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研究要旨 

ヒトの免疫系は多くの点でマウスの免疫系と似ているが、細部については差異があることから、マウス

を中心とした動物モデルでの知見はヒトの免疫学に直接的に応用できない。しかし、分析の困難さから、

マウスの免疫システムの理解と比べヒトの免疫系の理解は十分でない。これらのことから欧米を中心に

ヒト免疫学の充実が提唱されているが、我が国では本格的な取り組みは始まっていない。本研究では、

獲得免疫の中心である T細胞に焦点をあて、ヘルパー型 T細胞、制御性 T細胞などの機能的サブセット

およびその亜集団をヒトでどのように把握するか、各疾患でどのような異常が起こっているか、それを

修復するにはどのような方向の治療が考えられるかなどについて、内科、小児科の研究者が疾患横断的

に研究を進めることを目的としている。平成２４年度は、ヒトの各 T細胞サブセットの検出、各疾患に

おける遺伝子発現の検出、機能異常の検出、各種治療薬の影響の検出などの多くの方法論や情報を共有

し、平成２５年および２６年度には、実際の健常人および患者サンプルでの解析を進めた。 

 

Ａ.研究目的 

本研究の目的は、獲得免疫の中心であり免疫応

答をコントロールする T細胞に焦点を当て、その

機能的サブセットを末梢血リンパ球を中心とした

ヒトサンプルでどのように把握するか、健常人集

団と比較して各疾患でどのような異常が起こり病

態形成に繋がるのか、それを修復するにはどうし

たら良いか、などに関して各分担研究者間で情報

交換を行いながら横断的に検討することである。 

現在の免疫学研究はモデル動物であるマウスを

中心に目覚ましい進展を遂げており、次々に新し

い分子、細胞などが明かになっている。しかし、

マウスとヒトの免疫システムは似ているが完全に

同じではない。実際に、マウスで明らかになった

知見をそのままヒトの疾患研究に応用することは

容易ではない。例えば、制御性 T細胞の表面マー

カーもマウスと同じではない。従って、ヒトとマ

ウスの新しい情報を的確に把握しつつ、解析を進



める必要がある。しかし、分析の困難さから、マ

ウスの免疫システムと比べ、ヒトの免疫系の解析

と理解は十分でない。これらのことからヒト免疫

学の充実が提唱されており、諸外国では積極的な

研究が開始されているが、我が国での具体的な取

組はほとんどない。 

このような状況を踏まえ、本研究では、今まで

ヒトの免疫疾患領域で研究を進めてきた内科、小

児科の研究者が、疾患横断的にヒトの T細胞に関

して研究を進めることを目的とした。ヒトの各 T

細胞サブセットを如何に的確に検出するか、その

機能を如何に解析するか、現在使用中や開発中の

治療薬が試験管内や生体内で T細胞サブセットや

遺伝子発現に如何に影響を及ぼすかなど多くの解

決しなければならない問題がある。これらに関し

て、本領域に関する我が国の第一線研究者を分担

研究者として集結し、多くの方法論や情報を共有

し、議論を進めていくことで、我が国におけるヒ

ト免疫学の端緒を開くことが目的である。 

 

Ｂ.研究方法 

平成２４年度には複数の研究会を開催し、共通

の方法論の採用などの議論を行った。これをもと

に平成２５・２６年度にはこれらを継続させなが

ら、研究成果に関する議論を進めた。研究代表者

の山本は、各研究者が使うヘルパー型 T細胞、キ

ラー型 T細胞、制御性 T細胞などの T細胞サブセ

ットおよびそのナイーブ、メモリーなどの亜集団

の分離・解析法に関して、Human Immunology 

Project Consortium( HIPC)の標準化法（Nat Rev 

Immunol.12:191, 2012）を参照しながら、健常人

サンプルでの標準的な方法を試行し、スタンダー

ドな方法として提示すること、各種治療薬の供給

に関しての交渉などを通して、共通に使える試薬

の整備などを継続的に行った。さらに関節リウマ

チ(RA)の免疫学的異常と臨床像との関連を明らか

にするため、HLA-DRB1 タイピングによる shared 

epitope(SE)の有無との関連を検討した。 

森尾分担研究者は、単一遺伝子異常による原発

性免疫不全症における自己免疫疾患の発症機構と

ヘルパーT細胞（Th）サブセットの関与に関して

の研究を進める為、１０カラーFACS を用いた解析

を行った。さらに B細胞受容体、T細胞受容体に

ついて、次世代シークエンサーを用いて解析を行

った。 

保田分担研究者は、T細胞の分化に重要である

が一部の膠原病患者 T細胞で発現が低下している

RasGRP1 蛋白およびのスプライシング因子の

ASF/SF2 に注目して、全身性エリテマトーデス

(SLE)患者と健常人末梢血を比較した。具体的には

末梢血より T細胞を単離し、RNA を抽出、ASF/SF2, 

RasGRP1 およびその下流の DNMT1 の発現を検討し

た。松本分担研究者は、動物モデルの関節炎発症

早期の脾臓とRA患者CD4陽性Ｔ細胞に共通して高

発現が認められる HCgp-39(human cartilage 

glycoprotein 39)と FPR2 (forml peptide 

receptor 2)に着目し、これらによるＴ細胞サブセ

ットと自己免疫病態への関連を検討した。健常人

及び RA患者から単離した末梢血単核球及び CD4+T

細胞のサブセット(Th1, Th2, Th2)における発現を

検討した。 

小竹分担研究者は、病態形成の主役であるヘル

パー型 T細胞に関して、発症早期関節炎で未治療

の患者におけるヘルパーT細胞、特に Th17 細胞分

画を解析した。桑名分担研究者は病態形成を抑制

する制御性 T 細胞（Treg）に関して、CD4+Foxp3+

細胞の多様性に着目し、 SLE 患者末梢血

CD4+Foxp3+T 細胞および CD4+Foxp3+CD49d+細胞の細

胞比率、各種遺伝子発現を検討した。さらに免疫

抑制機能を調べる為、磁気ビーズおよびフローサ

イトメトリーによるソーティングで分離し、同種

混合性リンパ球反応における抑制能を評価した。 

田村分担研究者は、これまで我が国で発症頻度

が低いために検討がされてこなかった強直性脊椎

炎(ankylosing spondylitis: AS) の末梢血単核球

の検討を行った。さらにこの単核球を刺激し、サ

イトカイン産生細胞の頻度を細胞内染色で解析し

た。上阪分担研究者は、多発性筋炎・皮膚筋炎に

ついて、末梢血リンパ球分画異常の存在を明らか

にすることを主目的とし、Flow cytometer による

解析を行った。 

藤尾分担研究者は、独自に見出した新規 LAG3



陽性制御性 T細胞について、ヒト疾患の末梢血の

LAG3 陽性制御性 T細胞を FACS で解析、ソーティ

ングで回収し遺伝子発現や機能を評価した。具体

的には、健常人の末梢血および扁桃腺、RA、SLE

患者の末梢血において、CD4 陽性 CD25 陰性 LAG3

陽性細胞を回収し、マウスでみられる抗体産生抑

制能で重要な分子である TGF-β3について解析し

た。 

田中分担研究者は、SLE における活性化 Tfh 細

胞、B細胞サブセットの質的異常を明らかにする

ことを目的とし、末梢血を採取し 8カラーフロー

サイトメトリーを用いて、DC、T細胞、B細胞のサ

ブセットの細分類を試み、各サブセット間および

患者背景との相関を検討した。さらに、ヒト末梢

血ナイーブ T細胞を TCR 架橋と各種サイトカイン 

(IL-6, IL-12, IL-21, IFN-α/β/γなど)で分化

誘導させ、ケモカイン受容体、転写因子 Bcl-6、

T-bet などの発現を検討した。川上分担研究者は、

健常人の末梢血におけるCD52high T細胞がCD52low T

細胞活性を抑制する機能を有する可能性が示唆さ

れていることから(Nat Immunol. 2013:741-8.)、

SLEにおけるCD4+CD52low細胞とCD4+CD52high細胞の

役割を検討した 

 

