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研究成果の概要（和文）：　マウス形質細胞様樹状細胞において、エフリン受容体チロシンキナーゼが選択的に
発現している事を、特異的モノクローナル抗体を用いて明らかにした。本抗体処理は、形質細胞様樹状細胞の
Toll様受容体を刺激によるサイトカイン産生に、影響しないことを明らかにした。また、in vitroで骨髄由来樹
状細胞を分化誘導する時に、本抗体処理が、形質細胞様樹状細胞の分化を制御しない事を明らかにした。マウス
形質細胞様樹状細胞におけるエフリン受容体チロシンキナーゼの機能的意義を明らかにするため、ノックアウト
マウス系統を樹立した。形質細胞様樹状細胞の機能解析を今後実施する。

研究成果の概要（英文）：We have demonstrated that an Ephrin receptor tyrosine kinase is selectively 
expressed in mouse plasmacytoid dendritic cells (pDCs) by use of a specific monoclonal antibody.  
When we incubate pDCs in vitro in the presence or absence of this monoclonal antibody, then 
stimulate with Toll-like receptor 7(TLR7) or TLR9 ligands, we have found that pDC produce comparable
 levels of cytokines including interferon-alpha.  We have also found that pDCs normally developed in
 Flt3 ligand-induced bone marrow derived dendritic cells cultured in the presence of this monoclonal
 antibody.  In order to analyze the function of the Ephrin receptor tyrosine kinase in mouse 
plasmacytoid dendritic cells, we have established two lines of knockout mouse.  We are planning to 
analyze the phenotype of pDCs in these knockout mice.

研究分野： 免疫学

キーワード： 形質細胞様樹状細胞　Ⅰ型インターフェロン　全身性エリテマトーデス
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１．研究開始当初の背景 
 樹状細胞は、体内の存在部位や細胞表面に
発現するマーカー分子の違いにより、複数の
亜集団に分ける事ができる。その中で、形質
細胞様樹状細胞(plasmacytoid dendritic cell, 
pDC)と呼ぶ一亜集団は、核酸を認識するセン
サーの Toll 様受容体 7 (TLR7)と TLR9 を発
現しており、ウイルスなど微生物の核酸、あ
るいは宿主の核酸により活性化されると、極
めて多量のⅠ型インターフェロン(IFN)を産
生する特徴がある。pDC が産生する多量の I
型 IFN は、ある種のウイルス感染時には生体
防御反応として機能する。しかし、その一方
で、全身性エリテマトーデス(SLE)や尋常性
乾癬など自己免疫疾患の病態形成にも関与
している。自己免疫疾患の場合は、患者由来
の核酸(1 本鎖 RNA や 2 本鎖 DNA)とタンパ
ク質(抗核酸抗体や抗菌ペプチド)から成る複
合体が、pDC を活性化して多量のⅠ型 IFN
産生を誘導している。そして、産生されたⅠ
型 IFN は、免疫細胞の活性化(例えば、Ｂ細
胞による抗核酸抗体を含む自己抗体の産生
亢進など)を引き起こし、再び pDC の活性化
が起きてしまうと考えられる。つまり、自己
免疫疾患では、pDC によるⅠ型 IFN 産生が
契機となり、病態の悪循環化サイクルが廻っ
てしまうと考えられる。故に、pDC のⅠ型
IFN 産生を抑えることは、この悪循環サイク
ルを止めることに繋がると考えられる。pDC
を標的とした自己免疫疾患の治療も可能と
考えている。 
 本申請者は、pDC の機能調節による自己免
疫疾患の制御を目指して、pDC のⅠ型 IFN
産生誘導メカニズムを明らかにしてきた。ま
ず、セリンスレオニンキナーゼの IκB キナ
ーゼαが、Ⅰ型 IFN 産生に必須である事を明
らかにしている (Hoshino et al. Nature 
2006)。さらに、複数のマウス樹状細胞亜集
団の遺伝子発現を DNA マイクロアレイによ
り比較解析し、pDC 選択的に発現する遺伝子
群を明らかにした(Saito, Hoshino et al. J 
Tokyo Med Univ 2006)。その中で、Ets ファ
ミリー転写因子 Spi-B がⅠ型 IFN 遺伝子の
転写活性化に関与することを明らかにした
(Sasaki, Hoshino et al. Blood 2012)。これら
以外にも、様々なシグナル伝達分子・転写因
子が、多くの研究者により明らかにされてい
る。これら分子の機能を阻害する薬剤は、Ⅰ
型 IFN 産生を抑える治療薬の候補と考えら
れるが、薬剤が標的とする分子は pDC 以外
の細胞でも機能しているため、pDC に対する
選択性がない。治療薬として使うためには
pDC を標的とすることが必要と考える。 
 そこで、本申請者は pDC に発現する膜タ
ンパク質を標的とする事を着想し、マウス
pDC に選択的に発現する遺伝子群データベ
ースから膜タンパク質をコードし、かつ、ヒ
ト pDC にも選択的に発現する遺伝子を検索
し、エフリン受容体チロシンキナーゼを見出
だした。マウスとヒトの pDC は、Ⅰ型 IFN

