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研究成果の概要（和文）：NK細胞とNKT細胞は、感染免疫応答、抗腫瘍免疫、炎症免疫疾患において重要な働き
をしている。本研究では、NK細胞とNKT細胞の分化・維持・機能を支えるIL-15産生細胞を同定した。まず、NK細
胞が骨髄造血細胞のIL-15に依存して分化することを示した。次に、CD244陽性iNKT細胞が胸腺上皮細胞のIL-15
に依存して分化すること、この集団が腫瘍細胞の排除に重要な働きをすることを示した。

研究成果の概要（英文）：Innate-like lymphocytes such as NK and NKT cells play pivotal roles in 
infectious immune responses, antitumor immunity, and inflammatory immune diseases. In this study, we
 identified IL-15-producing cells that support the differentiation, maintenance, and function of NK 
and NKT cells and clarified their functions. First, we demonstrated the reliance of NK cells on 
IL-15 derived from hematopoietic cells within the bone marrow for their differentiation. 
Furthermore, we have discerned two distinct subsets of bone marrow NK cells: scattered and 
clustered, with CXCL12 emerging as a critical factor in the distribution of the scattered 
population. Additionally, we have established the dependence of CD244+ iNKT cells on IL-15 produced 
by thymic epithelial cells for their differentiation. Notably, this subset exhibits elevated levels 
of IFN-g, akin to NK cells, and plays an important role in tumor cell elimination.

研究分野： 免疫学

キーワード： 自然免疫　サイトカイン　微小環境　IL-15　腫瘍免疫

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
自然免疫系リンパ球は、感染免疫応答、抗腫瘍免疫、炎症免疫疾患において重要な働きをしているが、その分化
や機能を支える微小環境については不明であった。本研究では、NK細胞が骨髄造血細胞のIL-15に依存して分化
する発見から、造血細胞の分化を他の造血細胞が支持するという新規概念の提唱に発展した。また、散在型とク
ラスター型の２種類のNK細胞の発見から、NK細胞が機能の異なるサブセットに分かれている可能性が想起され
た。さらに、CD244陽性iNKT細胞は通常型iNKT細胞とは異なり全身循環性であることから、iNKT細胞も機能的に
異なるサブセットに分かれている可能性が示された。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) 自然リンパ球（innate lymphoid cell、ILC）、NK 細胞、NKT 細胞、 T 細胞などの自然
免疫系リンパ球は、傷ついた細胞から放出される細胞成分やサイトカインによって迅速に活性
化され、自らも種々のサイトカインを分泌することで自然免疫応答を開始し適応免疫応答を惹
起する重要な役割を担っている。これらの自然免疫系リンパ球は、寄生虫・ウイルスなどに対す
る感染防御、癌に対する抗腫瘍免疫、アレルギー・肥満などの炎症免疫疾患において重要な働き
をしている。したがって、これらの免疫応答を制御するためには、自然免疫系リンパ球の生成と
機能の調節機構を解明することが必要である。自然免疫系リンパ球の分化・維持・機能には、微
小環境を形成するストローマ細胞が産生するサイトカイン IL-7 と IL-15 が大きな役割を果たし
ている。しかしながら、これらの自然免疫系リンパ球を支えるサイトカイン産生性微小環境の実
体は長く不明であった。 
 
