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研究成果の概要（和文）：近年の研究により Toll like receptor(TLR)のみならず、真菌認識機構

であるDectin-1もCD4陽性T細胞分化を始めとした獲得免疫に関与していることが示された。

我々は Dectin-1 特異的リガンドである Curdlan を用いて Dectin-1 経路の CD4 陽性 T 細胞分

化に対する働きを検討した。その結果、Curdlan は抗原提示細胞上に発現する Dectin-1 経路

を活性化することにより IL-10 産生性 T 細胞分化を誘導することが明らかとなった。さらに、

これらの IL-10 産生性 T 細胞は c-Maf を高発現しているが、Th1、Th2、Th17、制御性 T 細

胞分化に必須である転写因子 T-bet, GATA3, RORt, FoxP3 は発現していないこと、また

STAT6 欠損マウスを用いた実験により Dectin-1 依存的に誘導される IL-10 産生性 T 細胞分化

には T 細胞内の STAT6 が必須であることが明らかとなった。以上の結果より Dectin-1 経路は

STAT6、c-Maf 依存的に IL-10 産生性 T 細胞分化を誘導することが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：Recent evidence suggests that signals through not only Toll-like 

receptors(TLR) but also Dectin-1 contribute to the fine-tuning of acquired immune 

responses. Here, we examined the effect of Dectin-1 signaling on CD4+ T cell differentiation 

by using a linear form of pure -glucan, curdlan, as a ligand. We found that curdlan 

instructed DCs to induce the development of IL-10-producing CD4+ T cells without the 

significant production of IFN-, IL-4, or IL-17A. We also found that IL-10-producing CD4+ T 

cells did not express T-bet, GATA3, RORt, or FoxP3, but expressed c-Maf, which has been 

shown to activate the transcription of IL-10. Moreover, we found that STAT6 but not T-bet 

expressed in the CD4+ T cells is essential for the IL-10 producing T cell differentiation 

induced by curdlan. Taken together, these results suggest that STAT6 as well as c-Maf 

plays a critical role for the development of IL-10-producing CD4+ T cells in the presence of 

Dectin-1 activation. 
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１．研究開始当初の背景 

我々は、喘息の重症化機構を解析し、
IL-17 産生性 CD4 陽性 T 細胞（Th17 細
胞）が Th2 細胞依存的なアレルギー性気
道炎症を増悪させることを明らかにし
た (Wakashin et al. Am. J. Respir. Crit. Care Med. 

2008)。一方近年、真菌由来-glucan の認
識機構である Dectin-1 経路が Th17 細胞
の分化を誘導することが報告された。他
方、Th17 細胞依存性実験的脳脊髄炎の
発症は Dectin-1 経路の活性化により抑制
されることが報告されており、獲得免疫
応答における Dectin-1 経路の役割の詳細
は依然不明である。  

 

２．研究の目的 

（1）Dectin-1 経路の CD4 陽性細胞分化
における働きを解明する。  

（ 2）アレルギー性気道炎症における
Dectin-1 経路の役割を明らかにする。  

 

３．研究の方法 

（1）OVA 特異的 TCR を発現する DO11.10

マウス脾臓細胞を用いて CD4 陽性細胞分化
における Dectin-1 経路の働きを検討した。 

（2）Dectin-1 経路依存的に誘導される T 細
胞分化における抗原提示細胞の働きを検討
した。 

（3）Dectin-1 経路依存的に誘導される T 細
胞分化における転写因子の働きを検討した。 

 
４．研究成果 
（1）Dectin-1 経路の CD4 陽性 T 細胞分化に
おける働き 
 卵白アルブミン（OVA）特異的 TCR を発
現する DO11.10 マ ウスの脾臓細胞を
Dectin-1 の特異的リガンド Curdlan の存在
下、非存在下で 5 日間培養し Dectin-1 経路
の CD4+T 細胞分化における働きを細胞内サ
イトカイン染色法により検討した。興味深い
ことに Curdlan の存在下でも IFN産生
(Th1)細胞、IL-4 産生(Th2)細胞、IL-17 産生
(Th17)細胞の割合には明らかな変化は見ら
れなかったが、Curdlan の濃度依存的に
IL-10 産生細胞が著明に誘導されることが明
らかとなった(図 1)。さらに、Curdlan によ
る IL-10産生細胞分化におけるDectin-1の働
きを明らかにするために、Dectin-1 に対する
中和抗体を加え IL-10産生性 T細胞分化にお
ける働きを検討した。既に Curdlan は
Dectin-1 を活性化する-glucan であること
が報告されているが、これらの報告と一致し
て Dectin-1 中和抗体の存在下では Curdlan

による IL-10産生性 T細胞分化は完全に抑制
された（図 1）。これらの結果から Curdlan

は Dectin-1 経路を介して IL-10 産生性 T 細
胞の分化を誘導することが明らかとなった。 

 

