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要旨 

膠原病などの全身性自己免疫疾患においては、抗核抗体を始めとする自己抗

体産生が病態に深く関わっている。リンパ球減少下における末梢 T リンパ球の

生理的増殖反応である Lymphopenia-induced proliferation (LIP) と自己免疫疾患の

関与が知られている。本研究においては、ヌードマウスへ CD4
+
CD25

-
 T細胞を

移入する系の自己抗体産生モデルとしての有用性を示し、この系における LIP

を介した TFH細胞の誘導、LIP-TFHによる GC 形成と自己抗体産生誘導、制御性

T細胞による制御機構を明らかにし、さらに抗生剤を用いて腸内細菌を滅菌する

ことによりこの経路における腸内細菌の重要性を示した。さらに古典的ループ

スモデルマウスにおいても腸内細菌の除去が疾患を抑制することを明らかにし

た。 
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序文 

全身性エリテマトーデス (SLE) を始めとするさまざまな全身性自己免疫疾

患において、抗核抗体を含む自己抗体が観察されることは広く知られている[1]。

抗核抗体そのものが病原性を持っているのか、または単に自己免疫疾患発症の

結果として産生されているのかは明らかではないが、全身性自己免疫疾患の診

断には非常に有用であり、幾つもの疾患の分類基準にも抗核抗体所見は採用さ

れている。また、自己免疫疾患の発症以前から自己抗体が出現し、発症前に更

に抗体価が上昇する例[2]や、他の自己抗体に進展する例があることが知られて

おり、これらのことから自己抗体が少なくとも病因に密接に関わっていること

は間違いない。一方、臓器特異的自己免疫疾患では、重症筋無力症や自己免疫

性溶血性貧血、特発性血小板減少性紫斑病、Basedow病など多くの疾患で、自己

抗体が直接、病態形成に関わっていることが明らかとなっている。従って、自

己抗体産生機序を解明することは、さまざまな自己免疫疾患の病態解明に重要

であり、新たな治療法開発にも通ずるものと考える。 

 従来、全身性自己免疫を研究するためのマウスモデルは、自然発症ループス

モデルマウスと非生体物質の投与による誘導モデルの二つに大別されてきた。

しかし、自然発症ループスモデルマウスとして知られている MRL/lpr マウスや

NZB/WF1 マウス、BXSB マウスは[3]、いずれも発症まで 3-6 か月かかることや
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特殊な遺伝的背景を維持する必要があることが問題であり、また誘導モデルと

して用いられる pristane[4]や水銀投与の系も、発症に時間がかかる点、非生体物

質の投与の生理的意義などに問題点があった。自己抗体産生の機序解明のため

には、早期に効率的に抗核抗体を産生し、種々の条件下で全身性自己免疫を検

討できる誘導マウスモデルの確立が望まれてきた。 

ところで、生体におけるリンパ球減少は生理的にはウイルス感染や胸腺機能

低下によって生ずるが、SLE やシェーグレン症候群、混合性結合組織病などの

膠原病で認められる所見の一つでもある。リンパ球減少時には、末梢の T 細胞

が生理的に分裂増殖し恒常性を保つ homeostatic proliferationという現象が生ずる

[5, 6]。自己免疫の遺伝的バックグラウンドを持った個体において、この

lymphopenia-induced proliferation (LIP) を繰り返すことで自己に高い親和性を持

った T 細胞が末梢で増殖、活性化することが、自己免疫疾患発症の引き金とな

る可能性が提唱されている[7]。LIP と自己免疫疾患発症との関連は、ヒトでは

SLE[8]のほか、関節リウマチ[9]、多発性硬化症[10]、マウスでは 1型糖尿病モデ

ルである NOD マウス[11]において報告されている。関節リウマチでは早期に胸

腺機能が低下し新たな T 細胞の産生が減少していくことから、常に homeostatic 

proliferation の圧力が生じていると考えられている[9]。また、リンパ球減少もし

くは欠損マウスにT細胞を移入し自己免疫を誘導する lymphopenic mouse transfer 
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model の一つとして、胸腺を欠いたヌードマウスに制御性 T 細胞 (regulatory T 

cell; Treg) を欠く CD4
+
CD25

- 細胞を移入する系は、胃炎や甲状腺炎、唾液腺炎、

関節炎、腎炎などを発症することが報告されている[12]。本研究は、従来から臓

器特異的自己免疫モデルとして知られていた lymphopenic mouse transfer modelに

着目し、全身性自己免疫モデルとしても優れていることを確認したうえで、自

己抗体産生機序を検討した。 

CD4
+ 

T 細胞の LIP は、分裂が遅く IL-7 依存性の、狭義の”homeostatic 

proliferation”と、分裂が速くエフェクター細胞に分化しうる IL-7 非依存性

の”rapid spontaneous proliferation”に分けられる[13, 14]。特に後者は腸内細菌との

関連が示唆されており、樹状細胞が腸内細菌からのシグナルを受け、IL-6 存在

下に CD4
+ 

T 細胞の LIP を誘導することが報告されている[15, 16]。本研究でも

lymphopenic mouse transfer model で”rapid spontaneous proliferation”が重要な役割

を担っていることを確認したことから、腸内細菌の移入 T 細胞への影響および

自己抗体との関連を明らかにすることを試みた。 

これまでも、腸内細菌と自己免疫疾患との関連は、主にマウスモデルを用い

て幾つかの例で示されてきた[17]。例えば、自己免疫疾患モデルマウスを

germ-free (GF) 下で生育しその影響を検討した報告では、炎症性腸疾患モデル

[18-20]や関節炎モデル (K/BxN) マウス[21]で、疾患活動性の改善が認められて
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いる。一方、1 型糖尿病モデルである NOD マウスでは疾患活動性が悪化するこ

とから[22]、腸内細菌には疾患に対し促進的に働くものと抑制的に働くものがあ

ることが示されている。これまで MRL/lpr マウスでは GFでも疾患活動性は変化

しないため腸内細菌の関与は考えにくいと報告されているが[23]、疾患促進的細

菌、抑制的細菌の存在、または両者のバランスという観点から、従来の報告で

は腸内細菌が全身性自己免疫発症に関与していることは否定できない。従って、

本実験では、上記のマウスモデルにおいて GFではなく抗生剤による腸管滅菌を

行うことによって腸内細菌の影響を検討した。 

生体がどのように腸内細菌を認識するかという点については、toll-like receptor 

(TLR) を介した細菌抗原の認識が重要であることが、複数の研究で報告されて

いる[24]。また TLR が全身性自己免疫疾患において病態と深く関わっているこ

とも確認されている[25]。従って、本研究においても TLR 欠損マウスを用いて、

腸内細菌が自己免疫を誘導する経路における TLR の果たす役割についても検討

した。 

さらに、MRL/lpr、BXSB、NZB/WF1 マウス等の他の自然発症ループスモデル

マウスでも、リンパ球減少を呈することが知られていることから[3]、本系で示

された腸内細菌と関連する自己抗体産生経路とオーバーラップした経路が存在

している可能性を考え、同様の腸管滅菌を行って自己抗体産生への影響を検討
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した。 

