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研究成果の概要（和文）：濾胞樹状細胞(FDC)はリンパ節の濾胞内に存在し胚中心の形成および液性免疫応答に必須の
細胞である。新規FDC単離法を用いた解析の中からFDCは自身が産生するMFG-E8とαvインテグリンを介してアポトーシ
ス細胞を貪食することを見いだした。さらにFDCによるアポトーシス細胞の貪食に伴ってFDCからのIL-6やCXCL-13の産
生が制御されていることが示唆された。FDC特異的αvインテグリン欠損マウスを作成して、胚中心形成や液性免疫応答
を検討したが、コントロールマウスとの間に有意差は認められず、FDCによるアポトーシス細胞の貪食を介した液性免
疫制御機構への関与を明らかにすることはできなかった。

研究成果の概要（英文）：Follicular dendritic cells (FDCs) locate within the follicules of lymphoid 
tissues and are the critical cells for the germinal center formation and humoral immune responses. By 
using novel isolation method for FDCs, we observed that FDCs engulf apoptotic cells via interaction 
between self-producing MFG-E8 and αV integrin. We also observed that IL-6 and CXCL-13 production by FDCs 
are regulated by the engulfment of apoptotic cells. Although we established mice whose αV integrin 
expression is specifically ablated on FDCs (FDCs-specific αV integrin null mice), germinal center 
formation and humoral immune responses seems to be comparable between FDCs-specific αV integrin null 
mice and control mice.

研究分野：免疫学
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１．研究開始当初の背景 

 濾胞樹状細胞(Follicular dendritic cells, FDC)

はリンパ節の濾胞内に存在し、胚中心の形成

に必須の細胞である。FDCは様々な病原体セ

ンサーを発現し、濾胞内の環境変化を感知し

て活性化され、胚中心形成を惹起することが

報告されたがその活性化制御機構はいまだ

不明である。近年、申請者らは FDC単離法を

確立し、従来不可能であった細胞単位での解

析の中から FDC がアポトーシス細胞を貪食

することを見いだした。 

 

２．研究の目的 

アポトーシス細胞の貪食に伴って貪食細胞

の活性化は制御されることが知られている

ことから申請者は胚中心において FDC の活

性化がアポトーシスB細胞の貪食を介して制

御されるという仮説を立て、これを検証する

ことを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) FDCによるアポトーシス細胞貪食の in 

vitro解析 

 FDC のアポトーシス細胞貪食機構につい

ては FDC自身が産生するMFG-E8とvイン

テグリンを介した経路が強く示唆される。一

方、アポトーシス細胞の貪食に関わる分子と

しては、他にも TimファミリーやMer分子等

が知られているため、単離後の FDCを用いて

これら既知の分子についても特異抗体を用

いたフローサイトメトリー法、固定染色法や

定量的 PCR法を用いてその発現を検討する。

貪食への関与が疑われた場合は FDC とアポ

トーシス細胞を共培養する際に各分子に対

する特異的抗体を添加してその影響を検討

する。MFG-E8/vインテグリン経路のみなら

ず、FDCのアポトーシス細胞貪食に関わる分

子を同定する。 

 

(2) FDCによるアポトーシス細胞貪食による

FDC活性化制御の in vitro解析    

 単離培養後の FDC をアポトーシス細胞と

共培養し、胚中心 B細胞の活性化に重要な因

子である Baff, CXCL13 などのサイトカイン

やケモカインの産生やB細胞に対する共刺激

分子の発現について定量的 RT-PCR法や上清

を用いた ELISA法によって検討し、アポトー

シス細胞の貪食が FDC の活性化に及ぼす影

響を検討する。また、D89E 添加による影響

も検討し、FDCの活性化への影響が貪食機構

を介したものであることを確認する。 

 

 (3) FDCによるアポトーシス細胞貪食の in 

vivo解析 

 抗原免疫後にマウスから脾臓を採取し、

DNA の断片化を検出する TUNEL 染色と共

に FDC-M1等の FDC特異的マーカーによる

多重染色を行う。組織染色法およびフローサ

イトメトリー法を用いて FDC における

TUNEL 染色性を検討し、胚中心形成過程に

おける FDC によるアポトーシス細胞貪食の

有無を明らかにする。 

 

 (4) FDC特異的αvインテグリン欠損マウス

の樹立と免疫応答の解析 

 FDCによるMFG-E8/vインテグリン経路

を介したアポトーシス細胞の生理的意義を

明らかにする目的で、FDC特異的vインテ

グリン欠損マウスを作製する。まず

CD21-Cre マウス(ジャクソン研究所より購

入予定)とv インテグリン flox マウス(マサ

チューセッツ工科大学、Hynes教授から供与

予定)との交配によって CD21 発現細胞特異

的 vインテグリン欠損マウス(CD21-vflox)