Ｃ.研究結果 

山本研究代表者は、RA 患者の免疫担当細胞と

HLA-DRB1 の疾患感受性遺伝子型(SE)、ケモカイン

受容体 CXCR4 との関連を検討した。SE陽性 RA 患

者では CD4+メモリーT細胞比率が増加しており、

この比率と T細胞の DR 陽性率、抗 CCP 抗体値に正

の相関がみられることを見出した。また CXCR4 は

RA患者T細胞では健常人に比して発現が亢進して

おり、CD4+メモリーT細胞における陽性率は、B

細胞の DR 発現量、活動性指標の DAS28、RA に特異

性の高い自己抗体である抗 CCP 抗体と正の相関が

あることを見出した。森尾分担研究者は原発性免

疫不全症に関しての解析を続けた。原因不明の患

者が含まれている Common variable 

immunodeficiency （CVID）患者の中には T細胞、

B細胞の分化障害から自己免疫疾患を発症する例

が存在する。そこで次世代シークエンサーにより

T細胞受容体（TCR）、B細胞受容体(BCR)の解析を

行い、CDR3 領域長、D・J領域の利用率、J領域に

おける新しい配列の追加などを検討した。この結

果、一部の患者に幾つかの領域における頻度の偏

りなどがあることを見出した。 

 保田研究分担者は、SLE 患者 T 細胞におけるス

プライシング因子ASF/SF2のmRNA発現レベルが健

常人と比較して有意に低下していること、この低

下が疾患活動性と関連があることを見出した。ま

た SLE 患者における ASF/SF2 の発現レベルは正常

RasGRP1、DNMT1 の発現レベルと強い正の相関をす

ることを見出した。 

松本分担研究者は、昨年度にマウスにおける抗

原誘発関節炎発症早期の T細胞に高発現している

HCgp-39 と FDR2 が、ヒトでもコントロールと比較

しRAのCD4陽性T細胞に高発現していることを見

出した。今年度はさらにこれを進め、HCgp-39 は

CD25+Foxp3+Treg にのみ高発現していること、リコ

ンビナント HCgp-39 は抗原特異的 T 細胞増殖や

Th1,Th17 からのサイトカイン産生を著明に抑制

することを見出した。小竹分担研究者は、発症早

期関節炎において、活性化 NK レセプターマーカー

のCD161が陽性でCXCR3陰性のメモリーヘルパーT

細胞が IL-17 産生細胞の 80%であることを見出し

た。 

桑名分担研究者は、昨年度までの検討から SLE

末梢血において Foxp3+胸腺由来 Treg（nTreg）が

増加し、その比率は疾患活動性と相関すること報

告した。しかし、最近 CD4+Foxp3+T 細胞の可塑性

と多様性が示されていることから、SLE 患者末梢

血 CD4+Foxp3+T 細胞の病態における役割を検討し

た。その結果、CD4+ Foxp3+ CD49d+細胞では nTreg

に由来する免疫抑制能は有するが、IL-17 を介し

て炎症病態を促進する可能性を見出した。 

田村分担研究者は、日本人で頻度が低く検討が

ほとんどされていない強直性脊椎炎の末梢血では、

単球の比率が高く、NK 細胞が低いことを見出した。

またCD4陽性T細胞の中では、Th17の頻度が高く、

Th1 は低い傾向があり、CD8 陽性 T細胞でも IL-17

の発現が亢進していることを明らかにした。 

上阪研究分担者は、初発・無治療の筋炎患者の



末梢血の解析を行い、健常人と比較して、CD4 優

位の傾向があり、特に central memory CD4 陽性細

胞が多く、naïve CD8 陽性細胞が少ない傾向を認

めた。制御性 T細胞は、健常人に比べて多い傾向

を見出した。 

藤尾研究分担者はヒト CD4 陽性 CD25 陰性 LAG3

陽性の新規制御性 T細胞に関して、試験管内での

濾胞性ヘルパーT細胞（Tfh）と B細胞の共培養に

よる抗体産生を抑制することを見出した。さらに

この細胞は培養により TGF-β3を発現し、ヒトリ

コンビナント TGF-β3は、ヒト B細胞の分裂およ

び抗体産生を抑制することを明らかにした。さら

にアバタセプト投与前後で検討したところ、アバ

タセプト投与後にヒト CD4 陽性 CD25 陰性 LAG3 陽

性細胞の LAG3 発現が増強することを見出した。 

田 中 分 担 研 究 者 は SLE 患 者 で は

CD4+ICOS+CXCR5+Tfh 細胞の比率、CD19+B 細胞中の

CD19+IgD-CD27+ effector memory B 細胞の比率が

増加し、両者に正の相関を認めることを見出した。

また、CD4+CXCR5+ CXCR3+の Tfh/Th1 細胞の可塑性

を有する細胞が増加し、この亜集団が IFN-γ産生

を介して CXCR5-CXCR3+memory B 細胞を誘導するこ

とを明らかにした。川上分担研究者は、SLE では

健常人や非SLE患者に比べてCD4+CD52low細胞の出

現がみられ、活動性と相関することから、病態形

成に関与している可能性を見出した。 

 

（倫理面への配慮） 

 ヒトゲノムの収集ならびに情報の提供および

ヒト末梢血の解析については、各施設の倫理委員

会の承諾を得、臨床検体はインフォームドコンセ

ントのもとに収集され、個人情報は漏洩のないよ

う管理された。個人情報を伝達しないレトロスペ

クテブ観察研究やアンケート調査は、連結不能・

完全匿名法とした。治験計画においては GCP 準拠

とし、被験者への不利益を最小限にとどめ、被検

者の得る利益を最大限にするよう配慮した。動物

実験に際しては、各施設の倫理委員会により承認

された実験計画書に基づいて実験を行った。 

 

 

Ｄ.考察 

欧米では、ヒト免疫学の重要性は以前から指摘

され、巨額の研究費による免疫担当細胞の網羅的

遺伝子発現のデータベース構築などが行われてい

る。一方、我が国ではこのような動きはなく、マ

ウスを用いた基礎免疫学での国際的なリードと比

較し、ヒト免疫学の研究は個々の研究者のレベル

では優れたものがあるものの、全体として満足す

べきレベルではない。 

本研究組織は、このような現状を改善し今後の

突破口を切り開くべく、我が国の臨床免疫学領域

の第一線で研究を行い、将来を担うことが期待さ

れている研究者を中心に構成されている。Human 

Immunology Project Consortium( HIPC) の提案す

るヒト末梢血細胞解析の標準化法（Nat Rev 

Immunol.12:191, 2012）も、実際に自らの研究室

で動くことが判明し、マニュアルも作成したこと

から、本研究を進めることが、我が国の疾患免疫

学の礎となり、新たな治療薬創出の為の直接的な

研究成果とともに、将来的な免疫治療推進施策の

拠点形成にも繋がると期待される。 

 

Ｅ.結論 

本研究は、我が国におけるヒト免疫研究と疾患

解析の研究体制の一つのモデルとなることが期待

される。 

 

F.健康危機情報 

 特記事項無し 
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関節リウマチ患者における包括的臨床免疫解析の試み 
 

分担研究者 山本 一彦 東京大学大学院医学系研究科アレルギーリウマチ学 教授 

研究協力者 住友 秀次 東京大学大学院医学系研究科アレルギーリウマチ学 助教 

  永渕 泰雄 東京大学大学院医学系研究科アレルギーリウマチ学 大学院生 

  藤尾 圭志 東京大学大学院医学系研究科アレルギーリウマチ学 講師 

 

研究要旨 ヒトにおける、関節リウマチ(RA)の免疫学的異常と臨床像、リスク遺伝子である HLA-DRB1 と免

疫細胞との関連を明らかにするために、RA 患者末梢血の免疫学的解析を行った。その結果、Plasmablast, 

Tfh-Th17 細胞が自己抗体産生に関係していること、また CD45RA-CXCR5-CCR6- CXCR3-細胞が疾患活動性と相

関があること、Memory T 細胞の CXCR4 陽性率が、疾患活動性、B細胞の HLA-DR 発現量と正の相関を示すこ

とが明らかとなった。RA 患者では多様な免疫学的異常が生じており、抗リウマチ治療によりそれらが是正

されうることが示唆された。

 

A. 研究目的 

 ヒトにおける、関節リウマチ(RA)の免疫学的異

常と臨床像との関連を明らかにするために、また

リスク遺伝子である HLA-DRB1 と免疫細胞との関

連を明らかにするために、臨床所見・免疫細胞動

態・HLA-DRB1 遺伝子型との関連について、包括的

な検討を試みた。 

 

B. 研究方法 

 早期未治療 RA 患者 8名を含む RA 患者 50 名、健

常人 25 名を対象とした。ヒト末梢血単核球（PBMC）

をマルチカラー染色によるフローサイトメトリー

解析を行うことで、CD4+T 細胞、B細胞、NK 細胞、

単球、樹状細胞それぞれのサブセット分類と、細

胞表面の HLA-DR 発現量の定量を行った。そして、

RA 患者の臨床情報と HLA-DRB1 タイピングによる

shared epitope(SE)の有無との関連を検討した。 

（倫理面への配慮） 

 ヒト検体を用いた実験であることから、検体採

取方法・個人情報保護方法・同意取得方法などに

関して東京大学医学部研究倫理審査申請を行い、

平成25年6月12日に承認され（審査番号10154）、

それに従って研究を進めた。 

 

C. 研究結果 

 DAS28とCD45RA-CXCR5-CCR6-CXCR3-細胞比率に正

の相関を認め、DAS28 と CD19+B 細胞比率に負の相

関を認めた。またRFとCD27highCD38high plasmablast

比 率 、 plasmablast 比 率 と

CD45RA-CXCR5+CCR6+CXCR3-(Tfh-Th17)細胞比率に

正の相関を認めた。早期未治療 RA 患者では、健常

人、治療後慢性 RA 患者と比較して、plasmablast

比率および Tfh-Th17 細胞比率が増加していた。

また早期未治療 RA 患者では、CD4+T 細胞、NK 細胞

上の HLA-DR 発現量が増加しており活性化を示し

た。SE の有無による各サブセット比率の有意な変

化を認めなかったが、SE 陽性者では B細胞、単球

上の HLA-DR 発現量増加を認めた。 

 興味深いことに、RA 患者ではすべての CD4 分画

において遊走に関わるケモカインレセプター

CXCR4 発現が亢進していた。CD4+CD45RA-Memory T

細胞の CXCR4 陽性率は、DAS28、抗 CCP 抗体値と正

の相関を示し、また B細胞の HLA-DR 発現量とも正

の相関を示した。 

 

D. 考察 

 Plasmablast, Tfh-Th17 細胞が自己抗体産生

に関係していること、また CD45RA-CXCR5-CCR6- 

CXCR3-細胞が疾患活動性と相関があることが示唆

された。早期未治療 RA 患者では多様な免疫学的異

常が生じており、抗リウマチ治療によりそれらが

是正されうることが示唆された。 



また、RA 患者 CD4 陽性 T細胞における CXCR4 発

現亢進は、遊走能と関係があると考えられるが、B

細胞上HLA-DR発現によってCXCR4発現が誘導され

る可能性が示唆され、更なる検討を行っている。 

 