本研究は、lymphopenic mouse transfer model の解析を通して、CD4
+ 

T細胞はリ

ンパ球減少下に腸内細菌からのシグナルを受け、rapid spontaneous proliferation を

行うとともに濾胞ヘルパーT細胞 (follicular helper T cells; TFH) に分化し自己抗

体産生を促すことを見出した。また、rapid spontaneous proliferation に重要な関連

分子の役割についても明らかにした。さらに、他のループスモデルマウスでも

自己免疫の惹起に本系と共通する経路がある可能性を考え、同様に腸内細菌の

関与を検討した。 
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方法 

マウス 

6-7週齢のメスのBALB/cマウスと6-7週齢のメスのBALB/cヌードマウス、6週

齢のメスMRL-lpr/lprマウス、6週齢のメスのNZBW/F1マウス、7週齢のオスの

BXSBマウスを日本SLC社より購入した。Rag-2欠損BALB/cマウスはTaconic 

Farms社 (Germantown, NY) より購入した。TCRα鎖欠損BALB/cマウスとDO11.10

トランスジェニックBALB/cマウスは九州大学生体防御医学研究所の渡辺武教授

より提供を受けた。Scurfy C57BL/6マウスとThy1.1 BALB/cマウスはThe Jackson 

Laboratory (Bar Harbor, Maine) より購入した。Scurfy BALB/cマウスはScurfy 

C57BL/6マウスとBALB/Cマウスを6世代以上交配させて作製した。TLR 7欠損お

よびTLR9欠損BALB/cマウスはオリエンタルバイオサービス社より購入し、

TCRα鎖欠損BALB/cマウスと交配してTCRα鎖欠損TLR7欠損BALB/cマウスおよ

びTCRα鎖欠損TLR9欠損BALB/cマウスを作製した。 

Ld-nOVAトランスジェニックマウスは、Ld class Iプロモーター、ヒトEμエン

ハンサー下に核移行シグナルを付加したニワトリ卵白アルブミンン(OVA)を組

み込んだベクターを用いて、当研究室にて作成された[26]。Ld-nOVA BALB/cマ

ウスは、Ld-nOVA C5BL/6マウスとBALB/cマウスを8世代以上交配して作製した。 

すべてのマウスはSpecific Pathogen Free環境で飼育され、7-8週の週齢で実験に
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使用した。すべての実験は東京大学第二種使用等拡散防止措置（部局承認番号

76-2）および動物実験計画（承認番号 医-P10-120）において承認を受け、東京

大学のガイドラインに基づいて行った。 

 

T細胞の分離 

移入のための T 細胞は、Miltenyi Biotec 社の MACS システムを用いて分離し

た。マウスの脾臓を採取し、70 μm セルストレイナー (BD Bioscience, San Jose, 

CA) を用いて単細胞にしたのち、ACK バッファーまたは赤血球溶解バッファー 

(Sigma-Aldrich, St.Louis, MO) により溶血し、single cell suspension とした。 

野生型マウスからの CD4
+ 

T 細胞の分離では、この細胞をビオチン結合の抗

CD19 (6D5)、抗 CD8a (53-6.7)、抗 CD11b (M1/70)、抗 CD49b (DX5)、抗 I-A
b/d

 

(25-9-17)、抗 Ly-6G/Ly-6C (Gr-1: RB6-8C5) の各抗体と反応させ、洗浄後に

streptavidin-conjugated microbeads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) を

結合させたのち、これを MACS システム (Miltenyi Biotec) の LD カラムを用い

てネガティブセレクションを行い分離した。最初の抗体反応時のビオチン結合

抗 CD25抗体 (7D4) の有無により、CD4
+
CD25

- 
T細胞または CD4

+ 
T細胞を選択

した。CD4
+
CD25

+ 
T 細胞は、上述の方法で CD4

+ 
T 細胞を回収したのち、PE 結

合抗 CD25 抗体と反応させ、anti-PE microbeads と反応後に MS カラムを用いて
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ポジティブセレクションを行い分離した。 

Rag2 欠損 DO11.10 マウスからの CD4
+ 

T 細胞の分離は、脾臓の single cell 

suspension をビオチン結合抗 CD4 抗体  (GK1.5) と反応させ、洗浄後に

streptavidin-conjugated microbeads と結合させたのち、MACS システムの LS カラ

ムを用いてポジティブセレクションを行った。 

 

T細胞の移入 

前述の方法により分離した CD4
+ 

T 細胞を 2.5×10
6～5×10

6個/匹、ヌードマウス

または TCRα 鎖欠損マウスに腹腔内注射にて移入した。いくつかの実験では

CD4
+
CD25

- 
T細胞に対し移入前に carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) で

ラベルした[13]。CFSE 染色は、細胞を 5 μM CFSE 1ml と 37℃で 10分間反応さ

せたのち、4℃PBS で反応停止した。 

 

蛍光抗体法による抗核抗体の検出 

 抗核抗体の検出には、フルオロ HEPANA Test Kit (Medical and Biological 

Laboratories, Nagoya, Japan) 内の HEp-2細胞基質スライドを用いた。PBS を用い

てマウス血清を 40、80、160、320、640、1280、2560、5120 倍に段階希釈し、

基質スライドの各 well に 40 μl ずつ 30 分間反応させた。その後 PBS で洗浄し、
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二次抗体として 2 μg/ml に希釈した抗 mouse IgG-Alexa 488 抗体  (Jackson 

immunoResearch) を 40 μl ずつ遮光下で 30分間反応させた。反応後に PBS で洗

浄し、蛍光顕微鏡で観察した。 

 

IgG、IgMと各種特異抗体のELISAによる測定 

マウス血清のIgG、IgMの測定はmouse-IgG and IgM ELISA quantitation kit 

(Bethyl Laboratoried, Montgomery, TX) を、抗Sm抗体と、抗U1A抗体、抗68K抗体

の測定にはScipac社の抗原蛋白を用いた。0.03 M carbonate buffer (pH 9.6)で100倍

に希釈したgoat anti-mouse IgG/IgM Fc affinity purified antibody、または0.03M 

carbonate buffer (pH 9.6)で4 μg/mlに希釈した各種抗原蛋白を50 μlずつ96-well 

plates (Immulon4; Dynatech, Chantilly, VA) に分注し、4℃で一晩静置して固相化

した。洗浄後に1% BSA-0.05% Tween20-PBSで2時間ブロッキングし、50倍に希

釈したマウス血清50 μl/wellを常温で1時間反応させた。二次抗体として3000倍に

希釈したHRP結合抗mouse IgG 抗体 (Zymed Laboratories, San Francisco, CA) を

用い、3,3',5,5'-tetramethylbenzidine (Kirkegaard& Perry Laboratories, Gaithersburg, 

MD) で発色させ、リン酸で発色を止めた後、波長450 nmで吸光度を測定した。

標準血清として、各種抗核抗体が高値を示した特定のマウス血清を用いて

arbitrary unitを設定した。 
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その他の特異抗体の検出には、抗nucleosome 抗体、抗ds-DNA抗体、抗histone

抗体、抗胃壁抗体のそれぞれのAg-specific ELISA Kit (Orgentec, Mainz, Germany, 

respectively) およびANA combi-kit (Orgentec) を用いた。100倍に希釈したマウス

血清100 μl/wellを常温で1時間反応させ、二次抗体以降は上記の方法と同様に実

験を行った。抗ds-DNA抗体出現率の比較においては、OD値0.4以上または

arbitrary unitを用いた抗体価3000 U以上を陽性と判定した。 

 

KLH免疫 

古典的follicular helper T細胞 (TFH) を誘導するため、Keyhole limper hemocyanin 

(KLH, 500 μg/ml) を含むCFA乳化液200 μlずつを、BALB/cマウスの尾根部および

足底に注射して免疫した。免疫後7日目で解析に用いた。 

 

Flow cytometry  

表面分子の染色は、細胞を4℃に保ちつつ染色を行った。反応時のバッファー

は3% bovine serum albumin, 0.05%NaN3-PBSを用いた。抗体添加後30分で洗浄し

測定した。細胞内染色は表面分子染色後、4℃に維持し、PE Anti-Mouse Foxp3 

staining set (eBioscience) のプロトコルに従い、Fixation/Permeabilization working 

solution (eBioscience) に暗所にて45分間反応させた後、10倍希釈した
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Permeabilization Buffer (eBioscience) で洗浄し、その後Foxp3などの転写因子に対

