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研究成果の概要： 

正常ヒトダブルネガティブ(DN)T 細胞は自己免疫抑制調節性機能を持つが、自己免疫性リン
パ球増殖症候群（Autoimmune Lymphoproliferative Syndrome: ALPS）において増加する DN T
細胞では CD95/CD95L 細胞死誘導欠損により調節性Ｔ細胞(Treg)機能が低下し、自己免疫病態
が拡大する。DNT細胞のTreg細胞としての特徴を正常およびALPS患者において比較解析した。   
ALPS の DNT 細胞の細胞表面発現は CD7、CD62L、CD45RO 発現が低下、CD4+Treg 細胞と同様

に IL-7R 陰性で、CD57, CD38,CD95,HLA-DR,CD45RO 陽性であった。一方、CD4+Treg 細胞の特
異的転写因子 FoxP3 蛋白発現は認められなかった。DNT 細胞の培養後細胞死比率は ALPS 83%、
健常人 30%と有意に ALPS において有意に増加していた。DNT 細胞の TCR レパートワ分布解析
では ALPS14 症例中 5例(35.7%)、正常対照 40 例中 3例(75%)に TCRVの 1種類以上のあきらか
な増加を認めた。CDR3 spectrum 解析では ALPS11 例(78.5%)、健常人全例で 3種類以上の Vβ
に oligo-clonal pattern を認めた。また、ALPS の症状を有するが CD95 誘導性細胞死が正常
であった ALPS III 型と考えられていた症例 4 例のうち 1 例にモザイク型 CD95 変異が存在す
ることを証明した。変異比率は DNT 細胞では 100％、他のリンパ球分画でも 1-10％存在し、
繊維芽細胞や口腔粘膜上皮細胞にも 1％存在し、モザイク型の変異を初めて見出した。  
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１．研究開始当初の背景 

CD95(Fas)細胞死誘導システムは、末梢リ
ンパ組織にて活性化された過剰な免疫担
当細胞の排除，炎症反応の終演や免疫制御
に重要と考えられ、CD95、CD95リガンド
(CD95L)、caspase-10の遺伝子変異によるそ

の機能的欠失は、肝脾腫 リンパ節腫大，
自己免疫性血球減少，高γグロブリン血症
等を示す自己免疫性リンパ球増殖症候群
（Autoimmune Lymphoproliferative 
Syndrome: ALPS）の発症に至る。TCR陽
性CD4陰性CD8陰性（double negative、ダブ
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ルネガティブ；DN）T細胞は正常ヒト末梢血
リンパ球の1％以下と非常に少ない細胞集
団であるが、ALPSにおいて3-40％と著明に
増加する。ALPSのDN T細胞の特徴として
IL-10,TGF-を強く産生しB細胞を介した
自己免疫性疾患の発症への関与が指摘さ
れ、表面抗原発現からeffector/killer細胞が
最終的に分化した細胞である可能性が示
唆される。 
 正常ヒトDN T細胞の機能的意義は不明な
点が多いが、近年、調節性Ｔ(Treg)細胞機能
を有することが見出された。代表的Treg細胞
であるCD4+CD25+Ｔ細胞の解析から、Treg細
胞の自己免疫疾患の発症や腫瘍免疫、自己
免疫寛容への関連が示唆される。CD4+Treg
細胞の調節機能の機序は、増殖性サイトカイ
ン(IL-2)転写抑制、抑制性サイトカイン（IL-10, 
IL-4,TGF-）産生に加え、perforinシステムを
介した抑制機構によるとされる。一方、DN 
Treg細胞の調節機能の機序はヒト抗原特異
的Ｔ細胞の制御やマウスアロ抗原免疫応答の
制御が報告され、活性化Ｔ細胞のCD95系を
介した細胞死誘導機序が主体であることが示
される。これらのことからALPSにおける自己免
疫発症機序にDN T細胞のTreg機能低下とそ
れに伴うDN T細胞の増殖拡大が関与する可
能性が示唆される。 
 ALPSはgerm line遺伝子変異により発症
するが、DN T細胞におけるCD95遺伝子
somatic mutation(体細胞性変異)が見出され、
ALPS類似の一部の自己免疫性疾患や原発
性免疫不全症候群におけるDN T細胞増加
が報告されることから、これらの疾患の病
態へのDN Treg細胞の機能異常と同時に
ALPS関連遺伝子の体細胞性変異の存在が
疑われる。 

