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研究成果の概要： 

α-ガラクドシルセラミド（α‐ＧＣ）とペプチド抗原を提示させた樹状細胞（ＤＣ）を 1日お
きに 3回投与することでペプチド抗原特異的な免疫応答を抑制することが出来た。これはＤＣ
の頻回投与によりナチュラルキラーＴ細胞（ＮＫＴ細胞）のインターロイキン１０（ＩＬ－１
０）産生が誘導され、ＣＤ４陽性Ｔ細胞のＩＬ－１０産生や腫瘍壊死因子β１の発現が上昇す
るためだと考えられる。また、ＤＣによる免疫寛容の誘導にはＮＫＴ細胞とＣＤ４陽性Ｔ細胞
が同じＤＣにより抗原提示を受けることが必要であった。 
 

交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

２００７年度 1,900,000 0 1,900,000 

２００８年度 1,400,000 420,000 1,820,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 3,300,000 420,000 3,720,000 

 

 

研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：基礎医学・薬理学一般 

キーワード：樹状細胞、ナチュラルキラーＴ細胞、免疫寛容、ＩＬ－１０、ＥＡＥ 

 

１．研究開始当初の背景 

α-ガラクドシルセラミド（α-galactosyl

ceramide、α‐ＧＣ）はヒトやマウスのイン

バリアントナチュラルキラーＴ細胞（invari

ant natural killer T cell、ｉＮＫＴ細胞）

の合成リガンドであり、ｉＮＫＴ細胞の細胞

傷害活性やサイトカイン産生を誘導すること

が出来る。α‐ＧＣで刺激されたｉＮＫＴ細

胞は大量のIFN-γを産生することやIL-12産

生誘導によりNK細胞の活性化を起こすことな

どから、当初は免疫賦活効果を期待され、抗

腫瘍免疫への活用が研究されてきた。しかし、

ｉＮＫＴ細胞はリガンド刺激により同時にIL

-4も産生し、頻回投与により糖尿病モデルマ

ウスにおける自己免疫疾患を予防することか

ら、投与経路、投与量や頻度によっては免疫

寛容を誘導すると考えられている。 

ｉＮＫＴ細胞は主要組織適合抗原（major 

hitocompatibility complex、MHC）クラスＩ
様分子であるCD1dに結合して提示されたα‐

ＧＣを認識する。ＣＤ１ｄは多くの細胞に発

現が認められるが、特に樹状細胞（dendriti

研究種目：若手研究（Ｂ） 

研究期間：2007～2008 

課題番号：19790187 

研究課題名（和文） 樹状細胞の抗原提示によるナチュラルキラーＴ細胞を介したＴ細胞応答

の制御  

研究課題名（英文） Repetitive injection of bone marrow-derived dendritic cells pulsed 

with α-galactosylceramide and peptide induce CD4 T cell tolerance  

研究代表者 

伊豫田 智典 （ＩＹＯＤＡ ＴＯＭＯＮＯＲＩ） 

京都大学・大学院生命科学研究科・助教 

研究者番号：60359784 

  



 

 

