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研究成果の概要（和文）：自己免疫疾患の分野では、免疫寛容に導く樹状細胞（tDCs）を用いた抗原特異的な治
療が注目されている。また各種物質で誘導されたtDCsはいずれも一長一短であった。本研究では、Cキナーゼ阻
害剤（PKCI）、IL-10 、TGF-beta、vitamin D3、dexamethazone、rapamycin、PPARgamma＋retinoic acid の6種
類で誘導されたtDCsとの比較検討を行い、制御性T細胞誘導能、二次リンパ節への遊走能、炎症環境下での安定
から、PKCI-tDCsが最も良いことを明らかにした。また、シェーグレン症候群患者末梢血から、PKCI-tDCsの誘導
は可能であった。

研究成果の概要（英文）：Tolerogenic dendritic cells (tDCs) are a promising therapeutic tool for 
specific induction of immunological tolerance. Human tDCs can be generated ex vivo using various 
compounds. However, the compound(s) most suitable for clinical application remain undefined. We 
compared the tolerogenic properties of tDCs treated with protein kinase C inhibitor (PKCI), 
dexamethasone, vitamin D3, rapamycin (Rapa), IL-10, TGF-beta, and a combination of peroxisome 
proliferator-activated receptor gamma agonist and retinoic acid. PKCI-, TGF-beta-, and Rapa-tDCs 
showed CCR7 expression and migration to CCL19, but other tDCs showed little or none. PKCI- and 
IL-10-tDCs induced functional regulatory T cells more strongly than other tDCs. The tolerogenic 
properties of all tDCs were stable against proinflammatory stimuli. Furthermore, PKCI-tDCs were 
generated from patients with Sjogren's syndrome. Therefore, PKCI-tDCs showed the characteristics 
best suited for tolerance-inducing therapy.

研究分野： 膠原病・アレルギー内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトのtDCsの治療効果については、欧州や米国を中心にI型糖尿病，関節リウマチ, クローン病、多発性硬化症
に対して臨床試験が進められている。これらの試験において、いずれも安全性は確認されており、効果もあるこ
とが報告されている。これらの臨床研究で用いているtDCsは様々な方法で誘導したtDCsを用いているが、我々は
PKCI-tDCsが最も良いことを明らかにした。PKCI-tDCsは自己免疫疾患における抗原特異的免疫抑制療法の有力な
ツールになることが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
樹状細胞(DCs)は、自己免疫疾患やアレルギー疾患などの発症，制御に大きく関わっており、

獲得免疫を開始するのに強力な能力を持っている一方で、免疫寛容を導く点においても重要な
役割を果たしている。現在、自己免疫疾患の患者の多くが、免疫抑制剤で治療を受けており、
免疫抑制作用は強いが、その作用に比例して感染症などの副作用も多い。それゆえ、より選択
的で副作用が少なく長期間寛解が維持できる治療の研究が進められており、自己反応性 T 細胞
を標的とし免疫寛容に導く寛容型樹状細胞（tDCs）を用いた抗原特異的な治療が注目されてい
る。今までに生理活性物質や薬剤を用いて、tDCs を誘導した報告があるが、誘導された tDCs
はいずれも一長一短であった。我々は、C キナーゼ阻害剤（PKCI）を用いて、炎症環境下で
も安定性があり、臨床応用可能な３条件を満たす tDCs を誘導している。 
ヒトの tDCs の治療効果については、欧州や米国を中心に I 型糖尿病，関節リウマチ, クロ

ーン病、多発性硬化症に対して臨床試験が進められている。これらの試験において、いずれも
安全性は確認されており、効果もあることが報告されている。これらの臨床研究で用いている
tDCs は様々な方法で誘導した tDCs を用いており、どの物質で誘導された tDCs が優れている
か検証する必要がある。また、MPO-ANCA 関連血管炎とシェーグレン症候群においては、
MPO-ANCA および M3 ムスカリンアセチルコリン受容体（M3R）が病態および疾患活動性と
関連することが明らかになっており、これらの疾患を対象とした tDCs を用いた抗原特異的免
疫抑制療法の確立を目指した。 
 
