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３ 研究のねらい： 

免疫系は「自己」・「非自己」を識別し、「非自己」を排除する一方で「自己」に対する寛容性を確

立・維持している。近年の研究により、健常個体の免疫系には制御性T細胞(regulatory T cells, 

Treg)と呼ばれるCD4 T細胞サブセットが存在し、自己反応性T細胞を抑制的に制御することで自

己免疫寛容の確立・維持に重要な機能を担うことが明らかにされてきた。さらに、Tregは自己免疫

のみならず、炎症、感染免疫、アレルギー、移植免疫、腫瘍免疫などのさまざまな免疫応答を抑

制的に制御し得ることが明らかにされ、免疫恒常性の維持に極めて重要であることが示唆されて

きた。従って、Tregの発生・分化、抑制機能の分子的基盤を明らかにすることは、基礎免疫学的に

も本質的な課題であるのみならず、上記のさまざまな免疫関連疾患を克服するためにも極めて重

要である。 

我々は、マウスおよびヒトの致死的自己免疫疾患IPEXの原因遺伝子として同定された転写因

子Foxp3 に着目し、これがTreg特異的に発現する分子マーカーであり、その発生・分化と機能を制

御するマスター遺伝子として機能することを明らかにしてきた。本研究は、①Tregの免疫制御系に

おける生理的意義を確立し、②どのような分子メカニズムでFoxp3 が誘導され、③Foxp3 がどの

ようにTregの発生・分化と抑制機能を制御するのかを解明することを目的とした。 

 

４ 研究成果： 

(1) 制御性T細胞の自己免疫寛容における生理的意義（堀） 

 機能的Foxp3 を発現できない自然変異マウスであるscurfyマウスにおいてはTregが発生・分化し

ないことから、scurfyマウスはTreg欠損のために致死的な自己免疫疾患を発症すると考えられて

いる。一方、scurfyマウスの骨髄細胞を致死量の放射線をあてた野生型マウスに移植して免疫細

胞をscurfyドナー由来の細胞に置換した骨髄キメラマウスは致死的な自己免疫疾患を発症しない

ことから、この自己免疫疾患はTregの発生・分化異常によるのではなく、むしろ非血球系細胞、特

にT細胞の分化・選択を担う胸腺上皮細胞側の異常により発症するとの仮説が提唱されてきた。

我々はこれらの 2 つの仮説を検証する目的で、まず上記骨髄キメラマウスを作製・解析し、実際こ

のキメラマウスが自己免疫疾患を発症しないことを確認した。しかしながら、このキメラマウスにお

いては宿主由来の放射線抵抗性Foxp3 陽性Tregが選択的に残存しており、これらが自己免疫疾

患の発症を抑制していることが明らかになった。一方、非血球系細胞側のFoxp3 遺伝子異常の
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病態への関与を明らかにする目的で、RAG遺伝子欠損scurfyマウスを作製し、これを宿主として

