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研究成果の概要（和文）： CD1d拘束性のナチュラルキラーT（NKT）細胞は胸腺の CD4陽性 CD8

陽性のダブルポジティブ（DP）から分化発生すると考えられている。我々は NKT細胞前駆細胞

が、野生型及びに CD1d 欠損マウス両方に、DP よりも未分化な CD4 陰性 CD8 陰性ダブルネガテ

ィブ（DN）のステージ４（DN4）に存在することを明らかにし、NKT 細胞の T細胞抗原受容体で

あるVα14Jα18受容体が細胞表面に発現する前にNKT細胞の発生を特徴づける新しい概念を提

唱した。 

 
 
研究成果の概要（英文）：The presently held opinion, called “mainstream model of 
development”, proposes that the NKT cells are developed after CD4,CD8-double-positive 
(DP) thymocytes. However, we have reported previously about identification of NKT cell 
precursors in the double-negative 4 (DN4) stage of development that is before reaching 
DP stage, indicating NKT cells arise from earlier stage. Here, we characterized NKT 
precursor cells in DN4 stage by single cell sorting and qRT-PCR analysis, and also role 
of CD1d in the development of NKT cells by using NKT-cloned mice with CD1d-deficient 
background. Better understanding of developmental aspects of NKT cell lineage will 
hopefully lead to the development of more efficient clinical intervention methods to fight 
various immune-compromised diseases.  
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１．研究開始当初の背景 
T 細胞抗原受容体（TCR）αβを発現する T 細
胞は胸腺で分化し、MHC クラス I あるいはク
ラスⅡに提示されるペプチドを認識し、ポジ
ティブセレクション、ネガティブセレクショ
ンの過程を経て、末梢に移行する。T 細胞が
機能的に多様性に富んだクローンの集合体
であるのに対して、所謂 iNKT 細胞は固有の
TCRαすなわち Vα14-Jα18の TCRα鎖を唯一
の抗原受容体として発現する均一な細胞で
あり、かつ多機能性に富むことを特徴とする。
iNKT細胞は MHCの代わりに MHCクラスⅠ様抗
原提示分子 CD1d 拘束性であり、ペプチドの
代わりに糖脂質を抗原として認識する特長
を有する。その分化発生の場はαβT 細胞と
同様に胸腺であることが知られる。αβT 細
胞の場合、DN から DP を経て、CD4 シングル
ポジティブ（SP）あるいは CD8SP に分化する
が、iNKT 細胞はこれまで DP から T 細胞分化
決定系列と分岐して発生すると考えられて
い た （ Gapin L et al, Nat Immunol 
2:971,2001）。しかしながら我々は胸腺 DN
細胞に既に Vα14-Jα18に遺伝子再構成を終
えた iNKT 細胞の前駆細胞と考えられる細胞
集団が存在することを見出し、より未分化な
段階で iNKT 細胞決定系列が分岐している示
唆を得ていた。 
 
 
２．研究の目的 
上述のように、NKT 前駆細胞はこれまで考え
られていたステージよりも早い、すなわち未
分化な段階で T細胞分化決定系列から分岐す
ると考えられる。DN ステージのどの段階ある
いはどのフラクションに NKT前駆細胞が存在
するかを明らかにすることは重要である。す
なわち、NKT 細胞は多様かつ大量のサイトカ
インを即時的に産生することで免疫系全体
を調節し得る重要な細胞であり、その分岐点
を明らかにすることは T細胞とは機能を異に
する NKT細胞の発生起源および発生メカニズ
ムの明確化につながる。さらに、MHC 分子に
代わる抗原提示分子 CD1d が NKT 細胞の分化
発生において正あるいは負の選択に関与す
るのか、あるいは機能付与にも関与し得るの
かなど、その役割についても明確にすること
を目的とする。本研究においては最近進捗の
著しい技術、多重染色法による FACS 解析、
シングルセルソーティングや一細胞半定量
PCR による遺伝子プロファイル技術などの確
立も同時に重要な課題である。 
 
