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研究成果の概要（和文）：本研究では硝子体による免疫制御機構、特にCD4+Foxp3+制御性T細胞の誘導作用につ
いて検討を行った。その結果、in vitroにて抗CD3抗体、抗CD28抗体で刺激培養したCD4+T細胞に対して硝子体は
TGF-beta1/2による制御性T細胞の誘導効果を促進すること、また制御性T細胞関連分子の発現の増強作用を有す
ること、また制御性T細胞の誘導はレチノイン酸受容体を介することが示された。以上より硝子体がTGF-beta1/2
を介して制御性T細胞の誘導の促進、眼局所の炎症制御に関与している可能性が示唆された。本結果からぶどう
膜炎の病態解明、新規治療法の開発へと繋がることが期待される。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we determined whether vitreous fluid can promote the 
generation of Foxp3+ CD4+ T regulatory (Treg) cells in vitro.  Vitreous fluid was collected from 
fresh porcine eyes, sterilized by filtration.  Vitreous was used for culture at a final 
concentration of 25%.  CD4+ T cells purified from pooled splenocytes from naive C57Bl/6J were 
stimulated with plate-bound anti-CD3 and anti-CD28 antibodies for 96h in the presence or absence of 
vitreous fluid.  CD4+ T cells were analyzed for Foxp3 expression using flow cytometry.  In some 
experiments, CD4+ T cells were cultured in the presence of vitreous fluid with or without TGF-beta1 
or 2. Vitreous fluid alone did not increase the frequency of Foxp3+ Tregs.  Although TGF-beta 1 or 2
 induced Foxp3+ Tregs in vitro, the frequency of TGF-beta1/2 induced Foxp3+ Tregs increased 
significantly in the presence of vitreous fluid.    These findings suggest that vitreous fluid may 
enhance TGF-beta-induced Foxp3+ Treg conversion.

研究分野：ぶどう膜炎
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１．研究開始当初の背景 
眼（前房）内は古くから「隔絶された免疫寛
容の場」として知られており、眼内に特殊な
免疫制御機構があると考えられてきた。事実、
前房水や硝子体液中には TGF-βを始めとす
る様々な免疫制御物質が存在し、眼内に生じ
る免疫反応の制御に関与していることが報
告 さ れ て い る (Streilein JW, Nat Rev 
Immunol.2003)。最近、米国 NIH の Caspi ら
は前房水を混合した培養液でT細胞を刺激培
養すると免疫寛容維持に重要な作用を持つ
Foxp3+制御性 T 細胞(regulatory T cells: 
Treg)が強力に誘導されることを報告し、前
房水自身が Treg 誘導因子として作用するこ
とを示した(Zhou R. et al, J Immunol. 2011)。 
これまで牛やヒト由来の前房水の免疫制御
能に関する報告は散見されるものの、硝子体
液の免疫抑制作用とその分子機序は不明で
ある。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では豚眼由来の硝子体液を用い
て、主要な免疫担当細胞である T細胞を硝子
体液の存在下で培養することにより、T 細胞
に対する硝子体の免疫抑制作用の解析、特に
Foxp3+制御性 T 細胞(regulatory T cells: 
Treg)の誘導効果について検討することを目
的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 硝子体による制御性T細胞の誘導効果の
検討 
①C57BL/6 マウスの脾臓を採取し、MACS 
beads を用いて CD4+T 細胞を分離する。 
②抗CD3抗体と抗CD28抗体を予め固相化した
96 well plate にて CD4+T 細胞(2x105/well)を
培養開始(control 群)、そこに硝子体液を加え
た群(vit 単独群)、TGF-β1(5ng/ml)を加えた
群(TGF-β1 単独群)、TGF-β1+硝子体液(培養
液全体の 25%)を加えた群(TGF-β1+ vit 群)を
準備し、96 時間培養。培養後に T細胞を採取
し、抗 CD４抗体、抗 Foxp3 抗体を用いて染色
し、フローサイトメーターを用いて制御性 T 
細胞誘導作用を比較する。 
 
(2)制御性 T細胞関連分子の発現の検討 
制御性T細胞に高発現していることが知られ
ている CD25、CD103、CD152 分子の発現につ
いて、上記実験 Aと同様の方法で CD4+T 細胞
を培養し、control 群、vit 単独群、TGF-β1
単独群、TGF-β1+ vit 群の各群で検討する。 
 

(3)レチノイン酸受容体阻害剤(LE540)存
在下での制御性 T 細胞増殖促進作用の変
動の有無 
抗CD3抗体と抗CD28抗体を予め固相化した
96 well plate にて CD4+T 細胞(2x105/well)
を 培 養 開 始 (control 群 ) 、 そ こ に
TGF-β1(5ng/ml)を加えた群(TGF-β1 単独
群)、TGF-β1+硝子体液(培養液全体の 25%)
を加えた群(TGF-β1+ vit 群)、TGF-β+硝子
体液+LE540 群(TGF-β1+ vit+LE 群)を準備
し、96 時間培養。培養後に T細胞を採取し、
抗 CD４抗体、抗 Foxp3 抗体を用いて染色し、
フローサイトメーターを用いて制御性 T 細
胞誘導作用を比較する。 
 
 
４．研究成果 
(1) 硝子体による制御性T細胞の誘導効果の
検討 
in vitro にて抗 CD3 抗体、抗 CD28 抗体で
CD4+T細胞を96時間培養後にCD4+T細胞中の
CD4+Foxp3+制御性 T 細胞数を control 群と
vit 単独群で比較したところ vit 単独群で有
意な増加は認められなかった。次に control
群、vit 群に加えて、TGF-β1単独群、TGF-β1 
+vit 群において制御性 T 細胞の誘導効果を
検討したところ、TGF-β1 単独群で制御性 T
細胞の誘導効果がみられ、さらに TGF-β1+ 
vit 群では制御性 T 細胞の誘導効果がさら
に促進された。これらの結果は、TGF-β2
を用いた実験系でも同様であった。 
 
(2)制御性 T細胞関連分子の発現の検討 
制御性T細胞に高発現していることが知られ
ている CD25、CD103、CD152 分子の発現を検
討したところ、TGF-β1単独群でCD25、CD103、
CD152 分子の発現上昇がみられ、さらに
TGF-β1+ vit 群では、上記分子の発現がさら
に促進された。これらの結果は、TGF-β2を
用いた実験系でも同様であった。 
 
(3) レチノイン酸受容体阻害剤(LE540)存在
下での制御性T細胞増殖促進作用の変動の有
無 
in vitro にて抗 CD3 抗体、抗 CD28 抗体で
CD4+T 細胞を培養する際にレチノイン酸受容
体阻害剤である LE540 を付加したところ、
TGF-β1単独群、TGF-β1+ vit 群で観察され
た制御性T細胞増殖作用は有意に抑制された。
これらの結果は、TGF-β2 を用いた実験系
でも同様であった。これらの結果から
TGF-βおよびTGF-β+ 硝子体による制御性T



細胞の誘導効果はレチノイン酸受容体を介
して作用していることが明らかとなった。 
 
上記結果から in vitro にて抗 CD3 抗体、抗
CD28抗体で刺激培養したCD4+T細胞に対して
硝子体は TGF-β1/2 による制御性 T細胞の誘
導効果を促進すること、また制御性 T細胞関
連分子の発現の増強作用を有すること、また
制御性T細胞の誘導はレチノイン酸受容体を
介することが示された。これらの結果から硝
子体が TGF-β1/2 を介して制御性 T細胞の誘
導の促進、眼局所の炎症制御に関与している
可能性が示唆された。 
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