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研究要旨  

 Foxp3は制御性 T細胞（Treg）の分化と機能を司るマスター転写因子として知られているが、近年

CD4+Foxp3+T細胞の可塑性と多様性が示されている。SLE患者における Foxp3+Tregの検討がこれまで行わ

れてきたが、結果の再現性に乏しく一定の結論は得られていない。そこで、SLEの病態形成における

CD4+Foxp3+T細胞の役割を検討するため、末梢血を用いて CD4+細胞中の Foxp3+T細胞の比率を調べた。そ

の結果、予想に反して SLE患者では健常人に比べて CD4+Foxp3+T細胞が有意に増加し、その比率は疾患活

動性と相関していた。また、foxp3遺伝子プロモーター領域の解析では、SLE末梢血中に増えている

CD4+Foxp3+T細胞はプロモーター領域が脱メチル化された胸腺由来Treg（nTreg）であることが確認された。

活動期 SLE末梢血中で増加している CD4+Foxp3+T細胞は、健常人で通常は発現を欠くまたは低い CD49d、

CD127を高発現し、免疫抑制活性と関連する Helios、CD152を発現し、同時に Th17に特徴的な CD161、IL-17

を発現していた。同種リンパ球混合試験による免疫制御能の検討では SLE、健常人由来 CD4+CD25+細胞は

同程度の免疫制御能を有していた。ループス腎炎腎組織では CD4+IL-17+細胞の多くが Foxp3を発現してお

り、その割合は対照として用いた IgA腎症に比べて有意に高かった。以上より、活動期 SLE末梢血で増加

している nTregは Tregと Th17両者の特徴を兼ね備えたユニークな ex-Tregサブセットで、SLEの病態形成

に関わる可能性が示された。 

 

A. 研究目的 

 免疫システムには過剰な応答を抑制するための

ブレーキシステムが存在しており、その破綻が

種々の自己免疫疾患の発症要因のひとつと想定さ

れている。免疫制御機構のひとつに、制御性 T細

胞（Treg）による末梢性トレランスの維持が知ら

れている。代表的なサブセットとして胸腺由来の

CD4+CD25high胸腺由来 Treg（nTreg）が知られてお

り、nTregへの分化を規定するマスター遺伝子と

して Foxp3が同定されている。 

近年、Foxp3を発現する CD4+細胞は単一の細胞

集団ではなく、nTreg、末梢誘導性 Treg、さらには

活性化したエフェクターT細胞など、様々な亜集

団を含む分画であることが明らにされた。当然な

がら、これら CD4+Foxp3+分画の機能は同一でなく、

それぞれが異なる病態と関連する可能性がある。 

多くの自己免疫疾患で Foxp3+Tregの減少・機能

低下が報告されているが、SLE患者におけるこれ

までの検討では一定の結果が得られていない。そ

こで、CD4+Foxp3+細胞の多様性に着目し、SLE患

者における CD4+Foxp3+細胞分画の異常とその病

態における役割を追究した。 

 

B. 研究方法 

１．対象 

アメリカリウマチ学会の 1980年分類基準を満

たす SLE47例、健常人 16例を対象とした。SLE

患者の検体採取時の臨床情報（抗 dsDNA抗体価、

白血球数、リンパ球数、ヘモグロビン、血小板数、

ESR、ヘマトクリット、血清アルブミン、CRP、

総補体価、血清クレアチニン、蛋白尿、SLEDAI、

SLAM）は履歴的に調査した。SLEDAIが 5以上

を活動性ありとした。SLE患者 6例を対象として

疾患活動期と寛解期の経時的変化を検討した。ま

た、自己免疫性疾患の対照として多発性硬化症

（MS）15例、原発性免疫性血小板減少症（ITP）

16例を用いた。腎組織を用いた検討では、保存腎

組織の中からループス腎炎（ISN/RPC分類 IV型）

6例、IgA腎症を合併した関節リウマチ 5例を無

作為に抽出した。 
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２．細胞の調製 

採取した末梢血は比重遠心法により末梢血単核

球（PBMC）を分離し、以下の検討に用いた。一

部の実験では、PBMCから磁気細胞分離により

CD4+細胞を分離した。分離した細胞の純度は 95%

以上であった。 

 