する各抗体で染色を行った。サイトカイン染色は、PMA (Phorbol 12-Myristate 13- 

Acetate)、ionomycin、BDGolgiPlug
TM

 containing brefeldin Aからなるleukocyte 

activation cocktail (BD Biosciences) で、分離した細胞を4時間以上刺激培養した後、

表面分子染色後に室温にてIntracellular Fixation Buffer (eBioscience) で20分反応

させ、その後10倍希釈のPermeabilization Bufferで洗浄し、各サイトカインに対す

る抗体で染色を行った。使用した抗体は以下の通りである（括弧内はクローン）。 

FITC 標識抗マウス抗体：BD Biosciences: B220 (RA3-6B2), CD4 (GK1.5, L3T4), 

CD8a (53-6.7), CXCR5 (2G8) 、BioLegend: CD90.1 (Thy1.1) (OX-7)  

Alexa Fluor 488 標識抗マウス抗体：eBioscience: GL7 (T and B cell activation 

marker) (GL-7), Foxp3 (FJK-16s)、AbD Serotec : PD1 (RMP1-30)  

PE標識抗マウス抗体：BD Biosciences: CXCR5 (2G8)、BioLegend: ICOS (15F9), 

PD-1 (29F.1A12), CD200 (OX-90)、eBioscience: IL21 (mhalx21) 

TC (PE/Cy5)標識抗マウス抗体：BioLegend: CD45R/B220 (RA3-6B2), CD90.2 

(30-H12)、eBioscience: CD4 (GF1.5) 

PerCP/Cy5.5 標識抗マウス抗体：BioLegend: CD90.1 (OX-7) 

Biotin 化抗マウス抗体：BD Biosciences: CD8a (53-6.7), CD 19 (1D3), Fas (Jo2)、

BioLegend: CD4 (RM4-5), CD25 (PC61), CD 200 (OX-90) 
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組織の蛍光免疫染色 

マウスの脾臓をOCTコンパウンド（サクラファインテック、日本）に包埋し

たのち、液体窒素で急速に凍結した。これを薄切しアセトンで固定した。Protein 

Block serum-free (Dako, Real carpinteria, CA) と10分ほど反応させた後、一次抗体

をAntibody Diluent with Background Reducing Components (Dako) で5μg/mlに希釈

し室温で1時間反応させた。PBSで洗浄後、Dylight488またはDylight594標識2次抗

体 (Jackson laboratories, Baltimore, PA) を250倍に希釈し反応させた。二重染色で

は二次抗体の蛍光色を変えて同様の過程をもう一度行った。その後、Vectashield 

(Vector laboratories, Burlingame, CA) を用いて封入し、蛍光顕微鏡で観察した。

Thy1.1の染色には、一次抗体としてビオチン化抗Thy1.1 (OX-7) 抗体 (AbD 

Serotec) を、二次抗体としてStreptavidin Alexa 488 (Life Technologies, Carlsbad, 

CA) を用いた。その他の抗体は、抗CD4 (GK1.5) 抗体、抗Ig-D (11-26c.2a) 抗体、

抗PD-1 (RMP1-30) 抗体、Rhodamine labeled PNA (Vector laboratories) を使用した。 

 

RT-PCR 

リンパ球サブセットを分離した後、RNeasy mini kit (QIAGEN, Valencia, CA) を

用いてRNAを精製し、SuperScriptTM Ⅲ Reverse Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, 

CA) を用いてプロトコルに従ってcDNAを作成した。PCRではPrimerとして 
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GAPDH-forward, 5’-GAAGGTCGGTGTGAACGGA-3’  

GAPDH-reverse, 5’-GTTAGTGGGGTCTCGCTCCT-3’  

Bcl6-forward, 5’-GCCCCACTGACCCGAAAGCC-3’  

Bcl6-reverse, 5’-GCCTGCCAGGGACCTGTTCAC-3’  

IL-21-forward, 5’-ATCCTGAACTTCTATCAGCTCCAC-3’  

IL-21-reverse, 5’-GCATTTAGCTATGTGCTTCTGTTTC-3’ [36]  

を用い、denature：94℃30秒、annealing：61℃30秒、elongation：72℃45秒を1 cycle

としたPCRを行った。 

 

共培養 

Tc移入ヌードマウスの脾細胞からFITC結合抗CD4抗体とAnti-FITC MultiSort 

Kit (Miltenyi Biotec) を用いてCD4
+ 細胞をポジティブセレクションし、このCD4

+ 

細胞からMicrobeadsを切り離したのち、抗PD1抗体とMACSシステムポジティブ

セレクションカラムを用いてCD4
+
PD1

+ 
T細胞とCD4

+
PD1

- 
T細胞を分離した。抗

CD19 (1D3) 抗体を用いてMACSシステムでB細胞を分離し、96well-round bottom

プレートに10%FCS-RPMIを培養液として用いて、各wellにB細胞2×10
5個、T細胞

2×10
4個を混合して培養した。T細胞の刺激は、プレートに10 μg/mlに希釈した抗

CD3抗体を4℃で一晩定着させた後、培養液中に5 μg/mlの抗CD28抗体を加えた。
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5 μg/mlの抗ICOS抗体 (7E.17G9; BioLegend, San Diego, CA)、10 μg/mlの抗IL-21抗

体 (R&D systems, Minneapolis, MN) で抑制を行い、培養96時間後に上清を回収し、

IgGの測定を行った。 

 

Pristane投与マウスの作成 

 6週齢で日本SLC社から購入したBALB/c 野生型マウスに対し、7週齢の時点で、

pristane 500μl/匹を腹腔内注射にて投与した。 

 

マウスの腸管滅菌 

以下の5種の広域抗生剤の組み合わせをマウスの飲み水に溶解して投与し、腸

管滅菌を行った。Ciprofloxacin (CPFX, Sigma社)、Imipenem (IPM, MSD社)、

Metronidazole (MTZ, Sigma社)、Vancomycin (VCM, Sigma社)；各250 mg/L、

Amphotericin B (AMB, ブリストルマイヤーズ社)；5 mg/L。抗生剤の選択は過去

のマウスの腸管滅菌を行った報告を参考にした[27, 28]。いずれのマウスも搬入

時より抗生剤投与を開始し、生存中は投与を継続した。ヌードマウスに対するT

細胞移入、野生型マウスに対するPtistane投与は、抗生剤投与開始から10日後に

行った。 
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腸炎の検討 

T細胞移入ヌードマウスの体重測定を行った。また移入後8週の時点での大腸

を摘出し、10%中性ホルマリン固定を行ったうえで、バイオ病理研究所にHE染

色のスライド作製を依頼した。 

 

統計的解析 

抗体価の2群間の有意差はStudent’s t-testを使用して検定を行った。自己抗体出

現率の2群間の有意差はFisher’s exact testを使用して検定を行った。全ての分析で

p値<0.05を有意差ありと判定した。 

  



 

17 

 

第1章 リンパ球移入による全身性自己免疫モデルマウスを用いた抗核抗体産

生機序の解析 

 

ヌードマウスに野生型マウス由来の CD4
+ 

T細胞を移入することでリンパ球減

少下の homeostatic proliferation を起こさせるモデルは、さまざまな臓器特異的自

己免疫疾患を発症する。このモデルにおける抗核抗体産生に着目し、germinal 

center形成、TFHの分化、TCR 特異性といった観点から、抗体産生機序における

T細胞の役割について解析した。 

 

