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研究成果の概要（和文）：デスモグレイン3(Dsg3)特異的T細胞(H1T細胞）を用いて、末梢性免疫寛容機構の同定
及び解析が可能な2つの実験系を確立した。ヌードマウスへの胸腺移植により胸腺でのみDag3を欠損するマウス
を作成し、H1-tgマウスの骨髄を移植する。するとDsg3欠損胸腺で成熟したH1T細胞がDsg3の存在する末梢組織中
で消失する。他方、H1-Dsg3-/-マウスの末梢組織中のH1T細胞を野生型マウスに養子移入すると、移入された細
胞は分裂後に消失する。これらを応用し、末梢性免疫寛容機構が皮膚リンパ節での抗原提示から始まること、分
裂と消失の過程に分けられ、複数の細胞群から成立していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Utilizing desmoglein3 (Dsg3)-specific T cells (H1 T cells), two experimental
 models were established for clarification and analysis of peripheral immune tolerance mechanism. In
 the first model, we made mice, which lack Dsg3 only in the thymus by applying thymus 
transplantation into Nude mice, and then performed bone marrow transplantation to these mice from 
H1-tg mice. In these mice, H1 T cells matured in Dsg3 deficient thymus, and then, disappeared in 
Dsg3 expressing periphery. In the other model, H1 T cells existing in the periphery of H1-Dsg3-/- 
mice were adoptively transferred into WT mice. In these WT mice, H1 T cells disappeared after 
proliferation. Taking advantage of these models, we clarified that peripheral immune tolerance 
mechanism is initiated by antigen presentation to H1 T cells in skin-draining lymph node, and 
divided into proliferation phase and disappearance phase, orchestrated by some kinds of cell 
populations.

研究分野：皮膚科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 天疱瘡はカドヘリン型表皮細胞間接着分子
のデスモグレイン(Dsg)に対する IgG 自己抗
体によって生じる自己免疫性水疱症である。
現在までに私たちの研究室では天疱瘡自己
抗原を発見し、組換え蛋白を用いた ELISA に
よる診断法の確立など、天疱瘡の臨床的知見
の大きな発展に貢献してきた。しかし未だに
ステロイドや免疫抑制剤に頼らない、より副
作用の少ない抗原特異的な治療法が必要で
あり、その確立を最終目標に研究を推進して
いる。そのための基礎研究として天疱瘡モデ
ルマウスの開発に端を発し、Dsg3 特異的 B 
細胞および T 細胞の解析を確実に進めてき
た。特に T 細胞の解析においては、Dsg3 特
異的 T 細胞クローン株から単離したDsg3 特
異的 T 細胞受容体(TCR)遺伝子をもとに、TCR 
トランスジェニックマウス(Dsg3H1 マウス)
を作成し、その解析の結果、Dsg3 に対する
免疫寛容機構が実在することを明らかにし
た。この事実は、作成した Dsg3H1 マウスが
免疫寛容機構を解析するためのツールとし
て有用であることを意味する。一方、天疱瘡
患者においては、Dsg3 特異的 B 細胞や T 細
胞が末梢血中に存在しており、免疫寛容機構
がすでに破綻した状態で診断される。免疫寛
容機構は胸腺でなされる中枢性と胸腺外の
末梢組織中でなされる末梢性のものに大別
できるが、これは生体が本来備えている免疫
監視機能であり、これを有効に活用すること
で、有害な免疫応答の制御が可能と期待され
る。成人では胸腺が退縮することを考慮する
と、患者においては末梢性免疫寛容機構の破
綻が疾患発症に大きく関与している可能性
が高いと考えられている。 
 
２．研究の目的 
⑴ Dsg3 特異的末梢性免疫寛容機構の同定と
解析システムの確立 
 過去の免疫寛容機構を解析した研究では、
ケラチンプロモーターを用いて人工抗原を
胸腺に発現させた為に、末梢組織の皮膚でも
同抗原が発現していた。しかし末梢組織にお
ける免疫寛容の可能性は十分に考慮されず
に、胸腺による寛容機構として結果が解釈さ
れ、免疫学におけるドグマが形成されてきた。
そこで我々は免疫寛容機構の詳細な解析を
行うため、胸腺と末梢組織で Dsg3 の発現が
異なる実験動物の作出を試みてきた。そのよ
うな動物を利用し、Dsg3 に対する末梢性免疫
寛容機構を同定し、さらに解析可能な実験系
の確立を目指す。 
 