E. 結論 

 ヒト PBMC について、マルチカラー染色のフロー

サイトメトリーを用いた解析を行うことで、関節

リウマチにおける多様な免疫学的異常の検討を行

うことが可能となった。得られた相関関係を基礎

に作業仮説を立て、各細胞集団の具体的な機能解

析を行うには更なる検討が必要であるが、今後解

析を重ね、関節リウマチの病因解明につなげてい

く方針である。 

 

F. 健康危機情報 

 特になし 

 

G. 研究発表 

 1. 論文発表 

 住友秀次「医学のあゆみ」250 巻 1 号 41-46 頁

2015年 1月 

2. 学会発表 

 ○ 第 58 回日本リウマチ学会（平成 26 年 4 月

25 日）「関節リウマチ患者における包括的臨床

免疫解析の試み」永渕泰雄、住友秀次、藤尾圭

志、山本一彦ほか 

 ○ 第 35回日本炎症・再生医学会（平成 27年 7

月 2日）「関節リウマチ患者における包括的臨床

免疫解析の試み」永渕泰雄、住友秀次、藤尾圭

志、山本一彦ほか 

○ 第 42 回日本臨床免疫学会（平成 26 年 9 月

25 日）「関節リウマチ患者における包括的臨床

免疫解析の試み」永渕泰雄、住友秀次、藤尾圭

志、山本一彦ほか 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況（予定を含む） 

 1. 特許取得 

 特になし 

2. 実用新案登録 

 特になし 

 3. その他 

 特になし 
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全身性エリテマトーデス患者 T細胞における RasGRP1 および関連分子に関する研究 
 

研究分担者 保田晋助 北海道大学大学院医学研究科 免疫・代謝内科学 講師 

 

研究要旨 全身性エリテマトーデス (SLE) 患者 T 細胞におけるMAPキナーゼ経路を通じたDNAの低メ

チル化は病態形成に深く関わっていると考えられる。CD3ζ鎖のスプライシングを制御している代表的な

SR蛋白である SRSF1 (SF2) の発現量を検討したところ、健常人と比較して SLE患者 T細胞では有意に低

値であった。SLE患者 T細胞においてMAPキナーゼ経路の上流に位置する RasGRP1の発現低下やスプラ

イスバリアントの増加が認められるが、SF2の発現量は正常にスプライスされた RasGRP1の発現量, さら

には DNAメチル化酵素である DNMT1の発現量と相関していた。SF2は RasGRP1 exon 11 mRNAと直接結

合し、RasGRP1の蛋白レベルを正に調整することが分かった。SLE患者 T細胞において、SF2の低発現が

RasGRP1スプライス異常および蛋白レベルの低下を来たし、病態に関与する可能性が示唆された。 

 

 

A. 研究目的 

 全身性エリテマトーデス (SLE)患者 T 細胞に

おいて CD3ζ鎖が低発現であり、代表的な SR蛋

白である SF2がCD3ζ鎖のスプライシングを制御

していることが報告された (Moulton V and Tsokos 

G, J Biol Chem 2010)。また、米国人 SLE 患者由来

T細胞において SF2の発現が健常人と比較して低

値であり、また疾患活動性が高い患者においてよ

り SF2の発現量が低いことが報告された 

(Moulton et al. PNAS 2013)。 

 RasGRP1は T細胞内でRasを活性化する細胞内

シグナル蛋白であり、我々は SLE患者末梢血 T細

胞において RasGRP1スプライス異常の頻度が健

常人と比較して高く、これに関連して蛋白レベル

が低下することを報告した (Yasuda S et al, J 

Immunol 2007)。SLE患者 T細胞では RasGRP1の

下流であるMAPキナーゼ経路の活性低下が DNA

メチル化の低下に繋がると考えられている。一方

RasGRP1は転写因子である Gfi-1による正の制御

を受けるが、Gfi-1の発現低下は Th17細胞の分化

に重要である。本研究では、SLE 患者 T細胞にお

いて Gfi-1, RasGRP1, MAPキナーゼ, DNMT1経路

がどの段階で異常を来しているかを明らかにし、

新たな治療ターゲットを探索することを目的とす

る。また、健常人・SLE患者間で SF2の発現に相

違があるかどうか、また SF2の発現が正常にスプ

ライシングされた RasGRP1の発現と相関するか

どうかについても検討する。 

 

B. 研究方法 

 SLE患者 45名, 関節リウマチ (RA) 患者 11名

および健常人 27名由来の末梢血より RosetteSep 

human T cell enrichment cocktail (StemCell 

Technologies) を用いて T細胞を単離し、RNAを

抽出、RasGRP1の上流である Gfi-1, また下流と考

えられる DNMT1の発現を検討した。また、

RasGRP1のスプライス異常にかかわる可能性の

ある SF2についてもその発現を検討した。

RasGRP1スプライス異常の多くは exon 11を欠損

するため、正常スプライシングによる RasGRP1

の定量には exon 10-11接合部を認識するプローブ

を、スプライスバリアントも含んだトータルの

RasGRP1の定量には exon 2-3接合部を認識するプ

ローブを用いた。 

  SF2と RasGRP1 exon 11との相互作用を検討す

る目的で、FLAGタグ付加リコンビナント SF2, 

FLAGタグ付加リコンビナント疑似リン酸化 SF2

を作製した。RasGRP1 exon11 上の SF2の結合が

予測される部位に相当する RNAを合成し、biotin

タグを付加した。ランダム配列 RNAをコントロ

ールとした。SF2-FLAG, RasGRP1 exon 11 

RNA-biotin, streptavidinビーズを混和して免疫沈



降法により両者の結合を検出した。 

 T細胞における SF2の発現がRasGRP1の蛋白レ

ベルを調節しているかどうかを直接確認する目的

で、Jurkat T 細胞株に 2種の SF2特異的 siRNAま

たはコントロール siRNAを、Neon Transfection 

System (Life Technologies) を用いて遺伝子導入し

た。48時間後にセルライセートを調整して抗 SF2

抗体, 抗RasGRP1抗体および抗βアクチン抗体を

用いて免疫ブロットを行い、それぞれの蛋白レベ

ルを解析した。 

本研究はヘルシンキ宣言および臨床研究に関す

る倫理指針（平成 20年 7月 31日改訂）を遵守し

て実施した。試料は被験者の個人情報とは無関係

の番号を付して管理し、被験者を特定できる情報

を含まないよう配慮した。 

C. 研究結果 

 SF2発現の検討；SLE患者末梢血 T細胞におけ

る SF2の発現レベルは、健常人と比較して有意に

低下していた(p < 0.001, t検定) (Fig.1)。 

 

Fig.1; Expression levels of SF2 ｍRNA in peripheral 

blood T cells 

 

RA患者では健常人と SF2発現レベルの差は認め

られなかった。SLE患者における SF2の発現レベ

ルは RasGRP1 (normal form)、DNMT1の発現と強

い正の相関を示した (Fig.2)。

 

Fig.2 (A) Correlation between expression levels of 

SF2 and RasGRP1 (normal form) in lupus T cells  

 
Fig.2 (B) Correlation between expression levels of 

SF2 and DNMT1 in lupus T cells 

 

SLE患者における SF2の発現量は、疾患活動性の

高い患者では疾患活動性の無い患者と比較して有

意に低値であった (Fig.3)。 



 
Fig.3; Comparison of SF2 expression in T cells from 

SLE patients according to their disease activity 

 

リコンビナント SF2の作製； 

HEC293細胞を用いて発現した疑似リン酸化

SF2を FLAG精製し、ウェスタンブロット法にて

確認した (Fig.4)。 

 
Fig.4; Expression and purification of recombinant 

phospho-mimic SF2 

 

疑似リン酸化 SF2とRasGRP1 exon 11 RNAとの

結合を、免疫沈降法にて確認した (Fig.5)。コント

ロール RNAに比較して、RasGRP1 exon 11 RNA

はより多量の SF2と結合することが示された。 

 
Fig.5; Binding between RasGRP1 exon 11RNA 

and phosphor-mimic SF2 

 

  Fig.6: Knockdown of SF2 in Jurkat calls using 

siRNA 

 

Jurkat T細胞株を用いた SF2 ノックダウンの影

響；SF2特異的 siRNAを Jurkat細胞に遺伝子導入

した結果、コントロール siRNAを導入した場合と

比較して SF2蛋白レベルは低下していた (Fig.6)。

SF2のノックダウンにより、RasGRP1の蛋白レベ

ルは低下しており、SF2が RasGRP1の蛋白発現を

調整していることが示された。 

 

Gfi-1 発現の検討；SLE患者における Gfi-1の発

現レベルは、健常人と比較して有意に亢進してい

た (Fig.7)。 

健常人では Gfi-1発現レベルと RasGRP1 (normal 

form)の発現レベルに正の相関が認められたが、

SLE患者でその傾向は認められなかった (Fig. 8)。 

 



 

Fig.7; Expression levels of Gfi-1 mRNA in peripheral 

blood T cells  

 

Fig.8; Correlation between expression levels of Gfi-1 

and RasGRP1 in peripheral blood T cells  

 

