化
T細胞に以下の方法で解析する。①
抗CD3抗体や抗CD28抗体によるT
細胞の活性化、②混合リンパ球反応
よるT細胞活性化、③チミジン（3H）
の取り込み試験、④フローサイトメ
トリーによるCFSE 取り込み試験、
⑤培養上清中のサイトカイン産生
能（IFN-γ、IL-2、IL-17など）であ
る。 

RPE 誘 導 制 御 性 T 細 胞 の
phenotypeの解析を行い、制御性T
細胞マーカー分子 （ CD25high 、
Foxp3）の細胞染色をフローサイト
メトリーにより解析する。 
制御性 T 細胞をこれらの方法で in vitro

において増やし純度の高いヒト制御性T細
胞を作成する（図 1）。また、このヒト制御
性 T 細胞の Phenotype を CD25high、
CTLA-4 、 Glucocorticoid-induced TNF 
receptor family related gene (GITR)、
Foxp3などの制御性T細胞マーカーを測定
して解析する。 
 培養網膜色素上皮細胞（RPE）による制
御性 T 細胞誘導方法を確立して、その機能
解析をおこなう。即ち、①抗 CD3 抗体や
抗 CD28 抗体による T 細胞の活性化、②混
合リンパ球反応よる T 細胞活性化、③チミ
ジン（3H）の取り込み試験、④フローサイ
トメトリーによる CFSE 取り込み試験、⑤
培養上清中のサイトカイン産生能である。 
ヒトRPE細胞株ARPE-19細胞をレコン

ビナント TGF-で処理し、その上清を使用
してヒト制御性 T 細胞の誘導する方法で、
in vitro において増やし純度の高いヒト制
御性 T 細胞を作成する。また、このヒト制
御性 T 細胞の Phenotype を CD25high、
CTLA-4 、 Glucocorticoid-induced TNF 
receptor family related gene (GITR)、
Foxp3などの制御性T細胞マーカーを測定
して解析する。 

 
４．研究成果 
 マウスにおいては網膜色素上皮細胞の培
養上清をＴ細胞と培養することにより、活性
化Ｔ細胞を免疫抑制作用を有する制御性Ｔ
細胞（Treg）に誘導する事が出来る事が明ら

かにされている。そこで、本研究ではマウス
において虹彩色素上皮細胞、毛様体色素上皮
細胞、網膜色素上皮細胞により誘導される
Treg の免疫活性を解析し、Treg によるぶど
う膜炎への治療への応用を検討した。更に、
マウスと同様の方法により、ヒトにおいても
Treg が誘導できるかを検討した。 
 マウスと同様の方法ではヒト網膜色素上
皮細胞はＴ細胞をTregに誘導できなかった。
しかし、ヒト網膜色素上皮細胞をヒト・レコ
ンビナント TGFβで前刺激することで、ヒト
網膜色素上皮細胞の Treg 誘導能力を引き出
せるかを検討した。その結果、ヒト・レコン
ビナント TGFβで前刺激したヒト網膜色素上
皮細胞の培養上清をＴ細胞を培養すること
により、bystander T細胞の活性化を抑制し、
炎 症 性 サイ ト カイ ン産 生 を抑 制 する
CD25FoxP+の Tregを誘導できることが明らか
となった。 
 その Treg には CD25low・CD45AR+の resting 
Treg 分画、CD25highCD45AR-の active Treg
分画、CD25lowCD45AR-の suppressive Treg
分 画 が 混在 し てい た。 そ の中 か ら、
non-suppressive Treg分画を除去することに
より、極めて免疫抑制活性の高い Treg 分画
を得ることに成功した。TGFβで前刺激した
網膜色素上皮細胞培養上清で誘導され、
suppressive Treg 分画を除去した Treg を網
膜色素上皮細胞誘導 Treg として用いて、実
際にぶどう膜炎が抑制できるかを、マウスの
実験的自己免疫性ぶどう膜炎において検討
した。その結果、少量の網膜色素上皮細胞誘
導 Treg を網膜抗原（IRBP）免疫後１０日後
にマウスの腹腔に注射するだけて、非投与の
IRBP 免疫マウスに比べて著明にぶどう膜炎
が抑制された。 
 以上の本研究の結果は、網膜色素上皮細胞
で誘導される Treg はヒトのぶどう膜炎の治
療に応用できることを示すものである。 
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