３．CD4+Foxp3+細胞のフェノタイプ解析 

CD4+Foxp3+細胞の表面抗原は、PBMCを抗 CD4

抗体（Beckman Coulter）、抗 CD25抗体（BD）、抗

CD45RA抗体（BD）、抗 CD49d抗体（BD）、抗

CD127抗体（BD）、抗 CD152抗体（Biolegend）、

抗 CD161抗体（Biolegend）を組み合わせて蛍光標

識後、抗 Foxp3抗体（eBioscience）によって細胞

内染色を行い、フローサイトメトリー（FACS 

Calibur; BD Biosciences）を用いて解析した。また

一部の実験では、細胞内染色時に抗 Helios抗体

（Biolegend）、抗 IL-17抗体（Biolegend）も同時に

染色した。 

 

４．foxp3遺伝子プロモーター領域の Treg特異的

脱メチル化領域（TSDR）の解析 

分離した CD4+細胞からゲノム DNAを回収し、

bisulfite処理後にメチル化特異的定量的 PCR法を

施行した。各検体中における、TSDRがメチル化

された DNAのコピー数と TSDRが脱メチル化さ

れた DNAのコピー数をもとに、TSDRが脱メチル

化された細胞の比率を算出した。CD4+細胞中にお

ける TSDR脱メチル化細胞の比率を nTreg比率と

した。 

 

５．Tregの免疫制御能の検討 

 既報にしたがって、同種リンパ球混合試験

（MLR）の原理を利用した手法で CD4+CD25+細胞

の免疫制御能を評価した。PBMCから磁気細胞分

離により CD4+CD25+細胞と CD4+CD25-細胞を分

離した。分離した細胞の純度は、前者で 90%以上、

後者で 95%以上であった。抗 CD3抗体存在下で放

射線照射 PBMC（60 Gy）と CFSE標識した同種

CD4+CD25-細胞を 5日間共培養し、フローサイト

メトリーを用いて CD4+細胞の細胞輝度を解析し

た。陽性コントロールとして PHA（1 μg/mL）を

用いた。蛍光輝度の低下した分裂細胞の全 CD4+

細胞における割合を求めた。Tregの免疫制御能は、

PBMCと同種 CD4+CD25-細胞の共培養時に

CD4+CD25+細胞を添加することで観察される細胞

分裂の抑制効果で評価した。 

 

６．腎組織における IL-17+Tregの検討 

 パラフィン腎組織切片を用いてマウス抗 CD4

抗体（Abcam）、マウス抗 FoxP3抗体（Abcam）、

ラビット抗 IL-17抗体（Abcam）と反応させた。2

次抗体は Alexa488標識抗マウス IgG抗体、
Alexa568標識抗マウス IgG抗体、Alexa660標識
抗ラビット IgG抗体（すべて Life Technologies）
を用いた。蛍光顕微鏡（Olympus、x400）で観察

し、CD4+IL-17+細胞における FoxP3発現細胞の割

合を評価した。 

 

６．統計学的解析 

2群間の比較と臨床情報との相関解析はそれぞ

れMann-Whitney U-testと Pearson's correlation 

coefficientを用いて解析した。 

 

（倫理面への配慮） 

 本研究は慶應義塾大学医学部の倫理委員会での

承認後に行った。検体採取の際には、事前に文書

によるインフォームドコンセントを得た。 

 

C. 研究結果 

１．健常人と SLE患者における CD4+細胞中の

Foxp3+細胞比率の比較 

 CD4+細胞中における Foxp3+細胞の比率は SLE

患者で健常人に比べて有意に増加していた（P < 

0.01）。同一患者の検体を用いた経時的な解析では、

治療による疾患活動性低下に伴って CD4+Foxp3+

細胞の比率が減少した（r = 0.57、P < 0.01）。一方、

CD4+細胞中におけるFoxp3+細胞の比率はMSと原

発性 ITPでは健常人と同等で、CD4+Foxp3+細胞比

率の増加は SLEに特徴的であった。 

 

