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研究成果の概要（和文）：転写因子E2-2は形質細胞様樹状細胞（pDC）の分化・生存に必須であるが、従来型樹
状細胞（cDC）分化には影響しない。本研究では、E2-2レポーターマウスを作製し、共通 DC前駆細胞（CDP）中
のE2-2高発現 分画がpDCにのみ分化することを見出した。これとは対照的に、小腸では、同E2-2高発現 CDPが、
小腸に豊富に存在するIL-3, IL-5, GM-CSF依存性に、CD103陽性 cDCに分化転換した。同CD103陽性 cDCは、ex 
vivoにおいてFoxp3陽性 Tregを誘導した。E2-2高発現 CDPは可塑性を有し、小腸における免疫寛容の成立に貢献
していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Transcription factor E2-2 is essential for the development of plasmacytoid 
dendritic cells (pDCs) but not conventional DCs (cDCs). In this study, we generated E2-2 reporter 
mice and demonstrated that an E2-2high fraction among common DC progenitors (CDPs) strictly gave 
rise to pDCs in the presence of Flt3 ligand ex vivo or in the secondary lymphoid organs when 
transferred in vivo. However, in the small intestine, some of these E2-2high progenitors 
differentiated into cDCs that produced retinoic acid. This transdifferentiation was driven by 
signaling via the common β receptor, a receptor for the cytokines IL-3, IL-5 and GM-CSF, which are 
abundant in the gut. In the presence of GM-CSF and Flt3 ligand, E2-2high-progenitor-derived cDCs 
consistently induced Foxp3+ regulatory T cells ex vivo. Our findings reveal the commitment and 
flexibility of E2-2high progenitor differentiation, and imply that pertinent tuning machinery is 
present in the gut microenvironment.

研究分野： 免疫学
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１．研究開始当初の背景 
	 1973 年、ラルフ・スタインマンによって発
見された樹状細胞（dendritic	 cell,	 DC）は、
現在では免疫の司令塔として位置付けられ、
ウィルス感染などの緊急時における免疫応
答の誘導のみならず、定常状態における免疫
寛容の維持に重要な役割を担っている
（Nature	 392,	 245	 (1998)）。DC は、抗原提
示能に優れた従来型 DC（conventional	 DC,	 
cDC）と、病原体や自己の核酸を認識して大
量の I型インターフェロンを産生する形質細
胞様 DC（plasmacytoid	 DC,	 pDC）に 2 分され
る（Annu	 Rev	 Immunol	 23,	 275	 (2005)）。し
かしながら DC 分化系譜は不明な点が多く、
また、DC の高い疾患治療応用ポテンシャルに
も拘らず、DC の稀少性・短命性などにより、
奏効しているとは言い難い。これら未解決な
問題を克服するため、申請者は、スイスの研
究グループとの共同研究として、DC だけを生
み出す前駆細胞を初めて同定した（Nat	 
Immunol	 8,	 1207	 (2007)）。ところが、この
DC 前駆細胞から作られる大部分の DC が cDC
であったことから、pDC の源となる DC 前駆細
胞の探索を行い、その同定にも成功した
（Immunity	 38,	 943	 (2013)）。新しい DC 前
駆細胞は、過去に報告したものに比べ格段に
優れた pDC 産生能力を持ち、pDC の分化およ
び生存に必須の転写因子 E2-2（Cell	 135,	 37	 
(2008)）を高発現していた。2つの DC 前駆細
胞をまとめて common	 DC	 progenitor	 (CDP)
と再定義し、さらに M-CSF 受容体（M-CSFR）
の発現の違いから、前者を M-CSFR+	 CDP、新た
に同定したものを M-CSFR-	 CDP と定めた（図
１）。1個の CDP から約 500-1,000 個もの新鮮
な DC が生産可能であった。	 
	 
２．研究の目的 
	 既述のように、2種類の CDP（M-CSFR+	 CDP、
M-CSFR-	 CDP）の同定に成功した。しかしなが
ら、cDC あるいは pDC だけを生み出す完全に
コミットした CDP は未同定であり、これを同
定することは、DC 分化系譜上どの段階で各
DC サブセットへの運命決定が起こるのかと
いう基礎研究としての重要性だけでなく、
cDC あるいは pDC だけを生み出す CDP の使い
分けを可能にする応用技術開発の点からも
重要であった。そこで、cDC,	 pDC 分化に重要
な転写因子のレポーターマウスを作製し、そ
れら転写因子を高発現する CDP 分画を単離・
精製して DC 分化能を検討することにより、
cDC あるいは pDC だけを生み出す CDP の同定
を目指した。2 つ目は、CDP の骨髄内ニッチ
の実体解明、すなわち CDP に分化するために、
さらには CDP が cDC や pDC へ分化の方向性を
決定するために、どのような間葉系細胞と共
局在さらには相互作用しているのか明らか
にすることを目的とした。3 つ目は、ストレ
ス環境下における DC 前駆細胞の可塑性を明
らかにすることを目的とした。一度分化の方
向性が cDC あるいは pDC にコミットした CDP

