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研究成果の概要（和文）：自然免疫細胞は初期の感染に応じて性質が変化し、次の感染に対する応答が変化する
ことが示唆されている。本研究では、胎児期における自然免疫活性化が子孫の免疫系成立に及ぼす影響について
調べた結果、ウイルスRNAを投与した妊娠マウスの仔の自然免疫細胞では細菌成分LPSによる炎症性応答が低下す
る寛容傾向にあることを見出した。このことは胎児期での自然免疫活性化がその後の免疫応答の方向性を規定す
ることを示唆している。また、脱メチル化酵素TET-1やV型ATPase複合体の構成因子がLPSに対する自然免疫応答
を負に制御している可能性を見出し、これらが免疫寛容の維持に重要な役割を果たしていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：It has been suggested that innate immune cells have a capacity to change 
their responsibility to the second infection, depending on the initial infection they received. In 
this study, we investigated the effect of the initial infection during embryo on their innate immune
 quality after birth. We found that innate immune cells of mice born from pregnant mice receiving 
viral RNA showed decreased production of inflammatory cytokines during bacterial LPS exposure and 
showed innate immune tolerance. This suggests that the innate immune cells function is established 
during embryo. In addition, we also found that Tet methylcytosine deoxygenate 1 (TET1) and a 
component vacuolar ATPase are required for negative regulation of LPS-induced cytokine induction, 
suggesting that these proteins play important roles in mediating innate immune tolerance.

研究分野：自然免疫
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研究成果の学術的意義や社会的意義
自然免疫系の破綻はがん、自己免疫疾患、アレルギー等様々な疾患を誘導することが知られている。本研究は、
マウスにおいて妊娠期にウイルスRNAに暴露された母マウスから生まれた仔マウスの自然免疫細胞の活性化が低
下しており一種の免疫寛容を呈している可能性を示した。このことから、自然免疫細胞の機能は胎児期にある程
度規定されていることが示唆された。このことは、自然免疫系が関与する疾患において、胎児期での感染暴露経
験がその後の疾患発症に関連している可能性があることから、本研究成果は、免疫系の成立機構を理解する学術
的意義に加え、疾患治療や診断において社会的意義があると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 生体防御において主要な役割を果たす免疫系は大きく自然免疫と獲得免疫に分けられる。獲
得免疫の中心となる B 細胞や T 細胞は遺伝子再構成による多様性獲得とともに記憶細胞に分化
することで免疫記憶を維持し二度目の感染に備えることができるのに対し、自然免疫系の担当
細胞であるマクロファージや樹状細胞は、Toll-like receptor (TLR)ファミリーに代表される
自然免疫受容体を介する病原体の初期認識や炎症応答の惹起等を通して、病原体の初期排除や
獲得免疫の形成に必須の役割を果たすが、これら細胞に「記憶」を保持する仕組みが備わってい
るかは不明である。しかし、自然免疫にも「記憶」に類似した機構が存在することを示唆する報
告近年続いている。グラム陰性細菌の細胞壁成分であり TLR4 のリガンドであるリポ多糖（LPS）
で初期刺激を加えたマクロファージでは、その後の細菌刺激による炎症性サイトカイン産生能
が減少し、Immune tolerance の状態になる。一方、真菌の細胞壁成分β-glucan で初期刺激した
場合、その後の細菌刺激による炎症性サイトカイン産生が上昇することが報告されている。この
現象は Trained immunity と提唱されている。このように、自然免疫細胞は初期の感染に応じて
機能変化し、次の感染に備えるという記憶を保持していると考えられる。しかし、Immune 
tolerance や Trained immunity を規定する分子機構は不明である。また、これらの事象は、主
に生体から取り出した自然免疫細胞や同一個体内での性質変化を中心に研究がなされており、
胎児期における病原体暴露が子孫の自然免疫細胞の性質に及ぼす影響については不明な点が多
い。自然免疫細胞が産生するサイトカインの違いがアレルギーや自己免疫疾患の発症と関連し
ていることや、近年これら疾患患者が増えていることから、本研究は、自然免疫細胞が記憶を持
つという概念のみならず、胎児期の自然免疫活性化により成人期の疾患が規定されるという新
たな概念の創出に繋がることが期待される。 
 
２．研究の目的 
 最近の研究から、未分化な自然免疫細胞である単球にグラム陰性細菌の細胞壁成分であり起
炎作用を持つ LPS で初期刺激を行うことで分化させたマクロファージでは細菌成分であるリポ
ペプチド刺激による炎症性サイトカイン産生能が減少することが示されている。一方、真菌の細
胞壁成分であるβ-glucan で刺激し分化させた場合では、リポペプチド成分刺激による炎症性サ
イトカイン産生能が上昇することが報告されている。すなわち、自然免疫細胞の初期刺激に応じ
て、その後の病原体に対する免疫応答性が規定されていおり、自然免疫細胞にも何らかの記憶シ
ステムが存在していることが示唆される。初期刺激を受けたマクロファージでは DNA のメチル
化やアセチル化などのヒストン修飾に違いが生じており、それによって生じるプロモーター活
性の違いが炎症性サイトカイン産生能の差異の原因であると考えられている。他方、疫学的な解
析から、妊娠期において母体がインフルエンザウイルス等のウイルスに感染した場合、生まれた
子供は生育後、自閉症や統合失調症を発症するリスクが高まることが報告されている。脳に局在
するマクロファージとして知られているミクログリアは、炎症性サイトカインや活性酸素等を
産生することで死細胞、感染細胞、腫瘍などの排除を行い、脳内の恒常性維持に寄与している。
しかしながら、自閉症患者ではミクログリアが過剰に機能することが自閉症の発症に関連して
いることが示唆されており、Trained Immunity がヒトにおいても保持されていることが示唆さ
れる。そこで、本研究では、自閉症のモデルマウスとして MIA (Maternal Immune Activation)
モデルを用いて、このマウスにおける Trained immunity や Immune tolerance の解析を行い、そ
の背景に存在する分子機構を明らかにすることを目指す。MIA とはウイルス感染を模倣する人工
合成二重 RNA である poly (I:C)を妊娠マウスに投与し、ウイルスに対する自然免疫応答を惹起
した状態のことであり、この妊娠マウスから生まれた仔マウスは、自閉症様行動を示すことから、
自閉症のモデルマウスとして広く使用されている。しかしながら、免疫系への影響については不
明な点が多く、本研究で MIA モデルマウスでの自然免疫細胞の活性化に着目し解析を行う。ま
た、Trained immunity や Immune tolerance を規定する分子機構の詳細を理解するため、LPS 刺
激後のマクロファージ内での遺伝子発現変化、シグナル伝達分子の活性化状態、DNA メチル化の
変化等を解析することを通して、これらの制御に関わる因子の実態を明らかにする。さらに、自
然免疫細胞の Immune tolerance の機構として、小分子 RNA やエピジェネティック制御に加え
TLR4 の細胞表面の内在化が報告されていることから、これらに着目した解析も行う。 
 
