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研究成果の概要（和文）：胸腺細胞の選択と選択後の成熟における分子制御機構を明らかにするために、カルシ
ウムシグナルを中心に解析した。ストア作動性カルシウム流入－カルシウムシグナルは成熟した制御性T細胞に
おけるFoxp3発現の維持、末梢での制御性T細胞の分化に必須ではないが、その免疫抑制機能には必須であった。
さらに、iNKT細胞においても成熟後の細胞維持は正常であった。以上から、カルシウムシグナルは胸腺細胞の選
択分化を正に制御している一方、成熟後はマスター転写因子の発現維持よりも細胞機能を正に制御していること
を明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the molecular mechanisms of the selection and maturation of 
thymocytes, we have analyzed the role of calcium signaling in T lymphocytes using cell-type specific
 Stim1 and Stim2 doubly or calcineurin b1 knockout mice. Using Foxp3-IRES-YFP/Cre Tg mice, we found 
that the store-operated calcium entry－calcium signaling axis is not essential for maintenance of 
Foxp3 expression in regulatory T cells after maturation, but is necessary for their inhibitory 
function. Cell maintenance of iNKT cells after maturation was normal in the absence of 
store-operated calcium entry. These results indicate that calcium signaling positively regulates 
differentiation of agonist selected thymocytes, while it positively regulates cell functions rather 
than cell maintenance after maturation.

研究分野： 免疫学
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１．研究開始当初の背景 
生体は、病原微生物など外敵の侵入から守る
ために免疫システムを備えている。免疫応答
のうち、獲得免疫応答を担う主要な細胞の１
つは T 細胞である。T 細胞は胸腺において分
化し、その過程で、胸腺 T細胞は「無」「正」
「負」「アゴニスト」の４種類の選択を受け、
機能的な T細胞へと成熟する。これらの選択
は、主要組織適合抗原複合体(MHC)－自己抗
原ペプチド断片との結合によるT細胞受容体
(TCR)シグナルの強度・長さによって規定さ
れる。 
 TCR シグナルの強度・長さは、TCR 刺激で
惹起される細胞外カルシウム流入の大きさ
と長さと良く相関することが明らかにされ
ている。T 細胞におけるカルシウム流入経路
は、小胞体カルシウムセンサー分子 Stim1、
Stim2 と細胞膜上のカルシウム遊離活性化カ
ルシウムチャネルOrai1で制御されるストア
作動性カルシウム流入（SOC 流入）である。
カルシウム流入によって、脱リン酸化酵素カ
ルシニューリン－転写因子 Nuclear factor 
of activated-T cell(NFAT)経路を活性化さ
れる。これまでに、カルシニューリン欠損マ
ウスの解析から、カルシウムシグナルは「正
の選択」に必須であることが明らかにされて
いたが、申請者はストア作動性カルシウム流
入を介したカルシウムシグナルが「正の選
択」に必須でないでことを報告した。その一
方で、ストア作動性カルシウム流入は、アゴ
ニスト選択性 T細胞の選択後の分化・機能的
な成熟、つまりマスター転写因子の発現後の
前駆細胞から成熟細胞への分化に必須であ
ることを明らかにした。 
 これまでの研究によってT細胞分化におけ
るカルシウムシグナルの制御機構、その役割
の一端が明らかとなったが、「正の選択」に
おけるカルシウムシグナル活性化機構とそ
の下流の分子制御機構、「正」や「アゴニス
ト」選択後のカルシウムシグナルによる選択
後分化の詳細な分子メカニズムは不明であ
る。 
 
２．研究の目的 
本課題の目的は、カルシウムシグナルによる
T 細胞の選択と選択後の成熟過程の分子メカ
ニズムを明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
(1) Lck-Cre Tg マウスを用いて、T細胞特異
的なカルシウム透過性チャネルTrpm7欠損マ
ウスを作製し、Trpm7 の「正の選択」におけ
る役割を解析した。さらに、末梢 T細胞にお
ける機能について解析を行った。 
 
(2)CRISPR/Cas9 ゲノム編集を用いて、Orai1
のファミリー分子であるOrai2欠損マウスを
作製し、胸腺 T細胞分化における Orai2 の役
割を解析した。 
 

(3)アゴニスト選択 T 細胞である TCR+ 
CD8+腸管上皮細胞間リンパ球（IEL）の胸
腺内前駆細胞の新規同定方法を確立するた
めに、シカゴ大学の Bendelac 教授のグルー
プと共同研究を行った。申請者は、候補とな
る新規前駆細胞の発生を、全血球特異的
（Vav-iCre Tg マウス）あるいは T 細胞特異
的（Lck-Cre Tg マウス）な Stim 欠損マウス
の解析、および野生型と Stim 欠損マウス由
来の骨髄細胞を Rag1 欠損マウスに移植した
競合的混合キメラマウスを作製して解析を
行った。 
 