２．SLE患者における CD4+細胞中の Foxp3+細胞

比率と臨床情報との相関関係 

 CD4+細胞中における Foxp3+細胞の比率は抗二

本鎖 DNA抗体価（r = 0.52、P < 0.01）、SLEDAI（r 
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= 0.57、P < 0.01）と正の相関を、血清総補体価（r 

= 0.52、P < 0.01）と負の相関を示した。なお、他

の臨床情報との間に関連は認めなかった。 

 

３．健常人と SLE患者における CD4+細胞中の

TSDR脱メチル化細胞比率の比較 

CD4+細胞中における TSDR脱メチル化細胞の

比率はSLE患者で健常人に比べて有意に増加して

いた（P < 0.01）。また、TSDR脱メチル化細胞の

比率は CD4+細胞中 Foxp3+細胞の比率と有意に相

関していた（r = 0.52、P < 0.01）。CD4+Foxp3+細胞

と CD4+Foxp3‒細胞を分離し、TSDR脱メチル化細

胞の比率を測定したところ、健常人と同様に SLE

患者においても CD4+Foxp3+細胞の TSDRは完全

に脱メチル化されていた。一方、CD4+Foxp3‒細胞

の TSDRは両群ともに完全にメチル化されていた。 

 

４．SLE末梢血中で増加している nTregフェノタ

イプの解析 

 SLEでは健常人に比べて CD4+Foxp3+細胞表面

における CD25の発現が低下（P < 0.01）、CD49d

と CD127（P < 0.01）の発現が増加していた（両者

共に P < 0.01）。また、Treg分画では naïve Treg

（CD4+Foxp3+CD25+CD45RA+）が SLEで増加して

いたが（P = 0.03）、authentic Treg

（CD4+Foxp3+CD25high）、effector Treg

（CD4+Foxp3+CD25+CD49d‒）、高純度 Treg

（CD4+Foxp3+CD25+CD127lowおよび

CD4+Foxp3+CD25highCD127low）、高純度 effector Treg

（CD4+Foxp3+CD25+CD49d‒CD127low）に差はなか

った。 

 最近、SLE末梢血中で免疫制御活性を促進する

転写因子Heliosを発現するTregの増加が報告され

ている。そこで、SLE、健常人それぞれ 16例ずつ

を対象に、CD4+Foxp3+細胞における Treg機能に関

わる Heliosと CD152、Th17に特徴的な CD161と

IL-17に加えて CD127、CD49dの発現をフローサ

イトメトリーで検討した。SLEでは健常人に比べ

て CD49d、CD127陽性細胞の比率が高く（両者と

も P < 0.01）、昨年度の結果と同様であった。Helios、

CD152の発現細胞の比率に差はなかったが、SLE

では健常人に比べて CD161、IL-17発現の割合が

統計学的に有意に高かった（両者とも P < 0.01）。

多重染色での解析では、CD4+Foxp3+Helios+細胞と

CD4+Foxp3+CD49d+細胞は明確に異なるサブセッ

トであった。 

 そこで、次に CD4+Foxp3+CD49d+細胞における

各種分子の発現を SLE16例、健常人 16例で比較

した。両群間で CD127発現頻度に差はなかったが、

SLEで健常人に比べて Helios、CD152の発現割合

が高く（両者とも P < 0.01）、CD161、IL-17の発現

割合も高かった（P < 0.01、P < 0.05）。したがって、

SLE末梢血で増えている CD4+Foxp3+CD49d+細胞

はnTregとTh17の特徴を兼ね備えている可能性が

示された。 

 

５．末梢血 Tregの免疫制御能の検討 

Foxp3は細胞内蛋白であるためCD4+Foxp3+細胞

を分離することができないため、末梢血より Treg

に相当するCD4+CD25+細胞を分離して、同種MLR

で評価される免疫制御活性を SLE、健常人で比較

した。検討した SLE2例と健常人 3例由来の

CD4+CD25+細胞はすべて免疫制御能を有しており、

増殖阻害活性も同等であった。ちなみに、SLE末

梢血中で増加している CD4+Foxp3+細胞はほぼ全

てが CD25を発現していた。 

 

