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研究成果の概要（和文）：本研究において、申請者らが同定した新規制御性T細胞LAG3+Tregが、抑制性サイトカインTG
F-beta3を産生することにより、B細胞応答を抑制しマウス全身性自己免疫疾患を抑制することを見出した。またTGF-be
ta3が複数のB細胞シグナルを抑制して、PD-1と協働して機能することも見出した。ヒトLAG3+Tregが自己免疫疾患患者
で減少していることも明らかとなり、本研究は自己免疫疾患の新しい治療戦略の開発につながると期待される。

研究成果の概要（英文）：We previously described that CD4+CD25-LAG3+regulatory T cells(LAG3+ Treg) are 
regulated by Egr2, a zinc-finger transcription factor required for the
induction of T-cell anergy.We herein demonstrate that LAG3+Treg produce high amounts ofTGF-beta3 in an 
Egr2- and Fas-dependent manner. LAG3+Treg require TGF-beta3 to suppress B-cell responses in a murine 
model of lupus. Moreover, TGF-beta3- and LAG3+Treg-mediated suppression requires PD-1 expression on B 
cells. We also show that TGF-beta3-expressing human LAG3+Treg suppress antibody production and that SLE 
patients exhibit decreased frequencies of LAG3+Treg. These results clarify the mechanism of B-cell 
regulation and suggest therapeutic strategies.
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１．研究開始当初の背景 
免疫応答を抑制する制御性T細胞サブセッ

トとして CD4 陽性 CD25 陽性 Foxp3 陽性制御
性 T細胞（CD25+Treg）が知られているが、こ
の CD25+Treg は主に T 細胞の免疫応答を抑制
し、CD25+Treg を欠損すると 1 型糖尿病など
の内分泌疾患や、腸炎、皮膚炎を呈するが、
関節リウマチ（RA）、全身性エリテマトーデ
ス（SLE）とは異なる表現型となる。このこ
とは CD25 陽性 Treg 以外の免疫寛容システム
の異常が RA や SLE に関与している可能性を
示唆している。研究代表者らは、CD4陽性 CD25
陰性 LAG3 陽性 Egr2 陽性の新規制御性 T細胞
(LAG3+Treg)をマウスにおいて発見し、この
LAG3+Treg が IL-10 を産生するとともに Fas
と PD-L1 依存性に B細胞の抗体産生を抑制し、
その機能欠損により全身性自己免疫疾患を
呈することを見出した。 

 
２．研究の目的 
LAG3+Treg は B 細胞の免疫応答と局所の炎

症を抑制する、CD25+Treg と相補的な免疫寛
容機構であると考えられる。本研究では
LAG3+Treg の抑制能の分子的基盤の解明を目
的とした。特にサイトカインは創薬のターゲ
ットとしやすく、抑制性サイトカインの機能
に着目して解析を行った。またヒトの
LAG3+Treg についても同定及び、自己免疫疾
患との関連の検討を試みた。 
 
３．研究の方法 
 マウスは野生型 C57/B6 マウス、T細胞特異
的 Egr2 欠損（Egr2 CKO）マウス、Egr2-GFP
マウス、IL-10 欠損マウス、MRL/lpr マウス、
B6/lpr マウス、B6/gld マウス、PD-1 欠損マ
ウス、Prdm1 欠損マウスを用いた。フローサ
イトメーターは FACSVantage を使い、
LAG3+Treg などの細胞集団を分取して解析し
た。遺伝子発現は定量 PCR、サイトカイン産
生は ELISA で評価した。生体内の抗体産生実
験では RAG1 欠損マウスに T 細胞および B 細
胞を移入し、NP-OVA で 2 回免疫後の抗 NP 抗
体価を ELISA で評価した。B 細胞のシグナル
伝達はウェスタンブロットによって解析し
た。 
ヒト細胞は末梢血または扁桃腺から密度