(4)成熟したアゴニスト選択 T 細胞における
カルシウムシグナルの役割を解析するため
に、Foxp3-IRES-YEP/Cre ノックインマウスを
用いて、制御性T細胞特異的なStim1とStim2
の 2 重欠損マウス、カルシニューリン b1
（Cnb1）欠損マウスを、CD4-Cre Tg マウスを
用いて Stim 欠損マウスを作製し、制御性 T
細胞と iNKT 細胞の解析を行った。 
 
(5)野生型マウスと T 細胞特異的なカルシニ
ューリン欠損マウスの胸腺DP細胞を2D-DIGE
法を用いて、Cnb1 の標的候補分子の同定を試
みた。 
 
(6) アゴニスト選択後の胸腺T細胞分化にお
けるヒストン修飾制御の意義を検討するた
めに、Stim 欠損によって Treg 前駆細胞で発
現に変化が認められたヒストン脱メチル化
酵素 Kdm5b の欠損マウスを作製し、その解析
を行った。  
 
４．研究成果 
(1) Trpm7 欠損マウスにおける胸腺 T 細胞の
分化は、若齢マウスでは CD4 陽性 CD8 陽性 DP
細胞は減少していたが、週齢を重ねると分化
は野生型と同等であった。末梢T細胞のTh1、
Th2、Th17 への分化、サイトカイン産生は、
野生型とほぼ同等であった。また、抗原とし
て OVA（ニワトリ卵白アルブミン）を投与し、
遅延型過敏症反応を惹起させたが、この反応
も正常であった。以上の結果から、Trpm7 は
T 細胞の分化や機能には必須ではないことが
明らかとなった。 
 さらに、Trpm7 と Stim1 や Stim2 との 2 重
あるいは 3重欠損マウスの作製を試みた。現
時点では、Stim1 と Trpm7 の 2 重欠損マウス
が 1匹のみ得られた。 
 
(2) Orai2 は胸腺細胞およびナイーブ T 細胞
において高く発現していたが、T細胞の分化、
TCR 刺激によるカルシウム流入、増殖は野生
型と同等であった。しかし、イオノマイシン
やタプシガルジンによるカルシウム流入は、
野生型より増大した。この結果から、生理的
な条件下においてOrai2はストア作動性カル
シウム流入を適切な量に調節する調節分子
である可能性が示唆された。 



(3)TCR+ CD8+ IEL の新規前駆細胞として、
CD4(low)CD8(low)CD69(+)PD-1(high) TCR+

細胞を同定した。さらに、この細胞の発生は
Stim を介したストア作動性カルシウム流入
に依存していることを明らかにした。本成果
は、Immunity 誌（論文リスト⑤）に共同研究
として発表した。 
 
(4)制御性 T 細胞において、Cnb1 あるいは両
Stim 分子を欠損したマウスは、激しい自己免
疫疾患を発症した。Cnb1 を欠損した場合は、
5週齢前後でほぼ死亡した。Stim 分子を欠損
した場合は、10 週齢以上生存する個体も存在
した。いずれのマウスも、脾臓内の制御性 T
細胞は野生型より減少している一方、リンパ
節では増加していた。しかしこれらの制御性
T 細胞の抑制機能は、野生型に比べ著しく低
下していた。その原因は、抑制分子 CTLA-4
の発現レベルが低下していることが一因と
考えられた。 
 iNKT 細胞も、一度成熟した後の細胞の維持
にはストア作動性カルシウム流入は必須で
はなかった。 
 以上から、カルシウムシグナルはアゴニス
ト選択T細胞の成熟後の維持には必須ではな
いことが明らかとなった。 
 
(5)野生型と Cnb1 欠損の DP 細胞を TCR 刺激
したサンプルを比較したが、特異的なスポッ
ト（候補分子）を得ることができなかった。
現在、刺激方法、調整する細胞を変更し、さ
らに解析方法を 2DICAL 法に変更し、解析を
続けている。 
 
(6) 各 T細胞集団における Kdm5b の発現を検
討した結果、Stim 分子を欠損した場合、CD4SP
と末梢ナイーブ CD4+T 細胞において発現レベ
ルの低下が認められた。そこで、T 細胞特異
的な Kdm5b 欠損マウスの胸腺における T細胞
の分化を解析したが、大きな変化は認められ
なかった。この結果から、a) Kdm5b は T細胞
の分化に必要ではない、b) 他のファミリー
分子あるいは酵素が機能している、可能性が
考えられた。 
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