 
３．研究の方法 

DN 胸腺細胞は CD44 と CD25 の発現を指標に
DN1～4 に細分化できる。このうち、CD44 陰
性 CD25 陰性である DN4 などの胸腺細胞は大
半が DP に分化する直前の不均一な細胞集団
と捉えることができる。この細胞を高純度に
シングルセルソートし、Vα14-Jα18 に遺伝
子再構成を起こしている NKT前駆細胞と考え
られるクローンを選抜し、その遺伝子発現プ
ロファイルを一細胞半定量 PCR法によって責
任遺伝子の抽出を行うとともに、Notch リガ
ンドを強制発現させた骨髄由来ストローマ
細胞 OP9/DLL1 細胞との共培養による分化発
生システムを明らかにする。 
一方、NKT 細胞の核を脱核した卵母細胞に移
植して樹立した ES 細胞（NKT-ES 細胞）から
マウスを作製（NKTクローンマウス）すると、
生体内に存在する全ての細胞の TCR領域が既
に NKT-TCRに遺伝子再構成を起こしているた
め、通常のマウスに比して 5-50 倍の NKT 細
胞が存在するようになる。CD1d欠損マウスに
おいては NKT細胞を検出することはできない
が、NKTクローンマウスを CD1d欠損背景にす
ると、CD1d拘束性の細胞が認められることか
ら、本細胞（特に胸腺に存在する集団）の機
能を詳細に解析することで生体内（特に胸腺
における分化発生）における CD1d の役割を
明らかにすることができる。 
 
 
４．研究成果 
DN に存在する細胞をソートし、OP9/DLL1 と
の共培養によって NKT細胞に分化するか否か
を指標に NKT前駆細胞が含まれる細胞集団を
絞り込んだ。その結果、DN中の CD44陰性 CD25
陰性の所謂 DN4 フラクションのうち、CD24陰
性の細胞集団に約 0.05％の割合で NKT前駆細
胞が含まれていることを見出した。この出現
頻度は野生型マウスと CD1d 欠損マウスの間
で有意差がないことから、CD1dによる賦活以
前に Vα14-Jα18陽性の NKT前駆細胞に運命
づけられる仕組みがあることが示唆された。
さらに、試験管内での培養のみならず、この
NKT 前駆細胞集団は Ly5.1 マウスに胸腺内移
入することで末梢において Ly5.2陽性 NKT細
胞に分化発生することから、この集団の中に
前駆細胞が含まれていることが示された。さ
らにシングルセルソート後、Vα14-Jα18 陽
性をポジティブコントロールとして、他の DN
集団や免疫担当細胞に発現する遺伝子群と
比較することで、NKT 前駆細胞に有意に発現
の高い遺伝子群の抽出に成功し、NKT 前駆細
胞の発生に関与する遺伝子群の同定と機能
解析を実施している。 
CD1d欠損 NKTクローンマウス由来胸腺 NKT細



 

 

胞は CD1d による賦活直前の細胞集団と捉え
ることができる。CD1d欠損 NKTクローンマウ
ス由来胸腺 NKT 細胞は、NK1.1 陰性、CD122
陰性、CD44低発現、CD62L陽性で野生型マウ
スのそれ（NK1.1 陽性、CD122 陽性、CD44 高
発現、CD62L 陰性）と大きく異なる細胞表面
抗原プロファイルを有していた。さらに、野
生型の NKT 細胞は糖脂質リガンドであるα-
ガラクトシルセラミドに反応して Th1サイト
カインである IFN-γと Th2サイトカインであ
る IL-4 の両方を産生する能力を有すること
が知られるが、CD1d 欠損 NKT クローンマウス
由来の胸腺 NKT 細胞は、IFN-γの産生能は変
化がないものの、IL-4産生能が著しく減弱し
ていた。この結果は CD1d 分子が NKT 細胞の
分化や拡大のみならず、機能賦活、特に IL-4
産生能獲得にも重要な役割を担っているこ
とを示唆する結果である。現在は、CD1dによ
る NKT細胞の IL-4 など、Th2 サイトカイン産
生機能獲得メカニズムについて詳細に解析
を進めている。 
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