D. 考察 

 SLE患者T細胞ではGfi1の発現亢進が認められ

るにも関わらずその下流である RasGRP1の発現

は亢進しておらず、既報の RasGRP1スプライスバ

リアントの増加が、Gfi1、MAPキナーゼ経路を通

じた T細胞の機能制御に支障をきたす原因となっ

ている可能性が考えられる。Gfi1が miR-21を負

にコントロールし、miR-21が RasGRP1の発現を

負にコントロールするが、SLE患者由来 CD4+ T

細胞では miR-21が高発現すると報告されており、

結果として Gfi1-RasGRP1経路による RasGRP1発

現量の調節機構がSLE患者においては破綻してい

ることが示唆された。 

健常人において SF2は、RasGRP1 exon 11に結

合することでその正常なスプライシングを促し、 

exon 11を含む正常な RasGRP1の発現を亢進、そ

の下流シグナルである DNMT1の発現を増強する

ことが示唆された (Fig.9A)。SLE患者、なかでも

疾患活動性の高い状態での T細胞では特に SF2の

発現量が低く、RasGRP1 exon 11のスプライシン

グに障害を来した結果として DNAの低メチル化

を来たす可能性が示唆された(Fig.9B)。SF2と

RasGRP1 exon 11との直接結合が示され、また T

細胞株において SF2をノックダウンすることによ

って RasGRP1の蛋白レベルが低下したことから、

SF2はCD3ζ鎖のみならずRasGRP1の発現を調節

することが明らかになった。 

活動性の高いSLE患者ではSF2の発現レベルが

低下することでSLE患者由来T細胞のフェノタイ

プである CD3ζ鎖および RasGRP1の低発現が誘

導されると考えられた。SF2発現の制御ができれ

ば RasGRP1および CD3ζ鎖のスプライシングを

正常化が可能となり、その下流シグナルも正常化

される事が期待される。 

 

 
Fig.9 (A); SF2 regulates RasGRP1 splicing in healthy 

T cells 

 



 

Fig.9 (B); Impaired SF2 expression results in 

abnormal splicing of RasGRP1 mRNA and lower 

protein levels 

 

E. 結論 

 SLE患者における SF2の低下が RasGRP1スプ

ライス異常を通じてSLEの病態形成に関与する可

能性が示唆された。 

 

F. 健康危機情報 

 なし 
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hospitalization worsen the short-term vital 

prognosis for patients with connective tissue 
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Rheumatol. in press 

2. Oku K, Amengual O, Bohgaki T, Horita T, Yasuda 

S, Atsumi T. An independent validation of the 

global anti-phospholipid syndrome score in 

Japanese cohort of patients with autoimmune 

diseases. Lupus in press 

3. Yamazaki H, Sakai R, Koike R, Miyazaki Y, Tanaka 

M, Nanki T, Watanabe K, Yasuda S, Kurita T, 

Kaneko Y, Tanaka Y, Nishioka Y, Takasaki Y, 

Nagasaka K, Nagasawa H, Tohma S, Dohi M, 

Sugihara T, Sugiyama H, Kawaguchi Y, Inase N, 

Ochi S, Hagiyama H, Kohsaka H, Miyasaka N and 

Harigai M. Assessment of risks for pulmonary 

infection during 12 months after commencing or 

intensifying immunosuppressive treatment for 

active connective tissue diseases: A report from a 

large-scale prospective cohort study. J Rheumatol  

in press 

4. Watanabe K, Yasuda S, Noguchi A, Horita T, 

Atsumi T. Coronary and mesenteric involvement in 

polyarterisit nodosa. Arthritis Rheumatol. in press 

5. Kono M, Yasuda S, Stevens RL, Koide H, Kurita T, 

Shimizu Y, Kanetsuka Y, Oku K, Bohgaki T, 

Amengual O, Horita T, Shimizu T, Majima T, Koike 

T, Atsumi T. RasGRP4 is aberrantly expressed in 

the fibroblast-like synoviocytes of patients with 

rheumatoid arthritis and controls their proliferation. 

Arthritis Rheumatol. in press  

6. Kurita T, Yasuda S, Amengual O, Atsumi T. The 

efficacy of calcineurin inhibitors for the treatment 

of interstitial lung disease associated with 

polymyositis/dermatomyositis. Lupus. 2015;24:3-9 

7. Kurita T, Yasuda S, Oba K, Odani T, Kono M, 

Otomo K, Fujieda Y, Oku K, Bohgaki T, 

Amenguak O, Horita T, Atsumi T. The effect of 

tacrolimus in patients with interstitial lung diseases 

complicated with polymyositis or dermatomyositis. 

Rheumatology (Oxford). 2015; 54:39-44 

8. Kataoka H, Yasuda S, Fukaya S, Oku K, Horita T, 

Atsumi T, Koike T. Decreased expression of Runx1 

and lowered production of Foxp3+ CD25+ CD4+ 

regulatory T cells in systemic sclerosis. Mod 

Rheumatol. 2015;25:90-95 



9. Sakai R, Cho SK, Nanki T, Koike R, Watanabe K, 

Yamazaki H, Nagasawa H, Amano K, Tanaka Y, 

Sumida T, Ihata A, Yasuda S, Nakajima A, 

Sugihara T, Tamura N, Fujii T, Dobashi H, Miura 

Y, Miyasaka N, Harigai M. The risk of serious 

infection in patients with rheumatoid arthritis 

treated with tumor necrosis factor inhibitors 

decreased over time; a report from the registry of 

Japanese rheumatoid arthritis patients for long-term 

safety (REAL) database. Rheumatol Int. 

2014:34(12):1729-36. 

10. Kono M, Yasuda S, Kato M, Kanetsuka Y, Kurita T, 

Fujieda Y, Otomo K, Horita T, Oba K, Kondo M, 

Mukai M, Yanai M, Fukasawa Y, Atsumi T. 

Long-term outcome in Japanese patients with lupus 

nephritis. Lupus. 2014; 23, 1124–1132 

11. Amengual O, Horita T, Binder W, Norman GL, 

Shums Z, Kato M, Otomo K, Fujieda Y, Oku K, 

Bohgaki T, Yasuda S, Atsumi T. Comparative 

analysis of different enzyme immunoassays for 

assessment of phosphatidylserine-dependent 

antiphospholipid antibodies. Rheumatol Int. 2014; 

34(9):1225-30. 

12. Cho SK, Sakai R, Nanki T, Koike R, Watanabe K, 

Yamazaki H, Nagasawa H, Tanaka Y, Nakajima A, 

Yasuda S, Ihata A, Ezawa K, Won S, Choi CB, 

Sung YK, Kim TH, Jun JB, Yoo DH, Miyasaka N, 

Bae SC, Harigai M; for the RESEARCH 

investigators; the REAL Study Group. A 

comparison of incidence and risk factors for serious 

adverse events in rheumatoid arthritis patients with 

etanercept or adalimumab in Korea and Japan. Mod 

Rheumatol. 2014; 24(4):572-9. 

13. Jin H, Arase N, Hirayasu K, Kohyama M, Suenaga 

T, Saito F, Tanimura K, Matsuoka S, Ebina K, Shi 

K, Toyama-Sorimachi N, Yasuda S, Horita T, Hiwa 

R, Takasugi K, Ohmura K, Yoshikawa H, Saito T, 

Atsumi T, Sasazuki T, Katayama I, Lanier LL, 

Arase H. Autoantibodies to IgG/HLA class II 

complexes are associated with rheumatoid arthritis 

susceptibility. Proc Natl Acad Sci 
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2. 学会発表 

1. Kurita T, Yasuda S, Moulton VR, Shimizu Y, 

Kono M, Koide H, Oku K, Bohgaki T, Amengual 

O, Horita T, Tsokos GC, Atsumi T. Decreased 

Levels of Splicing Factor 2 / Alternative Splicing 

Factor (SF2/ASF) induced Lower Levels of 

RasGRP1 in T Cells from Patients with Systemic 

Lupus Erythematosus. ACR meeting, Boston, 

USA Nov 15-18, 2014  
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分担研究報告書（Ｈ26年度） 

 

関節炎における HC gp-39 及び FPR2 発現 T細胞サブセットの解析に関する研究 
 

   研究分担者 松本 功 筑波大学医学医療系内科膠原病・リウマチ・アレルギー 准教授 

共同研究者 住田孝之 筑波大学医学医療系内科膠原病・リウマチ・アレルギー 教授 

共同研究者 田中勇希 筑波大学医学医療系内科膠原病・リウマチ・アレルギー 大学院生 

 

研究要旨 免疫疾患において、自己反応性 T 細胞に特異的に高発現している分子は同定されていない。GPI
誘導関節炎発症早期の脾臓及び RA 患者 CD4+Ｔ細胞において高発現が認められた Human cartilage 
glycoprotein-39 (HC gp39), Formyl peptide receptor 2 (FPR2),に着目し、これらによるＴ細胞サブセ
ット tuning 機構と自己免疫病態への関連を検討する。 

 

A. 研究目的 

我々は GPI 誘導関節炎(GIA)発症早期の脾臓 CD4+

Ｔ細胞において HC gp-39 及び FPR2 が高発現して

いることを genechip で同定した。HC gp-39 は、

主に好中球、マクロファージなどに発現する分子

であり、関節リウマチ(RA)において自己抗原とし

て同定されている。FPR2 は細胞表面に存在する 7

回膜貫通型 G蛋白共役受容体で、単球及び T細胞

にも発現することが知られている。昨年までの報

告で、GIA において、HC gp-39 分子が抗原特異的

T 細胞に高発現していること、FPR2+ T 細胞は

FPR2-T 細胞と比較し IFN, T-bet を高発現し、Th1 

phenotype を呈しており、RA 患者 CD4+ T 細胞でも

健常人（HS）と比較し FPRL-1(ヒト FPR2 homolog)