c cell、ＤＣ）やB細胞に強く発現しており、

これらの細胞は生体内でα‐ＧＣ をｉＮＫ

Ｔ細胞に提示することができる。とりわけ強

力な抗原提示細胞であるＤＣは、ｉＮＫＴ細

胞へのα‐ＧＣ提示することにより、自らも

活性化されてＴｈ1サイトカインであるIL-12

を産生することにより、抗腫瘍免疫を誘導す

ることが示されている。一方、ＤＣは免疫応

答を賦活化するだけでなく、未成熟な分化段

階やIL-10、TGF-βなどの抗炎症性サイトカイ

ン存在下で成熟した場合には、免疫応答を負

にも制御しうることが知られるようになって

いる。これら抗原提示細胞によるＴ細胞の分

化誘導の過程にはＴ細胞受容体からの刺激

（シグナル1）、B7分子ファミリーやCD40など

の補助刺激分子（シグナル2）の発現程度やサ

イトカイン・ケモカインなどの環境因子（シ

グナル3）が関与していることも明らかである。

さらに近年の研究より、実験的自己免疫性脳

炎（experimental autoimmune encephalomye

litis、ＥＡＥ）の発症にはIL-17を産生する

新しいタイプのＴｈタイプであるＴｈ17が関

与することが報告されており、Ｔｈ17への分

化にはIL-23、IL-1、IL-6、TNF-αやTGF-βな

どのサイトカイン刺激が関与することが報告

されている。 

申請者はこれまでの研究で、5 μgの可溶

性α‐ＧＣをマウスに9日間隔で2回投与す

ると、血清中のIL-10量が増加し、添加した

抗原の卵白アルブミン（ovalbumin、OVA）に

対するCD4Ｔ細胞応答が2回免疫により低下

することを確認している。また、骨髄より顆

粒球・マクロファージコロニー刺激因子（gr

anulocyte macrophage colony stimulating

 factor、GM-CSF）により誘導したＤＣ（Ｂ

Ｍ‐ＤＣ）にα‐ＧＣを負荷しマウスに投与

すると、投与回数が増加するに連れ、血清中

のIFN-γやIL-2産生量が減少し、IL-10やIL-

4の産生が認められるようになった。このこ

とからＢＭ‐ＤＣにα‐ＧＣと抗原を負荷

して投与することにより、特異的な免疫寛容

が誘導できることが予想された。そこで、CD

4 Ｔ細胞依存的であり、多発性硬化症のマウ

スモデルであるＥＡＥを用いて、α‐ＧＣと

ミエリンオリゴデンドロサイト糖タンパク

ペプチド（myelin oligodendrocyte glycopr

otein、ＭＯＧ）を負荷したＢＭ‐ＤＣ投与

による発症抑制効果を検討したところ、投与

回数に相関して発症の頻度や症状の軽減が

認められた。この結果から、ＢＭ‐ＤＣとｉ

ＮＫＴ細胞およびＭＯＧ特異的CD4Ｔ細胞が

相互に作用を及ぼすことがＥＡＥの発症抑

制に関わっていると考えられる。 

 

２．研究の目的 

そこで、ＢＭ‐ＤＣがα‐ＧＣとタンパク抗

原を提示することで誘導できる抗原特異的

なＴ細胞応答の抑制機構を明らかにするた

めに、提示を受けたｉＮＫＴ細胞やＴ細胞の

応答性の変化に着目して研究を進める予定

である。まず、ＢＭ‐ＤＣがｉＮＫＴ細胞と

Ｔ細胞へ抗原を提示することは明らかであ

るが、ｉＮＫＴ細胞とＴ細胞への提示を行う

場は各臓器におけるこれらの細胞の分布が

異なることから、必ずしも一致するとは限ら

ないので、組織学的な手法を用いて生体内に

おける抗原提示の場を検討する。次に、可溶

性α‐ＧＣ投与実験からｉＮＫＴ細胞は頻

回投与によりＴｈ２タイプのサイトカイン

を産生するようになることが報告されてい

ることから、ＢＭ‐ＤＣの提示により影響を

受けたｉＮＫＴ細胞が再刺激で産生するサ

イトカインの種類や量を正常個体のｉＮＫ

Ｔ細胞と比較する。また、ｉＮＫＴ細胞の数

量変化が免疫応答に及ぼすことから、α‐Ｇ

Ｃ負荷ＢＭ‐ＤＣ投与によるｉＮＫＴ細胞

の増減についても検討する。また、α‐ＧＣ

を提示するＤＣは活性化したｉＮＫＴ細胞

から刺激を受け、活性化することが知られて

いることを考慮し、投与したＤＣや生体のＤ

Ｃの活性化をＭＨＣ分子や共刺激分子の発

現量の変化やサイトカイン産生を指標に検

討する。ＥＡＥの発症にはＴ細胞のＴｈ１７

への分化によるとの報告があることを念頭

に、α‐ＧＣ負荷ＢＭ‐ＤＣ投与によるＭＯ

Ｇ提示がＴｈ１７への分化を抑制するかを

他のＴｈサブセットへの分化と合わせて検

討する。また、他のＥＡＥ発症抑制機構に関

わるＴ細胞の機能変化としてクローン除去、

アネルギーや制御性Ｔ細胞への分化につい

ても検討する。予備的実験ではマウスを予め

免疫してからＥＡＥを誘導したが、より臨床

的な意義を追求するために、ＥＡＥ発症マウ

スにおける効果も検討する。これらの研究よ

りα‐ＧＣ負荷ＢＭ‐ＤＣ投与による抗原

提示が抑制性Ｔ細胞を誘導できた場合は、喘

息などの異なるＴｈタイプの応答により引

き起こされる自己免疫疾患モデルにおいて

も応用可能かを検討する。 

 