野生型骨髄細胞を移植した骨髄キメラを作製した。その結果、これらキメラマウスは自己免疫疾

患を発症せず健常であることから、scurfyマウスに発症する自己免疫疾患は非血球系細胞側の

異常によるのではなく、Tregの欠損によることが明確に示された。従って、Foxp3+ Tregは自己免疫

寛容の確立・維持において極めて本質的な役割を担っていることが明らかになった（Komatsu 

and Hori論文投稿準備中）。 

(2) Foxp3ires-hCD2/52ノックインマウスの作製（高山、堀） 

 Foxp3+ Tregの免疫制御における生理的意義及び様々な疾患における機能を明らかにするため

には、これを特異的に除去するシステムが必要不可欠である。また、Foxp3 を誘導する上流シグ

ナルを解析する上で、Foxp3 発現を単一生細胞レベルで検出、解析することが必要である。これ

ら 2 つの問題に取り組む目的で、Foxp3 遺伝子座にレポーター遺伝子Thy1.1 あるいはhCD2/52

キメラ蛋白をノックインしたマウスモデルを作製した。これら細胞表面抗原に対しては、特異的な

depleting抗体が利用可能であり、抗体投与によりFoxp3+ Tregを特異的に除去できると考えられ

る。まずThy1.1 ノックインマウスを得たが、レポーター発現が認められなかったため、次に

hCD2/52 ノックインマウスをB6 ES細胞を用いて作製した。キメラマウスからターゲッティングした

遺伝子座を受け継いだF1 マウスがなかなか得られなかったが、最近ようやく 1 匹F1 マウスを得て、

この末梢血を解析したところレポーターの発現が認められた。今後、様々な組織、細胞種におけ

るレポーター発現を詳細に検討し、抗hCD52 抗体投与によってFoxp3+ Tregの特異的除去が可能

であるか検討する予定である。 

(3) Foxp3 の構造活性相関解析（西川） 

 Foxp3 がどのような分子メカニズムによってTregの発生・分化と機能を制御するのかを明らかに

する目的で、まずFoxp3 の機能発現に必要な機能ドメインの同定を行った。Foxp3 は既知の機能

ドメインを持たないN末端領域、leucine-zipper、zinc finger、forkheadドメインからなるが、これら

を欠いた欠損変異体を作製し、レトロウィルスを用いてナイーブ(CD25-45RBhi) CD4+ Ｔ細胞に導

入することでTregと同様の性質と機能を与えるか検討した。その結果、Foxp3 の機能発現には

forkheadドメインを解したDNA結合、leucine-zipperを解したhomodimer化、Nドメインを解した他

の核内因子との相互作用が必要であることが示唆された（Nishikawa, Takayama and Hori論文

投稿準備中）。 

(4) IPEX型Foxp3 遺伝子変異のTreg発生・分化と機能に与える影響（堀、高山、西川） 

 次に、ヒトIPEX患者に発症する自己免疫疾患がTregの発生・分化、機能異常によるのかを明ら

かにするために、IPEX患者で同定・報告されているFoxp3 変異のTreg分化と機能に与える影響を

解析した。このためにIPEX患者で同定されているFoxp3 変異体を 7 種作製し、レトロウィルスを用

いてナイーブCD4+ Ｔ細胞に導入することでTregと同様の性質と機能を与えるか検討した。その結

果、変異体を導入したＴ細胞はin vitroにおいて通常のＴ細胞の増殖応答を抑制する機能、及びin 

vivoにおいてSCIDマウスにナイーブＴ細胞を移入することによって誘導される炎症性腸炎の発症

を抑制する機能を示すことができなかった。また、ほとんどの変異体は抑制機能のみならずCD25, 
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GITR, CTLA-4 などTregに発現するマーカー分子群も正常に誘導できなかったことから、これら変