 

Curdlan    -         +          + 

Dectin-1Ab -         -          + 

 

IL-10 

 

 
                    CD4      
図 1：Dectin-1 経路の CD4 陽性 T 細胞分化
における働き 

DO11.10 マウスの脾臓細胞を Curdlan、なら
びに抗 Dectin-1 抗体の存在下、非存在下で
OVA 刺激した。培養 5 日後に IL-10 産生性 T

細胞分化を細胞内サイトカイン染色法を用
いて検討した。 

 

 
(2) Dectin-1 経路による IL-10 産生性 T 細胞
分化における抗原提示細胞の働き 

 さらに我々は Curdlan が T 細胞に直接的
に作用するのか、もしくは抗原提示細胞を介
して IL-10産生性 T細胞分化に関与するか検
討した。DO11.10 マウスの脾臓細胞より
MACS により CD4 陽性細胞を純化し
Curdlan の存在下、非存在下において抗 CD3

抗体＋抗 CD28 抗体により刺激し IL-10 産生
性 T 細胞分化を検討した。その結果、抗原提
示細胞を用いずに CD4 陽性 T 細胞を刺激す
る際に Curdlanを添加しても IL-10産生性 T

細胞の分化は誘導されなかった（図 2）。一方、
DO11.10 マウスから純化した CD4 陽性細胞
を抗原提示細胞の存在下で OVA により刺激
する際にCurdlanを添加すると IL-10産生性
T 細胞の分化が誘導された（図 2）。これらの
結果からは Curdlan は抗原提示細胞を介し
て IL-10産生性 T細胞分化に関与すると考え
られた。さらに我々は Curdlan の受容体であ
る Dectin-1 の各細胞分画における発現を
FACS により検討した。その結果、Dectin-1

は T 細胞には発現していないが、マクロファ
ージと樹状細胞に発現していることが明ら
かになった。以上の結果から、Curdlan は抗
原提示細胞上に発現する Dectin-1 を活性化
し、IL-10 産生性 T 細胞の分化を誘導するこ
とが明らかになった。 
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図 2：Dectin-1 経路により誘導される IL-10

産生性T細胞分化における抗原提示細胞の役
割 

DO11.10 マウス脾臓より CD4 陽性 T 細胞を
純化し、Curdlan の存在下および非存在下で、
抗 CD3 抗体+抗 CD28 抗体刺激、或は抗原提
示細胞+OVA 刺激し、IL-10 産生性 T 細胞の
分化を検討した。 

 

 
(3) Dectin-1 経路により誘導される IL-10 産
生性 T 細胞分化における転写因子の働き 

 次に我々は Dectin-1 経路により誘導され
る IL-10産生性 T細胞が如何なる転写因子を
発現しているか検討した。DO11.10 マウスの
脾臓細胞を Curdlan の存在下、および非存在
下で培養し、CD4 陽性 T 細胞に発現してい
る転写因子を半定量的 RT-PCR 法により比
較した。これまでの研究より Th1 細胞分化、
Th2 細胞分化、Th17 細胞分化には、それぞ
れ T-bet、GATA-3、RORt が必須であるこ
とが示されているが、Dectin-1 経路により誘
導された IL-10産生性 T細胞はこれらの転写
因子を発現していなかった（図 3）。さらに
IL-10 産生細胞のサイトカインプロファイル
を細胞内サイトカイン染色法、ELISA 法によ
り検討したところ、Dectin-1 経路により誘導
された IL-10 産生性 T 細胞は IFN、IL-4、
IL-17 を共発現していないことがわかった
（未発表データ）。これらの結果から、
Dectin-1経路により誘導された IL-10産生性
T 細胞は既存の Th1 細胞、Th2 細胞、Th17

細胞とは異なるサブセットと考えられた。ま
た制御性 T 細胞に特異的な転写因子である
FoxP3 も発現していないことより、FoxP3 陽
性制御性T細胞とも異なるサブセットと考え
られた。一方、Dectin-1 経路により誘導され
た IL-10 産生性 T 細胞は、IL-10 産生への関
与が示唆されている c-Mafを高発現している
ことがわかった（図 3）。さらにレトロウイル
スを用いて c-Maf を T 細胞に発現させて、
IL-10 産生における働きを検討したところ、
c-Maf 発現細胞は非発現細胞に比較して高率
に IL-10 を産生することが明らかになった
（未発表データ）。以上の結果から、Curdlan

により誘導される IL-10産生性 T細胞の分化
にはT細胞における c-Mafの発現誘導が重要
であることが示唆された。 
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図 3：Dectin-1 経路により誘導された IL-10

産生性 T 細胞に発現する転写因子 

DO11.10 マウスの脾臓細胞を OVA で刺激し
各種条件下で培養した。5 日後に T 細胞に発
現している転写因子を定量的 RT-PCR 法に
より評価した。 