発現が増加していることを報告した。GIA 及び RA

患者サンプルを用いて HC gp-39, FPR2 と CD4+T 細

胞サブセットとの関連をさらに検討した。 

 

B.研究方法 

1)GIA 脾臓より T細胞を採取し、GPI 及びコントロ

ール(GST)で刺激し、Th1, Th17 および Treg にお

ける HC gp-39 発現を比較解析した。 

2) recombinant HC gp-39 (rHC gp-39) を用いて

GIA 脾臓 T 細胞の増殖および IFNγ (Th1)および

IL-17 (Th17)産生を検討した。 

3) GIA よりリンパ節を採取し、GPI 及びコントロ

ールで刺激し、FPR2 陰性及び陽性細胞における抗

原特異的 IFNの発現を比較検討した。 

4) RA 患者(n=20)及び HS(n=18)より CD4+T 細胞を

単離し、HC gp-39, FPRL-1 の mRNA 発現を比較解

析した。 

5)RA患者FPRL-1の発現をFACS解析にてCD4+及び

CD14+細胞で検討し、また CD4 陽性細胞を

CXCR3+CCR6-(Th1) 、 CXCR3-CCR6+(Th17), 

CXCR3-CCR6-(Th2)細胞に選り分け、分離し、FPR2

の mRNA 発現を検討した。  

 

（倫理面への配慮） 
 筑波大学の医の倫理特別委員会はすでに承認済
みである。 
 

C.研究結果 

1) HC gp-39 は CD25+Foxp3+Treg にのみ高発現を認

め、特に抗原特異的 Treg で発現が上昇していた。 

2)rHC gp-39 は抗原特異的 T 細胞増殖および Th1

および Th17 からのサイトカイン産生を顕著に抑

制した（p<0.05)。 

3）GPI刺激によりFPR2陽性細胞が上昇し（12.2%）、

26％の FPR2 陽性細胞が IFNを発現していた。一

方 FPR2 陰性細胞では IFN発現が認められなかっ

た。 

4) HC gp-39,FPRL-1 mRNA ともに RA 患者 CD4+T 細

胞に有意に高発現していた(p<0.05)。 

5) 一部のRA患者でFPRL-1のCD4+細胞での発現を

認めた。CD14+細胞には RA, HS とも強い発現が認

められた。 

 

D. 考察 

関節炎マウスにおいて HC gp-39 は CD25+Foxp3+ 



Treg に、FPR2 は Th1(特に抗原特異的)に局在して

いた。また RA 患者においても HC gp-39, FPRL-1

ともにmRNAレベルでCD4+T細胞に高発現を認めた。 

 

E.結論 

関節炎において、HC gp-39 は CD4+Treg 細胞に発現

し制御的に、FPR2 は CD4+Th1 細胞に発現し、両分

子ともにRA患者CD4+T細胞に高発現していること

から、病態への関与が考えられた。 

 

 

F. 健康危機情報 

 特記すべきことなし 

 

G. 研究発表 

 1. 論文発表 

1. Tanaka Y, *Matsumoto I, Inoue A, Umeda N, Takai 

C, Sumida T. Antigen-specific overexpression of 

human cartilage glycoprotein 39 on 

CD4+CD25+Foxp3+ Treg cells in the generation of 

glucose-6-phosphate isomerase induced arthritis. 

Clin Exp Immunol 177:419-27, 2014 

2. *Matsumoto I, Inoue A, Takai C, Umeda N, 

Tanaka Y, Kurashima Y, Sumida T. Regulatory 

roles of tumor necrosis factor alpha-induced 

proteins (TNFAIP) 3 and 9 in arthritis. Clin 

Immunol 153:73-78, 2014 
3. 松本功 T 細胞分化制御による関節炎治療 リ
ウマチ科 51:559-563, 2014 
4. 松本功 関節リウマチの分子標的 細胞 
46:475-478, 2014 

 

2. 学会発表 

１． 田中 勇希, 松本 功, 井上 明日香, 梅

田 直人, 高井 千夏, 倉島 悠子, 川口 星

美, 住田 孝之 HC gp-39 は関節炎において

Foxp3+Treg に発現し抗原特異的 Th1 および

Th17 を抑制する。第 42回日本臨床免疫学会、

2014 
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分担研究報告書（Ｈ26年度） 

 

発症早期関節炎の末梢血における T細胞の解析 第３報 
 

分担研究者 小竹 茂 東京女子医科大学膠原病リウマチ痛風センター内科 准教授 

研究協力者 南家由紀 同 講師、川本 学 同 研究室 

 

研究要旨 Th17の可塑性(plasticity)が最近注目されている。しかし、関節リウマチの発症早期の病態におい

て不明である。今回、発症早期かつ未治療の関節リウマチ（rheumatoid arthritis, RA）の患者の末梢血にお

けるヘルパーT細胞を Th17細胞分画およびこの分画細胞のサイトカインの発現を解析した。早期 RA にお

いては IFN産生 Th17 細胞比が抗 CCP 抗体値と関連している可能性が示唆された。
 

A. 研究目的 

 Th17 の可塑性(plasticity)が最近注目されている。

今回、発症早期かつ未治療の関節リウマチ

（rheumatoid arthritis, RA）の患者の末梢血におけ

るヘルパーT 細胞を Th17 細胞分画およびこの分

画細胞のサイトカインの発現を解析する。 

 

B. 研究方法 

 当科受診の早期 RA5 例(罹病期間 6 ヶ月以下)、

罹病期間 24ヶ月の未治療 RA１例（図では＊）お

よび変形性関節症(OA)8 例の末梢血におけるヘル

パーT細胞をMACS法により CD4+CD45RO+に分

離したのちフローサイトメトリー法により CCR6, 

CXCR3, CD161, IL-17, IFNγの発現を解析した。 

（倫理面への配慮） 

 東京女子医科大学倫理委員会にて臨床研究とし

て承認されている（承認番号 3178）。 

 

C. 研究結果 

 1)CCR6 および CXCR3 の発現で 4 分割した場

合、CCR6+CXCR3-分画に IL-17産生細胞の約 80%

が 認 め ら れ た [Kruskal-Wallis, p=0.0014(RA), 

p=0.00017(OA)]（図１）。さらにこの分画の IL-17

産生細胞の約 80%は CD161+細胞であった。 

図１ CCR6, CXCR3 で分割した場合、IL‐17 産

生細胞の含まれる比率 

2)Th17細胞(CCR6+CXCR3-)の memory Th細胞に

対する比率および IL-17+Th17 細胞の memory Th

細胞に対する比率は RAと OAの間に統計学的有 

 

意差は認められなかった。 

3)IFNγ+Th17 細胞の memory Th 細胞に対する比

率は RAと OAの間に統計学的有意差は認められ

なかった。しかし、RAにおいて OAよりも少な 

い傾向が認められた（図２）。 

図２ 

 

4) RAにおいてTh17細胞のmemory Th細胞に対す

る比率は、罹病期間でプロットすると罹病期間 3M

でピークを示す傾向が認められた。IFNγ+Th17

細胞の memory Th細胞に対する比率は、罹病期間

と正の相関を示す傾向が認められた。 



5) RAの IFNγ+Th17細胞の memory Th細胞に対

する比率は血清抗 CCP 抗体値と負の相関を示し

た（Spearman test, p=0.025）（図３）。 

 

図３ 

 
D. 考察 

 Th17 細胞に関して当研究班の分類法の妥当性

が示された。今回の我々の検討での、未治療早期

RA における、IFNγ+Th17 細胞の CD4+細胞に対

する比率の低値傾向および、抗 CCP抗体値と有意

な負の相関から、IFNγ+Th17細胞が滑膜に集積し

て滑膜炎に関与している可能性が示唆されるかも

しれない。今後さらに症例数を増やし検討する。 

 

E. 結論 

 Th17 細胞に関して当研究班の分類法の妥当性

が示された。早期 RAにおいては IFNγ産生 Th17

細胞比が抗 CCP 抗体値と関連している可能性が

示唆された。今後さらに症例数を増やし検討する。 

 

F. 健康危機情報 なし 

 

G. 研究発表 

 1. 論文発表 

 国内 

1) 南 家 由 紀 、 小 竹  茂  最 新 醫 学 

M-CSF/GM-CSF 66-72, 2014.  

2)小竹 茂 関節リウマチ治療における滑膜切

除術の適応 Ortho Interface, Salvus 31 2014, in 

press. 

3) 南家由紀 小竹 茂 ステロイドの上手な減

らし方 臨床と研究 91(4), 11-13, 2014. 

海外 

1) Nanke Y, Kobashigawa T, Yago T, Kawamoto M, 

Yamanaka H, Kotake S. A novel peptide from TCTA 

protein inhibits proliferation of fibroblast-like 

synoviocyte (FLS) from rheumatoid arthritis patients. 

Centr Eur J Immunol, 39: 468-470, 2014. 

2) Kobashigawa T, Nanke Y, Takazoe M, Iihara K, 

Yamanaka H, Kotake S. A Case of Human 

Leukocyte Antigen (HLA) B27-Positive Intestinal 

Behçet's Disease with Crohn's Disease-Like Anal 

Fistulas. Clin Med Insights Case Rep 7:13-9. 2014. 