結果 

CD4
+
CD25

-
 T細胞移入ヌードマウスによる臓器障害と抗核抗体の産生 

BALB/c野生型マウスの脾細胞より、CD4
+
CD25

- 
T細胞（Tc: conventional T細

胞）、CD4＋CD25
+ 

T細胞（Treg: regulatory T 細胞）、CD4
+ 

T 細胞（Tc+Treg）を分

離してそれぞれ 7 週齢の BALB/c ヌードマウスへ移入した。CD4＋CD25
+ 

T 細胞

における Foxp3 の陽性率は 96%であった。 

Tc 移入群では移入後 2 か月で胃炎、腸炎、唾液腺炎などの発症が見られた。

次にレシピエントの血清の解析を行った。Tc移入群では Tregもしくは Tc＋Treg

を移入した群に比べ、ELISA にて総 IgM と総 IgG の産生増加が 4 週目までに見
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られた（図 1A）。特に IgG の上昇が顕著で、クラススイッチの亢進を認めた。

蛍光抗体法による抗核抗体の評価では、多様な型の IgG 型抗核抗体産生を移入

後 2週から認めたが、その中で特に homogenous patternが 90%以上を占めており、

次に homogenous & speckled pattern が多く見られた（図 1B）。抗核抗体の陽性率

は、Tc移入群では移入後 2週以降において 100%であった。いずれの群でも抗核

抗体産生は見られたが、移入後 3週における homogenous patternの抗核抗体価は、

Tc 移入群で有意に高値であった（図 1C）。また ELISA にて、抗 ds-DNA、抗

nucleosome、抗 Sm、抗 U1-68K 抗体などのヒトの自己免疫疾患で見られる特異

抗体の上昇が、Tc 移入群では 4 週以内に見られた（図 1D）。この LIP の系は早

期に高率に高抗体価の IgG 型の抗核抗体が産生されることから、全身性自己免

疫マウスモデルとして有用であること、および Treg により LIP における異常な

B細胞応答が抑制されていることが示された。 

 

Tc移入ヌードマウスにおける germinal center の形成と GC 内への CD4
+細胞の局

在 

Tc 移入レシピエントマウスではクラススイッチが促進されていることから、

germinal center (GC) の形成が予想された。Tc移入 5日目の脾臓の組織学的検討

を行ったところ、IgD 陽性濾胞 B細胞に囲まれて、peanut agglutinin (PNA) で染
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まる GC の形成が見られた（図 2A）。さらに GC 内に CD4
+細胞の侵入が認めら

れたことから、移入したTcがレシピエントにおけるGC形成を誘導する follicular 

helper T (TFH) 細胞に分化した可能性を考え、TFHの表面マーカーの一つとして知

られる PD-1[29]の発現を免疫染色によって確認した。その結果、CD4＋細胞の一

部はPD-1を発現しており、その細胞はGC内に局在することがわかった（図2A） 。

この結果から、本系では移入された Tc が LIP を経て TFHに分化し、GC が形成

される可能性が示唆された。 

 

移入された Tc細胞の LIP と CXCR5
low

ICOS
+
PD-1

+
CD200

+
CD4

+ T細胞への分化 

さらに移入 T 細胞の TFH 表面マーカーの発現およびレシピエントにおける

GC-B細胞の出現を検討するため、T 細胞移入から 5日目のレシピエントマウス

の脾臓における T 細胞と B 細胞の phenotype を flow cytometryにより検討した。

一般に TFHは PD-1[29]、ICOS[30]、CD200[31]、CXCR5[32, 33]等を表面マーカー

として持つこと、また GC-B細胞は GL7
+
Fas

+
B220

+細胞として認識されることが

知られている[34, 35]。Tcの移入では、Tc+Tregを移入した群に比べ、PD-1
+
ICOS

+
 

CD200
+
CD4

+細胞が多く見られ（図 2B、2D）、また GL7
+
Fas

+
B220

+細胞も Tc+Treg

移入群に比して Tc移入群で多く見られた（図 2C）。すなわち、Tregの非存在下

では Tc移入により PD-1
+
ICOS

+
 CD200

+
CD4

+細胞および GC-B細胞が多く産生さ



 

20 

 

れることが示された。 

さらに移入された Tc が homeostatic proliferation を経て分化することを確認す

るため、移入前の Tc に対し CFSE 染色を行い、移入後 5 日目のレシピエント脾

臓における CD4
+細胞の細胞分裂を解析したところ、早期に分裂して CFSE が低

下した細胞群が PD-1を発現していることが分かった（図 3A）。 

一方、ヌードマウスにおいては胸腺由来の T 細胞は欠損しているが、胸腺外

発育 CD4
+ 

T細胞は存在することが知られている[36]ことから、この PD-1
+
ICOS

+
 

CD200
+
CD4

+細胞群がレシピエントの胸腺外発育 T 細胞由来ではなく、移入 Tc

由来であることを示すために、Thy1.1
+ 

BALB/c野生型マウス由来の Tcを Thy1.2
+

ヌードマウスに移入する実験を行った。移入後 5日目の脾臓の flow cytometryで

は移入された Thy1.1
+
CD4

+細胞が ICOS を発現していること、組織の蛍光染色で

は、Thy1.1
+細胞が GC 内に局在していることが示された（図 3B、3C）。一方、

古典的なTFHの表面マーカーであるCXCR5については、移入されたThy1.1
+
CD4

+

細胞では KLH免疫マウスにおいて産生される TFHと比較して、高い発現が見ら

れなかった（図 3B）。 

以 上 よ り 、 移 入 さ れ た Tc 細 胞 は 急 速 な LIP を 経 て 、

CXCR5
low

ICOS
+
PD-1

+
CD200

+
CD4

+
 T細胞に分化することが示された。 
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CXCR5
low

ICOS
+
PD-1

+
CD200

+
CD4

+ 
T細胞の機能解析 

Tc移入ヌードマウスにおける CXCR5
low

ICOS
+
PD-1

+
CD200

+
CD4

+ 
T細胞が、実

際に TFHとしての機能を持つかどうかの解析を行った。TFH機能は GC 形成とク

ラススイッチを起こした IgGの産生を誘導すること、転写因子として Bcl-6を発

現すること[37-39]、B 細胞の affinity maturation に寄与するサイトカインである

IL-21を産生すること[40, 41]、によって特徴づけられる。RT-PCRでは Tc移入レ

シピエントの PD-1
+
CD4

+細胞による Bcl-6 と IL-21 の mRNA 発現が認められた

（図 4A）。PD-1
+
ICOS

+
CD4

+細胞における IL-21の発現は、flow cytometryでも認

められた（図 4B）。この PD-1
+
CD4

+細胞を抗 CD3 抗体と抗 CD28 抗体で刺激し

B細胞と共培養を行ったところ、PD-1
-
 CD4

+細胞で同様の実験を行った場合に比

べて、B細胞に対する高い IgG産生誘導作用が認められた（図 4C）。ICOS また

は IL-21に対する阻害抗体によりいずれかを阻害すると IgG産生誘導能は低下し、

両者を阻害するとさらに相加的な低下が見られたが、完全には阻害されなかっ

た（図 4D）。 

以上より、LIP で誘導される CXCR5
low

ICOS
+
PD-1

+
CD200

+
CD4

+ 
T細胞は、転写因

子、機能において TFHとしての特徴を有しており、B細胞に対する IgG 産生誘導

能には ICOS および IL-21が部分的に関与していることが判明した。以下これら

の細胞を LIP-TFHと名付ける。 



 

22 

 