遠心により単核球を分離し、MACS またはフロ
ーサイトメトリーにより細胞を分取した。 

（倫理面への配慮） 
 臨床検体を用いた研究計画については、東
京大学医学部倫理審査委員会の承認を受け
た。すべての研究は各施設の遺伝子倫理委員
会の審査を受け、承認を受けた研究計画に則
って実施された。 
 
４．研究成果 
申請者らは LAG3+Treg の発現遺伝子解析に
より、IL-10 は抑制能に関与しないものの、
TGF-ファミリー分子の一つであるTGF-3が
LAG3+Treg の抑制機能を担っていることを突

き止めた。LAG3+Treg は T 細胞レセプター
（TCR）刺激により、10 ng/ml 以上の大量の
TGF-3を産生する。TGF-3は B細胞の分裂、
CD40の発現およびIgG産生を強力に抑制しつ
つアポトーシスを誘導する。B 細胞レセプタ
ー（BCR）および IL-4 下流のシグナルを検討
したところ、TGF-3 は NF-kBp65、Syk、STAT6
のリン酸化を抑制し、抗アポトーシス分子
Bcl-xL の発現を抑制して、B細胞活性化経路
を広範に抑制することが判明した。LAG3+Treg 
の RAG1 欠損マウスへの T細胞・B細胞移入モ
デルにおける抗体産生抑制能や、MRL/lpr マ
ウスの治療効果は抗 TGF-3 抗体により解除
され、LAG3+Treg の機能は TGF-3 に依存して
いることが明らかとなった。TGF-1,2,3 の作
用について比較すると、B 細胞に対する抑制
能は同等だが、TGF-1 産生の主要なソース
であるFoxP3+Tregが数百pg/mlの産生なのに
対し、LAG3+Treg による TGF- 3 産生は 10 
ng/ml 以上と非常に大量であった。興味深い
ことに、LAG3+Treg が発現する Egr2 と SLE に
関連する遺伝子である Fas が LAG3+Treg によ
る TGF-3 の発現に必須であった。ChIP シー
クエンス解析で、Egr2 が TGF-3 の遺伝子領
域に結合することが明らかとなった。これら
のことはLAG3+Treg が CD4陽性 T細胞におけ
る TGF-産生の重要なソースである可能性
を示唆している。 
B細胞に対してTGF-3が抑制機能を発揮す

るためには、抑制性共刺激分子の PD-1 の発
現が必須であった。また研究代表者らは以前
に IL-27 が CD4 陽性 T細胞の Egr2 と LAG3 の
発現を誘導するサイトカインであることを
報告しているが、今回 IL-27 が TGF-3 の産
生を誘導し、IL-27 で刺激した CD4 陽性 T 細
胞が抗体産生抑制能を発揮することを確認
した。 
ヒトの末梢血には CD4 陽性 CD25 陰性 LAG3

陽性の集団が存在し、Egr2, IL-10, TGF-3
を発現して、試験管内の抗体産生を抑制する
活性を示した。SLE 患者の末梢血では、CD4
陽性 CD25 陰性 LAG3 陽性の細胞が減少してお
り、病態との関連が考えられた。また RA 患
者では疾患活動性の高い患者でCD4陽性CD25
陰性 LAG3 陽性の細胞が減少する一方で、ア
バタセプトによる治療後には増加する傾向
が認められた。 
TGF-3 は従来は器官発生において作用す

ると考えられており、免疫系では TGF-1 が
主要な TGF- アイソフォームで TGF-3 はあ
まり機能していないと考えられてきた
（Rubtsov et al. Nat Rev Immunol 7:443, 
2007）。その後、2012 年に TGF-3 が Th17 細
胞から産生されること、TGF-1よりもTGF-3
がより病原性の高い Th17 を誘導することが
報告され、TGF-3 が炎症惹起性のサイトカイ
ンであることが示唆された（Lee et al. Nat 
Immunol 13:991,2012）。申請者らの知見は
TGF-3 が免疫応答の抑制に関与することを
初めて明確にしたものであり、今後の新規治



療法の開発につながることが期待される。
TGF-3 を用いた分子の創薬への応用につい
ては特許出願中である。 
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