産生などの機能は同等であり、さらに、細胞
内シグナル伝達分子も同等に機能している。
その一方で、pDC 特異的な膜タンパク質は、
マウスとヒトで違いがある。マウスでは
Siglec-H と Bst2 (CD317, PDCA-1)が、ヒト
で は ILT7 (CD85g) 、 BDCA-2 (CD303, 
CLEC4C)とBDCA-4 (CD304, Neuropilin-1)
がそれぞれ報告されており、これら分子を標
的とする市販の抗体が、フローサイトメトリ
ーなどで pDC を識別するために用いられて
いる。マウスとヒトの pDC に共通して発現
する膜タンパク質は報告されておらず、上記
の種特異的な膜タンパク質を研究対象とし
た場合、マウス分子を対象とした実験から得
た知見を、直接ヒトに適用できず、逆も同様
で、ヒト分子の機能解明もマウスでは検討で
きない状況である。故に、マウスとヒトで種
を越えて保存されている pDC の分子を研究
対象とすることは、ヒトの疾患治療を目指し
た基礎研究をマウスモデルで行えるため、意
義があると考えた。 
 
 
２．研究の目的 
 SLE などの自己免疫疾患では、自己の核酸
成分により活性化された pDC が、Ⅰ型 IFN
を多量に産生している。このⅠ型 IFN が、自
己免疫疾患の病態を悪化させる一因となっ
ている。pDC のⅠ型 IFN 産生を調節する分
子メカニズムを明らかにする事は、Ⅰ型 IFN
産生の抑制を目的とした、疾患の新しい治療
手段を開発するために必須であると考えた。 
 本研究では、pDC に選択的に発現している
膜タンパク質のエフリン受容体チロシンキ
ナーゼに着目し、Ⅰ型 IFN 産生における機能
的意義について明らかにする事を目的とし
た。さらに、エフリン受容体チロシンキナー
ゼに結合するモノクローナル抗体を作製し、
その抗体用いて、pDC 自身の除去、あるいは
pDC の機能調節の可能性を検討して、Ⅰ型
IFN 産生を低下させる治療手段の可能性を
探ることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1)エフリン受容体チロシンキナーゼに結合
するモノクローナル抗体が、マウスあるいは
ヒトpDCの機能を制御する事ができるか調べ
る。 
 
(2)マウスエフリン受容体チロシンキナーゼ
の遺伝子座に、ジフテリア毒素受容体(ヒト
HB-EGF)に GFP 遺伝子を連結させたハイブリ
ッド遺伝子をノックインする方針で、遺伝子
改変マウス(HB-EGF-GFP ノックインマウス)
系統を樹立する。ホモ変異マウスを遺伝子欠
損マウスとして扱い、pDC におけるエフリン
受容体チロシンキナーゼの機能を解析する。
また、ヘテロ変異マウスについて、ジフテリ
ア毒素を腹腔内投与し、pDC の除去が可能か



