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研究成果の概要（和文）：本研究の目的はバセドウ病(GD)における抗原提示機構を明らかにして、抗原特異的治
療法を開発することである。申請者は、GDにおいてヒトTSHR受容体(AA78-94)が重要なエピトープであることを
報告した。本研究においては、その変異ペプチド：37mの作用を検討した。バセドウ病モデルHLA-DR3トランスジ
ェニックマウスに37mを投与した結果、甲状腺中毒症の改善、TRAb産生の抑制、並びに脾臓細胞中の制御性T細胞
分画増加を認め、すなわち免疫制御効果が得られた。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is 1) to elucidate epitope presentation in Graves’ 
disease (GD), and 2) to establish epitope specific therapy for GD. We have reported that human TSH 
receptor (AA78-94) was an important epitope. Therapeutic role of the mutant human TSH receptor 
peptide: 37m, was evaluated in this study. GD model of HLA-DR3 transgenic mice was treated with 37m.
 The thyrotoxicosis was improved, TRAb production was suppressed, and proportion of regulatory 
T-cells in the spleen was increased. Therefore, immune-regulatory effects of 37m were observed.

研究分野：内分泌学
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１．研究開始当初の背景 
自己免疫疾患の中で自己免疫性甲状腺疾
患は最も頻度が高く臨床的に重要であり、バ
セドウ病（GD）と橋本病が代表的である。し
かし GD の治療法に関しては死亡例もあり改
善すべき点が多く、1940 年代から新規治療法
の開発が喫緊の課題である。 
GD は抗 TSH 受容体(TSHR)抗体：TRAb が甲
状腺濾胞細胞を刺激し甲状腺機能亢進症を
来たす疾患である。GD において HLA-DR3 が疾
患発症に関与している。 
申請者は図 1に基づいて研究を行った。
HLA-DR3 と human TSHR(hTSHR)に関して、A)in 
silico コンピューター結合予測解析、B)in 
vitro 結合アッセイ、C)HLA-DR3 トランスジ
ェニック（TG）マウスを用いた in vivo の脾
臓細胞反応性試験、D)GD 患者におけるリンパ
球反応性試験の結果、複数の免疫原性 hTSHR
抗原ペプチド（epitope spreading）が同定
された。その中で、HLA-DR3TG マウスにおい
て hTSHR37(AA78-94)が免疫反応初期から脾
臓細胞を非常に強く刺激する重要なエピト
ープであることが証明された。更に、HLA-DR3
結合モチーフにおける 9個のアミノ酸（図 2
拡大図）のうちで、4番目のアミノ酸がグル
タミン酸、あるいはアスパラギン酸である
hTSHR ペプチドは免疫原性が高いと考えられ
た(Inaba et al J Clin Endocrinol 
Metab:2010;95:2909-2916, Inaba H et al 
Thyroid:2009;19:1271–1280, Inaba et al J 
Clin Endocrinol Metab:2006;91:2286-2294）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
２．研究の目的 
当研究の目的はこれらの知見を基盤に
HLA-DR 分子の抗原提示に着目した新規免疫