TCR 特異性の抗核抗体産生と臓器特異的自己免疫疾患発症への寄与の検討 

LIP-TFHの産生機序をさらに明らかにするために、移入される CD4
+ 

T 細胞の

TCR 特異性が LIP-TFH への分化に及ぼす影響について検討した。Rag2 欠損

DO11.10マウス (RagDO) は全てのCD4
+ 

T細胞がニワトリ卵白アルブミン（OVA）

反応性の単一 TCR を有するマウスであり、内在性制御性 T 細胞（naturally 

occurring regulatory T cell; nTreg）を有しないことが以前当教室より報告されてい

る[42]。RagDO マウスから CD4
+細胞を分離しヌードマウスに移入したところ、

急速な細胞分裂と PD-1
+ 

TFH細胞への分化（図 5A）、移入細胞の GC 内への局在

が観察され（図 5B）、野生型マウス由来 Tc 移入群と同等に高力価の抗核抗体産

生が見られた（図 6A）。すなわち、LIP-TFHへの分化および抗核抗体産生に対し

ては、TCR 特異性は寄与しないと考えられた。一方、もともとヌードマウスへ

Tc を移入する本系では移入後 2 か月程度で胃炎や腸炎などの臓器特異的自己免

疫が生じることが知られている[12]が、Tc移入群で移入後 8 週目までに見られた

下痢や有意な体重減少は、RagDO CD4
+ 

T移入群では見られなかった（図 6B）。

腸管の組織学的検討では、Tc 移入群では炎症細胞浸潤、腸管粘膜の肥厚、杯細

胞の減少、陰窩の過形成、粘膜上皮の剥離などの典型的な腸炎の所見が見られ

たのに対し、RagDOCD4
+ 

T移入群では軽度の細胞浸潤を認めるものの腸管粘膜

構造の破壊や変化は明らかではなかった（図 7A）。Tc+Treg移入群では腸管粘膜
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は正常に保たれていた。胃の組織学的検討でも、Tc 移入群では胃粘膜の炎症細

胞浸潤、胃底腺の萎縮、上皮の過形成などの萎縮性胃炎の像を呈しているのに

対し、RagDO CD4
+ 

T移入群では軽度の細胞浸潤を認めるもの胃底腺や粘膜構造

の変化は認めず、Tc+Treg移入群では胃粘膜は正常であった（図 7B）。 

ELISA での自己抗体の解析では、Tc 移入群で 4 週目から見られた抗胃壁抗体

および抗 histone抗体の上昇はRagDO移入群およびTc+Treg移入群では見られな

かった（図 6C）。一方、4 週時点で RagDO 移入群では抗 ds-DNA 抗体の上昇は

見られていた。さらにその他の特異抗体について、ANA combi ELISA キットを

用いて測定したところ、Tc 移入群では、抗 Scl-70、RNP/Sm、RNP-70、SS-A、

SS-B抗体などの多彩な自己抗体が多くのマウスで見られたのに対し、RagDO移

入群では一部に観察されたのみであった（図 6D）。 

以上より、TCR 特異性は抗核抗体産生に対しては寄与しないが、腸炎や胃炎

などの臓器特異的自己免疫の発症に対しては TCR特異性が寄与していると考え

られた。種々の自己抗体については、TCR 特異性が関与するものとそうでない

ものが存在することが判明した。 

 

RagDOマウスから Ln-OVA-TCRα
-/-マウスへの T細胞移入 

次に cognate な抗原刺激によって CXCR5
low

PD-1
+ 

LIP-TFHの産生が誘導される
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のかどうかを検討した。RagDOマウス由来 CD4
+細胞を TCRα鎖ノックアウトマ

ウス (TCRα
-/-

) に移入すると同様の PD-1
+ 

TFH細胞と GC 形成が観察された（図

8A、B）。一方すべての核に OVAを発現した Ln-OVA-TCRα
-/-マウスに RagDO由

来 CD4
+細胞を移入したところ、TCRα

-/-マウスに移入した場合に比べて PD-1
+ 

TFH

細胞と GC-B細胞の産生される割合は低下していた（図 8A）。これは LIP-TFHの

分化には TCRに対する cognateな自己抗原刺激を必要としないこと、さらに TCR

が cognateな自己抗原に対する反応性を持つ場合にはむしろ免疫寛容が誘導され

ることを示している。 

 

RagDOsfマウスからヌードマウスへの T細胞移入 

Foxp3
+
CD4

+
 Tregから CXCR5

+ 
TFHに分化した、follicular regulatory T細胞 (Tfr) 

と呼ばれる細胞群が知られている[43]。本系における LIP-TFHが Tregから分化し

たものかどうかの検討を行った。RagDOマウスに機能的 Foxp3 を欠いた RagDO 

scurfyマウス (RagDOsf) および単なる RagDO マウスから採取した CD4
+ 

T細胞

をそれぞれ TCRα
-/-マウスに移入し、flow cytometryと組織学的検討を行ったとこ

ろ、いずれの群においても同等の PD-1
+
CD200

+ 
LIP-TFH 細胞と GL7

+
Fas

+
B220

+
 

GC-B細胞の産生、GC 形成と GC 内の PD-1
+
CD4

+ 
T細胞の局在が観察された（図

8A、B）。これより、LIP によって生じる TFHは Treg から分化する Tfr ではない
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ことが示された。 

 

 

第 1章の考察 

本研究における、ヌードマウスに野生型マウス由来の CD4
+
CD25

- 細胞を移入

する系は、早期に高率に高抗体価の IgG タイプの自己抗体を産生する誘導型モ

デルであることが示され、自己免疫研究に適している系と考えられた。本系で

は抗核抗体を含む全身性自己抗体および臓器特異的自己抗体が産生され、Treg

によって異常な B細胞応答が制御されていることが示された。 

本系において、移入された Tc 細胞は表面マーカー、組織学的局在、B 細胞ヘ

ルプ機能の検討から、LIP を経て TFHに分化していると考えられた。従来の TFH

と大きく異なる点は CXCR5 を強く発現していない点であるが、過去の CXCR5

欠損マウスにおけるTFHの研究から必ずしもCXCR5はTFHの出現、局在、germinal 

center形成に必須ではないことが示されており[44-46]、本系において産生される

細胞は CXCR5
lowという特徴を持った TFHであると考えられる。外来抗原に対す

る防御ではなく自己抗体を誘導することや、CXCR5 が低い点など従来の TFHと

は異なる特徴を有していることから、この LIP-TFHは新たな TFHサブセットであ

る可能性が考えられる。 
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LIP と TFHへの分化に関わる移入細胞の TCR の抗原特異性については、OVA

特異的反応性 TCR を持つ、すなわちレシピエント内に対応抗原を持たない

RagDO由来 CD4
+ 

T細胞の移入でも、polyclonal な Tc細胞を移入した場合と同様

に rapid proliferation と TFHへの分化、GC 形成が見られたことから、LIP-TFHの出

現においては TCRに対する cognateな抗原刺激は必須ではないことが示された。

逆に全身の核内に対応抗原を強制発現したマウスでは、自己に強く反応する

TCRを持った CD4
+ 

T細胞を移入すると TFH分化や GC-B細胞の産生が抑制され

ており、むしろ toleranceが誘導されたと考えられる。 

自己抗体産生や疾患発症に関わる TCR の抗原特異性の関与については、臓器

特異的自己免疫、すなわち腸炎や胃炎の発症、抗胃壁抗体の産生には TCR 特異

性が重要、つまり polyclonal な TCR を持った TFH細胞が必要であった。一方、

抗核抗体、抗 ds-DNA 抗体など全身性の自己抗体については、TCR 特異性は必

要でないことが示された。ただし抗核抗体の中には、抗 histone抗体など TCR 特

異性を必要とするものも存在する。抗 ds-DNA抗体は RagDOマウス由来 CD4
+
 T

細胞の移入で特に抗体価が高くなっているように見えるが、一部の高力価陽性

マウスのデータを反映しているためと考えられ、発症率についての検討は次章

にて述べる。 
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第2章 Lymphopenia-induced Autoimmunity における自己抗体産生に対する腸

内細菌の果たす重要な役割 

 