 

2. 学会発表 

国内 

1) 小竹 茂、南家由紀、八子 徹、川本 学、山
中 寿 ヒト破骨細胞の細胞膜には 

voltage-dependent anion channel (VDAC)が 

発現しており分化を制御している 第２報：Time 

lapse 装置による観察 第 58 回日本リウマチ学

会総会・学術集会 P2-016 2014.4.25  

2)小竹 茂, 八子 徹, 川本 学, 南家由紀  

T cell leukemia translocation-associated gene 

 (TCTA)遺伝子導入マウスにおける骨解析 O-050 

 第 32回日本骨代謝学会 2014年 7月 25日（金） 

大阪 
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分担研究報告書（Ｈ26 年度） 

 

全身性エリテマトーデス（SLE）における CD4+Foxp3+T 細胞の異常に関する研究 
 

研究分担者 桑名正隆 日本医科大学アレルギー膠原病内科 教授 

 

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。昨年度までの検討から SLE末梢血中に Foxp3+胸腺由

来 Treg（nTreg）が増加し、その比率は疾患活動性と相関すること報告した。そこで、本年度は SLE末梢血

中で増えている nTregサブセットのフェノタイプ、免疫制御能、病変局所へのリクルートを調べることで、

SLE病態における役割を追究した。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。 

昨年度までの検討から、活動期 SLE患者末梢血

中でCD4+Foxp3+ nTregが健常人と比較して増加し

ており、その比率は疾患活動性と相関することを

明らかにした。また、CD4+Foxp3+ nTregの増加は

自己免疫疾患の中で SLEに特異的で、増加してい

る CD4+Foxp3+細胞分画は CD127や CD49dを発現

し、IL-17産生能を有する健常人でほとんど検出さ

れないサブセットであることを示した。そこで、

本年度は SLE末梢血中の nTregサブセットのフェ

ノタイプ、免疫制御能、病変局所へのリクルート

をさらに詳細に調べることで、SLE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（1980年）の分類基準を

満たす SLE16例、健常人 16例を対象とした。SLE

はすべて SLEDAIが 5以上の活動性を有する例と

した。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。 

 

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． 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。 

 

５．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群間の比較にはMann-Whitney U-testを用いた。 

 

（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．SLE末梢血中で増加している nTregフェノタ

イプの解析 

 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。 

 

２．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。 

 



３．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 

 昨年度までの解析結果と合わせて、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、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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強直性脊椎炎患者の末梢血単核球に関する研究 
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研究要旨 強直性脊椎炎患者末梢単核球における各免疫細胞の頻度について、健常人と比較

検討を行った。細胞表面マーカーを用いた多重染色により解析したところ、Th17細胞や単球

の増加を認め、NK細胞は減少していた。サイトカイン産生細胞ではCD8T細胞における IL-17

産生細胞の増加が認められた。強直性脊椎炎では IL-23/IL-17経路の病態への関与が考えられ

ているが、Th17細胞の頻度については様々な報告があり一定していない。また、国内では強

直性脊椎炎はまれで末梢単核球のサブセットに関する検討はほとんどされていないため、今

後、さらなる検討が必要である。

 

A. 研究目的 

 強直性脊椎炎（ankylosing spondylitis: AS）

は、体軸関節炎および末梢関節炎を主病態とする

原因不明の慢性炎症性疾患である。これまでに AS

患者末梢血においていくつかのリンパ球サブセッ

ト異常が示されているが、欧米に比べて有病率が

極端に低い日本人における報告はほとんどない。

今回、日本人 AS 患者の末梢血の免疫細胞の頻度に

ついて検討を行った。 

 

B. 研究方法 

 健常人 10 名および改定ニューヨーク分類基準

を満たした AS 患者 10 名の末梢血より単核球

（PBMC）を分離し、本研究班の標準化プロトコー

ルに準じて、細胞表面マ―カーに対するモノクロ

ーナル抗体で多重染色後、フローサイトメトリー

にて免疫細胞の頻度を解析して、比較検討を行っ

た。また、PBMC を PMA 50 ng/ml および ionomycin 

500 ng/ml で 3 時間培養し、サイトカイン産生細

胞の頻度を細胞内染色にて解析した。 

（倫理面への配慮） 

 患者検体を用いるにあたっては当施設の倫理委

員会の承認を受け、十分なインフォームドコンセ

ントを行った。患者検体は本研究以外の目的では

用いていない。また、個人情報の管理に注意を払

い、個人の特定が行われないように配慮した。 

 

C. 研究結果 

 AS 患者 10 名中 9名が男性で、年齢 30.5（中央

値）±8.7 歳(19-44 歳)、平均罹病期間 11.3±6.5

年であり、疾患活動性の指標である BASDAI(Bath 

Anlylosing spondylitis disease activity score)

は 3.54±2.54、CRP2.51±4.64mg/dl であった。9

名で NSAID が投与され、3 名でサラゾスルファピ

リジン、2 名で TNF 阻害薬が投与されていた。

HLA-B27 は検査された 7 名全例で陽性、残り 3 名

は未検であった。 

AS 患者では、健常人に比して Th17 細胞の頻度

が高い傾向にあった（図 1）が、疾患活動性との

明らかな相関はみられなかった。Th1、Th2 細胞、

Treg 細胞の頻度に AS と健常人で差は認めなかっ

た。自然免疫系では、NK 細胞の頻度が AS では有

意に低かった。B 細胞およびそのサブセットに有

意な差はみられなかったが、AS では単球の頻度が

増加しており、classical monocyte の頻度が増加

し、non-classical monocyte は減少していた。 

CD4 陽性Ｔ細胞、CD8 陽性 T細胞、T 細胞中の

PMA+ionomycin 刺激後の IL-17、IFNおよび TNF

産生細胞の頻度について検討したところ、CD8 陽

性T細胞でのIL-17産生細胞の頻度がASで高い傾

向にあった（図 2）。 

 



 

図１. AS 患者 PBMC における Th17 細胞の頻度 

 
図 2. AS 患者 CD8 陽性 T細胞における IL-17 産生

細胞の頻度 

 

D. 考察 

 AS の病態には TNFαのほか、IL-17/IL-23 が

関与すると考えられており、TNF 阻害薬は約 60%

の AS に有効であり、また IL-23 や IL-17 阻害薬も

治験が行われ有効性が報告されている。これまで

に AS 患者末梢血リンパ球における Th17 細胞、あ

るいは IL-17 産生細胞の増加が示されているが、

差がないとの報告や逆に低下しているとの報告も

ある。今回、日本人 AS 患者では健常人より Th17

細胞が増加していたが、活動性との関連性はみら

れなかった。 

他の Th サブセットや Treg 細胞、B 細胞サブセ

ットの頻度は AS と健常者で有意な差は認めなか

った。特異的自己抗体が陽性で関節外症状が多彩

な関節リウマチと比べて、AS の炎症はより局所的

であり、免疫細胞の変化はより少ない可能性があ

る。また、ASの発症早期は炎症が強く、症状の増

悪と消失の繰り返しが顕著であり、その後は徐々

に骨新生による変化が主体となる。従って、検体

採取時期や骨病変の進行度によっても、免疫細胞

の頻度やサイトカイン産生量は異なると考えられ

る。今後はより早期の症例で解析を進めるととも

に、病期による違いについて検討を行っていく必

要がある。日本人は AS と強く関連する HLA-B27

保有率が低く、AS の有病率も欧米に比べ極端に低

いため、これまでの解析はほとんどなく、今後の

さらなる検討が必要である。 

 

E. 結論 

 AS患者末梢血単核球では Th17細胞の頻度が高

く、IL-17産生 CD8陽性 T細胞の増加が認められ

たが、症例数が少ないため病態との関連を含めて

今後のさらなる検討が必要である。 

 

F. 健康危機情報 

 なし 
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多発性筋炎/皮膚筋炎症例の末梢血リンパ球サブセット解析 
 

研究分担者  上阪等 東京医科歯科大学医学部医学科  教授 

研究協力者  高村聡人 東京医科歯科大学医学部医学科  助教 

 

研究要旨 初発・無治療の多発性筋炎・皮膚筋炎について、Flow cytometerによる末梢血リンパ球分画解析

を行った。今年度は新たに PM3例、DM5例、ADM2例の解析を行い解析対象は計 17症例となった。健常

者の比較により、多発性筋炎・皮膚筋炎症例の末梢血では CD4陽性 T細胞、特に central memory CD4陽性

T細胞が多く naïve memory B細胞が少ないことが明らかとなった。また、間質性肺炎合併例において非合

併例と比して濾胞性 T細胞およびメモリーB細胞が少ないことが明らかとなった。 

 

A. 研究目的 

多発性筋炎（PM）・皮膚筋炎（DM）はいずれも

骨格筋を傷害する炎症性筋疾患である。古くより

その病理学的知見に基づき、PM は CD8 陽性 T細

胞、DMは CD4 陽性 T細胞によってもたらされると

考えられている。しかしながら、PM・DM は骨格筋

傷害に加えて皮膚傷害（皮疹）・肺傷害（間質性

肺炎）を三徴候とする疾病であり、骨格筋の病理

組織像のみから病態を理解することは困難である

と言える。そこで本研究では、患者末梢血中にお

けるリンパ球分画を解析することで、その病態を

全身的に評価・解析する。さらに、肺傷害・筋傷

害・皮膚傷害の有無とリンパ球分画の比較を行う

ことで、各々の傷害に関わる免疫異常の存在を明

らかとし、将来的には重症度や治療抵抗性の予測

因子となりうるかを検証する。 

 

