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研究成果の概要（和文）：野生型マウスはマウスTSHRに対して強い免疫寛容を呈するが、TSHR KOマウスはこの免疫寛
容を欠く。さらにKOマウスの脾細胞養子移入によりヌードマウスに抗TSHR免疫反応を誘導できるが、甲状腺機能亢進・
TSAbが持続せず、容易に機能低下・BAb出現に陥る。本研究では、これらの免疫反応機序を詳細に検討した。種々の共
抑制因子抑制、共刺激因子刺激による末梢性寛容抑制では抗体価上昇は見られたが、バセドウ病発症には至らなかった
。一方中枢井性寛容は技術的な問題で検討はできなかった。よって末梢性寛容と中枢性寛容の相対的な重要性は比較検
討ができなかった。また養子免疫後のバセドウ病は繰り返し免疫で維持できた。

研究成果の概要（英文）： We have recently shown that (i) wt mice are tolerant, while TSHR KO mice are 
responsive to the mouse receptor in a mouse model of Graves’ disease using adenovirus expressing mouse 
TSHR, and (ii) anti-TSHR immune response could be adoptively transferred from TSHR KO to nude mice but 
that hyperthyroidism and TSAb were transient and soon changed to hypothyroidism and TBAb. Therefore, we 
here studied (i) the mechanisms of immune tolerance and response in wt KO mice, respectively, and (ii) 
those of immune response in the adoptive transfer model. In the evaluation of the peripheral tolerance, 
inhibition of co-inhibitory molecules and stimulation of co-stimulatory molecules increased the anti-TSHR 
antibodies, but did not develop TSAb or hyperthyroidism. On the other hand, the studies on central 
tolerance did not technically work well. In the adoptive transfer model, Graves’ disease could be 
maintained by repetitive immunization following transfer.

研究分野：内分泌学

キーワード： バセドウ病　マウスモデル　TSH受容体
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１．研究開始当初の背景 

甲状腺刺激ホルモン受容体（thyroid 
stimulating hormone receptor; TSHR）は
甲状腺特異的蛋白の 1つで、自己抗原とし
てバセドウ病の病態に深く関与している。
すなわちバセドウ病では刺激型抗 TSHR
抗体 (thyroid-stimulating antibody; 
TSAb) が甲状腺を過剰刺激することによ
り、甲状腺機能亢進症を呈する。申請者は、
1989年に世界で初めてヒト TSHR cDNA
をクローニングし、その後 2002年にヒト
TSHR発現アデノウイルスを用いたバセド
ウ病マウスモデルを作製して以後、バセド
ウ病の病態研究を展開し、多くの論文・総
説を出してきた。このモデルは発症率・再
現性の高さ、汎用性などから優れたモデル
として高い評価を受けているが、同時に以
下のような幾つかの問題も抱えている。 

(1)ヒトとマウスの TSHRの相同性は約
87％であり、ヒト TSHRは厳密な意味でマ
ウスの自己抗原ではない。マウス TSHRの
使用が推奨される。 

(2)誘導型であるため、疾患は 2～3ヶ月し
か持続しない。よってこのモデルは抗原に
対する免疫反応誘導モデルとしては有用だ
が、異常免疫反応の慢性的持続（すなわち
ヒトの自己免疫疾患の病態）のよいモデル
とは言い難い。機能亢進状態がより長期に
わたり持続するモデルが望ましい。さらに
言えば自然発症長期持続型モデルがベスト
である。 

 これらの解決のため、我々はマウス
TSHR発現アデノウイルス (Ad-mTSHR 
A-subunit) を作製し、実験を行ったところ、
野生型マウスは抗 TSHR 抗体/バセドウ病
を発症せず、マウス TSHR免疫に対して非
常に強い免疫寛容を示すこと、この寛容は
TSHRノックアウト (KO) マウスでは認
められないことを見出した。これらのデー
タにより、野生型マウスはヒト TSHRとマ
ウス TSHRに対して異なる免疫反応を呈
することが明らかとなり、ヒト TSHRは厳
密な意味でマウスでの自己抗原ではなく、
マウスでの TSHRに対する自己免疫研究
にはマウス TSHRの使用が必須であると
いう結論に至った。 