調節性ペプチドや免疫抑制性 Siglec リガン
ドを用いた安全かつ効果的な GDや GD眼症の
抗原特異的治療への臨床応用である。 
GD に関する TSHR エピトープは上記のよう
に一部は解明されたが、Th1、Th2、Th17、制
御性 T細胞(Treg)に関与する免疫機構、多種
の HLA-DR に対する免疫反応、GD 眼症との相
違点等が不明であるため、今回の研究対象と
する。また、日本人 GD に多い HLA-DRB1*08:03
等、他の HLA-DR に関する研究を開始し臨床
的に GD・GD 眼症の新規治療法の開発に繋げ
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
申請者が開発した新規免疫寛容誘導ペプ
チド：37m について概説する。上述の GD のエ
ピトープである hTSHR(AA78-94)の変異ペプ
チド：37m:ISRIYVSIDATLSQLES は、hTSHR37
に関する HLA-DR3/TCR 結合モチーフの 5番目
のアミノ酸の Vが Aに、8番目のアミノ酸の
Qが Sに置換されており、HLA-DR3 に対する
結合性を保持したまま、T細胞受容体に対し
て結合力が減弱する。HLA-DR3TG マウスにお
いて、hTSHR37 単独での免疫に比して、37ｍ
を共に免疫した場合は、B細胞反応性と T細
胞反応性に対しての抑制効果がみられた
(Inaba et al Endocrinology:2013;154: 
2234-2243)。 
今回まず、hTSHR37 並びに 37m を GD モデル
HLA-DR3TG マウスに接種し免疫抑制効果を評
価した（下記１－４）。 
（１）最初に、HLA-DR3 遺伝子を有する GD モ
デルマウスを作成するため、hTSHR-A サブユ
ニット（AA1-289）をコードしたアデノウイ
ルス：Ad-TSHR289 を精製濃縮し HLA-DR3TG マ
ウスに免疫し、GD モデル HLA-DR3TG マウスの
作成を試みた（確立された GD モデルマウス
作成手法：Endocr Rev:2005;26:800-32）。す
なわちヒト免疫システムを有する GD モデル
マウスを作成することを目標とした。まず血
清にてTRAb、TSAbと甲状腺機能を測定した。
次に、マウスから摘出・単離した脾臓細胞を
抗原である hTSHR 蛋白と 72 時間培養後 BrdU
アッセイにおいて細胞増殖反応を評価し、さ
らに甲状腺組織と眼組織を評価した。 
（２）次に Ad-TSHR289 の免疫前に抗 CD25 抗
体を接種し Treg 抑制による GDの免疫応答増
強効果を評価した。TRAb、TSAb、甲状腺機能
に加えて、甲状腺組織と眼組織を評価した。 
（３）Ad-TSHR289 の免疫後に 37m を接種し、
その免疫調節作用を評価した。37m の投与経
路については、経口、皮下注射、腹腔内投与
の検討を行い、更に 37m の溶媒は DMSO 溶解
後に PBSにて希釈したものと IFAとの混和後
エマルジョンにて投与したものの検討を行
った。 
（４）GD モデル HLA-DR3TG マウスに 37m を投
与し甲状腺機能、TRAb、脾臓細胞中の Treg
分画を評価した。 
 



４．研究成果 
 （１）最初に、Ad-TSHR289 を HLA-DR3TG マ
ウスに免疫し GD モデル HLA-DR3TG マウスの
作成を試みた。その結果、7/10 匹のマウスに
おいて TRAb 陽性あるいは TSAb 陽性と甲状腺
機能亢進症を認めた。なお、マウスから摘
出・単離した脾臓細胞が、in vitro にて抗原
である TSHR 蛋白と 72 時間培養後 BrdU アッ
セイにおいて細胞増殖反応を示した。一部の
マウスにおいて、組織学的には甲状腺濾胞上
皮細胞の円柱化とコロイド増大とコロイド
内空胞増加を認め、GD に矛盾しない所見であ
った。甲状腺内にリンパ球の浸潤は明らかで
はなかった。組織学的には軽度の眼症を認め
た。以上よりヒト臨床モデルに近い GD モデ
ルマウスが作成されたと考えられた。 
（２）Ad-TSHR289 の免疫前に抗 CD25 抗体を
接種した結果、多くの TRAb 陽性マウス（7/8
匹）および TSAb 陽性マウス（6/8 匹）を認め
た。甲状腺機能は半数が軽度亢進で残りは正
常であった。組織学的評価において、甲状腺
内にリンパ球の浸潤を 10％以上認めるマウ
スを 5/8 匹に認めた。興味深いことに、2匹
は眼窩脂肪組織が増殖様変化を示し GD 眼症
の可能性が考えられた。抗 CD25 抗体を接種
したマウスにおいても BrdU アッセイにおい
て脾臓細胞が TSHR 蛋白に対して増殖反応を
示した。すなわち、抗 CD25 抗体を接種した
マウスにおいては GD に慢性甲状腺炎様の病
態を合併したものと思われた。 
（３）Ad-TSHR289 の免疫後に 37m を接種し、
その免疫調節作用を評価した。37m の投与経
路並びに 37mの溶媒の検討の結果、37mを IFA
とのエマルジョンにて投与した際に最も
TRAb 及び TSAb 値低下作用が見られた。よっ
て、37m は GD モデル HLA-DR3TG マウスにおい
て治療効果を有すると思われた。 
（４）。さらに、GD モデル HLA-DR3TG マウス
に 37m を投与した結果、甲状腺中毒症と TRAb
産生の抑制、脾臓細胞中の Treg 分画の増加
を認めた（図３）。すなわち、37m により免疫
が抑制され、治療効果が得られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
なお、表題に述べられている TRAb 産生抑
制性作用を有する Siglec リガンドプラスミ
ドは現在作成途中である。 
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