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研究成果の概要（和文）： 
自己免疫疾患の治療に際して、全身的な免疫抑制状態に陥らせることなく、抗原特異的に免疫

抑制する手法の開発が強く望まれている。今回、我々は、CD8 陽性 T 細胞が炎症の主体となる

マウス筋炎モデルと用いて、抗原特異的免疫制御療法を開発することを試みた。本研究期間で

は、マウス筋炎モデルの導入と機能的な TRAIL や PD-L1 などを強発現する ES 細胞由来の樹状細

胞（ES-DC）を作製することができた。今後は、免疫抑制性分子と筋由来の抗原を発現した ES-DC

を作製し、予防実験や治療実験を行う予定である。 
 
研究成果の概要（英文）： 
It is desirable to develop a therapeutic means to down-modulate immune responses in an 
antigen-specific manner without causing systemic immune suppression. We tried the immune regulation 
of pathogenic CD8+ T cells by mouse ES cell-derived dendritic cells (ES-DCs) expressing both antigen 
and immunosuppressive molecule, such as TRAIL or PD-L1. In this period, we brought in the C-protein 
induced myositis, CIM, which was disease model caused by pathogenic CD8+ T cells. The functional 
ES-DCs expressing immunosuppressive molecule was prepared. These ES-DCs may prevent pathogenic 
CD8+ T cells-derived autoimmune disease. 
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１．研究開始当初の背景 
自己免疫疾患における治療においては、個

体の免疫応答を全身的な抑制状態に陥らせる

ことなく、抗原特異的に抑制する手法の開発

が強く求められている。その成果として、経

口トレランスや粘膜免疫トレランス、MHC クラ

スII拘束性エピトープのアナログペプチドや

樹状細胞を用いた研究が数多く報告されてき

た。特に樹状細胞はプロフェッショナル抗原

提示細胞としての働きのみならず、末梢の免

疫寛容においても中心的な役割を果たしてい

ることが知られると、樹状細胞を用いた様々

な免疫制御療法の開発が行われてきた。研究

代表者もこれまでに実験的自己免疫性脳脊髄

炎 （ Experimental autoimmune 

encephalomyelitis; EAE）やアロ膵島移植の
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マウスモデルにおいて、免疫抑制性分子と抗

原分子を発現する遺伝子導入マウスES細胞由

来樹状細胞（ ES cell-derived dendritic 

cells; ES-DC）を用いた抗原特異的な免疫制

御 療 法 の 開 発 、 な ら び に TNF-related 

apoptosis-inducing ligand（TRAIL）を発現

した ES—DC による制御性 T 細胞を介した免疫

制御療法の開発に携わり多くの成果を報告し

てきた。しかし、これまでの樹状細胞や制御

性 T 細胞を用いた免疫制御療法は、主として

MHC クラス II 拘束性のエピトープを認識する

CD4 陽性 T細胞を標的としたものであった。近

年、多発筋炎は CD8 陽性 T 細胞が筋炎の主体

であることが分かってくると、CD8 陽性 T細胞

を標的とする抗原特異的免疫制御療法の研究

が待望されたが、これまで自己反応性 CD8 陽

性 T 細胞が主要となる自己免疫疾患モデルが

なく実現が困難であった。しかし、2007 年に、

骨格筋の速筋に含まれる C 蛋白質断片を 1 回

免疫することで、筋炎局所の病理像において

CD8 陽性 T細胞の浸潤を認め、ヒトの多発筋炎

により近い新たな筋炎マウスモデル（C 

protein-induced myositis; CIM）が開発され

た。この CIM マウスの詳細な解析から、CD8

陽性細胞傷害性 T 細胞が発症に主要な役割を

はたしている自己免疫性筋炎のマウスモデル

で、あることが明らかとなった。 

 
２．研究の目的 
本研究においては、このマウス筋炎モデル

を用いて CD8 陽性 T 細胞が病態の主体である

筋炎に対する抗原特異的な免疫制御療法を開

発することを目的とする。 

 