しかし TSHR KOマウスは TSHRを欠
くため抗 TSHR抗体に反応できず、このま
まではマウス TSHRを自己抗原としたバ
セドウ病モデルとはなりえない。そこで免
疫したKOマウスの脾細胞をヌードマウス
に養子移入したところ、抗 TSHR抗体産生
は 6ヶ月間にわたって認められ、初期には
甲状腺ホルモンが上昇し TSAb陽性であっ
たが、半年後には甲状腺ホルモンは低下気
味で、TSHが上昇し、阻害型抗体 (thyroid- 

blocking antibody; TBAb) が陽性となっ
た。 

これらから、この養子移入法により長期
にわたる抗 TSHR抗体産生実験系が確立
されたことになる。しかし、TSAbの産生
は長期間観察されずTBAbへ自然に移行し
ていく、つまり長期間にわたる抗体産生に
も拘わらず、バセドウ病は長期化しないと
いう新たな問題が浮かび上がった。 

 

２．研究の目的 

 我々はヒト TSHR発現アデノウイルス
を用いたマウスバセドウ病モデルを作製し
て病態解析研究を行ってきたが、近年マウ
ス TSHRを用いた実験系を確立し、野生型
マウスはマウス TSHRに対して強い免疫
寛容を呈するが、TSHR KOマウスはこの
免疫寛容を欠くことを見出した。さらに
KOマウスの脾細胞養子移入によりヌード
マウスに抗 TSHR免疫反応を誘導できる
ことも明らかとした。本研究では、この野
生型マウスにおける免疫寛容・KOマウス
における寛容破綻の機序と養子移入モデル
での免疫反応を解析し、ヒトバセドウ病病
態解明研究への展開の基盤を確立すること
を目的とした。 

 

３．研究の方法 

①野生型マウスにおける免疫寛容・TSHR 
KOマウスにおける免疫寛容破綻の機序解
明 

（１）免疫を末梢で負に制御する細胞群・
共抑制因子を抗体で抑制し、さらに共刺激
因子を抗体で刺激することの免疫寛容に及
ぼす影響を観察した。野生型マウスを免疫
する際、免疫を末梢で負に制御する細胞
群・共抑制因子に対する抗体（抗 CD25、
CTLA4、PD-L1）、共刺激因子を刺激する
抗体（抗 CD40、CD137）を投与し、寛容
が破綻できるか否か検討した。 

（２）中枢性寛容の関与検討のため、野生
型マウスとKOマウスの胸腺をヌードマウ
スへ移植し、ヌードマウスの Tリンパ球を
教育し、免疫寛容・寛容破綻を検討した。
胸腺における TSHR発現が中枢性寛容に
重要であるという仮説のもと、野生型マウ
スの胸腺移植ではヌードマウスの TSHR
特異的 T細胞が正常胸腺で除去され、抗体
は産生されずバセドウ病は発症しないが、
一方、KOマウスの胸腺移植ではヌードマ
ウスの TSHR特異的 T細胞は胸腺で除去
されず、抗体産生/バセドウ病発症がみられ
ると考えた。 



（３）免疫寛容・寛容破綻の機序解明のた
め、野生型マウスと KOマウス間で胸腺除
去後に胸腺移植を行い、免疫反応の変化を
観察した。 

野生型マウスから胸腺を摘出し、TSHR 
KOマウスの胸腺を腎被膜下に移植した。
放射線照射にて骨髄を破壊し、野生型マウ
スの骨髄細胞を移植した。胸腺における
TSHR発現が中枢性寛容に重要であるとい
う我々の仮説が正しければ、野生型マウス
の TSHR特異的 T細胞が除去されず、免
疫により野生型マウスに抗体産生/バセド
ウ病発症が見られると考えた。 

次いで、TSHR KOマウスから胸腺を摘
出し、野生型マウスの胸腺を腎被膜下に移
植した。放射線照射にて骨髄を破壊し、KO
マウスの骨髄細胞を移植した。胸腺におけ
る TSHR発現が中枢性寛容に重要である
という我々の仮説が正しければ、KOマウ
スが持つ TSHR特異的 T細胞が正常胸腺
によって除去されるので、免疫しても KO
マウスに抗体産生/バセドウ病発症が認め
られないと考えた。 

