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研究成果の概要（和文）：腸粘膜関連リンパ組織（GALT）に Tip-DC が存在し、一酸化窒素の

産生を介して IgA 産生誘導を担うこと、GALT では cDC よりも pDC が T 細胞非依存性 IgA 産

生誘導能に優れていることを見出した。一方、末梢において、NLR シグナルが CD8 +DC のク

ロスプライミングを亢進させること、重篤な感染症や炎症時に単球由来 DC が自己血球貪食依

存性に過剰な免疫反応を抑制することを見出した。さらにマウス骨髄において、主に cDC を供

給する E2-2lowDC 前駆細胞、pDC 供給能に優れた E2-2highDC 前駆細胞の同定に成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：We found that, in the gut-associated lymphoid tissue (GALT), naturally 
occurring TNF/iNOS-producing DCs (Tip-DCs) regulate both T cell-dependent and -independent IgA 
induction, and pDCs play a prominent role in T cell-independent IgA induction. In the peripheral 
lymphoid tissues under severe infection, monocyte-derived DCs (Mo-DCs) perform hemophagocytosis 
to fine-tune excessive immune responses. Furthermore, in the BM, we identified a clonogenic progenitor 
with prominent pDC developmental potential. 
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１．研究開始当初の背景 
DC の分化成熟・活性化・死は DC が抗原を
捕獲後に起こる一連の反応である。そのいず
れのステップの偏向や異常も、獲得免疫系の
賦活あるいは寛容誘導に重大な影響を及ぼ
すことが明らかになりつつある。DC による
自己抗原の提示により、自己反応性 T 細胞の
クローン麻痺や除去、さらには調節性 T 細胞

（Treg）の誘導を介した免疫寛容が成立する。
これとは対照的に、粘膜や皮膚から侵入した
病原微生物（外来抗原）は Toll 様受容体（TLR）
リガンドをはじめとするさまざまな病原微
生物特有の構造体を発現しており、それらの
刺激による炎症性サイトカインの生産も相
まって DC の分化成熟・活性化が効率良く起
こり、その結果 T 細胞の活性化（免疫賦活）
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に至る。しかしながら、DC による獲得免疫
系の賦活あるいは免疫寛容の誘導がどのよ
うになされるのか、その詳細は不明な点が多
い。 
 
２．研究の目的 
生体内では、アポトーシスを起した自己の組
織や細胞由来の抗原（自己抗原）が樹状細胞
（DC）により取り込まれた後、所属リンパ
節で恒常的に T 細胞に提示されており、自己
抗原に対する不応答（寛容）成立に寄与して
いる。しかしながら、DC による自己抗原と
外来抗原の識別提示機構、およびその結果と
して誘導される免疫寛容あるいは賦活への
運命決定制御の分子基盤は不明である。本研
究課題では、DC による自己抗原と外来抗原
の識別提示機構を、抗原捕獲後の DC の分化
成熟・活性化・死（アポトーシス）・DC サ
ブセット間のクロストーク・サイトカイン環
境・DC と調節性 T 細胞との相互作用など、
さまざまな指標に基づき明らかにすること
を目的とした。 

 
３．研究の方法 
(1) マウス 
野生型（WT）C57BL/6およびBALB/cマウス
は日本クレアから購入した。B6.iNos-/-、
B6.Ifnar1-/- 、 B6.Cd11c-Cre は Taconic 、 B&K 
Universal、Jackson laboratoryから各々購入した。
B6.Rag2-/- 、 B6.Myd88-/-Trif-/- 、 B6.OT-I 、
B6.Nod1-/-、B6.Il10fl/fl、B6.Il10Venusマウスは実
験動物中央研究所、審良静男博士、William R. 
Heath博士、Tak W. Mak博士、Axel Roers博士、
本田賢也博士より各々分与された。すべての
動物実験は、秋田大学および東京医科歯科大
学の組換えDNA実験安全委員会および動
物実験委員会の審査・承認を経て遂行した。
実験に当っては、各々の大学動物実験指針を
遵守した。 
 
