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研究成果の概要（和文）：腸管粘膜に豊富に存在するTGF-βはIgAとIgG2bへのアイソタイプクラススイッチに必
須であるが、パイエル板ではIgA、盲腸リンパ節ではIgG2bへのクラススイッチが優位に誘導され、部位ごとに
TGF-β依存性クラススイッチの方向性が異なることを見出した。またこの結果と相関するように、IgA生産誘導
に特化した樹状細胞サブセットはパイエル板で優位であり、同サブセットの分化誘導を促す因子Xの生産量もパ
イエル板で高いことが判明した。ゆえに、同クラススイッチの方向性の違いは、樹状細胞の分化誘導を制御する
微小環境に依存する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：TGF-beta, an abundant cytokine in the intestinal mucosa, is essential for 
isotype class-switching (CSR) into IgA and IgG2b in B cells. We found that IgA and IgG2b CSR are 
predominantly induced in the Peyer's patches and cecum patches, respectively. Consistent with this 
result, dendritic cell (DC) subsets that induce IgA-producing B cells were predominantly found in 
the Peyer's patches, where factor(s) X that induce the DC subsets were constitutively produced at 
high levels under steady-state conditions. Therefore, these findings suggest that the generation of 
DCs that differentially regulate TGF-b-dependent CSR in the intestine is dependent on their 
microenvironment.

研究分野： 免疫学

キーワード： 樹状細胞　TGF-β　クラススイッチ　腸管関連リンパ組織　腸内細菌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、腸管関連リンパ組織(GALT)の部位特異的な微小環境がB細胞の運命を決定する上で重要な役割があ
ること、さらに同環境の構築は同所に存在する樹状細胞の機能に依存している可能性を示した。病原体の感染に
対して、粘膜面では抗原特異的IgA、血中では特異的IgGを誘導する「粘膜ワクチン」が待望されている。本成果
は、樹状細胞の人為的制御に基づく粘膜ワクチンの開発に資する可能性を秘めている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
	
 腸管粘膜に豊富に存在するトランフォーミング増殖因子(TGF)- βは、IgAおよび IgG2bへの
アイソタイプクラススイッチに必須のサイトカインであるが、同所では IgA+B細胞が優位に誘
導されることが知られている。しかしながら、「なぜ腸管では、TGF-β シグナルを受容した B
細胞に IgA に偏向したクラススイッチが誘導されるのか」という疑問に対する十分な回答は、
現在も得られていない。このなかで申請者は、腸管における IgAクラススイッチには腸管関連
リンパ組織(GALT)の樹状細胞が重要な役割を演じていることを報告してきた(Nature 2007, 
448:929-933; Immunity 2011, 34:247-257)。また申請者による予備的な検討から、盲腸リン
パ節では IgA+B細胞よりも IgG2b+B細胞の頻度の方が高いことを見出している。このことは、
TGF-β依存性クラススイッチの方向性が GALTによって異なることを示している。 
 
 
２．研究の目的 
	
 申請者は、上述の疑問を解明する上で GALTの微小環境が重要であると推測した。本研究課
題では、GALTに固有の微小環境構築に重要とされる樹状細胞に着目し、同所における TGF-β
依存性クラススイッチの方向性を決定する要因(細胞あるいは因子)を明らかにすることを目的
とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) マウス 
	
 BALB/cおよび Foxn1-/-BALB/cマウスは日本クレアから購入した。Rag2-/-BALB/cマウスは
岡田誠治博士(熊本大学)より分与された。すべての動物実験は、藤田医科大学の動物実験委員
会の審査・承認を経て遂行した。実験に当たっては、同大学動物実験指針を遵守した。	
 
	
 
(2) 単核球細胞のフェノタイプ解析および単離 
	
 GALT(パイエル板および盲腸リンパ節)由来単核球細胞を表面分子抗原(B220、CD3ε、CD4、
CD11c、CD19、CD25、CD103、IgA、IgG1、IgG2b、MHC class II、Siglec H、II型 TGF-β
受容体など)および細胞内分子(Foxp3、TGF-βなど)に特異的な蛍光標識抗体で染色し、フロー
サイトメトリー(Galliosおよび CytoFLEX)を用いて解析した。また、制御性 T細胞および樹状
細胞は、セルソーター(MoFlo Astriosおよび FACSAriaIII)を用いて単離した。 
	
 
(3) 細胞培養実験	
 
	
 GALT 由来単核球細胞をリポ多糖あるいはサイトカインの存在下あるいは非存在下で 24-72
時間培養した。培養上清中の免疫グロブリン(IgA、IgG1、および IgG2b)量およびサイトカイ
ン(TGF-β)量は ELISA法により定量した。 
 