②養子移入系での経時的な免疫反応の変化
を種々の指標をもとに解析した。 

 

（１）前述のように、マウス TSHRで免疫
したTSHR KOマウス脾細胞のヌードマウ
スへの養子免疫モデルは、長期にわたる抗
TSHR産生を可能にしたが、同時に TSAb/
バセドウ病は一時的で徐々に TBAb/甲状
腺機能低下へ移行するということも明らか
となった。この変化の原因を明らかにする
ために、養子免疫後の免疫反応の経時的変

化を検討した。指標としては、(i) T cell 
recall assay及び ELISPOT法による
TSHR特異的effector T細胞の同定（Th1、
Th2、Th17）、(ii) ELISA 及び RT-PCRに
よる血中・甲状腺内・脾臓内サイトカイン
発現、(iii) ELISAによる IgGサブクラス
の変化を検討した。 

（２）抗原連続投与による TSAb産生の維
持を試みた。 

 

４．研究成果 

①（１）共抑制因子抑制、共刺激因子刺激
の効果： 

TSHR+/+及び TSHR+/-マウスを種々の
作動性或いは拮抗性共刺激因子・共抑制因
子抗体で処理後 TSHRで免疫した。下図に
示すように、抗体価の上昇が認められたが、
抗体価は TSHR-/-の場合に比較して非常に
低く、甲状腺ホルモン（FT4）上昇には至
らなかった。TSAbは測定しなかったが、
非機能的な抗体出現のみであろうと考えら
れた。 

 

 

①（２） 野生型マウスにおける免疫寛容・
KOマウスにおける免疫寛容破綻の機序解
明： 

胸腺移植の基礎検討を行い、正常マウス
の胸腺をヌードマウスの腎被膜下へ移植し
たところ、胸腺移植約4～6か月後にヌード
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マウス末梢血にリンパ球の増加が認められ
ることを確認した。しかしポジティブコン
トロールであるはずのヒトTSH受容体免疫
で反応が認められなかったため、移植部位
を変更して、腹腔内リンパ節への移植を試
みた。これによっても、免疫系の再構築に
成功したが、これでもポジティブコントロ
ールに反応が見られず、これ以上の検討が
できなかった。 

② （１）養子移入後の経時的な免疫反応の
変化： 

バセドウ病が長期持続した群と機能低下
へ変化した群での(i) T cell recall assay、
(ii) ELISA による血中・甲状腺内・脾臓内
サイトカイン発現、(iii) ELISAによる IgG
サブクラスの変化には差異は認められなか
った。TSAb長期持続と短期消失群の際は
見いだせなかった。 

 この実験系を用いて、TSHRノックアウ
トマウス胸腺の野生型マウスへの移植、さ
らには野生型マウスの胸腺のTSH受容体ノ
ックアウトマウスへの移植により、正常胸
腺によるTSHR自己反応性Tリンパ球のネ
ガティブセレクションがTSH受容体への強
力な免疫耐性に重要であることが明らかと
なった。以前の末梢性免疫耐性実験で弱い
末梢性耐性しか同定できなかったことと考
え合させて、TSHRに対する免疫耐性は中
枢性がより重要であることが示されたこと
になる。ヒトにおけるTSH受容体遺伝子の
多型と胸腺における発現量、 

バセドウ病の発生頻度のデータを支持する
研究成果である。 

②（２）抗原連続投与による TSAb産生の
維持： 

マウス TSHRで免疫した TSHRノック
アウトマウスの脾細胞へヌードマウスへの
養子免疫では、バセドウ病は誘導できたが、
持続せず、刺激型抗体優位から阻害型抗体
優位へ移行し、甲状腺機能低下症となった。
それぞれの抗体を産生するリンパ球の寿命
の違いによると考えられ、養子免疫後、間
欠的にマウス TSHR発現アデノウイルス
で免疫して、抗原に暴露し続けることで、
刺激型抗体産生リンパ球が維持され、甲状
腺機能亢進症が持続することが明らかとな
った。 
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