B. 研究方法 

 初発の PM・DM・Amyopathic DM（ADM）患者を対

象とし、同意取得の後に末梢血を採取した。対象

とする症例は、それぞれ 1992 年厚生省自己免疫疾

患調査研究班の提唱する診断基準および

Sontheimerらの提唱するADM診断基準（Dermatol, 

1993）に則って診断された症例とし、対象群には

健常者を用いた。細胞表面マーカーは Human 

Immunology Project Consortium（HIPC）の提唱す

るフローチャートに則って選定し、10 カラーFlow 

cytometer を用いて解析を行った 

（倫理面への配慮） 

ヒト検体を用いる解析として、本学医学部倫理審

査委員会の承認を得て行った。また、検体採取に

際しては同意書を用いた患者同意取得を厳守した。 

 

C. 研究結果 

 昨年度に引き続き、新規症例に関する解析を行

った。今年度は新たに PM3 例、DM5 例、ADM2

例の解析を行うことができ、解析対象患者は PM4

例、DM10例、ADM3例の計 17症例となった。ま

た、健常者 4名についても新たに解析を行った。 

これら症例の詳細について図 1に示す。 

 

 

 

図 1）解析対象症例 



PM/DM/ADM 症例は健常者に比べて CD4 優位の傾

向を認め、特に Central memory CD4+細胞が多く、

naïve CD8+細胞が少ない傾向であった。また、制

御性 T 細胞（Treg）は健常者に比して多い傾向で

あった。筋傷害を有する症例（PM・DM）では有さ

ない症例（ADM）に比して effector memory CD8+

細胞が多い傾向を認めた。間質性肺炎合併例では

非合併例と比して濾胞型ヘルパーT細胞（TfH）が

少ない傾向を認めた(図 2、3)。 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

D. 考察 

 炎症性筋疾患の病態においてCD4陽性T細胞が

根幹的役割を担っていることが考えられる。また、

筋傷害の有無、間質性肺炎の有無によって部分的

に異なる傾向を認めたことから、PM・DM・ADM

における筋傷害と肺傷害が異なる免疫学的異常を

伴っていることが推察される。 

 

E. 結論 

 細胞表面マーカーの解析により、炎症性筋疾患

における末梢血リンパ球分画異常を明らかにし

た。 

 

F. 健康危機情報 

 なし 

G. 研究発表 

 1. 論文発表 

 なし 

2. 学会発表 

なし 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況（予定を含む） 

 1. 特許取得 

 なし 

2. 実用新案登録 

 なし 

 3. その他 

 なし 

 

 

 

図 3）間質性肺炎合併の有無による比較 

図 2）健常者と PM/DM/ADM による比較 
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ヒト免疫疾患における LAG3 陽性制御性 T細胞に関する研究 
 

分担研究者 藤尾 圭志 東京大学医学部アレルギー・リウマチ内科 講師 

研究協力者 住友 秀次 東京大学医学部アレルギー・リウマチ内科 助教 

            仲地 真一郎 東京大学医学部アレルギー・リウマチ内科 大学院生 

 

研究要旨 免疫応答を抑制する制御性T細胞サブセットとしてCD4陽性 CD25陽性 Foxp3陽性制御性T細胞

（CD25+Treg）が知られているが、CD25+Treg を欠損すると 1型糖尿病などの内分泌疾患や、腸炎、皮膚炎

を呈するが、関節リウマチ（RA）、全身性エリテマトーデス（SLE）とは異なる表現型となる。分担研究者

らは CD4 陽性 CD25 陰性 LAG3 陽性 Egr2 陽性の新規制御性 T細胞(LAG3+Treg)をマウスにおいて同定し、こ

の LAG3+Treg が IL-10 を産生しつつ B細胞の抗体産生を抑制すること、その機能欠損により全身性自己免

疫疾患を呈することを見出した。このことから、LAG3Treg は B 細胞の免疫応答と局所の炎症を抑制する、

CD25+Treg と相補的な免疫寛容機構であると考えられる。本研究ではマウスで得られた知見をもとに、ヒト

のCD4陽性CD25陰性LAG3陽性細胞を同定し解析した。これまでの本研究で(1) ヒト扁桃腺のCD4陽性CD25

陰性 LAG3 陽性細胞の IL-10, Egr2, PD-L1 の発現と、試験管内の B細胞による抗体産生の抑制活性、生体

内での移植片対宿主病の抑制 (2) ヒト扁桃腺の CD4 陽性 CD25 陰性 LAG3 陽性細胞が Fas-FasL および

PD-1-PD-L1依存性にB細胞のアポトーシスを誘導すること (3) 末梢血のCD4陽性CD25陰性LAG3陽性細胞

の臨床データとの関連を検討し、SLE,RA の末梢血で CD4 陽性 CD25 陰性 LAG3 陽性細胞の割合の減少を認め

た一方、SLEDAI、DAS28 など疾患活動性との明らかな相関を認めない、ことを確認した。今年度は末梢血の

CD4 陽性 CD25 陰性 LAG3 陽性細胞の機能を検討し、末梢血の濾胞性ヘルパーT細胞（TFH）と B細胞の共培

養による抗体産生の抑制を確認できた。以上の結果からヒト CD4 陽性 CD25 陰性 LAG3 陽性細胞がマウス

LAG3+Treg と類似していること、その減少が自己免疫疾患の発症の素因となっている可能性が考えられた。 

 

A. 研究目的 

 免疫応答を抑制する制御性 T 細胞サブセットと

して CD4 陽性 CD25 陽性 Foxp3 陽性制御性 T 細胞

（CD25+Treg）が知られているが、この CD25+Treg

は主に T細胞の免疫応答を抑制し、CD25+Treg を欠

損すると 1 型糖尿病などの内分泌疾患や、腸炎、

皮膚炎を呈するが、関節リウマチ（RA）、全身性エ

リテマトーデス（SLE）とは異なる表現型となる。

このことは CD25 陽性 Treg 以外の免疫寛容システ

ムの異常がRAやSLEに関与している可能性を示唆

している。分担研究者らは、CD4陽性CD25陰性LAG3

陽性 Egr2 陽性の新規制御性 T 細胞(LAG3+Treg)を

マウスにおいて発見し、この LAG3+Treg が IL-10

を産生するとともに Fas と PD-L1 依存性に B細胞

の抗体産生を抑制し、その機能欠損により全身性

自己免疫疾患を呈することを見出した。よって

LAG3+Treg は B 細胞の免疫応答と局所の炎症を抑

制する、CD25+Treg と相補的な免疫寛容機構である

と考えられる。本研究ではマウスで得られた知見

をもとにヒトにおいても類似の表現型の細胞の機

能を解析することを目的とし、今年度は末梢血の

CD4 陽性 CD25 陰性 LAG3 陽性細胞の機能を検討し

た。 

 

B. 研究方法 

 健常人の末梢血および扁桃腺、RA、SLE 患者の

末梢血において、CD4 陽性 CD25 陰性 LAG3 陽性細

胞を回収し、マウス CD4 陽性 CD25 陰性 LAG3 陽性

細胞でみられる抗体産生抑制能・炎症抑制能につ

いて試験管内および生体内で解析した。また臨床

所見・パラメータと CD4 陽性 CD25 陰性 LAG3 陽性

細胞の関連を解析した。 

（倫理面への配慮） 

 臨床検体を用いた研究計画については、東京大



学医学部倫理審査委員会の承認を受けた。すべて

の研究は各施設の遺伝子倫理委員会の審査を受け、

承認を受けた研究計画に則って実施された。 

 

C. 研究結果 

 これまで扁桃腺の CD4 陽性 CD25 陰性 LAG3 陽性

細胞については、試験管内の抗体産生抑制能が確

認できていたが、今回初めて末梢血の CD4 陽性

CD25 陰性 LAG3 陽性細胞が、末梢血の濾胞性ヘル

パーT細胞（TFH）と B細胞の共培養による抗体産

生を抑制することが確認できた。また末梢血の

CD4 陽性 CD25 陰性 LAG3 陽性細胞を培養すると

TGF-3 の mRNA を発現することが判明した。ヒト

TGF-3のリコンビナントタンパクはヒトB細胞の

分裂および抗体産生を抑制した。アバタセプトは

CD4 陽性 CD25 陰性 LAG3 陽性細胞の試験管内での

培養に添加すると LAG3 発現を増強した。 

 

D. 考察 

 ヒト CD4 陽性 CD25 陰性 LAG3 陽性細胞がマウス

LAG3Treg と類似した遺伝子発現機能を持つこと

が明らかとなった。またヒト B細胞が TGF-3 感受

性であることから、ヒトにおいても TGF-3 による

B 細胞制御機構が存在する可能性が示唆された。

ヒト CD4 陽性 CD25 陰性 LAG3 陽性細胞の機能が、

アバタセプトの治療効果と関連している可能性が

示唆された。 

 

E. 結論 

 ヒト CD4 陽性 CD25 陰性 LAG3 陽性細胞が自己免

疫疾患の病態に関与している可能性が考えられ、

今後自己免疫疾患症例におけるさらなる解析が必

要である。 
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免疫疾患における樹状細胞-濾胞性ヘルパーT細胞-B 細胞軸の異常の解明と治療法の開発に関する研究 

 

研究分担者 田中良哉 産業医科大学医学部第一内科学講座 教授 

研究協力者 中山田真吾 産業医科大学医学部第一内科学講座 講師 

研究協力者 久保智史 産業医科大学医学部第一内科学講座 助教 

 