を作製する。CD21は FDCのみならず B細

胞にも発現しているため、FDC が間質系細

胞で放射線抵抗性であることを利用し、

CD21-vflox マウスへ放射線照射後、野生型

マウスの骨髄を移入して、FDC特異的vイ

ンテグリン欠損マウス(Str-CD21-vflox)を樹

立する。この Str-CD21-vflox マウスを NP



ハプテン付加抗原で免疫後、経時的に脾臓

を採取し、免疫組織染色法およびフローサ

イトメトリー法を用いて胚中心の形成につ

いて検討を行う。また NP価数の異なる蛋白

抗原を用いた ELISA 法によって血清中の

NP特異的抗体の産生量や抗体の抗原親和性

成熟についても検討を行う。さらに初回免

疫から 4〜8週間後に追加免疫を行って抗体

産生を検討しメモリー応答についても検討

を 行 う 。 コ ン ト ロ ー ル マ ウ ス と 

Str-CD21-vflox マウスを比較検討すること

により、FDCによるアポトーシス B細胞の

貪食、排除の消失が胚中心形成、抗体産生、

抗原親和性成熟、メモリーB 細胞の樹立等

に及ぼす影響を検討する。 

 
４．研究成果 

(1) FDCによるアポトーシス細胞貪食の in 

vitro解析 

 単離FDCはMFG-E8を高発現しているも

のの、Tim ファミリーや Mer 分子等の発現

は非常に弱く、MFG-E8/αvインテグリンを

用いた経路が主要な経路と考えられた。そこ

で FDCとアポトーシス細胞を in vitroで共

培養する際に、PS への結合能を保持しつつ

αv インテグリンへの結合能を欠失した

MFG-E8 の変異体である D89E を添加する

と FDC によるアポトーシス細胞貪食がほぼ

消失することが確

認された。よって

FDCによるアポト

ーシス細胞の貪食

は MFG-E8 とαv

インテグリンを介

した経路が主要な

もの考えられた(図

1)。 

 

(2) FDCによるアポトーシス細胞貪食による

FDC活性化制御の in vitro解析    

 単離培養後の FDC をアポトーシス細胞と

共培養し、胚中心 B細胞の活性化に重要な因

子である Baff, CXCL13などのサイトカイン

やケモカインの産生や B 細胞に対する共刺

激分子の発現について定量的 RT-PCR 法を

用いて検討した。FDCによるアポトーシス細

胞貪食を阻害するD89Eの添加によってIL-6

の産生が亢進する一方、CXCL13 の産生は

D89E の添加によって低下することが確認さ

れた。一方、FDC に高発現するMEG-E8や

Fc/Rの発現は

ほとんど変化が

なかった。よっ

て、FDCによる

アポトーシス細

胞の貪食によっ

て FDC からの

IL-6や CXCL13

の産生が調節さ

れる可能性が示

された(図 2)。 

 

(3) FDCによるアポトーシス細胞貪食の in 

vivo解析 

 抗原免疫後にマウスから脾臓を採取し、

DNA の断片化を検出する TUNEL 染色と共

にFDC-M1等のFDC特異的マーカーによる

多重染色を行ったところ、組織染色法および

フローサイトメトリー法にて FDC の一部

TUNEL陽性になることを確認した。よって

胚中心形成過程において FDC がアポトーシ

ス B細胞を貪食することが示唆された。 

 

(4) FDC特異的αvインテグリン欠損マウス

の樹立と免疫応答の解析 

 インテグリン欠損マウス(CD21-αvflox)を

作成し、さらにこのマウスへ放射線を照射後、

野生型マウスの骨髄を移入して、FDC特異的

αv インテグリン欠損マウス(Str-CD21-α

vflox)を樹立した。このマウスの FDCにおい

てαv インテグリンの発現がほぼ消失してい



ることを確認した。 

 この Str-CD21-αvflox マウスを蛋白抗原、

NP 負荷 CG で免疫して、免疫１週、２週後

後の抗体産生応答や胚中心形成、および追加

免疫に対する抗体産生応答を検討したが、コ

ントロールマウスとの間に有意な差は認め

られなかった。よって、胚中心形成および液

性免疫応答において、FDCによるアポトーシ

ス細胞の貪食を介した制御機構の存在を明

らかにすることはできなかった。 
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