(2) 試薬・ウィルスのin vivo投与 
iNOS あるいは NO の IgA 産生における役割
を検討するため、WT マウスに 2.5% (w/v) 
aminoguanidine, 4.5 mM L-N6-(1-iminoeth 
yl)-lysine, 3 mg/day carboxy-PTIO を、7~14 日
間腹腔内および飲水投与した。Nod1, Nod2 リ
ガンドならびに OVA は、通常 50 g を静脈内
投与した。高濃度 TLR リガンド投与には、
CpG（ODN-1668）または poly I:C を 200 g
を静脈内投与した。血球貪食の抑制には、
phosphatidylserine（PS）受容体である Tim1, 
Tim4, V, 3 に対するブロッキング抗体を
各々500 g 静脈内投与した。リンパ球性脈絡
髄膜炎ウイルス（LCMV）clone 13（赤塚俊隆
博士より分与）は 2 x 106 pfu を静脈内投与し
た。 
 

(3) 抗体量・サイトカイン・AST/ALT・ウィ
ルス力価の測定 
血清、腸管内容物、糞便、培養上清からサン
プルを回収し、IgM, IgG, IgA, IgG1, IgG2b, 
IgG2c, IgG3, IFN- , IFN- , TNF- , IL-6, IL-10
を ELISA により定量した。血清 AST/ALT の
測定には Fuji DRI-CHEM 3500 V アナライザ
ーを用いた。ウィルス力価は、LCMV を含む
血清をMC57G細胞と 48時間培養後免疫染色
を行い、酵素抗体法により発色後プラークを
カウントした。 
 
(4) フローサイトメーター 
さまざまな臓器から調整した免疫細胞は、
FcRブロッキング抗体あるいは正常マウス血
清で処理した後、以下に示す分子に対する抗
体で染色した。CD11c, mPDCA1, B220, MHC 
class II, CD8 , CD23, F4/80, TCR , CD40, 
CD11b, CD80, CD86, CD103, DX5, CD205, 
CD19, CCR7, IgA, Ly6G, Ly6C, IL-5R  (高津
聖志博士より分与), iNOS, TNF- , APRIL. 
BAFF, IFNAR1, CD69, TACI, BCMA, BAFF-R, 
CD3, CD4, TER-119, CD49b, Gr-1, CD25, 
CD45.1, CD45.2, c-Kit, Flt3, M-CSFR, IL-7R , 
CD34, Siglec-H, CD45RA, CCR9, Ly49Q（反町
典子博士より分与）。DC内に貪食された
TER-119+赤芽球系細胞の検出は、細胞表面に
露出しているTER-119抗原を精製抗TER-119
抗体でマスクした後に、定法に従って細胞内
染色を行った。LCMV特異的CTLの検出には、
H-2Kb LCMV gp34-41テトラマーを用いた。必
要に応じてMofloセルソーターにてソーティ
ングを行い、FACSCantoII、FACSCaliburで
FlowJoソフトウェアーを用いて解析した。 
 
(5) PCR 
定法に従い各種免疫細胞を調整し、半定量
PCR により pIgR, Aicda, -GT, -CT, TgfbrI, 
TgfbrII, iNos, Gapdh を、SYBR green を用いた
定量 PCR により Aicda, Tnfsf13 (APRIL), 
Tnfsf13b (BAFF), Ifna, Ifnb, Pkr, Tgfb1, TgfbrII, 
Smad3, Runx3, Nod1, Nod2, Tap1, Sec61 1, 
Canx, Calr, Cst3, -actin, Tcf4, Irf8, Sfpi1, Spib, 
Stat3, Gfi1, Batf3, Id2, Gapdh を検出した。 
 
(6) 免疫組織化学 
定法に従い、腸間膜リンパ節（MLN）、パイ
エル板（PP）を含むさまざまな組織を包埋後
凍結切片を作製し、以下の分子に関して蛍光
免疫染色を行った。CD11c, mPDCA1, CD19, 
IgA, IgD, ER-TR7, IFN- , IFN- , CD45。 
 
(7) DC前駆細胞の分化能解析 
精製したDC前駆細胞のDC分化能をex vivo, in 
vivoにおいて検討した。ex vivoでは、2 x 104 DC
前駆細胞を100 ng/ml ヒトFlt3L-Igと共に8日
間培養し、分化したDCサブセットをフローサ



イトメーターで解析した。in vivoにおけるDC
分化能は、5 x 104 DC前駆細胞を9 Gy放射線照
射マウスに移入、10日後に脾臓および骨髄中
のDCサブセットを同様に解析した。 
 
