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研究成果の概要：樹状細胞の成熟を促進する新規遺伝子(GeneA(仮))をマウスランゲルハンス細
胞(LC)を用いた cDNAサブトラクション法により見出した。さらにGeneAが CD40の発現を
促進し、樹状細胞からの IL-12産生を促進する事により、Th1系反応の誘導に寄与する可能性
が示唆された。今後、腫瘍免疫や初期免疫の誘導に GeneA を応用する可能性について引き続
き検討して行く。 
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 直接経費 間接経費 合 計 
2005年度 15,900,000 4,770,000 20,670,000 

2006年度 8,900,000 2,670,000 11,570,000 

2007年度 7,400,000 2,220,000 9,620,000 

2008年度 5,900,000 1,770,000 7,670,000 

  年度    

総 計 38,100,000 11,430,000 49,530,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：内科系臨床医学・皮膚科学 
キーワード：ランゲルハンス細胞、樹状細胞、共刺激分子 
 
１．研究開始当初の背景 
皮膚 LCは採取できる細胞数に限りがあるた
め、これまで成熟 LCと未成熟 LCとでの
representative differential analysisが行
なえていなかった。また、他の樹状細胞とLC
とでは、例えばLCは比較的LC特異的とされ
るランゲリン蛋白を発現するなど、異なった
特徴を有しており、LCにおいてこの解析を行
なう事により、これまで樹状細胞を用いて行
なわれていた representative differential 
analysisにおいて報告されてきた結果と異

なる分子が見つかる可能性があった。我々は
純度の高い十分数の LCをマウス皮膚より
panning法にて採取できるようになったため、
この手技を用いて LCの成熟を促進する新規
の活性化分子を見出すこととした。 
 
２．研究の目的 
LC の成熟にかかわる新規の活性化分子を見
出し、in vitro, in vivoでのその分子の役割に
ついて解析する。さらには、この分子を用い
て、各種皮膚疾患治療への臨床応用の道筋を
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つけることが目的である。 
 
３．研究の方法 
(1) マウス皮膚より panning法により、高純
度の未成熟な LCを分離精製し、GM-CSFに
より成熟 LCとし、suppressive subtractive 
hybridization(SSH)法により、成熟 LCで特
に発現が増強している新規遺伝子を同定、ク
ローニングする。 
 
(2) 新規遺伝子（Gene A(仮)）のコードする
蛋白 Protein Aに対するペプチド抗体を精製
する。 
 
(3) 臓器別、細胞別での Gene A mRNA と
Protein Aの発現解析をreal time PCR, 免疫
染色、フローサイトメトリー、免疫ブロット
にて行なう。 
 
(4) Protein Aを樹状細胞で強発現させ、共刺
激分子発現や樹状細胞の機能などへの影響
を検討する。 
 
４．研究成果 
(1) SSH法により、LCの成熟に関連する遺
伝子で特に発現が増強している新規遺伝子
Gene A（仮）を同定、クローニングした。今
回の我々の SSH法を用いた結果においては、
この他に成熟に関連する遺伝子としてラン
ゲリンが一番多いコピー数で検出されてお
り、ランゲリンは LCの成熟に伴ってその発
現が低下することが既知であるため、今回の
実験結果の信憑性が高い事が示唆された。 
 
(2) 新規遺伝子（Gene A(仮)）のコードする
蛋白 Protein A（仮）の C末端ペプチドに対
するペプチド抗体を精製した。作成したペプ
チド抗体が免疫染色、免疫ブロット、フロー
サイトメトリーで使用できるかどうかを
GeneAを強制発現させた COS-1細胞を用い
て確認した。フローサイトメトリーの結果か
ら、抗体認識部位は細胞内にあることもわか
った。 
 
(3) Gene Aは臓器別のreal time PCRにて、
成熟した樹状細胞(dendritic cells:DC)の集
まる末梢リンパ節での発現が有意に高かっ
た。この他、リンパ組織としては脾臓におい
ても高い発現を認めた。また、細胞別ではLC
のみならず、脾臓DCや骨髄由来DC(BMDC)に
おいてもコルヒチンやLPS刺激による成熟に
伴い、発現が増強し、この発現増強は蛋白レ
ベルでも免疫染色とフローサイトメトリー
にて確認された。特にコルヒチンにおいては
その刺激濃度依存性にCD40の発現増強もみ
られた。T細胞 cell line (EL4)や B細胞 cell 
line(A20)では Protein Aの発現は免疫ブロットで

確認できず、以上の結果から、Gene Aが比較的樹
状細胞特異的に発現する遺伝子であり、LCのみな
らず、他のDCにおいてもその成熟に関与する分
子であることが示唆された。 
 
(4) BMDCにおいて、Protein Aの発現亢進が細胞
表面の CD40 の発現亢進とよく相関していると思
われ、また、無刺激のマウス BMDC cell line (DC2.4)
に Gene Aをエレクトロポレーションを用いて、強
制発現させたところ、CD40の細胞表面での発現亢
進を認めた。この CD40 の発現亢進が生体内にお
いて意味を持つものであるかどうかを検討するた

め、Gene Aを強制発現させた DC2.4を抗 CD40抗
体と IFN-J存在下で培養し、Gene Aを強制発現さ
せなかった場合とで IL-12 p40産生を比較した。予
想通り、Gene Aを強制発現させた DC2.4において
より多くの IL-12 p40産生を認めた。以上からGene 
A は樹状細胞の成熟に関連する遺伝子あると同時
に、CD40の発現亢進を促し、樹状細胞からの IL-12
産生を促進する事により、Th1 系反応の誘導に寄
与する可能性が示唆された。これらの結果は将来

的に樹状細胞を用いた腫瘍免疫療法において、こ

の分子を樹状細胞に強制発現させることによる新

たな抗腫瘍免疫療法の開発の可能性を示唆するも

のと考える。また、全く新規の分子であるため、

今後様々な皮膚疾患における発現を検討し、それ

ぞれの皮膚疾患の治療にも応用していきたいと考

える。 
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