評価する。 
 
(3)プリスタン(2,6,10,14-テトラメチルペ
ンタデカン)合成品を、マウス腹腔内に投与
することで、マウスに実験的SLEを誘導する。
特に、HB-EGF-GFP ノックインマウスのヘテロ
変異マウスを用いて病態モデルを作製し、ジ
フテリア毒素投与による病態の変化を調べ
ることで、pDC の除去が病態の改善に有効か
評価する。 
 
(4)抗ヒトエフリン受容体チロシンキナーゼ
モノクローナル抗体を用いて、pDC の除去あ
るいはpDCの機能調節が可能か調べるために、
ヒトエフリン受容体チロシンキナーゼノッ
クインマウス系統を用いて評価する。このノ
ックインマウスは、マウスエフリン受容体チ
ロシンキナーゼの遺伝子座に、ヒトエフリン
受容体チロシンキナーゼ遺伝子 cDNA をノッ
クインする方針で系統を樹立する。 
 
 
４．研究成果 
 抗マウスエフリン受容体チロシンキナー
ゼモノクローナル抗体(rat IgG2B, R&D 
systems, MAB639)を購入し、樹状細胞に対す
る染色特異性を調べた。C57BL/6N マウスから
骨髄細胞を採取し、Flt-3 ligand を含む培地
で培養することにより、骨髄由来樹状細胞を
分化誘導した。この細胞集団には pDC が 1〜2
割含まれている。この骨髄由来樹状細胞を抗
体染色後に、フローサイトメトリー解析した
結果、モノクローナル抗体はマウス pDC に結
合する事が明らかとなり、マウス pDC におけ
るエフリン受容体チロシンキナーゼの選択
的な発現がタンパク質レベルでも確認され
た。 
 細胞培養実験に添加できるモノクローナ
ル抗体が市販されていないため、独自に作成
すべく、抗原タンパク質を調整した。抗原は、
ヒトエフリン受容体の細胞外領域とヒト IgG
の Fc 領域を連結した融合タンパク質とする
ことにした。組換えタンパク質を調整するた
めに、融合タンパク質の cDNA を発現プラス
ミドベクターにクローニングした。HEK293T
細胞にプラスミドを導入し、培養上清に分泌
されるレコンビナントタンパク質を精製し
た。 
 その後、細胞培養実験に使用できる抗ヒト
エフリン受容体チロシンキナーゼモノクロ
ーナル抗体を、複数クローン入手する事がで
きたので、マウスモノクローナル抗体作成を
中断した。まず、入手した抗体について、結
合の特異性を解析した。Flt-3 ligand の存在
下で誘導したマウス骨髄由来樹状細胞を抗
体染色後に、フローサイトメトリー解析した
結果、抗ヒト抗体が、マウス pDC に結合する
事が明らかとなった。使用した抗ヒト抗体は、
ヒトとマウスのエフリン受容体チロシンキ
ナーゼに共通する構造に結合していると考

