
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０２

基盤研究(C)

2014～2012

特異的ＮＫ細胞受容体・リガンドを標的としたクローン病新規治療法の開発

Novel therapeutic strategy for Crohn's disease by targeting an NK cell subset

６０４２０２５４研究者番号：

長堀　正和（NAGAHORI, Masakazu）

東京医科歯科大学・医学部・特任准教授

研究期間：

２４５９０９３７

平成 年 月 日現在２７   ６ １６

円     4,000,000

研究成果の概要（和文）：　申請者らがこれまでに得られた知見を基盤として独自に研究を展開してきたナチュラルキ
ラー（NK）細胞による特異的受容体/リガンドを介したその細胞傷害活性に着目し、本研究では炎症性腸疾患の病態に
おける特異的な免疫学的異常に対する新規治療法の開発基盤樹立を目標とした研究を展開している。その結果、当該研
究期間に得られた成果から、あるNK細胞サブセットの機能解析を行うことに成功した。そして炎症性腸疾患の病態にお
いて誘導される獲得免疫反応に対し、このNK細胞サブセットがその新規治療法に繋がる可能性が暗示された。　

研究成果の概要（英文）：We previously reported that IL-7-/-RAG-/- mice receiving naive T cells failed to 
induce colitis. Such abrogation of colitis may be associated not only with the lack of IL-7, but also 
with the induction of T cell apoptosis at an early stage of colitis development. Natural killer (NK) 
cells may be associated with the suppression of pathogenic T cells, and may induce apoptosis of CD4+ T 
cells. To further investigate these roles of NK cells, RAG-/- and IL-7-/-RAG-/- mice that had received 
naive T cells were depleted of NK cells. NK cell depletion at an early stage during effecter/memory T 
cell (TEM) development resulted in exacerbated colitis in recipient mice even in the absence of IL-7. 
Increased TEM were observed in the T cell-reconstituted RAG-/- recipients when NK cells were depleted. 
These results suggest that NK cells suppress colitis severity in the T cell-reconstituted recipient mice 
through targeting of colitogenic TEM present at the early stage of T cell development.

研究分野：消化器内科学
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１．研究開始当初の背景 
 難治性のクローン病に対する今日の治療
法は重篤な副作用が問題となっており、これ
らを凌駕しつつ病態特異性に着目した新規
治療法の開発が期待される。 
 食餌抗原や細菌菌体成分などに絶えず暴
露される消化管粘膜において、免疫寛容の成
立は免疫学的恒常性の維持に不可欠である。
この機構の破綻は種々の抗原への過剰な免
疫反応誘導を来たし、クローン病をはじめと
する炎症性腸疾患(IBD)の病態に深く関わっ
てくる。しかしクローン病においていずれの
調節機構の破綻が誘引となり、獲得免疫の異
常な賦活が誘発されているのかは、未だ十分
に理解されていないのが現状である。 
 
２．研究の目的 
 近年の免疫学の進歩からNK細胞やそのサ
ブセットに関するデータが集積されつつあ
る。これまでNK細胞は腫瘍細胞やウイルス
感染細胞などに対し細胞傷害活性を示す自
然免疫系細胞という概念が定着されてきた。
しかしこの NK細胞の新たな機能として、獲
得免疫系の調節に関わる可能性がこれまで
に報告されている。このことは NK細胞が獲
得免疫系におけるTh1ないしTh17の機能も
しくはその誘導自体を調節しえることを大
きく示唆している。また一方、最近では
NKp46＋細胞など一部のサブセットによる
IL-22や IFN-γの産生や、実際にクローン病
患者においてこうしたサブセットのプロフ
ァイル変化が確認されている。 
 そして我々はこれまで集積してきた実験
腸炎および IL-7の研究を通じ、腸炎惹起性
を獲得しているエフェクターT細胞に対し
NK細胞が特異的にアポトーシスを誘導した
り、Granzyme Bや Perfolinによって細胞溶
解をおこなう事実を確認している。この発見
を基盤とし、本研究では NK細胞によって獲
得免疫反応がいかに制御されて「免疫寛容」
と「免疫賦活」の適切なバランスが維持され
るのか、その特殊な機構の詳細を解明すると
ともに、最終的にはクローン病に対する疾患
特異性の高い新規治療法への可能性を追求
し、その開発基盤を樹立させる。 
 