(8) 統計処理 
Student’s t-testを行い、P<0.05を有意水準5%に
おいて有意であると判定した。 
 
４．研究成果 
(1) GALT IgA産生におけるDCの役割 
① TNF/iNOS産生性DC（Tip-DCs）はIgAの産
生を調節する 
IgAは、病原微生物だけでなく常在菌に対す
る宿主防御という観点から重要な機能を担
っている。ヒトおよびマウスの末梢リンパ組
織において、形質細胞の約20%がIgA産生性を
示すが、腸粘膜関連リンパ組織（GALT）で
は、IgA産生性を示す形質細胞が80%以上を占
める。以前からこの事実は知られていたもの
の、なぜIgA産生偏向がGALTで誘導されるの
か？は長年の疑問であった。我々は、一酸化
窒素合成酵素を欠く（iNos-/-）マウスでIgAク
ラススイッチが障害されていることを見出
した。iNOSはTGF- 受容体の発現誘導を介し
てT細胞依存性IgAクラススイッチを、APRIL
やBAFFの産生誘導を介してT細胞非依存性
IgAクラススイッチを、各々調節していた。
興味深いことに、iNOSはGALT DCの一部に
発現しており、当該DCの詳細な解析により、
リステリア感染などで報告されている
Tip-DCsに酷似していることが判明した。同
様の細胞は脾臓などの末梢二次リンパ組織
には殆ど観察されなかった。また常在菌刺激
をToll様受容体で認識することによって、
Tip-DCsがGALTに誘導されていた。 
 
② pDC は T 細胞に依存しない IgA 産生誘導
能に優れている 
定常状態において、DC は cDC と pDC に大別
される。GALT には cDC と pDC の両者が存
在するが、pDC の機能は不明な点が多い。
我々は、cDC との比較において、腸間膜リン
パ節やパイエル板の pDC をパイエル板ナイ
ーブ B 細胞と共培養すると、有意に高い IgA
産生が誘導されることを見出した。pDC には
cDCよりも高いレベルのAPRILおよびBAFF
が発現しており（一部は膜結合型）、pDC の
優れた IgA 産生誘導能はこの APRIL および
BAFF に依存していることを確認した。興味
深いことに、pDC の APRIL および BAFF 発
現は GALT ストローマ細胞の産生する生理的
I 型 IFN に依存しており、さらに同ストロー
マ細胞から I 型 IFN が産生されるためには腸
内常在菌を TLR を介して認識する必要であ
った。なぜ pDC だけがストローマ細胞由来 I
型 IFN 刺激に反応して APRIL および BAFF

を発現するのであろうか？我々はさらに検
討を重ね、GALT pDC 上には明確な I 型 IFN
受容体の発現が認められたものの、cDC 上の
それは極めて軽微であった。これらの結果か
ら、GALT に移入してきた pDC が、局所でス
トローマ細胞の産生する生理的 I 型 IFN 刺激
を受け、APRIL/BAFF の発現を獲得して、直
接 B 細胞からの IgA 産生を誘導するという、
一連の過程が示唆された。 
 これらの IgA に関する研究成果は、GALT
の恒常性維持だけでなく、粘膜ワクチン開発
に有用な情報を提供するものと考えられる。 
 
(2) 末梢免疫賦活および免疫寛容誘導におけ
るDCの役割 
① NLRシグナルによるDCクロスプライミン
グの増強効果 
Nucleotide oligomerization binding domein 
(Nod)は細菌由来ペプチドグリカンを認識す
る細胞質センサーである。我々は、Nod 様受
容体（NLR）の DC クロスプライミングにお
ける機能を検証した。卵白アルブミン（OVA）
単独、あるいは OVA と共に Nod リガンドを
in vivo 投与後、脾臓から DC を調整し OT-I 細
胞と共培養した。その結果、Nod リガンドに
より OT-I 細胞の増殖が亢進した。DC サブセ
ット解析の結果、CD8 +DC がこの現象の責
任細胞であり、同 DC 内の抗原クロスプレゼ
ンテーション関連分子群、MHC クラス I 分子
上に提示される OVA 抗原ペプチド、さらに
は共刺激分子の発現が上昇していた。これら
の結果に基づき、OVA ペプチドをパルスした
脾臓細胞を標的細胞とした in vivo CTL アッ
セイにより、さらには OVA を発現するマウ
ス胸腺細胞腫 EG7 移植による抗腫瘍特異的
CTL の評価系において、DC クロスプライミ
ング機能の亢進と腫瘍の退縮を確認した。
NLRシグナルが DC クロスプライミングの増
強に有効なことが明らかとなった。TLR シグ
ナルにも同様の効果が報告されているが、多
くのウィルスはさまざまな戦略で TLR シグ
ナルを抑制し免疫監視機構から逃れること
が知られており、NLR シグナルが DC クロス
プライミングの増強が有効かもしれない。 
 