３．研究の方法 
 MIA モデルマウスを確立し、そのマウスから樹状細胞やマクロファージを調整し、LPS で刺激
後のサイトカイン遺伝子発現、分化マーカーの発現、シグナル伝達分子の活性化をそれぞれ定量
PCR、FACS 解析、ウェスタンブロットで解析を行う。 
 エピジェネティック制御の関与を調べる為、DNMT3A、DNMT3B、DNMT3L、DNMT1、UHRF-1、TET1、
TET2、TET3 といったヒストン修飾関連分子を欠損するマウスマクロファージ細胞株の樹立を行
い、LPS 刺激後のサイトカイン遺伝子の発現に差が生じるか検討を行う。 
 TLR4の内在化に関連することが予想されるV型ATPase複合体構成成分や輸送タンパク質に着
目し、これらを欠損するマクロファージ細胞株を樹立し、LPS に対する自然免疫応答やシグナル
伝達分子の活性化を解析する。 
 
 



４．研究成果 
 妊娠 12.5 日目の C57/BL6 マウスに、poly (I:C)を腹腔内投
与し、生まれた仔マウスにおける自然免疫応答の解析を行っ
た。その結果、poly (I:C)投与マウスより生まれたマウスの
骨髄細胞を GM-CSF 存在下で分化させた樹状細胞では、LPS 刺
激後の炎症性サイトカイン IL-6 や TNFαの産生量が低下して
いた（図）。このことから、poly IC の刺激を受けた母マウス
から生まれた仔マウスでは、自然免疫応答が寛容化している
ことが示唆された。また、poly IC 投与マウスより生まれた仔
マウス由来のマクロファージを用いて同様の実験を行ったと
ころ、サイトカイン産生の減少が認められ、このマウスでは
広く自然免疫応答が低下していることが示唆された。一方、
これら自然免疫細胞の表面マーカーは通常マウスと同様であ
ったこと、サイトカイン遺伝子の発現を制御する転写因子 NF
κBや IRF3 の LPS 刺激後の活性化（リン酸化）状態について
は変化がなかったことから、分化やシグナル経路に影響を与
えたものではないと考えらえた。これまで、自然免疫細胞の
Immune tolerance の機構として、小分子 RNA やエピジェネテ
ィック制御に加え、TLR4 の細胞表面発現の低下等が報告され
ている。そこで、まずエピジェネティック制御の関与を調べ
る為、ヒストン修飾関連分子 7種類に着目した。現在、DNMT3A、
DNMT3B、DNMT3L、DNMT1、UHRF-1、TET1、TET2、TET3 を欠損す
るマウスマクロファージ細胞株を樹立中である。予備的では
あるが、脱メチル化関連酵素 TET1 を欠損した細胞において、
興味深いことにLPS刺激後のIL-6の産生量が増大している知
見を得たことから、この分子がLPSに対するImmune tolerance
の維持に関連していることが示唆された。今後、IL-6 遺伝子上のメチル化状態について LPS 刺
激前後の野生型とTET-1遺伝子欠損細胞間で比較検討する必要がある。また、LPSに対するImmune 
tolerance の機構の一つとして、LPS 受容体 TLR4 の細胞表面からの内在化が示唆されている。
TLR4は細胞表面でLPSを受容すると細胞内アダプター分子MyD88と結合しNF-κBの活性化を誘
導し炎症性サイトカインの発現を誘導する。その後、TLR4-LPS 複合体は内在化しエンドソーム
へ輸送され、そこで別のアダプター分子 TRIF と結合し I型インターフェロン産生誘導に関わる
転写因子 IRF3 の活性化が誘導する。我々はリソソームやエンドソームの酸性化維持機構に着目
して解析を行った。V型 ATPase 複合体の構成成分である ATP6V0D2 を欠損するマクロファージ細
胞株を樹立し解析を行ったところ、この細胞では LPS 刺激後の IL-6 の過剰産生を認めた。また、
NF-κBの活性化も上昇を認めた。さらに詳細に調べると、LPS 刺激後の TLR4 の内在化が抑制さ
れていた。したがって、エンドソームの酸性化は、LPS に対する Immune tolerance の維持に必
要であることが示唆された。以上のことから、Immune tolerance を規定する機構として複数の
制御機構が存在していることが示唆された。 
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