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研究成果の概要（和文）：  
新しいリンパ球として同定したナチュラルキラーT（NKT）細胞は、CD1d に提示される糖脂質を
認識する Tリンパ球亜群で、自然免疫系と獲得免疫系の橋渡しをする重要な細胞である。本研
究では、NKT 細胞系の発生・分化様式を明らかにするために、クローン Vα14 NKT 細胞マウス
及び NKT 細胞由来 ES 細胞ならびに iPS 細胞を創出（世界で初めて成功）し、試験管内及び生体
内における詳細な解析を行うことで、NKT 細胞が T 細胞決定系列とは異なる仕組みによって生
まれることを明らかとした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
CD1d-restricted invariant natural killer T (NKT) cells bridge innate and acquired 
immunity and play an important role in both protective and regulatory responses. However, 
the developmental progression of NKT cells remains unclear. In the present study, we have 
demonstrated that NKT cell precursors that express invariant Vα14-Jα18 transcripts, 
but are devoid of surface expression of the invariant Vα14 receptor, have the potential 
to generate mature NKT cells both in vitro and in vivo. Our findings have provided new 
insights into the early development of NKT cells prior to surface expression of the 
invariant Vα14 antigen receptor and suggest a possible alternative developmental pathway 
of NKT cells. 
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１．研究開始当初の背景 
新しいリンパ球として同定された NKT細胞は
感染症防御、発癌制御、癌転移制御などの生
体防御と、アレルギー制御、自己免疫疾患発
症制御、移植免疫寛容の維持等の免疫制御に
必須であり、これまで未解決であった免疫現
象の根幹にかかわる多くの事項がこの新し
い項がこの新しい免疫系によって担われて
いる。NKT 細胞は T 細胞には使用されていな
い唯一の抗原受容体である Vα14Jα18 でコ
ードされる受容体を使用し、その発現は NKT
細胞の分化・選択に必須である。しかしなが
ら、NKT 前駆細胞ならびにその受容体発現様
式と選択の機構は明らかではなかった。 
 
 
２．研究の目的 
世界で初めて成功したクローン Vα14 NKT 細
胞マウス及びそれ由来 ES 細胞、iPS 細胞を用
いて NKT 細胞系の発生・分化様式を解析し、
その仕組みを明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
(1) NKT 細胞の分化のプロセスについて、試

験管内、生体内における NKT 細胞分化過
程を FACS 解析し、各分化段階の細胞を
分子生物学的手法により明らかにする。 

 
(2) NKT 細胞が光るマウスを創出し、発生初

期の NKT 細胞動態を観察する。 
 
(3) CD1d 欠損 NKT クローンマウスを創出し、

幼弱型 NKT 細胞を解析する。 
 
 
４．研究成果 
(1) NKT 細胞分化のプロセスの研究 
 NKT-ES細胞から成熟型NKT細胞を試験管内
分化誘導する系を構築し、前駆細胞と考え
られる細胞集団の同定に成功した。 

 NKT 細胞への初期分化には、Notch シグナル
が必須であることを明らかにした。 

 NKT 細胞に分化し得る未分化な細胞集団の
同定に成功した。所謂 DN1（Lin- CD44+ CD25-）
中に 2 つの前駆細胞集団を見出し、表現型
がLin- CD45+ CD11b- CD44+ CD25- c-kitint HSAlo

（Day11 に出現；ステージ１）および Lin- 

CD45+ CD11b- CD44+ CD25- c-kitlo HSAhi（Day14
に出現；ステージ２）である未分化な細胞
集団であることを突き止めた。 

 NKT-ES 細胞から、全ての体細胞が NKT の T
細胞抗原受容体に遺伝子再構成を完了して
いるマウス（NKT クローンマウス）の創出
に成功した。このマウスにおいては胸腺及
び末梢（特に、肝臓、脾臓）で著しい NKT
細胞の増加が認められた（野生型マウスの

10-100 倍）。 
 NKT クローンマウスの体細胞及び野生型マウス
のNKT細胞からKSOM強制発現によってiPS細胞
（NKT-iPS 細胞）を樹立することに成功した。 

 NKT-iPS細胞は NKT-ES細胞と同様に試験管内で
成熟型の NKT 細胞を分化誘導することが可能で
あった。実際、NKT-iPS 細胞由来あるいは NKT-ES
細胞由来 NKT 細胞は生体内で強力な抗腫瘍アジ
ュバント活性を発揮する。 

 NKT-ES 細胞および NKT-iPS 細胞から、機能的に
異なる成熟型 NKT 細胞が分化し得ることを明ら
かにし、その試験管内培養法を確立した。 

 生体内にも機能的に異なる NKT 細胞のサブセッ
トが複数存在することを明らかにした。 

 生体内に存在する Th2 様の NKT 細胞は、IL-17RB
遺伝子を特徴的なマーカーとして発現し、気道
過敏症発症、延いては喘息を引き起こすアレル
ギー気道炎症の引き金となる IL-13 産生性の細
胞集団であることを、試験管内生体内両面から
証明した。 

 
(2) NKT 細胞の分化の場の研究 
 NKT-ES 細胞の T 細胞抗原受容体 Cα下流に
IRES-Venusを挿入した「NKT細胞が光るES細胞」
NKT-ES-V 細胞の樹立に成功した。 

 NKT-ES-V 細胞と対立遺伝子の Cα下流に
IRES-Venus を挿入した ES-V 細胞の樹立に成功
した。 

 NKT-ES-V 細 胞 及 び ES-V 細 胞 由 来 C α
-IRES-Venus ノックインマウスを創出すること
に成功した。前者は「NKT 細胞が光るマウス」
であり、後者は「T細胞が光るマウス」である。 

 
(3) NKT 細胞前駆細胞の同定 
 野 生 型 マ ウ ス 胸 腺 内 の 未 分 化 な 所 謂
DN4(CD44-CD25-)に既にVα14-Jα18にin frame
で再構成を終えた NKT 細胞前駆細胞が存在する
ことを突き止めた。 

 再構成を終えた Vα14-Jα18 は解析した全ての
クローンにおいて in frame であり、Jα鎖と再
構成も 80%を超える頻度で Jα18 が使われてい
た。Vα14-Jα18 は選択的かつ挿入なしに再構
成を起こしやすく、NKT 細胞は CD1d 分子による
選択前に前駆細胞として出現していることを証
明した。 

 CD1d欠損マウス胸腺においてもわずかながらの
CD1d拘束性NKT細胞が存在することを見出した。 

 NKTクローンマウス及び CD1d欠損 NKTクローン
マウスの樹立に成功した。CD1d 欠損の NKT クロ
ーンマウスにおいても、Vα14 受容体を発現す
るCD1d拘束性のNKT前駆細胞と考えられる細胞
集団が胸腺に存在することから、NKT 細胞は
CD1dによる選択前に分化発生することが直接的
に示された。また、この NKT 前駆細胞は、NKT
細胞の特徴である IFN-γ、IL-4 といったサイト
カイン産生能を有しておらず、CD1d は NKT 細胞
のサイトカイン産生能を付与する機能を有する



ことが明らかとなった。 
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