⑵ 末梢性免疫寛容を担う細胞集団の同定 
 Dsg3 特異的な末梢性免疫寛容機構が存在
した時に、その機構における抗原特異性は抗
原を実際に提示できる抗原提示細胞が重要

な役割を担っていると推察される。そこで、
遺伝子改変マウスを利用して、どの様な細胞
集団が、あるいはどの様な種類の抗原提示細
胞が末梢性免疫寛容機構に関与しているの
かを明らかにしていく。 
 
⑶ 末梢免疫寛容に影響を与える重要分子の
同定 
 末梢性免疫寛容機構の維持において、樹状
細胞とT細胞との相互作用は重要なステップ
である。その分子レベルでの仕組みを明らか
にすることができれば、末梢性免疫寛容機構
を人為的に調整することが可能となり、免疫
寛容機構を逆手にとって、自己免疫疾患克服
につながる可能性がある。そこで、我々の実
験系を用いて、末梢性免疫寛容機構にとって
重要な分子の同定を試みる。 
 
３．研究の方法 
⑴ Dsg3 特異的末梢性免疫寛容機構の同定と
解析システムの確立 
 我々は既に胸腺移植を利用することで、胸
腺と末梢組織で Dsg3 の発現が異なる実験動
物を作出している。この実験動物は生来胸腺
を欠損するヌードマウスの腎被膜下に 
Dsg3-/-マウスの胸腺を移植して作成(図 1b)
する。比較対象として、野生型胸腺移植ヌー
ドマウス(図 1a)と Dsg3-/-(図 1c)マウスも利
用し、Dsg3 の発現が異なる 3 種類のマウス
((a)胸腺+皮膚+、(b)胸腺-皮膚+、(c)胸腺-
皮膚-) で Dsg3H1T 細胞の挙動を観察する
と、(b)のマウスでは、胸腺では確認される T 
細胞が、脾臓で消失する。この現象は末梢性
免疫寛容機構の存在を示唆する。この実験動
物を十分な匹数作成し、追試する。また、こ
の実験動物では、胸腺の免疫寛容を受けなか
った T 細胞が末梢組織で消失することを１
個体中で確認可能だが、複数の実験系で末梢
性免疫寛容機構を確認することを目的とし
て、(c)のようなマウスの末梢に存在する、
胸腺でも末梢でも免疫寛容を受けていない
Dsg3H1T細胞をDsg3が末梢組織に存在するマ
ウスに養子移入して、同様の現象が見られる
ことを確認する。この養子移入の系では、
種々のレシピエントマウスを用いることで
より効率的に末梢性免疫寛容機構を解析す
ることが可能となる。 
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図 1　 胸腺移植したヌード マウスへの Dsg3H1-Rag2-/- マウスの骨髄移植。 胸腺で除去されなかった
　 　    Dsg 3H1T細胞が末梢組織において消失している。



⑵ 末梢性免疫寛容を担う細胞集団の同定 
 ⑴で確立する養子移入による末梢性免疫
寛容機構の同定および解析システムにおい
て、種々の操作を加えたレシピエントマウス
を用いた際の末梢性免疫寛容機構の破綻の
有無を検証する。最初に MHC クラス II-/-マウ
スをレシピエントとして用いることで、MHC
クラス II による抗原提示の重要性を確認す
る。その後に、野生型マウスとMHCクラスII-/-

マウスを相互に骨髄移植し、レシピエントマ
ウスとして用いることで放射線感受性の抗
原提示細胞群と放射線耐性の抗原提示細胞
群の重要性を検討する。更に、CCR7-/-マウス
（免疫細胞のリンパ節への遊走に重要なケ
モカイン受容体 CCR7 を欠失したマウス）や
Langerin-ジフテリア毒素受容体（DTR）マウ
ス（ジフテリア毒素の投与によりランゲルハ
ンス細胞および Langerin 陽性樹状細胞を一
過性に消失できるマウス）を用いてより詳細
に末梢性免疫寛容機構に重要な抗原提示細
胞集団を絞り込む。 
 
⑶ 末梢性免疫寛容に影響を与える重要分子
の同定 
 ⑴で確立された養子移入の系を応用し、末
梢性免疫寛容が機能する過程でのDsg3H1T細
胞の遺伝子発現の変化をRNA-seqを用いて解
析し、重要分子の絞り込みを試みる。 
 