３．研究の方法 
 マウス筋炎モデル（CIM）を誘導する C 蛋

白質と免疫抑制性分子を遺伝子導入した ES

細胞（あるいは iPS 細胞）由来樹状細胞

（ES(iPS)-DC）を作製する。これを CIM 誘導

前（予防実験）あるいは誘導後（治療実験）

に投与し、筋炎に与える影響を調べる。具体

的には、具体的には、マウス ES（あるいは

iPS）細胞に、これまでに作製した免疫制御

分子である TRAIL や Program death 1 

ligand(PD-L1)の発現ベクター（Neomycin 耐

性遺伝子を含む）を電気穿孔法にて遺伝子導

入して、Neomycin の負荷で遺伝子導入体を選

別した後、単一コロニーをクローニングする。

その後、高発現体を FACS にて選別し、分化

誘導して ES(iPS)-DC 上に発現することを確

認する。また、CIM を誘導する抗原である C

蛋白質フラグメントの発現ベクター

（Puromycin 耐性遺伝子を含む）を作製し、

免疫抑制性分子を遺伝子導入した ES(iPS)細

胞に同様に遺伝子導入して、Western blot 法

により、高発現体を選択する。作製した免疫

抑制性分子と C 蛋白質抗原分子を発現する

B6-ES(iPS)細胞を in vitro にて ES(iPS)-DC

へ分化誘導して、CIM を発症前（予防投与群）、

あるいは CIM を発症後（治療投与群）のマウ

ス個体へ投与する。その後、筋炎の発症を、

筋の病理切片、免疫組織化学染色、C蛋白質

に対する T細胞応答、血清中サイトカインに

て評価する。また、これまでに TRAIL を発現

する ES-DC は、in vivo において CD4 陽性

Foxp3 陽性制御性 T 細胞を介して免疫抑制効

果を示すことを報告しており、この効果につ

いても検証する。また、C蛋白質の MHC クラ

ス I拘束性エピトープを認識する TCR を遺伝

子導入した CD8 陽性 C D122 陽性制御性 T細

胞や CIM マウスより採取した C蛋白質を認識

する CD4 陽性 T細胞に Foxp3 遺伝子を導入し

て制御性 T（Treg）細胞化をマウスに移入し

て CIM の発症を検証する。 

 

４．研究成果 

平成23年度、勤務施設の異動に伴い、まず

は実験系の導入を行った。C蛋白質誘導性筋炎

(C-protein induced myositis, 以下CIM）の

実験系の確立のため、HisタグのついたヒトC

蛋白質断片の遺伝子をトランスフェクション

した大腸菌を作製し、これを培養し、蛋白質

産生を誘導した。この大腸菌を超音波破砕法

で粉砕し、コバルトあるいはニッケルカラム

で吸着し、洗浄ののち溶出して精製した。こ

れを、透析で溶媒置換し、リフォールディン

グして、作製した。およそ１Lの大腸菌培養液

から、10mg前後のC蛋白質断片を精製すること

ができた。SDS pageでサイズ、精製度も良好

であった。このC蛋白質断片をC57BL/6マウス

に免疫して、21日後に大腿四頭筋・屈筋を採

取し、ホルマリン固定の後、パラフィン包埋

し、病理組織切片を作製して、筋炎の評価を

行った。以上より、CIM実験を導入することが

できた。 

 次に、筋組織に発現していて、マウス筋炎

モデルの誘導抗原でもあるC蛋白質をES細胞

由来の樹状細胞に遺伝子導入する発現ベクタ



 

 

ーを作製した。βアクチンプロモーターを用

い、マウスC蛋白質遺伝子とピューロマイシン

の薬剤耐性遺伝子をIRESでつないだ。この発

現ベクターをまずは細胞株であるB16に電気

穿孔法で遺伝子導入して、ピューロマイシン

で選別を行った。また、高濃度のピューロマ

イシンでも負荷をかけて、高発現体の選別に

成功した。発現の確認はRT-PCRで行い、正常

の筋組織をコントロールとして十分な発現が

確認された。市販の抗体がないためC蛋白質を

免疫したマウスの血清を用いたウエスタンブ

ロットを行う予定である。また、TRAILやPD-L1

などの免疫抑制性分子を遺伝子導入したマウ

スES細胞を準備した。これらの発現ベクター

は上記と同様にIRESでつないだネオマイシン

耐性遺伝子を持たせている。マウスC蛋白質の

発現ベクターと異なる薬剤耐性遺伝子を用い

ることで、複数の遺伝子導入を可能とした。

免疫抑制性分子を遺伝子導入したマウスES細

胞がin vitroで樹状細胞に分化して、樹状細

胞の機能をもちながら、さらに遺伝子導入し

た免疫抑制性分子を高発現できることをフロ

ーサイトメトリーで確認している。さらに免

疫抑制性分子を強発現した樹状細胞は抗CD3e

抗体で刺激したT細胞の増殖を抑制し、その機

能を確認することができている。 

また、ヒトC蛋白質断片を認識するT細胞受

容体（TCR）を採取するため、CIMマウスから

回収したCD8陽性T細胞でハイブリドーマを作

製し、C蛋白質に対する抗原特異性を検証した。

これまでに、安定した結果を得るに至ってお

らず、ex vivoでCIMマウスのCD8陽性T細胞の

ヒトC蛋白質断片に対する抗原特異的反応を

検出することが大変難しいことをふまえると、

C蛋白質断片を認識するCD8陽性T細胞集団が

少ないことが予想される。目下のところ、実

験系のブラッシュアップ中である。 

本研究は、自己免疫疾患における病的CD8

陽性T細胞を標的とした免疫制御療法の開発

であり、今後の進展が期待されると考えられ

る。 
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