(2) 研究代表者は、サイトカイン産生性微小環境の実体を明らかにするために、IL-7-GFP およ
び IL-15-CFP ノックインマウスを作製し、IL-7 および IL-15 産生細胞の生体内分布を明らかに
した。特に、骨髄では CXCL12-abundant reticular cell（CAR）細胞が、胸腺では髄質胸腺上
皮細胞が IL-15 を強く発現していた。次に、細胞特異的 IL-7 欠損マウスを作製し、肝細胞の IL-
7 が肝内の NKT 細胞の維持に、胸腺上皮細胞の IL-7 が NKT 細胞の分化に重要な働きをするこ
とを明らかにした。さらに、IL-15 産生細胞の機能を明らかにするために、細胞特異的 IL-15 欠
損マウスを作製し解析を進めてきた。これまで NK 細胞が CAR 細胞の IL-15 に依存する可能性
が報告されていたが、この予想に反して骨髄の造血細胞が産生する IL-15 が NK 細胞の分化に
重要な働きをするという予備的結果を得ている。また、胸腺上皮細胞が産生する IL-15 が新規
CD244 陽性 iNKT 細胞の分化・成熟に必須であることも明らかにしつつある。 
 これまでの研究代表者らの研究によって、自然免疫系リンパ球の分化・維持を支える IL-7 産
生性微小環境についてはかなり明らかになった。しかし、自然免疫系リンパ球の分化・成熟・維
持を支える IL-15 産生性微小環境については不明の点が多い。そこで、細胞特異的 IL-15 欠損
マウスという研究代表者が独自に作製した実験系を用いてこの問題を明らかにすることを着想
した。 
 
２．研究の目的 
 以上のような背景を元に、本研究は研究代表者が独自に作製した細胞特異的 IL-15 欠損マウ
スを用いて、自然免疫系リンパ球の分化・維持・機能を支えるサイトカイン産生性免疫微小環境
を同定し、その感染防御・抗腫瘍免疫・慢性炎症における機能を明らかにする。 
 
(1) NK 細胞の分化を支える骨髄 IL-15 産生性微小環境の同定 
 予備的結果から、骨髄の NK 細胞は造血細胞が産生する IL-15 に依存していた。NK 細胞の分
化・維持・機能を支える骨髄 IL-15 産生性微小環境を、細胞特異的 IL-15 欠損マウスを用いて同
定する。 
 
(2) 胸腺 IL-15 産生性微小環境に依存する新規 iNKT 細胞の機能と病態における役割 
 予備的結果から、胸腺上皮細胞が産生する IL-15 が CD244 陽性 iNKT 細胞の分化に必須であ
り、肺や脂肪などの特定の末梢組織に分布していた。したがって、CD244 陽性 iNKT 細胞は単
なる成熟段階というよりは、機能的に異なるサブセットであることを示唆している。本研究では、
この新規 iNKT 細胞の性質を詳しく解析し、独自の機能的サブセットを形成するかを検証する。
さらに、CD244 陽性 iNKT 細胞が肺・脂肪組織などの末梢組織に分布した後に、抗腫瘍免疫や
肥満などの病態において果たす役割を、細胞特異的 IL-15 欠損マウスを用いて明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) NK 細胞の分化を支える骨髄 IL-15 産生細胞の同定 
 骨髄では、主に CAR 細胞、血管内皮細胞、単球、樹状細胞、マクロファージが IL-15 を産生
する。一方、NK 細胞は主に IL-15 に依存して分化する。そこで、Prx1-Cre（間葉系ストローマ
細胞）、Lepr-Cre（CAR 細胞）、Tie2-Cre（血管内皮細胞）、Vav-Cre（造血細胞）、CD11c-Cre
（樹状細胞）、LysM-Cre（マクロファージ）と IL-15-flox マウスを交配した細胞特異的 IL-15 欠
損マウスにおいて、骨髄のリンパ球共通前駆細胞、NK 前駆細胞、NK 細胞の数をフローサイト
メトリーにて比較し、NK 細胞の分化を解析する。また、IL-15 産生細胞と NK 前駆細胞・NK
細胞が近接して存在するかどうかを免疫組織染色にて解析する。NK 細胞については、散在する
細胞とクラスターを形成する細胞での違いも解析する。さらに、単離した未熟骨髄球、単球、樹
状細胞、マクロファージと NK 細胞を共培養することで、NK 細胞の維持を担う IL-15 細胞を精
査する。以上の実験により、NK 細胞の分化を支える骨髄の IL-15 産生細胞を同定する。 
 