異によりTregの発生・分化が障害されることが明らかになった。一方、非常に興味深いことに、これ

らのうち一つの変異体はTregマーカー分子群を正常に誘導したことから、この変異によってTregの

分化ではなく機能が選択的に障害される可能性が考えられた。以上の結果は、IPEX患者におい

てはTregの発生・分化あるいは機能が障害されており、このためにIPEXが発症するという可能性

を強く示唆している（Hori, Takayama and Nishikawa論文投稿準備中）。 

(5) 免疫抑制機能に関わるFoxp3 の標的遺伝子の探索（高山、堀） 

 Tregの抑制機能に選択的に障害を与えるIPEX型変異体が存在するという上記の知見は、この

変異により抑制機能に関わる抑制機能分子が選択的に誘導されなくなるために免疫抑制活性を

示すことができないという可能性を示唆している。この作業仮説を検証する目的で、DNAマイクロ

アレイ法により野生型Foxp3 を導入したT細胞群とこの変異体を導入したT細胞群のあいだで遺

伝子発現プロファイルを比較した。その結果、これら 2 種類のT細胞群は極めて類似した遺伝子

発現パターンを示すこと、しかしながら、少数の遺伝子群の発現がこの変異により影響されること

を見出した。発現解析により、これらのうちの一つの遺伝子（ここではFit1: Foxp3-induced 

transcript 1 と呼ぶ）がTregの機能的活性化に伴って誘導される遺伝子であることを見出し、抑制

機能に関わる重要な遺伝子であると考えられた。そして、T細胞特異的にFit1 を発現するトランス

ジェニックマウスを作製し、これをscurfyマウスと交配させることでscurfyマウスに見られるT細胞

の異常増殖が部分的に是正されたことからFit1 はFoxp3 の機能を担う重要な標的遺伝子である

ことが示唆された。現在、Fit1 をT細胞特異的に欠損するノックアウトマウスを作製・解析してその

Tregにおける機能を解析している。 

(6) 今後の展望 

 本研究により、制御性Ｔ細胞の発生・分化あるいは機能の異常が IPEX という重篤な自己免疫

疾患の発症に直結することが明らかにされ、制御性Ｔ細胞が自己免疫寛容の確立・維持に必須

の役割を担っていることが明らかになった。さらに、IPEX 型 Foxp3 変異体の解析を通して、抑制

機能に関わると考えられる候補遺伝子を同定することができた。本研究期間内にこれら遺伝子の

制御性Ｔ細胞における機能を明らかにすることはできなかったが、今後の研究を通して制御性Ｔ細

胞による免疫抑制機構の分子メカニズムが解明されることを期待している。そして、最終的には、

免疫抑制機構の分子メカニズムを解明することで制御性 T 細胞の機能を人為的に制御すること

が可能になり、自己免疫疾患、炎症性疾患、アレルギー、慢性感染症、がんなどの様々な免疫関

連疾患の新たな治療法の開発に貢献したいと考えている。 

 

５ 自己評価： 

 本研究は当初、①Tregによる免疫制御機構の生理的意義、②Foxp3 の誘導メカニズム、③Foxp3

の標的遺伝子の同定と転写制御機構の解明、という 3 つの大きな目標を掲げていた。①および②

に関しては、まずFoxp3発現細胞を単一生細胞レベルで検出・同定し、これを特異的に除去するこ

とを可能にする実験ツールとしてFoxp3hCD2/52ノックインマウスを確立することでこれらの問題にア
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プローチする戦略をとったが、ノックインマウスの作製が当初の計画通り円滑には進まず多大な

時間と労力を費やした。苦労の甲斐あって最終年次後半になってようやくマウスを得ることができ

たが、本研究期間内にこのマウスをツールとして当初目標としたこれら 2 つの問題に取り組むこと

がほとんどできなかった。しかしながら、①に関してはscurfyマウスを用いた骨髄キメラマウスを作

製することにより、scurfyマウスに発症する自己免疫疾患が古くから提唱されていたような胸腺環

境の異常ではなくTregの欠損によることを初めて明確に証明することができ、一定の成果を得るこ

とができた。この結果は、Tregが自己免疫寛容の確立・維持において必須の役割を担っているとい

う概念を確立するものであり、その意味で大きな成果であると考えている。 

 一方、本研究では③の問題に集中して取り組み、未だ不明であるTregによる免疫抑制の分子メカ

ニズムを解明する上で大きな手がかりを得ることができたと考えている。この問題にアプローチす

るために、まずヒトIPEX患者に見つかっているFoxp3 遺伝子の変異のTregの発生・分化と機能に与

える影響を解析することから始めたが、その研究のなかからTregの機能に選択的に障害を与える

変異体を同定するというセレンディピティーに恵まれた。そして、この変異によって発現が影響を

受ける遺伝子を網羅的にスクリーニングすることで、Tregの抑制機能と強く相関して発現する遺伝

子を絞りこむことに成功した。しかしながら、本研究期間内にこれら候補遺伝子のTregの機能にお

ける役割を明確に示すことができず、今後の課題として残っている。 

 本研究において私は、Tregの発生・分化と機能の分子メカニズムを解明する上でFoxp3 の次のブ

レークスルーとなるような大きな研究を目指してきた。本研究期間内にはその目標を明確なかた

ちにすることはできなかったが、大きな手がかりを得ることができたのではないかと考えているし、

また実際論文化できるストーリーを複数作ることができた。一方で、得られた結果を論文としてまと

めて具体的成果を挙げるという点がおろそかになりがちであり、この点は大きな反省点、今後の

課題として残っている。 

 

６ 研究総括の見解： 

 致死的自己免疫疾患である IPEX の原因遺伝子である転写因子 Foxp3 は、制御性 T 細胞特異

的に発現する分子であり、その発生・分化と機能を制御するマスター遺伝子として機能するという

ことを明らかにした本研究者の実績を踏まえて、本研究は、制御性 T 細胞の免疫制御系における

生理的意義の確立、Foxp3が誘導される分子メカニズム、Foxp3による制御T細胞の発生・分化と

抑制機構の制御メカニズムの解明を目的とし、重要な成果を挙げた。特に第 3 の目的に関しては、

制御性 T 細胞による免疫抑制の分子メカニズムを解明する上で大きな手がかりとなる成果を挙げ、

今後の発展に大きい期待を寄せることができる。 
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