 リンパ球の homeostatic proliferationには腸内細菌抗原の認識が重要であること

が知られている。第 1 章で用いた系において、抗生剤を用いてレシピエントマ

ウスの腸管滅菌を行うことで、LIP、LIP-TFH の分化、および自己抗体産生にお

ける腸内細菌の果たす役割について解析した。また TLR による細菌抗原認識経

路について検討した。さらに、古典的ループスモデルマウスでも発症機序に腸

内細菌が関わっている可能性を検討するために、抗生剤投与による治療実験を

行った。 

 

結果 

腸内細菌の LIP と LIP--TFH分化への関与 

Germ freeマウスの研究により、homeostatic proliferation のうち特に IL-7非依

存性で急速な分裂を特徴とする“spontaneous proliferation”には、腸内細菌に対す

る抗原認識が必要であることが報告されている[47]。そこで、本系における

LIP-TFHの分化および自己免疫疾患の発症に対する、腸内細菌の役割について検

討した。過去のマウス腸管滅菌の報告[27, 28]を参考に、ヌードマウスに 5 種の
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広域抗生剤  (Ciprofloxacin (CPFX), Imipenem (IPM), Metronidazole (MTZ), 

Vancomycin (VCM), Amphotericin B (AMB))を飲み水に溶解して投与し、腸管滅菌

を行った。抗生剤投与開始から 10日後に CFSE ラベルした Thy1.1
+ 

Tc細胞を移

入し、5日目の脾臓を flow cytometryで解析したところ（図 9A）、移入細胞の分

裂は抗生剤投与群ではほとんど消失しており、PD-1
+ 細胞への分化もほとんど見

られなかった（図 9B）。組織学的検討では Tc 細胞移入で見られた GC 形成が、

抗生剤投与により消失していた（図 9C）。以上より本系における移入細胞の LIP

および LIP-TFHへの分化には、腸内細菌の存在が必須であることが示された。 

 

腸内細菌の自己抗体産生への影響 

上記の実験と同様に腸管滅菌を行ったうえで、Tc 細胞または Tc+Treg 細胞を

移入して 14週後の抗 ds-DNA抗体および抗胃壁抗体を ELISA にて測定した。Tc

細胞移入によって見られた抗 ds-DNA抗体と抗胃壁抗体の上昇は、抗生剤投与に

よって 14 週間にわたって抑制されていた（図 10A）。本実験において非移入群

のヌードマウスでも長期間経つと、早期には見られなかった抗 ds-DNA抗体の上

昇が認められることが判明したが、それも抗生剤投与により抑制されていた。

Tc+Treg移入群では抗生剤投与の有無にかかわらず抗 ds-DNA抗体価の上昇は抑

制されていた。抗体価だけでなく、抗 ds-DNA抗体の発生率においても、抗生剤
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投与群では抗生剤非投与群と比較し、抑制効果が見られていた（図 10B）。以上

より腸内細菌の存在は、LIP-TFHを介した自己抗体産生においても重要な役割を

果たしていることが示された。また、Tc を移入しないヌードマウスでも長期間

の観察では抗核抗体が上昇することから、LIP-TFHはリンパ球減少マウスにおけ

る自己抗体産生において抗胃壁抗体のように必須である場合と、抗 ds-DNA抗体

のように単に促進的に働く場合があることが示された。 

 

抗生剤の組み合わせの検討 

上記の 5 種の抗生剤のうち、どの組み合わせが最も効果的であるかを検討す

るため、CPFX、IPM、AMB をそれぞれ除いた 4 剤の組み合わせを作成して Tc

移入ヌードマウスに投与し、14 週時点での抗 ds-DNA 抗体価を 5 剤投与群およ

び非投与群と比較した。いずれの 4 剤の組み合わせにおいても非投与群と比較

し抗体産生抑制効果が見られたが、5 剤投与群と比較し CPFX を除いたものでは

抑制効果が劣り、IPM もしくは AMBを除いたものでは 5剤投与群と差が見られ

なかった（図 10C）。この結果より、CPFX の必要性および MTZと VCM の 2剤

もしくはどちらかの重要性が示唆された。 
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TLR7 および TLR9 の抗核抗体産生への関与 

TCRα 鎖および TLR7 または TLR9 を欠いた、TCRα
-/-

TLR7
-/-マウスと

TCRα
-/-

TLR9
-/-マウスを作成し、ナイーブな状態での血清の抗核抗体を観察した

（図 12）。TCRα
-/-マウスでも、ヌードマウスと同様に、長期間の観察により抗核

抗体が自然発生することを観察したが（平均抗体価 80 倍）、TCRα
-/-

TLR9
-/-では

抗核抗体産生が全く見られなかった(n=5)。一方 TCRα
-/-

TLR7
-/-マウスでは TCRα

-/-

マウスと同程度の抗核抗体産生が見られた（平均抗体価 80 倍、n=3）（図 11）。

この結果により、抗核抗体産生誘導の経路において、TLR9 が重要な役割を果た

していることが示された。 

 

古典的ループスモデルマウスへの抗生剤投与による治療効果 

MRL/lprマウス、NZB/WF1 マウス、BXSBマウスを 6-7週の時点で購入した。

また同時に6週齢のBALB/c野生型マウスの腹腔内にpristane 500μlを注射した。

それぞれのマウスを上記の抗生剤セット投与群と非投与群に分け、長期間での

抗核抗体価および尿蛋白半定量試験を比較した。いずれのマウスでも抗生剤非

投与群で 17週時点までに抗核抗体価の上昇が見られたが、抗生剤投与群ではい

ずれのマウスも抗体価の上昇が抑制されていた（図 12A）。特に pristane 投与マ

ウスでは抗生剤投与群で抗核抗体の上昇が観察されなかった。尿蛋白について
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も、いずれのマウスでも抗生剤投与により 17週時点での尿蛋白増加の抑制が見

られた（図 12B）。これらの結果より古典的なループスモデルマウスの自然発症

型、誘導型のいずれにおいても、腸内細菌の存在が自己抗体産生および腎炎発

症に大きく影響を及ぼしていることが示唆された。 

 

 

第 2章の考察 

Lymphopenia-induced autoimmunity の系において、腸内細菌を除去すると LIP

および LIP-TFHへの分化が消失したことから、腸内細菌の存在は LIP-TFHの出現

に必須であることが示された。これまでの報告では、 rapid spontaneous 

proliferationでは細菌抗原からTLRを介した刺激が樹状細胞に伝わり IL-6ととも

に T細胞分裂を促していることが判明しており[15, 16]、本系でもその経路が働

いている可能性がある。今後、TLR 欠損レシピエントマウスを用いた本系の検

討や、抗 H-2 抗体による MHC 阻害を行うことにより、LIP-TFH出現過程がより

明らかになるものと考えられる。 

本系における自己抗体産生も、腸内細菌の除去により抑制効果が見られた。

長期間の観察では、抗胃壁抗体は LIP-TFH の存在が必須であるのに対し、抗

ds-DNA抗体は胸腺由来T細胞を欠くヌードマウスでも自然に発生していたこと
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から、LIP-TFHが必須ではなく単に促進的に働く自己抗体が存在することも判明