３．研究の方法 
（１）使用したマウス 
マウスはＣ５７ＢＬ／６マウスを日本ＳＬ
Ｃ株式会社より購入し、京都大学理学部動物
飼育施設にてＳＰＦ環境下で飼育したもの
を使用した。ＣＤ１ｄノックアウト（ＣＤ１
ｄ ＫＯ）マウスおよびＪα２８１ ＫＯマウ



 

 

スは谷口克（理研免疫・アレルギー科学総合
研究センター）先生より供与された。 
 

（２）ＢＭ‐ＤＣの誘導と抗原負荷 
マウス大腿骨と脛骨から調製した骨髄細胞
を顆粒球・マクロファージコロニー刺激因子
（ＧＭ－ＣＳＦ）にて刺激し、未成熟ＢＭ‐
ＤＣを誘導した。ＣＤ１１ｃ陽性細胞を磁気
ビーズ分離システム（ＭＡＣＳ）にて精製し、
再播種する際に抗原をパスルした（α‐ＧＣ
は１００ ｎｇ／ｍｌ）、ＭＯＧペプチドは２ 
ｍｇ／ｍｌ）。２日後に細胞を回収し、ＰＢ
Ｓで洗浄後、マウスに 1×105個/200 µlで静
脈より投与した。 
 

（３）ｉＮＫＴ細胞の調製 
脾臓細胞からＢ細胞、ＣＤ８ Ｔ細胞やマク
ロファージ等を抗体で標識した後にＤｙｎ
ａｂｅａｄｓで除去し、残った生細胞からα
‐ＧＣ/CD1d-Ig結合細胞をMACSで分離した。
さらに、FACSVantage によりｉＮＫＴ細胞を
精製して用いた。 
 

（４）ＥＡＥ誘導 
マウス背側部にフロイント完全アジュバン
トとＭＯＧペプチドの乳化物を皮下接種し、
1 日後に百日咳毒素を腹腔投与した。ＥＡＥ
の症状は 5 段階で評価した。１；尾の麻痺、
２；正向反射の不全、及び部分的な後肢麻痺、
３；完全な後肢麻痺、４；前後肢麻痺、５；
死亡。 
 

４．研究成果 

（１）生体にα‐ＧＣ負荷ＢＭ‐ＤＣを投与

したところ、肺、肝臓と脾臓への集積が見ら

れたが、これらの細胞は投与後 2時間以降で

細胞数が著明に減少することから、ＤＣによ

り活性化したＮＫＴ細胞により除去されて

いると考えられた。ＢＭ‐ＤＣによるＮＫＴ

細胞の活性化は短時間であると推測された

が、血清中には検出可能な量のサイトカイン

が放出された。また、蛍光標識したα‐ＧＣ

負荷ＢＭ‐ＤＣを投与したところ、脾臓の

CD8+ＤＣに貪食が認められ、CD1d KO マウス

骨髄から誘導したＢＭ‐ＤＣにα‐ＧＣを

負荷して投与した場合にも、血清サイトカイ

ン量の増加が検出された。これらの結果より、

投与したＢＭ‐ＤＣは直接抗原を提示する

のに加え、ｉＮＫＴ細胞による傷害を受け、

ホストのＤＣにより抗原が提示される経路

も存在すると考えられる。 

 

（２）そして、α‐ＧＣ負荷ＢＭ‐ＤＣを 3

回投与したマウスと初回投与マウスの血清

中のサイトカイン量を経時的に測定したと

ころ、IFN-γ産生量は投与後 3時間という早

期には 3回投与したマウスの方が多いものの、

6時間以降は逆転し、3回投与群では産生量

が低下するのに対して、初回投与群は 12 時

間後まで IFN-γ産生量の上昇が認められた。

一方、IL-4産生は3回投与群で投与後3時間、

初回投与群で 6時間でピークとなり、ピーク

時の産生量は 3回投与群が初回投与群を上回

っていた。IL-10 は初回投与群ではα‐ＧＣ

を負荷していないＢＭ‐ＤＣを投与した場

合と同程度の産生しか認められないのに対

して、3回投与群では 3時間をピークとした

産生が認められた。この IL-10 産生がＮＫＴ

細胞に由来することを in vitro における再

刺激実験およびα‐ＧＣ反応性ＮＫＴ細胞

がいない Jα281 ノックアウトマウスを用い

た実験により確認した。 

 