（左より Th0 条件、Th1 条件、Th2 条件、
Th17 条件、Curdlan 存在下） 

 

 

(4) IL-10 産生性 T 細胞分化における T-bet、
STAT6 の働き 

 Th1 細胞分化、ならびに Th2 細胞分化には、
それぞれ T-bet と STAT6 が必須であること
が知られている。我々は Dectin-1 経路により
誘導される IL-10産生性 T細胞分化における
T-bet、STAT6 の働きを、それぞれの遺伝子
欠損マウスを用いて検討した。 

 まず DO11.10 マウスを T-bet 欠損マウス
（T-bet KO マウス）、STAT6 欠損マウス
（ STAT6 KO マ ウ ス ） と 交 配 し 、
DO11.10/T-bet KO マウス、DO11.10/STAT6 

KO マウスを作製した。次にこれらのマウス
脾臓細胞を Curdlan 存在下、非存在下で培養
し IL-10産生性 T細胞分化を細胞内サイトカ
イン染色法、ELISA 法により検討した。その
結果、DO11.10/T-bet KO マウスの脾臓細胞
からは Curdlan により野生型と比較して高
率に IL-10 産生性 T 細胞が誘導された。また
ELISA でも IL-10 産生の亢進が確認された
（未発表データ）。以上の結果より T-bet は
Curdlan 依存的に誘導される IL-10 産生性 T

細胞分化に抑制的に作用していると考えら
れた。一方 DO11.10/STAT6 KO マウスの脾
臓細胞からは IL-10産生性T細胞分化が完全
に抑制された（図 4）。これらの結果から
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Curdlanにより誘導される IL-10産生性 T細
胞分化には STAT6 が必須であると考えられ
た。 
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図 4： Dectin-1 経路依存的 IL-10 産生性 T

細胞分化における STAT6 の役割 

DO11.10 マウス、DO11.10/STAT6 KO マウ
スの脾臓細胞を Curdlan の存在下、非存在下
で OVA 刺激し、培養 5 日後に、IL-10 産生性
T 細胞の分化を細胞内サイトカイン染色法に
より検討した。 

 

 

（5）T 細胞、抗原提示細胞における STAT6

の働き 

次にどの細胞群に発現する STAT6 が IL-10

産生性T細胞の分化に必須であるか検討する
ために野生型マウスと STAT6 欠損マウスよ
り抗原提示細胞を、DO11.10 マウスと
DO11.10/STAT6 KO マウスから CD4 陽性細
胞をそれぞれ単離し、Curdlan の存在下、非
存在下における IL-10 産生細胞分化を比較検
討した。 

 まず、抗原提示細胞に発現する STAT6 が
関与するか否か検討するために、DO11.10 マ
ウスの CD4 陽性 T 細胞を野生型マウスおよ
び STAT6 欠損マウスより単離した抗原提示
細胞で刺激した。その結果、STAT6 欠損マウ
スから単離した抗原提示細胞も野生型マウ
スの抗原提示細胞と同等に Curdlan による
IL-10 産生性 T 細胞の分化は誘導することが
わかった。一方、DO11.10/STAT6 KO マウ
スより単離した CD4 陽性 T 細胞を野生型マ
ウスより単離した抗原提示細胞で刺激した
際にはCurdlan存在下においても IL-10産生
性 T 細胞の分化は誘導されなかった(図 5)。
以上より、T 細胞に発現する STAT6 が
Dectin-1経路依存的に誘導される IL-10産生
性T細胞の分化に必須であることが示された。 

 以上の結果から Dectin-1 のリガンドであ
る Curdlan は抗原提示細胞上に発現する
Dectin-1 経路を活性化することにより、T 細
胞内の STAT6、c-Maf 依存的に IL-10 産生性
T 細胞分化を誘導することが示された。 
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図 5：T 細胞、および抗原提示細胞における
STAT6 の役割 

野生型マウス、STAT6 欠損マウスより抗原提
示 細 胞 を 、 ま た DO11.10 マ ウ ス 、
DO11.10/STAT6KO マウスより CD4 陽性 T

細胞を単離し、Curdlan の存在下、非存在下
で OVA 刺激し、IL-10 産生性 T 細胞の分化
を細胞内サイトカイン染色法により検討し
た。 

上段：溶媒コントロール 

下段：Curdlan 

 

 

（6）考察 

 本研究により、Dectin-1 経路の活性化は
STAT6 依存的に IL-10 産生性 T 細胞の分化
を誘導することが明らかとなった。現在、
Dectin-1刺激により誘導される IL-10産生性
T 細胞の機能解析を進めているが、既に本方
法により誘導した抗原特異的 IL-10 産生性 T

細胞は、in vivo において抑制能をもつことを
示唆する予備データを得ている。従って
IL-10 産生性 T 細胞の分化機構の更なる解析
により、アレルギー疾患に対する新規治療方
法の開発につながると考えられる。 
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