(2) 胸腺 IL-15 産生性微小環境に依存する新規 iNKT 細胞の包括的解析 
 CD244 陽性 iNKT 細胞が FoxN1-Cre（胸腺上皮細胞）IL-15 欠損マウスの胸腺で特異的に減
少すること、末梢では肺、脂肪組織、腸管粘膜固有層に多く分布するという予備的結果を得てい
る。そこで、胸腺と肺から CD244 陽性と CD244 陰性の iNKT 細胞をソートし、RNA-seq 法で
発現遺伝子を比較し GO enrichment 解析などを行い、２つの亜集団の性質の違いを推定する。 
 一般的な iNKT 細胞は組織常在性のものが多い。これまでの予備的結果から、CD244 陽性分
画と CD244 陰性分画とではケモカイン受容体の発現が異なり、CD244 陰性細胞が従来型の
iNKT 細胞に近い。そこで、これら２つの iNKT 細胞の体内動態の違いを解析するために、パラ
ビオーシス実験をおこなう。 
 予備的結果から、CD244 陽性 iNKT 細胞が肺に多いこと、IFN-を強く発現することがわか
っている。B16F10 メラノーマの肺転移モデルにおいて、iNKT 細胞が分泌する IFN-が NK 細
胞を活性化して、腫瘍細胞の排除に重要な働きをする。そこで、肺の CD244 陽性 iNKT 細胞が
減少する胸腺 IL-15 欠損マウスにメラノーマ細胞を移入し、肺転移巣の数を解析する。転移巣が
増加している場合には、肺における iNKT 細胞と NK 細胞の数と IFN-産生能を比較する。以
上の実験から、CD244 陽性 iNKT 細胞が抗腫瘍免疫を亢進させるかを検証する。 
 
４．研究成果 
(1) NK 細胞の分化を支える骨髄 IL-15 産生細胞の同定 
 まず、Prx1-Cre、Lepr-Cre、Tie2-Cre によるストローマ細胞特異的 IL-15 欠損マウスにおい
ては、骨髄の NK 細胞の分化は正常であった。一方、Vav-Cre を用いた造血細胞特異的 IL-15 欠
損マウスにおいては、NK 細胞の分化が著しく障害された。さらに、CD11c-Cre、LysM-Cre を
用いた IL-15 欠損マウスにおいては、NK 細胞の分化は部分的に障害され、これらのダブル Cre
による IL-15 欠損において分化障害はさらに強くなるが、Vav-Cre を用いた IL-15 欠損には及
ばなかった。したがって、骨髄球系の多様な細胞が産生する IL-15 が NK 細胞の分化を支えて
いることが示された。次に、NK 細胞と骨髄から単離した単球、好中球、B 細胞を共培養したと
ころ、単球と培養した場合のみ NK 細胞の維持が亢進した。したがって、骨髄球系細胞の中でも
単球が産生する IL-15 が NK 細胞の分化に最も重要な働きをしている可能性が示唆された。 
 
(2) 骨髄 NK 細胞の局在解析 
 NK 細胞のレポーターマウス（Ncr1-Cre 
R26R-tdTomato）を用いて、第１世代
Cubic 法にて透明化を施した後で免疫染
色をおこない、広域で深部にわたる骨髄
NK 細胞のイメージングに成功し、骨髄内
で散在性の NK 細胞とクラスターを形成
する NK 細胞の２種類の集団が存在する
ことを明らかにした（図１）。さらに、NK
細胞特異的なCXCR4欠損マウスを作製し
解析したところ、散在性 NK 細胞のみが骨
髄で顕著に減少した。したがって、CAR 細
胞が産生する CXCL12 によって散在性 NK 細胞の分布が制御されていると考えられた。 
 
(3) 新規 CD244 陽性 iNKT 細胞の発見 
 iNKT 細胞の不均一性に注目し、NK 受容体 CD244
（2B4）とケモカイン受容体 CXCR6 を用い、胸腺内成
熟 iNKT 細胞を CD244−CXCR6－（C0）iNKT 細胞、
CD244−CXCR6+（C1）iNKT 細胞および CD244+CXCR6+