② 単球由来 DC による自己血球貪食と免疫
寛容誘導 
免疫反応は諸刃の剣であり、病原微生物から
宿主を守ると同時に宿主を傷つける側面を
もつ。より重度の感染症ほど、免疫反応のよ
り厳密な制御が必要になるが、その機構は不
明である。我々は、高濃度の TLR リガンドあ
るいは高い複製効率を示し慢性感染を呈す
るリンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス(LCMV) 
clone 13 (C13) 株を用いてその機構の一端を
明らかにした。WT マウスに高濃度 TLR リガ
ンドを投与または LCMV C13 を感染させる



と、炎症性単球由来 DC（Mo-DC）がアポト
ーシスを起こした自己赤芽球系細胞を貪食
する現象を見出した。重要なことに、Mo-DC
は自己血球貪食依存性に IL-10 を産生し、こ
のMo-DCによる血球貪食を阻害したマウス、
あるいは血球貪食した Mo-DC からの IL-10
産生が誘導されない（CD11c-Cre/Il10fl/fl）マウ
スでは、LCMV C13 感染による CTL 活性が亢
進し、ウィルス排除効率と共に自己組織（肝
臓）傷害が増強し約 60%のマウスが死亡した。
これとは対照的に、LCMV C13 を感染させた
だけのマウスは全個体が生存し慢性感染期
に移行した。 
 これらの結果は、重篤な感染症や炎症時に
誘導される DC による自己血球貪食は、過剰
な免疫反応を抑制し個体の生存を保証する
新しい免疫寛容の仕組みであり、個体の生存
と引き換えに病原体の慢性感染を許容する
という“生物学的取り引き”を示唆しており
（投稿中）、重篤な感染症の治療において、
病原微生物との共存が重要な選択肢の１つ
になることを示している。 
 
(3) DC前駆細胞の同定 
すべての血液細胞は骨髄幹細胞を源とし、DC
も例外ではないが、DCにのみ分化するように
運命決定されたDC前駆細胞の全容を明らか
にすることを目的として研究を推進した。 
① 共通DC前駆細胞（CDP）の同定 
DC分化能がLin-Flt3+分画にほぼ限局されて
いることはFlt3やそのリガンドを欠損するマ
ウスの解析、さらにはそれら分子の中和抗体
実験により明らかにされてきた。我々は、ス
イスとの共同研究によりLin-Flt3+分画の詳細
な 解 析 を 行 い 、 c-KitintM-CSFR+IL-7R - 
（Lin-Flt3+c-KitintM-CSFR+IL-7R -）がDCへの
分化能を有し、他の血液細胞への分化能を示
さない共通DC前駆細胞（CDP）であることを
見出した。 
 
② pDCへの優れた分化能を示す新規DC前駆
細胞の同定 
CDPの同定は、DC分化系譜の観点からも大き
な前進であったが、CDPから分化供給される
DCの大部分はcDCであるため、主にpDCの供
給を担うもう１つのDC前駆細胞の存在が示
唆された。これらの背景に基づき、新規DC
前駆細胞を同定した。この分画からは絶対数
にしてCDPの7~8倍のpDCが分化したが、cDC
は1/3~1/4程度に減少していた。CDP同様、他
の細胞系列への分化能はなかった。さらに新
規DC前駆細胞の特徴として、pDC分化に必須
の転写因子E2-2を高発現していた。この前駆
細胞の同定によって、DC前駆細胞を再定義す
る必要性が生じ、従来のCDPをE2-2lowCDP、
新規前駆細胞をE2-2highCDPとすることを提
案した。前者が主にcDCの、後者がpDCの供

給源として寄与していると考えられた（投稿
中）。ヒトDC前駆細胞の同定は残された課題
であるが、これらの成果は、DCの分化系譜を
書き換えるだけでなく、DC前駆細胞を用いた
疾患治療への応用が期待できる。 
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