えられる。次に、C56BL/6N マウスの免疫組織
(脾臓、骨髄)、および肝臓に存在する pDC に
ついて、同抗体で染色を行い、フローサイト
メトリー解析した。その結果、すべての pDC
がエフリン受容体チロシンキナーゼを発現
している事が明らかとなった。さらに、マウ
ス脾臓 pDCの 1細胞当たりの抗体結合数を測
定した結果、約 1万個の抗体が結合する事が
明らかとなった。続いて、pDC 以外の免疫細
胞についても、抗体の結合特異性を調べた。
C56BL/6N マウス脾臓に含まれる T細胞、B細
胞、NK 細胞、マクロファージ、通常樹状細胞
(conventional DC)には、抗ヒトエフリン受
容体チロシンキナーゼ抗体が結合せず、pDC
だけに抗体が結合する事が明らかとなった。
pDC に対する結合の特異性が高い結果を得た。 
 抗ヒトエフリン受容体チロシンキナーゼ
モノクローナル抗体によって、pDC のサイト
カイン産生が影響を受けるか検討した。
Flt-3 ligandの存在下で調整した骨髄由来樹
状細胞とモノクローナル抗体を in vitro で
プレインキュベーション後に、TLR7 リガンド
(R848、あるいはPoly UとLipofectamine 2000
の複合体)で刺激を行い、24 時間後に培養上
清中の IFN-α、および炎症性サイトカイン
(IL-12p40)濃度を ELISA法で測定した。また、
TLR9 リガンドとして(CpG DNA D19、あるいは
ODN1668)でも刺激を行い、産生されるサイト
カイン濃度を測定した。その結果、培養系に
モノクローナル抗体を添加しても、これらサ
イトカイン産生に変化が見られない結果を
得た。 
 抗ヒトエフリン受容体モノクローナル抗
体に細胞傷害性物質を標識し、in vitroでの
pDC のサイトカイン産生が、標識抗体によっ
て影響を受けるか検討した。標識抗体と骨髄
由来樹状細胞をプレインキュベーション後
に、TLR7 リガンド、あるいは TLR9 リガンド
で刺激を行ったが、培養上清中に産生される
IFN-αおよび IL-12p40 濃度に変化は見られ
ず、細胞傷害性物質の効果は確認されなかっ
た。 
 In vitroで骨髄由来樹状細胞を分化誘導す
る時に、Flt-3 ligand を含む培地にモノクロ
ーナル抗体を添加した場合でも、骨髄由来樹
状細胞中に pDC が確認できた。In vitroの系
では、モノクローナル抗体は pDC 分化に影響
しないと考えられた。細胞傷害性物質を標識
したモノクローナル抗体を用いる評価につ
いては、今後の課題である。 
 また、細胞傷害性物質を標識したモノクロ
ーナル抗体、あるいは非標識の抗体をマウス
個体に投与し、造血幹細胞からの pDC 分化に
ついて、今後検討する予定である。 
 マウスエフリン受容体チロシンキナーゼ
遺伝子座に、ヒト HB-EGF-GFP ハイブリッド
遺伝子を導入する方針で、ノックインマウス
系統を作成する計画であった。組換え ES 細
胞クローンを既に得ていたが、ES 細胞が生殖
細胞系列に寄与しなかったため、計画のノッ



クインマウス系統を得る事ができなかった。
それ故に、エフリン受容体チロシンキナーゼ
の pDC における機能を明らかにするため、
Crispr/cas9 システムを用いて遺伝子欠損マ
ウス系統を作成している。エフリン受容体遺
伝子のゲノム DNA 配列(exon 1)に 20 塩基対
の標的配列を設定し、この 20 塩基対 DNA を
挿 入 し た プ ラ ス ミ ド (pX330, Addgene 
#42230)を構築した。続いて、そのプラスミ
ドをマウス受精卵にマイクロインジェクシ
ョンすることで、遺伝子破壊マウス系統を得
ている。標的配列を 2種類設定し、標的 1に
ついては 1塩基挿入の変異、また標的 2につ
いては 8塩基欠失の変異が得られている。こ
れら変異により、ORF にフレームシフト変異
が生じるため、ノックアウトマウスを作成す
ることができた。pDC の機能解析を今後実施
する予定である。 
 ヒトエフリン受容体チロシンキナーゼ遺
伝子ノックインマウス系統も作成する予定
であったが、ヒト抗体がマウスエフリン受容
体チロシンキナーゼにも結合する事が明ら
かとなったため、ノックインマウス作成を中
止した。 
 BALB/c および C57BL/6N マウス腹腔内にプ
リスタン合成品を投与し、マウス SLE 病態モ
デルを誘導した。経時的に血中の抗核抗体レ
ベルを測定した結果、すべての BALB/c マウ
スで 16 週目における抗核抗体レベルの上昇
が確認された。一方、C57BL/6N マウスでは、
16 週目で抗核抗体レベルの上昇が確認でき
た個体は 20%にとどまった。エフリン受容体
チロシンキナーゼノックアウトマウスを用
い、マウス SLE 病態モデルにおけるエフリン
受容体チロシンキナーゼの機能を解析する
予定である。 
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