研究要旨 全身性エリテマトーデス (SLE)などの自己免疫疾患では、B細胞による過剰な自己抗体産生とそれを誘

導する濾胞性ヘルパーT（Tfh）細胞の活性化が重要な役割を担う。今年度は、SLE 患者では末梢血免疫担当細胞

において、可塑性を有するTfh/Th1 細胞と CXCR5-CXCR3＋ memory B 細胞が相関して検出され、両者は IFN-γ

/T-bet シグナルを介して、その分化と機能を共有する事が示唆された。また、CD11c-CD123-の新たな樹状細胞様

の亜集団が存在し、B細胞分化と疾患活動性に関与していた。以上から、SLE 患者では末梢血免疫担当細胞の分

化異常が存在し、新規樹状細胞サブセット、可塑性を有する Tfh/Th1 細胞、ケモカイン受容体発現異常を伴う

effector memory B 細胞の相互作用による病因的関与が考えられた。 

 

A. 研究目的 

 全身性エリテマトーデス (SLE)などの自己免疫疾患

では、B 細胞による過剰な自己抗体産生とそれを誘

導する濾胞性ヘルパーT（Tfh）細胞の活性化が重要

な役割を担う。本研究では、自己免疫疾患の病態形

成において、樹状細胞（DC）－Tfh細胞－B細胞軸を

中心に、DC のシグナルが T 細胞サブセットのバラン

ス異常を介して、Tfh 細胞への分化の偏向を誘導す

る過程を解明する。さらに、疾患活動性や治療抵抗

性に関わる細胞群が明らかにし、多様な免疫病態に

応じたオーダーメイド治療の開発を目指す。 

 

B. 研究方法 

 健常人、関節リウマチ（RA）患者、SLE 患者より末梢

血を採取 し 、 8 カ ラ ー フ ローサ イ ト メ ト リ ー 

(FACSVerse)を用いて、T 細胞、B 細胞、DC の表現

型、及び患者背景との関連性を検討し、疾患活動性

や治療抵抗性に関わる細胞群を検討した。さらに、ヒ

ト末梢血 T 細胞および B 細胞におけるケモカイン受

容体、転写因子Bcl-6、T-betなどの誘導機構を解析

した。 

（倫理面への配慮） 

 臨床検体を使用する場合には、所属機関の倫理委

員会、或は、IRBで承認を得た研究に限定し、患者か

らインフォームドコンセントを得た上で、倫理委員会の

規約を遵守し、所属機関の現有設備を用いて行う。

患者の個人情報が所属機関外に漏洩せぬよう、試料

や解析データは万全の安全システムをもって厳重に

管理し、人権擁護に努めると共に、患者は、経済的

負担を始め如何なる不利益や危険性も被らない事を

明確にする。 

 

C. 研究結果 

 (1) 健常人、RA 患者に比して SLE 患者では、

CD4+T細胞における CD4+ICOS+CXCR5+ Tfh 細胞の

割合、及び、CD19+ B 細胞中の CXCR5 発現を欠く

CD19+IgD-CD27- memory B 細胞の割合が増加し、両

者に正の相関を認めた。 

 (2) 活性化 Tfh 細胞と CXCR5-CXCR3- memory B

細胞の割合は、SLEの疾患活動性と相関せず、抗Sm

抗体価と相関した。免疫抑制療法により疾患活動性

が改善された後も、CXCR5- memory B 細胞は残存し



た。 

 (3) SLE 患 者 で は 可 塑 性 を も つ Tfh/Th1 

(CD4+CXCR5+ CXCR3+)様細胞が増加し、この亜集団

は IFN-γの産生を介して T-bet を発現する

CXCR5-CXCR3＋ memory B 細胞を誘導した。 

 (4) DCサブセットでは、CD11c-CD123-の新たなDC

様の亜集団が疾患活動性と相関して増加し、クラスタ

ー解析ではmemory B細胞やplasmablastと正の相関

を示した。 

 

D. 考察 

 SLE 患者の末梢血では、CD11c-CD123-の新たな

DC 様の亜集団が存在し、B 細胞分化と疾患活動性

に関与していた。さらに、SLE 患者では可塑性を有す

る Tfh/Th1 細胞と CXCR5-CXCR3＋ memory B 細胞

が相関して検出され、両者はIFN-γ/T-betシグナル

を介して、その分化と機能を共有する事が示唆された。

さらに、これらの可塑性をもつメモリーサブセットは、

既存治療では根治困難な SLE の病因に関与する可

能性が示唆された。 

 

E. 結論 

 SLE 患者では末梢血免疫担当細胞の分化異常が

存在し、新規 DC サブセット、可塑性を有する

Tfh/Th1 細胞、ケモカイン受容体発現異常を伴う

effector memory B 細胞の相互作用による病因的関

与が考えられた。今後、DC/Tfh 細胞/B 細胞の分化

異常を齎す細胞内外のシグナル伝達異常の同定と

そのシグナル制御による新規治療法の開発が期待さ

れる。 

 

F. 健康危機情報 

 特になし 
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全身性エリテマトーデスにおける CD4+CD52+細胞の免疫調節に関する研究 
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研究要旨 全身性エリテマトーデス(SLE)における制御性 T 細胞(Treg)の役割については一定の見解が得ら

れていない。CD52 分子は B 細胞、T 細胞、単球/マクロファージなどの免疫系細胞に発現しており、慢性

リンパ球性白血病(CLL)治療のターゲットとなっている。最近、健常人の末梢血における CD52high T細胞

が CD52low T細胞活性を抑制する機能を有する可能性が示唆された(Nat Immunol. 2013 Jul;14(7):741-8.)。そ

こで今回、我々は SLE における CD4+CD52+細胞の免疫調節に関する役割を検討した。その結果、SLE で

は健常人や他のリウマチ性疾患に比べて CD4+CD52high T細胞の集団が少ないことがわかった。また、こ

の CD52high T細胞は従来の制御性 T細胞(Treg)と相関関係を認めず、異なる抑制性 T細胞の集団であるこ

とが示唆された。さらに CD52 分子は CD4+CD52highT 細胞から切断され、CD4+CD52lowT 細胞表面の

siglec-10を介して、抑制性のシグナルを伝達していると考えられている。我々は SLE患者における可溶型

CD52分子が有意に健常人や他のリウマチ性疾患に比べて低下していることを見出し、SLEの病態に寄与し

ている可能性が考えられた。これらのことは SLEの病態や治療標的因子を議論する上で、重要な役割を果

たすと考えられ、機能的意義を解明することが今後のテーマとなるであろう。

 

A. 研究目的 

 全身性エリテマトーデス(SLE)における制御性

T 細胞(Treg)の役割について議論が分かれており、

一定の見解が得られていない。CD52は T細胞や B

細胞を始めとする様々なリンパ球に発現している。

最近、CD4+ CD52high細胞から切断された可溶性

CD52が Siglec-10を介して CD4+ CD52low細胞の

活性化を抑制することが報告され、自己免疫性疾

患などの病態に関与することが示唆された (Nat 

Immunol. 2013 Jul;14(7):741-8.)。この CD4+CD52+

細胞は従来の制御性 T細胞とは異なる機能を有し

ていると思われ、SLEにおけるその機能的意義に

ついて検討したいと考えた。 

 

B. 研究方法 

 SLE 患者(N=33), 健常人(N=11), 非 SLE 患者

(N=8, 混合性結合組織病:2, 関節リウマチ:6) のヒ

ト末梢血単核細胞(PBMC) を分離し，フローサイ

トメーターにて CD4+CD25+CD127+ 細胞(制御性

T 細胞) および CD52high と CD52low T 細胞の

発現を検討した．同時に SLEDAI，抗 ds-DNA 抗

体価、補体価などの臨床的パラメータとの相関に

ついて解析を行った。 

（倫理面への配慮） 

 本研究は長崎大学臨床研究倫理委員会、ヒトゲ

ノム遺伝子解析研究倫理審査委員会における「全

身性エリテマトーデスの病態を多角的に解析する

臨床研究」による承認を得て、プロトコールを遵

守して行った。 

 

C. 研究結果 

 SLE患者は平均年齢 43.0±17.9歳，男女比：男

性 27.2％，平均 SLEDAI：7.5±5.9 (0-21)であった。

SLE 患者，健常人，非 SLE 患者の 3 群間におい



て CD4+CD25+CD127+細胞の population に有意差

を認めなかった。SLE 患者の CD4+CD25+CD127+

細胞と CD52lowT 細胞の間にも相関は認めなか

った。SLE 患者の CD52lowT 細胞は SLEDAI と

有意に相関を示したが(p=0.0485,r=0.346096)，抗

ds-DNA 抗体価や補体価との相関は示さなかっ

た。高 SLEDAI(6 ＞) の SLE 患者は，健常人，非

SLE 患者と比較し，有意に CD52lowT細胞を多く

認めた(高 SLEDAI vs. 健常人:p=0.0011,高 SLEDAI 

vs. 非 SLE 患者:p=0.0034)。また、可溶性 CD52

分子をELISA法で測定したところ、SLEで他群（vs.  

RA: p=0.0142, vs. 健常人: p=0.0011）と比較し有意

な低下を認めた。 

 

D. 考察 

 SLE などの自己免疫性疾患では CD4+CD52low

細胞の出現がみられていることから、この細胞集

団が活性化され、疾患活動性に関与している可能

性があると考えられる。また可溶性 CD52 分子の

低下が siglec-10を発現している他のT細胞やB細

胞への抑制性シグナル伝達を阻害し、SLEの病態

に寄与している可能性がある。 

 

E. 結論 

 CD4+CD52+細胞はこれまでの Treg と異なる機

序で、T 細胞を制御し、CD52high と CD52low の

発現量の違いが自己免疫性疾患発症に関与してい

る可能性が示唆された。 
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