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研究成果の概要（和文）：本研究はイヌの炎症性腸疾患に対し、ラパマイシン（シロリムス）を投与することにより、
1. 犬炎症性腸疾患におけるラパマイシンの新規治療薬としての有用性、2. 犬炎症性腸疾患の病態におけるTregおよに
Th17の関与、についての検討をおこなうことを目的とした。
ConA刺激条件下で培養した犬末梢血リンパ球にラパマイシン、IL-2、TGFbをさまざまな組み合わせで添加したが、いず
れの組み合わせもConA単独添加と比較してTregの割合および絶対数の大幅な増加を誘導することができなかった。ConA
刺激以外の条件下における検討が必要なものと考えられた。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was; 1. To evaluate the effect of Rapamycin in canine 
Inflammatory bowel disease as a novel therapeutic drug; 2. To investigate the involvement of Treg and 
Th17 cells in clinical pahology of canine inflammatory bowel disease.
We added Rapamycin, IL-2 and TGFb to ConA-stimulated canine peripheral lymphocytes in various 
combination. However, compared to lymphocytes cultured with ConA alone, neither of the combination 
achieved significant increase in Treg cell percentage nor numbers. It might be necessary to evaluate 
culture condition other than ConA stimulation-based method.

研究分野：獣医内科学
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１．研究開始当初の背景 
ラパマイシン（シロリムス）は細菌から分
離された免疫抑制剤であり、抗癌剤としての
作用も認められている。近年、ヒトやマウス
においては制御性 T 細胞 (Treg) を増加させ
るとともに、IL-17 産生リンパ球サブセット
である Th17 を減少させる効果があることが
分かってきた (Strauss et al, J Immunol, 2007; 
Yin et al, Immunology, 2013)。 
犬の炎症性腸疾患は多様な病態を内包する
混成疾患群と考えられており、下痢や嘔吐、
食欲不振などの慢性の消化器症状を特徴と
する (Allenspach et al, J Vet Intern Med, 2007)。
その病態は未だ不明な点が多いが、環境要因、
遺伝的要因に加え、炎症部位における CD3
陽性 T細胞、CD4陽性 T細胞や形質細胞の増
加など (German et al, J Vet Intern Med, 2001; 
Jergens et al, Am J Vet Res, 1996) 過剰な免疫
系の活性化が示唆されている。 
近年、犬の炎症性腸疾患において、腸粘膜
に存在する Treg の数が減少しているとの報
告がなされた (Junginger et al, Vet Res, 2012)。
Treg の減少は、Th17 リンパ球サブセットの
増加とともにヒト炎症性腸疾患の病態にお
いて重要とされる所見であり、犬炎症性腸疾
患の病態にも深く関与している可能性があ
る。そこで、ラパマイシンが犬リンパ球に対
して同様の作用を示す場合、犬炎症性腸疾患
における免疫異常を効果的に改善する新規
治療薬となり得るのではないかとの着想に
至った。 
 
２．研究の目的 
免疫抑制剤であるラパマイシンには Tregを
増加させ、Th17を減少させる作用があること
が報告されている。犬の炎症性腸疾患の病態
については未だ不明な点が多いが、近年、症
例犬の腸組織においては抑制性の活性を有
する Treg が減少しているとの知見が発表さ
れた。犬 Th17 に関する研究はなされていな
いが、ヒトやマウスの炎症性腸疾患と同様、
Treg と Th17 の不均衡が発病メカニズムにお
いて重要である可能性が考えられる。本研究
は、炎症性腸疾患罹患犬に対してラパマイシ
ンを投与することにより、⑴犬炎症性腸疾患
におけるラパマイシンの新規治療薬として
の有用性、⑵犬炎症性腸疾患の病態における
Treg および Th17 の関与、についての検討を
行うものである。 
 
３．研究の方法 

(1) Tregおよび Th17の検出 

リンパ球 in vitro試験においてはCD4, CD25, 
FoxP3は多重染色によりTregをフローサイト
メトリーで検出することが可能である。また、
組織切片における FoxP3発現は免疫組織化学
により検出できる。これらについては、既存
の方法を用いる。Th17のマーカータンパク質
は犬においては明らかではないので、Th17
由来サイトカインである IL-17のmRNA発現
を検討するものとする。 

(2) ラパマイシンを用いた犬リンパ球の in 
vitroにおける選択的誘導 
犬リンパ球に対するラパマイシンの Treg選
択的誘導効果を検証するため、in vitro試験を
行う。健常犬から分離した PBMCに対し、ラ
パマイシンを様々な濃度で添加した後、フロ
ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り
CD4+CD25+FoxP3+Treg 数の増減を検討する
とともに、上述の RT-PCRにより Tregおよび
Th17関連 mRNA発現の増減を検討する。 
 
４．研究成果 

(1) Tregおよび Th17の検出 
健常犬末梢血単核球を 3 日間 ConA 刺激条
件で培養したあと、CD4, CD25, FoxP3による
多重染色をおこなった。Treg分画は問題なく
検出可能であったものの、死細胞が多く含ま
れていたために Treg の正確な割合を測定す
るのが困難であった。当初使用したフローサ
イトメーターで検出できる蛍光は 3色までで
あり、死細胞の検出をおこなうことができな
かった。そこで使用するフローサイトメータ
ーを 2レーザーのものに変更し、CD4, CD25, 
FoxP3, 死細胞を同時に検出可能な系に変更
した。 
死細胞を検出する VFD780 色素を併用する
ことにより、正確な Treg数および割合の測定
が可能となった (図 1)。 

 
(2) ラパマイシンを用いた犬リンパ球の in 

vitroにおける選択的誘導 
健常犬末梢血単核球を以下の薬剤の添加条
件下で培養し、ConA (5 g/ml) 単独刺激条件



下の場合と Treg数および割合を比較した。 
①ConA + IL-2 (100 IU/ml) 
②ConA + TGF (2 ng/ml) 
③ConA + ラパマイシン (100nM) 
いずれの場合も ConA 単独添加の場合と比
較して Treg の数および割合の増加を引き起
こすことはなく、この条件下では Tregの選択
的誘導をおこなうことができなかった (図 2)。 

ConA + IL-2 + ラパマイシン、ConA + TGF 
+ ラパマイシンの組み合わせで作用させた
場合もこの傾向は変わらず、Tregの選択的誘
導を得るためには ConA刺激以外の条件を模
索するものがあると考えられた。 
この後、以下のような実験計画を進める予
定であったが、in vitroにおける選択的誘導を
得ることができなかったため、保留とした。 

(3) 健常犬におけるラパマイシン投与量の
検討 

(4) 炎症性腸疾患症例に対するラパマイシ
ンの試験的投与 

(5) Tregおよび Th17細胞の増減に関する検
討 
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