(4) 細胞移植実験 
	
 野生型マウスの末梢リンパ節から上記方法により単離した制御性 T細胞を、胸腺依存性 αβT
細胞を欠損する Foxn1-/-マウスに移植した。移植から 3週間後の GALTにおける IgA+B細胞お
よび IgG2b+細胞の頻度を調べた。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1) GALT における TGF-β依存性クラススイッチ  
	
 GALT における IgA+B 細胞および IgG2b+細胞の
頻度を調べた。予想されたように、パイエル板では
クラススイッチを終えたB細胞のなかで IgA+B細胞
が優位であった。興味深いことに、盲腸リンパ節で
は、IgG2b+B細胞が優位であり、GALTでは部位ご
とに TGF-β 依存性クラススイッチの方向性が異な
ることが明らかとなった (図 1, 論文投稿中のため
未掲載)。 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
(2) GALT における TGF-β環境の重要性  
	
 TGF-β依存性クラススイッチの方向性は、TGF-βの局所濃度に依存する可能性が報告されて
いる(J.Exp.Med.,1993, 177:1031)。まず、GALT由来単核球細胞から生産される潜在型 TGF-β
量を比較検討したところ、これらのリンパ節間に生産量の違いは認められなかった。この結果
から、方向性の違いは B 細胞における TGF-β シグナルの受容能による可能性が考えられた。
そこで、GALT由来 B細胞の II型 TGF-β受容体の発現量を比較したところ、同受容体の発現
量も同等であった。 
	
 次いで、GALT樹状細胞における潜在型 TGF-βを活性化型に変換するインテグリン αvβ8の
発現量を調べた。その結果、インテグリンの発現量も同程度であった。 
 
(3) TGF-β依存性クラススイッチにおける制御性 T 細胞の
重要性  
	
 制御性 T細胞は、パイエル板における IgAクラススイッチに
重要である。まず、GALTにおける Tregの頻度を比較検討した
ところ、これら間に差は認められなかった。野生型 BALB/c マ
ウスの末梢リンパ節由来制御性 T 細胞を、T 細胞を欠損する
Foxn1-/-BALB/c マウスに移植し、3 週間後の GALT における
IgA+B細胞および IgG2b+細胞の頻度を調べた。その結果、パイ
エル板では IgA+B細胞、盲腸リンパ節では IgG2b+細胞がそれぞ
れ優位に出現し、それらは野生型マウスの GALTでみられた頻
度にまで回復した。 
	
 ここまでの検討から、TGF-β やその主要な生産源である制御
性 T細胞は、TGF-β依存性クラススイッチの方向性を決定する
要因ではないことが明らかとなった。 
 
(4) TGF-β依存性クラススイッチにおける樹状細胞の重要性  
	
 樹状細胞は GALTに高頻度で存在することや、B細胞における IgAクラススイッチを直接誘
導することが知られている。GALT の樹状細胞サブセット(従来型樹状細胞 cDC、形質細胞様
樹状細胞 pDC)の頻度を比較検討したところ、パイエル板では IgA 生産誘導に特化した樹状細
胞サブセットが優位であった。同様に、形質細胞様樹状細胞の頻度もパイエル板で高いことが
判明した(図 2, 論文投稿中のため未掲載)。 
 
(5) IgA 生産に特化した樹状細胞サブセットの制御機構  
	
 パイエル板では IgA 生産に特化した樹状細胞サブセットが誘導
される環境が構築されていることが推測される。そこで、腸管粘
膜に固有の因子(サイトカイン、栄養素、腸内細菌成分など)に着目
し、IgA 生産誘導に特化した樹状細胞サブセットの誘導に重要な
因子の探索を試みた。その結果、因子 X の生産量が盲腸リンパ節
よりもパイエル板で高いことが明らかとなった(図 3, 論文投稿中
のため未掲載)。重要なことに、盲腸リンパ節の樹状細胞を因子 X
で刺激することで、同樹状細胞サブセットが選択的に誘導される
ことが明らかとなった。 
 
	
 これら一連の実験を通じて得られた結果から、因子 X 誘導性樹
状細胞サブセットは TGF-β依存性クラススイッチの方向性を決定
する上で重要な役割を担うことが示された。腸管には IgA よりも
IgG2bへのクラススイッチが優位に誘導される GALTも存在しており、この方向性の違いは、
同樹状細胞サブセットの存在により説明される。GALT樹状細胞の人為的制御は、粘膜面で病
原体抗原特異的 IgAを、血中で同抗原特異的 IgGを誘導する「粘膜ワクチン」の開発に繋がる
ことが期待される。	
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