が	 “生理的炎症の場”として知られる腸粘
膜組織においてどのような分化様式を示す
のか、DC 分化の可塑性という観点から評価し
た。4 つ目は、マウス CDP を標的とした治療
基盤技術の確立することを目的とした。	 
 
３．研究の方法 
(1)	 マウス	 
	 C57BL/6	 マウス(Clea)、B6.SJL 及び OTII
マ ウ ス （ Taconic ）、 CD11c-DTR マ ウ ス	 
(Jackson)、	 βc-/-マウス（熊本大学西中村先
生より供与）、E2-2/IRF8 レポーターマウス
（筑波大学で受託作製）を各種実験に用いた。
すべての動物実験は、東京医科歯科大学実験
動物委員会及び遺伝子組換え生物等実験安
全委員会の承認を得て実施した。	 
	 
(2)	 DC 除去可能な骨髄キメラマウスの作製	 
	 B6.SJL	 x	 CD11c-DTR	 (CD45.1+CD45.2+)マウ
ス由来の骨髄細胞を致死量放射線照射
B6.SJL マウスに移植した。8 週間後、DT	 
(8ng/g	 body	 weight)を投与して DCを除去後、
さらに CDP 亜集団を移入して in	 vivo におけ
る分化能を解析した。	 
	 
(3)	 フローサイトメーター解析	 
	 CDP 亜集団は FACSAria	 III で単離精製した。
CDP 亜集団、同細胞由来の DC、間葉系細胞、
T 細胞の解析は、各種蛍光色素ラベル抗体で
細胞を染色後、FACSCant	 II で行った。	 
	 
(4)	 ALDH 活性及び Treg 分化誘導解析	 
	 調節性T細胞（Treg）分化に重要なAldehyde	 
dehydrogenase	 (ALDH)活性は、ALDEFLUOR 染
色キットを用いて行った。染色特異性は ALDH
インヒビターDEAB で確認した。CDP から誘導
された DC と OT	 II	 T 細胞を、Ovalbumin	 (OVA)
ペプチド、TGFβ、IL-2 と共に 5 日間培養し、
Foxp3 の発現を FACSCant	 II で解析した。	 
	 
(5)	 統計学的解析	 
	 データは全て有意差検定を行い、P＜0.05
を“有意差あり”と評価した。	 
	 	 
４．研究成果	 
(1)	 E2-2 レポーターマウスの作製	 
	 E2-2 プロモーター下流に Kusabiraorange
（KuOr）蛍光色素を組み込んだ BAC	 Tg マウ
スを作製した。同マウス骨髄および末梢にお
ける各種血液前駆細胞、血液細胞の構成は正
常であった。	 
	 
(2)	 pDC 分化に運命決定した CDP の同定	 
	 E2-2 レポーターマウスから、E2-2highCDP,	 
E2-2intCDP,	 E2-2lowCDP を単離して、ex	 vivo
で Flt3L と共培養し DC 分化能を検討した。
その結果、E2-2highCDP は pDC のみに、
E2-2lowCDP は大部分 cDC に、各々分化した。
また、E2-2intCDP はその中間の分化能を示し
た。さらに、DC 除去可能な骨髄キメラマウス



を用いて in	 vivo における同前駆細胞の分化
能を検討した。その結果、脾臓において ex	 
vivo と同様の分化能を確認した。また、CDP
以外にも、LMPP の中に E2-2 を高発現する亜
集団を見出し、分化能を同様に検討したとこ
ろ、やはり pDC のみへの分化能を有していた。	 
	 