３．研究の方法 
(1)NK 細胞サブセットとそのレセプター機能
の基礎解析 
① NKレセプターによる各NK細胞サブセット
のプロファイルとその単離・基本的機能解析 
② 各 NK細胞サブセットの培養法の確立とそ
の機能解析 
③ 各 NKレセプターの機能解析と網羅的遺伝
子発現解析 
(2)腸炎惹起性 T細胞を標的とした特異的 NK
細胞サブセットによる細胞治療の開発基盤
樹立 
① 腸炎惹起性 T細胞の分化誘導とそれを標
的とした NK 細胞サブセットの解析 

② 実験 IBDモデルにおける特異的 NK細胞サ
ブセットによる細胞治療の解析 
(3)特異的 NK細胞サブセットの選択的賦活お
よび再移入による細胞治療法の技術基盤樹
立 
① 特異的 NKレセプター高親和性ビーズの作
製とその特異性の解析 
 
４．研究成果 
 本研究では申請者らがこれまでに得られ
た知見を基盤として独自に研究を展開して
きたナチュラルキラー（NK）細胞による特異
的受容体/リガンドを介したその細胞傷害活
性に着目し、炎症性腸疾患の病態における特
異的な免疫学的異常に対する新規治療法の
開発基盤樹立を目標とした研究を展開して
いる。その結果、本研究では当該研究期間に
以下のような成果が得られた。 
 
(1) マウスの骨髄、脾臓、および腸管、その
他の臓器から NK1.1 陽性細胞を単離し、
AsialoGM1、IL-7R、NKG2D、Ly49C+I、Ly49G2、
Ly49F、CD94、KLRG1、CD43、CD44、CD66a、
CD122、CD244、CD11ｂ、Dx５、CD3 といった
NK レセプター、および分化・活性化マーカー
による各 NK 細胞亜集団の分類化を行った。 
(2) またこれらのサブセットを FACS soring
によって単離し、それぞれの IFN-γ、
Granzyme B、Perfolin の発現量や産生能を
RT-PCRもしくはELISAで確認し、Fas-L、TRAIL
などの発現をFACSで解析することによって、
これらの集団のプロファイル構築を行った。 
(3) こうして同定された各 NK 細胞サブセッ
トを FACS sorting によって単離し、IL-2 な
どのリコンビナント サイトカインの添加を
行うなどして、各々のサブセットに対して高
いviabilityが維持できる培養系を樹立させ
ることに成功した。 
(4) マウスの脾臓から NK 細胞を単離し、つ
づいて AsialoGM1 陽性亜集団を FACS soring
によって単離したのちに IL-2 などのリコン
ビナント サイトカインの添加など適切な条
件下で培養した結果、このサブセットはエフ
ェクター・メモリーT細胞の分化や増殖を抑
制する機能がある可能性を見出した。 
(5) マウスの脾臓から単離したナイーブT細
胞を Rag 欠損マウスに移入し、腸炎惹起性の
エフェクター・メモリーT細胞が誘導されて
いく過程を経時的に観察し、適切な時点この
マウスから単離した各分化段階のT細胞とと
もに、上記の NK 細胞サブセットを共培養し
た結果、特定の分化段階にある T細胞に対し
て特異的な細胞傷害活性がある可能性を見
出すことに成功した。 
(6) マウスの脾臓から NK 細胞を単離し、さ
らにこのうち AsialoGM1 陽性亜集団を FACS 
soring によって単離し IL-2 などのリコンビ
ナント サイトカインの添加など適切な条件
下で培養したサブセットを、最終的にエフェ
クター・メモリーT細胞と混合培養した。そ



の結果、この集団が T細胞の分化や増殖を抑
制する機能がある可能性を ex vivo の実験系
で実証した。 
(7) マウスの脾臓から単離したナイーブT細
胞を Rag 欠損マウスに移入し、腸炎惹起性の
エフェクター・メモリーT細胞が誘導されて
いく過程において、適切な時点で上記の NK
細胞サブセットをT細胞集団が再構築された
マウスにさらに移入した結果、実際にin vivo
で T 細胞の分化・増殖を抑制し腸炎の発症を
抑制させることに成功した。 
 
 これらの成果は、ある NK 細胞サブセット
が獲得免疫系を調節し得る事実を暗示する
ばかりでなく、その詳細なメカニズムを解明
できたといえる。そして炎症性腸疾患の病態
において誘導される獲得免疫反応に対し、こ
の NK 細胞サブセットがその新規治療法に繋
がる可能性を示唆し、その開発基盤の樹立に
大きく寄与すると期待される。 
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