（C2）iNKT 細胞に分画した。胸腺上皮細胞特異的 IL-
15 欠損マウスを用いて、髄質胸腺上皮細胞由来の IL-15
が C0 iNKT 細胞から C2 iNKT 細胞への分化に必須であ
ることを示した（図２）。 
 
(4) C2 iNKT 細胞の遺伝子発現プロファイリング解析 
 デジタル RNA-seq 法を用いて C1 iNKT 細胞と C2 iNKT 細胞の遺伝子発現を網羅的に解析
した。C2 iNKT 細胞は IFN-やグランザイムなどの細胞傷害活性物質を強く発現し NK 細胞に
近い特徴を示すのに対し、C1 iNKT 細胞は ICOS や CD5 などの T 細胞受容体シグナル関連分
子を強く発現し T 細胞に近い性質を示すことを見出した。 
 
(5) C2 iNKT 細胞の体内動態の解析 
 CD45.1 と CD45.2 の雌マウスを外科的に縫合して、８週間後に肺、脂肪、小腸粘膜下固有層、
末梢血からリンパ球を採取し、iNKT 細胞をフローサイトメトリーにて解析してドナーとホスト
に由来する割合を算出した（パラビオーシス実験）。その結果、肺の C2 iNKT 細胞分画のドナ
ーとホストの割合が１対１となる一方、C1 iNKT 細胞分画ではドナー由来のものが１割であっ
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た。したがって、末梢の C2 iNKT 細胞は従来の組織常在型 C1 iNKT 細胞と異なり、全身循環
型の細胞であることを見出した。さらに、抗 CD45 抗体による血管内染色法によって体内の分
布を解析した。その結果、肺の T 細胞の 85%が陽性となった一方、C1 iNKT 細胞は 10%、C2 
iNKT 細胞は 30%が陽性となった。したがって、T 細胞の大部分が血管内に存在するのに対し、
C1 iNKT 細胞はほとんどが血管外の組織内に存在し、C2 iNKT 細胞は C1 iNKT 細胞よりも血
管内にいるものの割合が高いことがわかった。 
 
(6) C2 iNKT 細胞による抗腫瘍免疫と抗ウイルス免疫の増強 
 C2 iNKT 細胞を肺で欠く胸腺上皮細胞特異的 IL-15 欠損マウスに、メラノーマ細胞を静脈内
注射したところ、肺に形成される転移巣が増加した。事前に正常マウスから単離した C2 iNKT
細胞を注入した胸腺上皮細胞特異的 IL-15 欠損マウスを用いて、メラノーマ細胞を注射すると
転移巣が減少した。したがって、C2 iNKT 細胞は抗腫瘍免疫において重要な役割を果たすこと
が示された。 
 C2 iNKT 細胞を肺で欠く胸腺上皮細胞特異的 IL-15 欠損マウスに、インフルエンザウイルス
を経鼻感染させると、４日後のウイルス量が上昇していた。事前に正常マウスから単離した C2 
iNKT 細胞を注入した胸腺上皮細胞特異的 IL-15 欠損マウスを用いて、インフルエンザウイルス
を感染させると、ウイルス量が低下していた。したがって、C2 iNKT 細胞は抗ウイルス免疫に
おいて重要な役割を果たすことが示された。 
 
(7) ヒトの CD244 陽性 iNKT 細胞の同定 
 ヒト末梢血中においてもマウスと同様に細胞傷害活性の高い CD244+CXCR6+ C2 iNKT 細胞
が存在することを示した。 
 
(8) 以上の結果から、従来の組織常在型 C1 iNKT 細胞と異なり、胸腺の IL-15 に強く依存して
分化する全身循環型 C2 iNKT 細胞は IFN-やグランザイムなどの細胞傷害活性物質を強く発現
し、抗腫瘍免疫と抗ウイルス免疫を増強させることを明らかにした（図３）。 
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