(3)	 小腸における E2-2highCDP の分化転換	 
	 E2-2highCDP は脾臓では pDC のみに分化した
が、同じマウスの小腸を解析したところ、興
味深いことに、E2-2highCDP から一部 CD103+cDC
が分化していることが判明した。この結果は、
本来 pDC になるべき E2-2highCDP が、腸の微小
環境下で CD103+cDC に分化転換したことを示
唆していたため、そのメカニズムを追求した。
qPCR により、小腸に IL-3,	 GM-CSF,	 IL-5（βc
サイトカイン）が高発現していることが明ら
かになったため、それらサイトカイン存在下
で E2-2highCDP を培養した。その結果、全ての
βcサイトカインによりcDCへの分化転換が促
進された。この結果に基づき、βc サイトカイ
ンに対する中和抗体を用いて、あるいはβc-/-	 
E2-2 レポーターマウス由来の E2-2highCDP を
移入して、in	 vivo における分化能を検討し
た。その結果、いずれの系においても、小腸
における E2-2highCDP の CD103+cDC への分化転
換が有意に抑制された。これらの結果から、
小腸に高発現しているβc サイトカインが
E2-2highCDP の CD103+cDC への分化転換を促し
ていることが明らかになった。	 
	 さらに、当該分化転換の生物学的意義を検
討した。E2-2highCDP から分化転換により誘導
された CD103+cDC に、Treg 分化誘導に重要な
ALDH活性が認められた。そこで同cDCと OT	 II	 
T 細胞を、OVA ペプチドと共に 5 日間培養し
たところ、Foxp3+Tregが効率よく誘導された。
一方、E2-2highCDP 由来の pDC（ALDH 活性陰性）
と OT	 II	 T 細胞を同じ条件で培養しても
Foxp3+Treg は出現しなかった。	 
	 これら一連の実験により、1)pDC 分化にコ
ミットした CDP（E2-2highCDP）の同定に成功し
た；2)E2-2highCDP は可塑性を有しており、免
疫寛容がより重要となる小腸では、ALDH 陽性
CD103+cDC を供給して Treg を効率よく誘導す
ることによって、免疫寛容の成立維持に貢献
していることが示唆された（図１）。	 
	 
(4)	 IRF8 レポーターマウスの解析	 
	 IRF8-Venus マウスを作製し、同マウス骨髄
中に存在する cDC 前駆細胞（pre-cDC）を IRF8
発現の有無を指標に分画精製し、各々の分化
能を検討したところ、IRF8+pre-cDC からは
CD8+cDC のみが誘導された。一方、CDP 中には
IRF8 の発現がほとんど検出されず、DC 分化
系譜上、IRF8 の発現は CDP の直下 pre-cDC か
ら始まることが判明した。	 
	 
(5)	 CDP ニッチの同定	 
	 	 E2-2 レポーターマウスを用いて M-CSFR-	 

CDP を可視化、血管内皮細胞を抗 VE-カドヘ	 

図１	 E2-2highCDP の分化転換と生物学的意義	 
	 
リン抗体、間葉系細胞の１つCXCL12	 abundant	 
reticular(CAR)細胞を抗 PDGFRβ抗体で染色
したところ、CDP が CAR 細胞と共局在するこ
とを示唆する興味深い知見を得た。一方、
E2-2 レポーターマウスでは M-CSFR+	 CDP 可視
化できないため、IRF8 レポーターマウスも試
行したが、(4)で述べたように IRF8 は CDP に
は発現しておらず、全ての CDP を可視化する
ことは今後の課題である。	 
	 
(6)	 その他	 
	 抗原提示脳に優れた cDC のみに分化する
CDP 分画を同定後、同 CDP を標的として OVA
遺伝子をウィルスベクターで導入し治療技
術基盤を構築予定であったが、研究期間内に
同定に至らなかったため、今後の課題である。	 
	 また、マウス CDP 同定に成功した成果にに
基づき、ヒト臍帯血を用いてヒト CDP の同定
を試行した。本プロジェクト遂行中、米国 Liu
博士らのグループからヒト CDP 同定の論文が
報告された（J	 Exp	 Med	 212,	 385-99	 (2015)）。
このヒト CDP 分画は我々の手でも解析済みで
あり、ほとんど増殖能を示さない等の所見か
ら、CDP ではなく pDC 自身あるいは pre-pDC
様の細胞であろうと思われた。現在までに、
真のヒト CDP は未同定である。これら一連の
研究の過程で、偶然にもヒト共通単球前駆細
胞（common	 monocyte	 progenitor,	 cMoP）の
同定に成功した。当該プロジェクトは挑戦的
萌芽研究で主に推進しており、そちらの報告
書を参照頂きたい。	 
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