した。T 細胞を欠いたマウスにおいてどのような機序で B 細胞にクラススイッ

チが生じ抗核抗体が産生されるのか現時点では不明であるが、TLR9 欠損 TCRα

欠損マウスでは TCRα欠損マウスで見られる抗核抗体産生が消失することから、

in vitroおよび in vivo の研究で示された two receptor paradigm と呼ばれる核酸に

よる TLRと B細胞受容体のクロスリンクが T細胞非依存性にクラススイッチを

惹起し自己抗体を誘導しうるとする現象[48-50]が、生じている可能性がある。B

細胞単独で産生される自己抗体においても、腸内細菌の除去で抗体産生が抑制

されることは、腸内細菌は LIP-TFHの産生のみでなく T細胞を必要としない自己

抗体産生にも重要な役割を担っていることを示している。 

TLR を介した細菌抗原の認識については、特に TLR9 の存在が、上記の in vitro

での T細胞非依存性の自己反応性 B細胞の活性化[48, 49]やループスモデルマウ

スにおける自己抗体産生[51]に重要な働きをしていることが報告されており、本

研究における TLR9 欠損 TCRα欠損マウスの結果は、これら過去の報告と一致す

るものである。ただし TLR9 欠損ループスモデルマウスでは腎炎発症は抑えられ

ないこと[51]、また系によっては悪化することから TLR9 は疾患発症に抑制的な

働きをしているとする報告があること[52, 53]、TLR は多くの免疫細胞で発現し

ていることなどから、本系において TLR シグナルがどこでどのように働いてい
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るかについては、今後さらなる検討を要する。 

また、腸内細菌による自己抗体産生促進経路は Treg により抑制されることも

示された。近年、腸内細菌が腸管局所で Tregを誘導する[54, 55]、もしくは存在

している Treg の作用を強化するなどの報告がある。これらのことから、従来知

られていた生体での Treg の自己免疫抑制作用の一部に、腸内細菌が間接的に関

与している可能性が考えられる。ヌードマウスにおいて自然発生する抗核抗体

については、Treg がないことにより抑制が働いていないことが原因となってい

る可能性も考えられる[7]。 

抗生剤の組み合わせによるアウトカムの変化は、特定の病原微生物の同定に

有用である。Metronidazole と Vancomycin の重要性は、この 2剤がヒトの臨床に

おいては偽膜性腸炎を起こすClostridium difficileの治療薬として用いられること

からも、一般の抗生剤の有効でない Clostridium 族を含む嫌気性腸内細菌に対し

て作用していることが考えられる。Treg を誘導する腸内細菌として Clostridium

族が同定されていることからも、これら薬剤を用いた上で便中の腸内細菌の解

析を行うことで、本系における LIP-TFHおよび自己免疫を誘導する細菌の同定に

つながることが期待される。 

自然発症するループスモデルマウスおよびpristaneによる誘導モデルにおいて

も、腸内細菌の除去は抗核抗体産生および腎炎発症を抑制した。古典的ループ
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スモデルマウスにおいてもリンパ球減少が観察されることが知られているが、

それが疾患による症状なのか、lymphopenia-induced autoimmunityのように疾患発

症の引き金または増悪因子となっているのかは明らかではなく、LIP-TFHとの関

連も不明ではあるが、何らかの形で lymphopenia-induced autoimmunity の発症機

序と共通した腸内細菌の関わる経路が存在している可能性が考えられ、さらな

る機序解明が今後の自己免疫疾患治療につながると考えられる。 
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第 3章：総括と展望 

 胸腺を欠いたヌードマウスに野生型の CD4
+
CD25

-
 T細胞（Tc）を移入する本

実験系では、lymphpenia-induced proliferation（LIP）を通して Tcから LIP-TFHが

分化し、自己抗体産生を誘導または促進する。腸内細菌は、異常な B細胞応答

による自己抗体産生を直接刺激するとともに、Tcの LIP-TFHへの分化を誘導す

る。LIP-TFHは全身性自己抗体の産生には促進的に作用するが、臓器特異的自己

抗体産生および臓器特異的自己免疫疾患発症には、polyclonal な TCR 特異性をも

ったLIP-TFHが必須である。B細胞による自己抗体産生、LIP-TFHの出現、LIP-TFH

による B細胞ヘルプのいずれに対しても、制御性 T細胞は抑制的に作用する。

抗核抗体産生 B細胞の出現には CpGDNAを抗原認識する TLR9が何らかの形で

重要な働きをしていると考えられる。Tcによる腸内細菌の認識には、樹状細胞

(DC)や自然リンパ球(ILC)が介在している可能性がある（図 13）。 

今後、TLR 欠損レシピエントマウスおよび TLR 欠損ドナーマウスを用いた移

入系の検討や、抗 H-2 抗体によるMHC 阻害を行うことにより、LIP-TFH出現過

程において Tcがどのように腸内細菌を認識しているのか、より明らかになるも

のと考えられる。 

また、腸管内には細菌の他に真菌やウイルスも存在していることが知られて

いる。それらと自己免疫疾患との直接的な関わりは現時点では不明であるが、



 

36 

 

真菌やウイルスと全身性自己免疫疾患の関連を示した報告はあり[56, 57]、腸管

内においても細菌だけでなく真菌やウイルスが自己免疫発生機序に重要な働き

をしている可能性がある。また、ウイルス由来の RNAや DNA による TLR の活

性化が、抗核抗体産生を始めとした自己免疫発生機序に深く関わっていること

も推察される。これら細菌以外の常在微生物との関わりも、今後の検討を要す

る。 

リンパ球減少モデルだけでなく、遺伝的背景をもとに自然発症するループス

モデルマウスにおいても腸内細菌の除去が発症抑制に働いたことは、多因子疾

患であるヒトの全身性自己免疫疾患においても腸内細菌が発症促進に働いてい

る可能性を示唆している。実際にヒト自己免疫疾患では、発症において遺伝的

背景も重要だが環境因子の関わる役割が大きいと考えられている。腸内細菌の

役割として、特定の自己免疫原性細菌の存在や、腸内細菌叢バランスによる免

疫変化など、様々な関与の可能性が現時点では想定される。 

今後、疾患の有無による便中細菌の比較などを通した、マウスおよびヒトで

の特定の自己免疫原性腸内細菌の同定や、本実験系を利用した自己抗体産生機

序のさらなる解明は、自己免疫疾患に対する従来の免疫抑制とは異なる新規治

療アプローチにつながる可能性がある。  
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図1. ヌードマウスへのCD4+ T細胞移入によるクラススイッチと抗核抗体産生 

（Tc; CD4+CD25- T細胞、Treg: CD4+CD25+ T細胞、Tc+Treg: CD4+ T細胞）（*:p<0.05 ） 

A. TcまたはTregまたはTc+Treg移入後のELISAによるIgMとIgGの測定（各群5匹、2回
の測定のmean±SEM） 

B. 蛍光抗体法による抗核抗体の検出 

C. 移入後3週における各レシピエント血清のhomogeneous pattern 抗核抗体価  

  （n = Tc群 10, Tc+Treg群 10, Treg 群4、mean±SEM） 

A. ELISAによる各種抗核抗体の測定（各群5匹、2回の測定のmean±SEM） 
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図2. CD4+ T細胞移入5日後のヌードマウスにおけるgerminal center形成とCD4+ T細胞の分化 

A. レシピエント脾臓の組織学的検討。IgD (左上 緑)、CD4 (右上 赤、左下 緑)、PD-1 

(左下 赤、右下 緑) に対する抗体およびPNA (左上、右上下 赤) で免疫蛍光染色を
行った（左上 40倍拡大, scale bars: 100μm、左上以外 100倍拡大, scale bars: 40μm）。 

B. C.   TcまたはTc+Treg移入レシピエントの脾細胞におけるCD4、ICOS、PD-1の発現 (B)  

   およびB220+細胞におけるGL7、Fasの発現 (C) をflow cytometryにより検討した。 

D. Tc移入レシピエントの脾細胞中のCD4+細胞におけるICOS、PD-1、CD200の多重発
現をflow cytometryにより検討した。 

C 
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図3. ドナー由来移入T細胞のLIPによるTFHへの分化 