６．ループス腎炎組織における CD4+Foxp3+IL-17+

細胞の検出 

SLE末梢血で増えている CD4+Foxp3+CD49d+細

胞が病変部組織にリクルートされ病変形成に関与

する可能性を検討するため、ループス腎炎 6例お

よび IgA腎症 5例由来の腎組織を用いた免疫組織

染色を行った。ループス腎炎、IgA腎症両者で主

に間質に CD4+IL-17+T細胞の浸潤がみられた。そ

こで、CD4+IL-17+ T細胞における Foxp3陽性細胞

の割合を比較すると、IgA腎症に比べてループス

腎炎で有意に高かった（P = 0.006）。 

 

D. 考察 

 SLE患者において CD4+細胞中の Foxp3+細胞の

比率は増加しており、疾患活動性と正の相関がみ

られた。活動期 SLE末梢血中で増加している

CD4+Foxp3+T細胞は、(1) Foxp3遺伝子プロモータ

ー領域は脱メチル化された胸腺由来 nTreg、(2)健

常人で通常は発現を欠くまたは低い CD49d、
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CD127を高発現し、(3)免疫抑制活性に関連する

Helios、CD152を発現するとともに免疫制御能を

有し、(4)Th17に特徴的な CD161、IL-17を発現す

ることが明らかとなった。これら細胞は Treg本来

の免疫制御能と Th17エフェクター活性の両者を

兼ね備えた、きわめて特異な T細胞サブセットと

考えられた。マウスにおいて同様の T細胞サブセ

ットが報告されており、ex-Tregと呼ばれているが、

ヒトでの報告はこれまでない。ex-Tregは免疫制御

能を有することから活性化 T細胞が Foxp3を発現

したとは考えづらく、何らかの病的環境下で Treg

亜集団の一つが増殖したか、あるいは nTregから

分化したサブセットのいずれかと考えられる。近

年、Tregの可塑性（plasticity）が議論されている

が、生体内では Tregと Th17を明確に分けること

が困難なことが示された。 

 IL-17産生能を有する CD4+Foxp3+細胞が強皮症

や関節リウマチ患者末梢血中に検出されることが

報告されている。これらは Foxp3low、CD45RA-で

ある点は SLE末梢血中で増えていた CD4+Foxp3+

細胞と同様だが、免疫制御能を欠く点が大きく異

なる。CD4+Foxp3+IL-17+細胞は関節リウマチの末

梢血のみならず病変部滑膜でも検出され、病態を

促進するエフェクターとして作用すると考えられ

ている。 

 SLE末梢血中で増加していた CD4+Foxp3+IL-17+

細胞もループス腎炎腎組織にリクルートされてい

ることが確認された。SLE患者末梢血中の

CD4+Foxp3+細胞比率は疾患活動性（SLEDAI）、抗

二本鎖 DNA抗体価と相関することとあわせて、

SLE活動期の免疫炎症病態との関連が示唆された。

これら T細胞サブセットは病変局所で IL-17産生

を介して炎症を惹起すると考えられるが、CD152

を発現して免疫制御能を有することから T細胞の

活性化を抑制する可能性もある。これらサブセッ

トの病態への関わりの解明には、今後のさらに詳

細な検討を要する。 

 本研究成果により、本来は免疫抑制に働く nTreg

が免疫応答や炎症を惹起することでSLE病態に関

わる新たな病態概念が示された。今後 ex-Treg分

画の詳細な機能解析や分化を制御する因子の同定

が SLEの病態解明、新規治療法の開発につながる

かもしれない。 

 

E. 結論 

活動期 SLE末梢血で増加している nTregは Treg

と Th17両者の特徴を兼ね備えたユニークなサブ

セットで、SLEの病態形成に関わることが明らか

にされた。 
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