（３）次に、α‐ＧＣ負荷ＢＭ‐ＤＣ3回投

与による生体内ＤＣの機能変化をＴ細胞刺

激能と CD40 リガンド刺激に対するサイトカ

イン産生により検討したところ、α‐ＧＣを

負荷していないＢＭ‐ＤＣを投与した場合

と差は認められなかった。しかし、ＢＭ‐Ｄ

Ｃを 3回投与したマウスの CD4 陽性Ｔ細胞を

in vitro で抗 CD3ε抗体と抗 CD28 抗体で刺

激したところ、α‐ＧＣ負荷ＤＣ投与群で

IL-10 産生量の上昇が認められた。 

 

（４）ＮＫＴ細胞がＭＯＧペプチドとα‐Ｇ

Ｃをパルスした骨髄由来樹状細胞（ＭＯＧ＋

α‐ＧＣ／ＢＭ‐ＤＣ）3回投与によるＥＡ

Ｅ発症抑制に必要であることがＪα２１８

ノックアウト（ＫＯ）マウスを用いた実験よ

り明らかとなった。また、野生型（ＷＴ）Ｃ

５７ＢＬ／６マウスを免疫する際にＭＯＧ

ペプチドとα‐ＧＣを別々のＢＭ‐ＤＣに

パルスして投与した場合には抑制効果が認

められなかった。これらの結果より、ＮＫＴ

細胞とＣＤ４Ｔ細胞が同一のＢＭ‐ＤＣ上

でそれぞれの抗原を認識することが重要で

あることが明らかとなった。また、投与した

ＢＭ‐ＤＣは肺、肝臓、脾臓に分布するが、

脾臓除去マウスではＭＯＧ＋α‐ＧＣ／Ｂ

Ｍ‐ＤＣ3回投与によるＥＡＥ発症抑制誘導

されないことから、投与ＤＣとＮＫＴ細胞お

よびＴ細胞が相互作用するのは脾臓である

と考えられる。 

 

（５）ＭＯＧ＋α‐ＧＣ／ＢＭ‐ＤＣを 3回

投与した場合、ＭＯＧ／ＢＭ‐ＤＣ免疫群よ

りもＥＡＥ誘導 10 日目で脾臓、リンパ節、

脊髄においてＴ細胞数の増加が抑制されて



 

 

いた。ＮＫＴ細胞数は脾臓とリンパ節では同

程度の増加であったが、脊髄ではＭＯＧ＋α

‐ＧＣ／ＢＭ‐ＤＣ投与群でより多くのＮ

ＫＴ細胞浸潤が認められた。これまでの研究

でα‐ＧＣパルスＢＭ‐ＤＣ3回投与はＩＬ

－１０産生ＣＤ４Ｔ細胞を誘導することが

明らかとなっているが、Foxp３陽性の制御性

Ｔ細胞の数には変化が認められなかった。し

かし、ＣＤ２５弱陽性から陰性ＣＤ４Ｔ細胞

において膜結合型ＴＧＦ－β１の発現上昇

が認められた。これらの結果より、ＭＯＧ＋

α‐ＧＣ／ＢＭ‐ＤＣ投与はＮＫＴ細胞の

活性化を介してＩＬ－１０やＴＧＦ－β１

を発現するＣＤ４Ｔ細胞を誘導し、他のエフ

ェクター細胞の増殖や分化を抑制すること

でＥＡＥの発症を抑制することが示唆され

た。また、ＭＯＧ＋α‐ＧＣ／ＢＭ‐ＤＣを

3回投与したマウスより調製した CD4 Ｔ細胞

を移入したマウスではＥＡＥ発症を抑えら

れなかったことから、抗原を負荷したＢＭ‐

ＤＣは反応性 CD4 Ｔ細胞の除去も誘導して

いる可能性は排除できない。 

 

ｉＮＫＴ細胞と TNF-α刺激ＢＭ‐ＤＣの相

互作用によりIL-10産生CD4 Ｔ細胞が誘導さ

れることはすでに示されているが、このとき

のリガンドは不明である。今回の研究ではα

‐ＧＣでも同様のIL-10産生CD4 Ｔ細胞が誘

導されることを示し、それにｉＮＫＴ細胞の

IL-10 産生が関与することを示した。この結

果はα‐ＧＣ とＢＭ‐ＤＣを用いた免疫寛

容の誘導への応用が期待されるほか、現在行

なわれているα‐ＧＣパルスＢＭ‐ＤＣの

がん治療への応用にも重要な知見となる。 
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