A. 野生型マウス由来TcをCFSE染色してヌードマウスに移入し、5日後のレシピエント
脾細胞のCFSEの低下およびPD-1の発現をflow cytometryにて検討した。 

B. Thy1.1+野生型マウス由来TcをThy1.2+ヌードマウスに移入し、5日後のレシピエン
ト脾細胞におけるThy1.1+CD4+細胞のICOSおよびCXCR5の発現を、flow cytometry

にて検討した。CXCR5の陽性コントロールとしてKLHで免疫した野生型BALB/cマ
ウスで産生されるTFH細胞を用いた。 

C. Thy1.1+野生型マウス由来TcをThy1.2+ヌードマウスに移入し、5日後の脾臓のPNA

（赤）と抗Thy1.1抗体（緑）による蛍光抗体染色を行い、germinal centerとThy1.1+

ドナー由来細胞の局在を検討した（100倍拡大、Scale bar:40μm）。 
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図4. PD-1+ LIP-T細胞の機能解析 

A. 野生型マウスの脾臓から採取したCD4+CD25-細胞およびTc移入後5日目のヌード
マウスの脾臓から採取したCD4+PD-1-細胞とCD4+PD-1+細胞におけるBcl-6 mRNA

とIL-21 mRNAの発現を、RT-PCRで解析した。 

B. Tc移入後7日目のヌードマウスの脾細胞における、CD4+PD-1+細胞および
CD4+ICOS+細胞でのIL-21の発現をflow cytomertyにより検討した。 

C. Tc移入後5日目のヌードマウス由来のCD4+PD-1-細胞またはCD4+PD-1+細胞と、野
生型BALB/cマウス由来のCD19+B細胞を共培養して抗CD3抗体、抗CD28抗体で
刺激したのちに、IgG産生量をELISAにて測定した。 

D. Cと同じ実験を、抗IL-21中和抗体または抗ICOS中和抗体または両者の存在下で
行い、IgG産生量をELISAにて測定した。 

－ 
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図5. RagDOマウス由来CD4+T細胞の移入によるLIPにおけるTCR specificityの検討 

A. RagDOマウス由来CD4+細胞をCFSE染色してヌードマウスに移入し、5日後の
レシピエント脾細胞のCFSEの低下およびPD-1の発現をflow cytometryにて検
討した。 

B. Thy1.1+RagDOマウス由来CD4+細胞をThy1.2+ヌードマウスに移入し、5日後の
脾臓のPNA（赤）と抗Thy1.1抗体（緑）による蛍光抗体染色により、germinal 

centerとThy1.1+ドナー由来細胞の局在を検討した。（100倍拡大、Scale bar: 

40μm） 
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図6. 抗体産生および臓器特異的自己免疫へのTCR特異性の寄与の検討 

A. 野生型マウス由来Tc、Tc+Tregまたは、RagDOマウス由来CD4+細胞をヌードマウ
スに移入し、3週間後の抗核抗体価を比較した。 

B. Aのそれぞれのマウスの体重変化率を8週間記録した。それぞれの群で5匹のマウ
スの体重を2回測定して平均した (mean±SEM, *:p<0.05)。 

C. Aのそれぞれのマウスおよび同週齢の非移入ヌードマウスの移入後4週目におけ
る血清中の抗ds-DNA抗体、抗histone抗体、抗胃壁抗体濃度をELISAで測定した。 

D. それぞれのマウスの移入後4週における各種抗体をANA combi ELISAキットを用
いて解析した。 
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図7. CD4+ T移入ヌードマウスにおける腸炎と胃炎の病理組織 

 野生型マウス由来Tc、Tc+TregまたはRagDOマウス由来CD4+細胞を移入した
ヌードマウスの2か月後の大腸標本のHE染色（A)と胃標本のHE染色（B) 

上段：40倍拡大, scale bars, 200μm、下段：100倍拡大, scale bars 80μm 
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図8. TCR特異性とFoxp3のLIP-TFH分化への寄与の検討 

A. RagDOマウスまたはRagDOscurfyマウス由来のCD4+細胞を、TCRα-/-マウスまたは
Ld-n-OVA TCRα-/-に移入し、5日後の脾臓におけるPD-1+CD200+CD4+ T細胞と
GL7+Fas+B220+ B細胞をflow cytometryにより検出して比較した。 

B. RagDOマウスまたはRagDOscurfyマウス由来のCD4+細胞をTCRα-/-マウスに移入し、
5日後の脾臓をIgD（緑、左列）、CD4（緑、中列）、PD-1（緑、右列）に対する
抗体およびPNA（赤）により免疫蛍光染色を行った。（左列、中列：40倍拡大、
scale bars: 100μm、右列：100倍拡大、scale bars: 40μm） 
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B 
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図9. 腸内細菌のLIPとLIP-TFH分化への影響 

A. 抗生剤内服のスケジュール 

B. Thy1.1+野生型マウス由来TcをCFSE染色して抗生剤内服/非内服ヌードマウスに移
入し、5日目のレシピエントマウス脾臓におけるThy1.1+細胞のCFSE強度および
PD-1の発現をflow cytometryにて解析した。 

C. Bのレシピエントマウス脾臓の組織におけるPNA蛍光染色によるgerminal center形
成の評価（上段 100倍拡大, scale bars: 40μm、下段 200倍拡大, scale bars : 80μm）。 
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図10. LIP-自己免疫モデルマウスに対する抗生剤投与の自己抗体産生への影響 

A. 野生型マウス由来TcまたはTc+Treg、またはRagDOマウス由来CD4+を抗生剤投与/

非投与ヌードマウスに移入し、14週後の抗ds-DNA抗体と抗胃壁抗体をELISAに
て評価した (mean±SEM, n=4)。 

B. 移入後2か月における抗dsDNA抗体の出現率の比較 

C. 抗生剤の組み合わせの検討。CPFX、IPM、MTZ、VCM、AMPH-Bの5剤および
CPX、IPM、AMPH-Bのそれぞれを除いた4剤を投与したヌードマウスに野生型
マウス由来Tcを移入し、14週後の抗ds-DNA抗体をELISAにて評価した
(mean±SEM, n=3)。 
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図11. TCRα鎖欠損マウスにおける抗核抗体産生に対する、toll-like receptor 7/9の関与 

 各マウスにおける自然発生抗核抗体を蛍光抗体法にて観察した。 

  上段 TCRα鎖欠損マウス（homogeneous pattern、平均80倍（n=3)) 

  中段 TCRα鎖欠損TLR7欠損マウス（homogeneous pattern、平均160倍（n=3)) 

  下段 TCRα鎖欠損TLR9欠損マウス（観察されず（n=5)) 
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図12. 古典的ループスモデルマウスに対する抗生剤投与の影響の評価 

A. 6週齢のMRL-lprマウスとNZB/WF1マウス、7週齢のBXSBマウス、6週齢の野
生型マウスにPristaneを投与した群に対し5剤の抗生剤内服を開始し、抗生剤
投与群/非投与群における0週および14週後の抗核抗体価を蛍光抗体法により
評価した (mean±SEM, n=5ずつ)。 

B. Aのマウスの17週での尿蛋白を試験紙法にて評価した (mean±SEM, n=5ず
つ)。 

p=0.03 p=0.01 p=0.004 
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図13. 概念図 

 腸内細菌は、異常なB細胞応答による自己抗体産生を直接刺激するとともに、Tc

細胞のlymphopenic-induced proliferationを経たLIP-TFHへの分化を誘導する。LIP-TFHは
全身性自己抗体の産生には単に促進的に作用するが、臓器特異的自己抗体の産生に
は必須である。いずれの経路もTregによる抑制が存在する。抗核抗体産生B細胞の出
現にはTLR9が何らかの形で重要な働きをしていると考えられる。Tcによる腸内細菌
の認識には、樹状細胞(DC)や自然リンパ球(ILC)が介在している可能性がある。 
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