４．研究成果 
⑴ Dsg3 特異的末梢性免疫寛容機構の同定と
解析システムの確立 
 図 1 と同様の実験を n=7~9 で行った。胸腺
で免疫寛容を受けなかったDsg3H1 T 細胞が、
(b)のマウスの末梢組織中で、(c)のマウスと
比較して減少していることが統計学的有意
差をもって示された（P<0.05 ）。次に養子移
入での実験系を確立すべく、Dsg3H1-Dsg3-/-

マウスの末梢に存在するDsg3H1T細胞を用意
し、CFSE で標識した後、野生型マウスおよび
Dsg3-/-マウスに養子移入した。この際に、
CD45.1 or 45.2 のコンジェニックマーカーで
移入したDsg3H1T細胞を識別すると、Dsg3H1T
細胞は野生型マウス中で移入後3日目に分裂
が確認された後に、14 日目には消失し(図 2a
赤枠)、同時に移入した野生型 CD4+T 細胞は分
裂せずに残存した(図 2a)。一方で、Dsg3 の
存在しない Dsg3-/-マウス中では、Dsg3H1T 細
胞は分裂せずに14日目でも残存していた(図
2b 黒枠)。この結果から養子移入の系でも、
末梢免疫寛容機構を同定および解析可能な
ことを確認した。 
 
⑵ 末梢性免疫寛容を担う細胞集団の同定 
 上記の養子移入の系を用いて、Dsg3H1T 細
胞を MHC クラス II-/-マウスに移入すると、分
裂せずに残存した(図 2c)。このことから、末
梢性免疫寛容機構には MHC クラス II を介し
た抗原提示が必要であることが示された。  
 また、野生型マウスに移入した際に、 

FTY720 を連日投与して、Dsg3H1T 細胞を含め
たリンパ球の遊走を阻害すると、非投与下で
は腸管膜リンパ節や脾臓で観察されていた
分裂した Dsg3H1T 細胞が、FTY720 投与下では
皮膚リンパ節以外では観察されなくなった。
更に、Dsg3H1T 細胞を CCR7-/-マウスに移入し
た場合、つまり CCR7 依存性の免疫細胞のリ
ンパ節への遊走が障害された状況では、分裂
が著明に抑制され残存した。したがって、
Dsg3H1T 細胞への抗原提示は皮膚所属リンパ
節で起きており、その抗原提示細胞は CCR7
依存性に遊走していることが示唆された。 
 次に野生型マウスとMHCクラスII-/-マウス
を相互に骨髄移植し、放射線感受性の細胞群、
放射線耐性の細胞群それぞれがMHCクラスII
を欠損する実験動物を作成し、レシピエント
マウスとして用いた。その結果、放射線感受
性の細胞群が MHC クラス II を欠損する状況
では、Dsg3H1T 細胞は分裂も消失もせず、放
射線耐性の細胞群が MHC クラス II を欠損す
る状況では、Dsg3H1T 細胞は分裂した後に残
存した。 
 これらの結果から、末梢性免疫寛容は分裂
と消失の過程に分けられること、そして、分
裂には CCR7 依存性に皮膚リンパ節に遊走す
る放射線感受性の抗原提示細胞が、消失には
血管あるいはリンパ管内皮細胞などの間葉
系細胞を含めた放射線耐性の抗原提示細胞
が必要であり、複数の細胞群から末梢性免疫
寛容機構が成立していることが分かった。一
方で、DTx を投与された Langerin-DTR マウス
に移入した場合、つまりランゲルハンス細胞
及び Langerin 陽性樹状細胞が一過性に消失
した状況下では、野生型マウスと同様に
Dsg3H1T 細胞は分裂の後に消失し、ランゲル
ハンス細胞及び Langerin 陽性樹状細胞の一
過性の欠失は末梢性免疫寛容機構に重要で
ないことが分かった。 
 
⑶ 末梢免疫寛容に影響を与える重要分子の
同定 
 養子移入を利用すると、野生型マウスに移
入された後に消失するまでの過程の Dsg3H1T
細胞を経時的に FACS ソートで抽出すること
が可能である。この抽出された Dsg3H1T 細胞
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図 2　 Dsg3H1T細胞を養子移入することで末梢性免疫寛容を同定・ 解析する方法を確立し 、
　 　    MHCクラス II が欠失した状況では末梢性免疫寛容が破綻することが分かった。



を用いて、末梢免疫寛容を受けている過程で
の遺伝子発現の変化を、RNA-seq により解析
することを試みた。現在解析中である。 
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