 
２．研究の目的 
 正常ヒト DN T 細胞は自己免疫抑制調節
性機能を持つが、ALPS の DN T 細胞では
CD95/CD95L システムによる細胞死誘導欠
損により Treg 機能が低下し、自己免疫病態
が拡大すると推定される。しかし、正常 DN 
T 細胞と CD95 誘導性細胞死の機能しない
ALPS の DN T 細胞の詳細な Treg 機能の相
違、細胞起原やその病態への関与について
は不明な点が多い。初年度は、調節性Ｔ細
胞機能、Ｔ細胞レパートワ分布解析、TREC
解析を中心に正常 DN Treg 細胞と ALPS に
おいて増加する DN T 細胞とで比較検討す
ることで、CD95/CD95L システムの意義を
明らかとすることを目的にする。次年度は、
CD95 シグナル分子の germ line 変異を持た
ない自己免疫性疾患における DN Treg 機能
および CD95 シグナル分子体細胞性変異の
解析を中心に行う。これらのことから生体
内における免疫調節機構、特に DN Treg 細
胞の調節機構における CD95 誘導性細胞死
システムの機能的意義と自己免疫性疾患の
病態における CD95 システムの調節機構へ
の関与を明らかにすることを目的とする。 

 
３．研究の方法 

１） 調節性Ｔ細胞機能の解析；現在まで知
られている Treg 機能につき正常およ
び ALPS 由来 CD4+Treg, DN T 細胞も
用いて比較検討する。a) auto, allo 
CD4+ CD25- T細胞の反応（細胞増殖、
サイトカイン産生）に対する抑制機能、 
b)抗原特異的細胞傷害性機能の抑制, 
c) effector 細胞の細胞死誘導機能、d) 
DN T 細胞自体の細胞死、e) 抗 CD3 抗
体+抗 CD28 抗体刺激のよる細胞反応の
相違、f) サイトカイン産生の相違、g) DN 
T 細胞における Foxp3, 細胞表面抗原発
現解析について、正常対象、遺伝子診
断 済 み の ALPS 患 者 末 梢 血 よ り
CD4+Treg 細胞、DN T 細胞を分離し、比
較検討する。 

２） T 細胞レパートワ 解析 
a) 正常および ALPS の DN T 細胞におけ

る各 TCRV陽性細胞比率を 20 種類の
抗 TCRV抗体による 3-color フローサイ
トメトリー法により各 TCRV鎖陽性細胞
絶対数を検討する。さらに HLA-DR、
CD57,CD38, CD95 、 CD45RA, CD7, 
CD62L, CD45RO、CCR7 などの抗原発
現を比較検討する。同時に CD4+ CD8+ 
single positive (SP T)細胞について同様
の解析を加える。 

b) 抗原多様性を有する naive T 細胞では
反応抗原特異性を決定する TCRV鎖
の complimentary determined region 3 
(CDR3) 領域は多様性に富み、CDR3
サイズ分布を解析すると一様にガウス
分布を示す。一方、抗原特異的クロー
ンが存在する effector/memoryＴ細胞集
団において CDR3 は多様性を失い、限
定したレパートワのみとなる。正常およ
び ALPS 患者由来の DN T 細胞から抽
出した mRNA を用い 25 種 TCRV鎖
CDR3 領域を PCR 法で増幅後、そのサ
イズ分布を解析し、多様性を解析する。 

３） ALPS 以外の自己免疫性疾患における
DN T 細胞の解析 
 ALPS 以外の自己免疫性疾患、原発性
免疫不全症候群において DN T 細胞の
軽度増加する症例が報告され、これら疾
患における DN T 細胞の Treg 機能の特
徴を正常あるいは ALPS DN T 細胞と比
較検討するとともに、DN T 細胞の CD95
シグナル分子遺伝子の体細胞性変異の
存在の確認を行う。 

 
４．研究成果 

ALPS の DNT 細胞の細胞表面発現は CD7、
CD62L、CD45RO 発現が低下、CD4+Treg 細胞
と 同 様 に IL-7R 陰 性 で 、 CD57, 
CD38,CD95,HLA-DR,CD45RO 陽性であった。
一方、CD4+Treg 細胞の特異的転写因子
FoxP3 蛋白発現は認められなかった。DNＴ
細胞の培養後細胞死比率は ALPS 83%、健
常人 30%と有意に ALPS において有意に増
加していた。DNT 細胞の TCR レパートワ分
布解析では ALPS14 症例中 5例(35.7%)、正
常対照40例中 3例(75%)に TCRVの1種類



 

 

以上のあきらかな増加を認めた。CDR3 
spectrum 解析では ALPS11 例(78.5%)、健
常 人 全 例 で 3 種 類 以 上 の V β に
oligo-clonal pattern を認めた。また、
ALPSの症状を有するがCD95誘導性細胞死
が正常であった ALPS III 型と考えられて
いた症例 4 例のうち 1 例にモザイク型
CD95 変異が存在することを証明した。変
異比率は DNT 細胞では 100％、他のリンパ
球ぶ分画でも 1-10％存在し、繊維芽細胞
や口腔粘膜上皮細胞にも 1％存在し、モザ
イク型の変異を初めて見出した。 
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