２．研究の目的 
自己免疫疾患の分野では、より選択的で副作用が少なく長期間寛解を維持できる治療の研究

が進められており、自己反応性 T 細胞を標的とし tDCs を用いた抗原特異的な治療が注目され
ている。今までに生理活性物質や薬剤を用いて、tDCs を誘導した報告があるが、誘導された
tDCs はいずれも一長一短であった。本研究では、各種生理活性物質で誘導された tDCs を比較
検討し、シェーグレン症候群と MPO-ANCA 関連血管炎を対象として、抗原特異的免疫抑制療
法の確立を目指す。 

 
３．研究の方法 
（１）各種生理活性物質で誘導された tDCs の比較 

PKCI-tDCs と既報告の誘導物質、すなわち、IL-10 、TGF-beta、vitamin D3 (Vit D3)、
dexamethazone (Dex)、rapamycin (Rapa)、PPARgamma＋retinoic acid (PPAR+RA)の 7 種類でそれ
ぞれ誘導された tDCs との比較検討を行い、どの物質で誘導された tDCs が臨床応用に適切かを
ex vivo にて検討した。検討項目は、表面マーカー、貪食能、CCL19 に対する遊走能、IL-10 お
よび TGF-beta の抑制型サイトカインの産生能、T 細胞増殖抑制能、Treg および IL-10 産生細胞
（Tr1）の誘導能、炎症環境下での安定性である。 

 
（２）シェーグレン症候群と MPO-ANCA 関連血管炎患者の末梢血単球から PKCI-tDCs の誘導 
 シェーグレン症候群と MPO-ANCA 関連血管炎患者末梢血から単球を分離し、PKCI-tDCs が
誘導可能かどうか検討する。さらに、シェーグレン症候群患者における HLA-DRB1 に拘束され
る M3R の T 細胞エピトープ・アンカーモチーフのペプチドを同定し、抗原特異的免疫抑制療
法に繋げる。 
 
（３）PKCI-tDCs の誘導に関与する miRNA の同定 
 未熟、成熟 DCs および PKCI-tDCs から全 RNA を抽出し、miRNA array にて比較解析（受託）
を行い、PKCI-tDCs に発現の高い miRNA をスクリーニングする。それぞれの合成 miRNA をリ
ポフェクタミンを用いて DCs に導入し、PKCI-tDCs と同様の表現型を誘導する miRNA を同定
する。 
 
（４）患者検体を使用する場合には、研究目的、その家族血族関係の人権および利益の保護に
十分配慮を行うこと、検体の保存と将来にわたって検体を使用することを盛り込んだ研究計画
を当大学臨床研究倫理審査専門委員会で承認（1007005 号と 1507014 号）を得ており、文書に
よる同意を得られた方からのみ実施している。 
 
４．研究成果 
（１）各種生理活性物質で誘導された tDCs の比較 
 8 名の健常人ドナーの末梢血単球から、PKCI、IL-10 、TGF-beta、Vit D3、Dex、Rapa、PPAR+RA
の 7 種類でそれぞれ誘導された tDCs の比較検討を行った。以下に特徴を述べる。 
  
①7 種類の物質で誘導された tDCs はすべて semi-mature の表現型を有していた。これらのうち、 
PKCI-、TGF-beta-および Rapa-tDCs は、CCR7 発現および CCL19 への遊走能を認めたが、他の
tDCs はほとんど認めなかった（図１）。貪食能はすべての tDCs に同等に認められた。炎症性サ
イトカイン、IL-6、IFN-gamma、IL-12 の産生はすべての tDCs で同等に低下していた。一方、
抑制性サイトカイン、IL-10 と TGF-beta の産生はすべての tDCs で増加していたが、IL-10 産生



は IL-10-および PKCI-tDCs、TGF- 
beta 産生は PKCI-tDCs で他の tDCs    図 1. 各種 tDCs の表面マーカーと CCR7 の発現 
より有意に増加していた。 
 
②各種 tDCs による T 細胞の増殖抑制 
機能（図２）や制御性 T 細胞の誘導機 
能（図３）について比較検討した。 
PKCI, IL-10, VitD3 で誘導した tDCs は、 
高い抑制能を認めた。ナイーブ T 細胞 
との 5 日間共培養にて、IL-10 産生 
CD4 陽性 T 細胞と Foxp3+CD4+CD25+ 
T 細胞の誘導について検討した。 
他の tDCｓと比較して、PKCI-tDCs は、 
Foxp3+ Tregs, IL-10+ Tr1 を強く誘導した。 
IL-10-tDCs は、IL-10+ Tr1 を強く誘導し 
た。 
 
 
図２．tDCs の抑制機能の比較 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                     図３．tDCs の制御性 T 細胞誘導能の比較 
③各種 tDCs の安定性を検討するため 
に炎症状態において、表面マーカー， 
抑制機能について解析した。炎症刺激 
には、LPS または TNF-alpha，IL-1beta， 
IL-6，IFN-gamma の炎症性サイトカイン 
カクテルを用いた。その結果、すべての 
tDCs の表現型は維持されており、T 細胞 
の抑制能（図４）についても維持されて 
いた。 
 
 
図４．炎症環境下での tDCs の安定性 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



④結論 
 (1)ナイーブ T 細胞を Treg 細胞に誘導する反応の場である二次リンパ組織への CCL19 に対す
る遊走能が維持されていること、(2)炎症状況下でも安定していること、(3)Tr1 細胞や Treg 細胞
などの機能的な抑制性 T 細胞が十分誘導できることの臨床応用３原則を満たしているのは、単
独では PKCI が最も有力であった。 
 
（２）シェーグレン症候群と MPO-ANCA 関連血管炎患者から PKCI-tDCs の誘導 
 次に、シェーグレン症候群と MPO- 
ANCA 関連血管炎を対象として、患   図５．シェーグレン患者から PKCI-tDCs の誘導 
者末梢血から PKCI-tDCs が誘導でき 
るか検討した。10 例すべてのシェー 
グレン症候群患者の末梢血から 
PKCI-tDCs が誘導できた（図５）。 
一方、8 例すべての ANCA 関連血管 
炎患者の末梢血から、PKCI-tDCs は 
誘導できなかった。これは、患者末 
梢血サンプルは既にステロイドや免 
疫抑制剤を用いており、単球、リン 
パ球の数や増殖が悪いためと考えら 
れた。 
 さらに、シェーグレン症候群患者の 
HLA-DRB1 を解析し、比較的多かった 
HLA-DRB1*0401, 0803, 0901, 1501 など 
の allele を持つ患者を中心に解析して 
いる。IEDB Analysis Resource (MHC-II  
binding prediction)の解析から、上記の 
HLA-DRB1 に拘束される M3R の T 細 
胞エピトープ・アンカーモチーフのペ 
プチドを推定し、上記の患者末梢血単 
核球にペプチドを添加し、IFN-gamma 
産生 T 細胞増加数の比較にて検討して 
いる。HLA-DRB1 に拘束される可能性 
のある M3R のペプチドもあるが、 
今後さらに多くの症例で検討する必要 
がある。 
 
 
 

 
（３）PKCI-tDCs の誘導に関与する miRNA の同定 
未熟、成熟 DCs および PKCI-tDCs から全 RNA を抽出し、miRNA array（ジェネティックラボ

株式会社に委託）にて比較解析を行い、PKCI-tDCs に発現の高い let-7c, miR-15a, miR-130a, 
miR-192 など 12 種類の miRNA をスクリーニングしている。それぞれの miRNA mimic をリポフ
ェクタミンを用いてDCsに導入し、抑制性サイトカイン産生、共役分子やCCR7 発現を比較し、
PKCI-tDCs と同様の表現型を誘導する miRNA の同定を行っている。 
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