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研究成果の概要（和文）：iNKT細胞は自然T細胞の１つとしてさまざまな機能を発揮するが、炎症性疾患の進展
制御もそのうちの一つである。本研究では、心筋ミオシン重鎖（MyHC-α）ペプチドを免疫して作製した自己免
疫性心筋炎マウスモデルにおいて、１）iNKT細胞欠損TRAJ18欠損マウスでは心筋炎が重症化する、２）α-ガラ
クトシルセラミド（α-GC）でiNKT細胞を感作時投与により活性化すると、心筋炎後の線維化が有意に改善され
る、３）その際の心臓におけるリガンド提示細胞は、心マクロファージ（CX3CR1+, CD206+, MerTK+, class II 
MHC+）であることの可能性が高いことを示した。

研究成果の概要（英文）：iNKT cell, as an innate subset of T cells, exhibits various function and 
plays a regulatory role in some inflammatory diseases. In the present study, I employed a model of 
experimental autoimmune myocarditis (EAMC) by sensitizing BALB/c mice with MyHC-α peptides + 
complete Freund adjuvant (CFA) and demonstrated; 1) EAMC was aggravated in TRAJ18-/- mice in BALB/c 
background where iNKT-cell is deficient, 2) fibrotic lesion area was reduced in BALB/c mice when 
sensitized with MyHC-α + CFA emulsion including α-GC, 3) cardiac macrophage (CX3CR1+, CD206+, 
MerTK+, class II MHC+) is thought to be a candidate as ligand-presenting cell for iNKT cell. In case
 of myocarditis, as one of the causes for heart failure, iNKT cells accumulated in the heart in 
inflammatory condition exhibit protective role by reducing production of inflammatory cytokines, 
such as TNF-α.

研究分野： 免疫学

キーワード： NKT細胞　実験的自己免疫性心筋炎　マウス　α-ガラクトシルセラミド　心マクロファージ　リモデリ
ング　線維化　炎症制御

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
心疾患と続発する心不全は国民の死因の第２位を占め，予防法やより効果的な治療法の開発は喫緊の課題であ
る。心不全の原因の１つである心筋炎症時に、心臓に集積したiNKT細胞はリガンドによる活性化を行うことによ
り、炎症性サイトカイン産生抑制を介して心筋防護効果を発揮することを明らかに出来た。抗炎症性効果をリガ
ンド投与時期を予防的投与から治療的投与に展開出来れば実用化に希望が繋げる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
NKT 細胞は多様性のない主要組織適合抗原クラス I 様分子（class Ib）である CD1d 拘束性

に糖脂質抗原（プロトタイプリガンドと-galactosylceramide; -GC して）を認識する自然 T

細胞として、in vivo でエフェクター細胞としてがん細胞・感染細胞を傷害・除去，ヘルパー細

胞としてケモカイン産生により炎症・免疫細胞を動員，サイトカイン産生により生体防御反応

を増強する一方，炎症・免疫反応を抑制的に調節する能力を有することはよく知られていた。 

上記の細胞特性から炎症性疾患等の進展に対して NKT 細胞が増強・促進する例として多くの

研究がなされていた。研究当初までに我々が NKT 細胞の炎症・免疫応答の増強面について報

告したマウス疾患モデルとして、抗腫瘍応答の増強（Minami K et al. Blood 106: 1685-1693, 

2005），病理的な側面であるが脂肪炎症の増強とその帰結としてのインスリン抵抗性増強

（Ohmura K et al. ATVB 30: 193-199, 2010; Satoh M et al. Sci Rep 6: 28473, 2016），肥満促

進（Satoh M et al. PLoS ONE 7 (2): e30568, 2012），動脈硬化促進（Nakai Y et al. Blood 104: 

2051-2059, 2004），自己免疫性肝炎悪化（Diao H et al. Immunity 21, 539-550, 2004）などが

あった。 

一方，NKT 細胞欠損で疾患のマウスモデルが重症化する，あるいは NKT 細胞存在下に-GC

投与で改善傾向がある例は，平常時は NKT 細胞が症状を抑制，あるいは NKT 細胞の活性化

が有益な効果を示す例であるが、それらには、心筋梗塞（Sobirin MA et al. Cir Res 111 (8): 

1037-47, 2012），心臓の阻血再灌流傷害（Homma A et al. J Mol Cell Cardiol 62: 179-188, 

2013），ニッケル皮膚アレルギーの初期相（Okuno H et al. Immunobiol 221 (7): 833-8, 2016），

実験的自己免疫性ぶどう膜炎（Satoh M et al. Exp Eye Res in press）などがあった。 

このうち、心筋の組織修復に関することとして，Sobirin らは心筋梗塞（MI）後の死亡率や心

機能低下が冠状動脈結紮後 1, 4 日に NKT 細胞リガンドである-GC 投与により，有意に改善

されることを示した。ただし，梗塞範囲に対照群とは差がなかった。心エコー検査でも梗塞・

PBS 投与対照群より梗塞・-GC 投与群で良い収縮能を保っていた。奏功メカニズムとして

NKT 細胞からの IL-10 を介した免疫制御によって炎症が抑制され，より有効な心筋保護が誘

導されたために心機能が保持されたと考えられる。しかし，この際に NKT 細胞に-GC を提示

した細胞種についての詳細は不明であった。 

２．研究の目的 
 そこで正常時・急性炎症時に心臓に集積した iNKT 細胞にリガンドを提示し、心筋保護作用

を引出す細胞を明らかにすることを主に、より有効な iNKT 細胞応答を誘導するための抗原提

示側の要因を明らかにしたいと考えた。 
３．研究の方法 
 当初上記の目的のため、まず心臓にどの程度血液（骨髄）由来細胞が存在するか、リガンド

を提示するのに適した CD1d を発現した細胞は何かを明らかにする。さらに最終的な効果の判

定系は C57BL/6（B6）マウスを用いた MI モデルとし、細胞系譜特異的に CD1d gene を欠失

した各種コンディショナルノックアウト（conditional knockout; cKO）マウスで MI を誘導、

-GC の投与を行なった時の vehicle 投与群の生存率との比較で行う予定であった。しかし、

B6-MI 系での研究が困難となったため readout を実験的自己免疫性心筋炎（experimental 

autoimmune myocarditis; EAMC）、マウス系統を BALB/c とした。系の変更はあったが、目

的である「心臓における iNKT 細胞に対するリガンド提示細胞の探索」は同様に探究出来た。 

（１） 心臓における iNKT 細胞にリガンドを提示し得る細胞の候補の探索 

BALC/c マウスより深麻酔下に脱血・PBS 灌流し、心臓組織を採取する。細切後酵素

（collagenase D + DNase I）処理し，cell debris を除去，単一浮遊細胞とし，FACS



にて各細胞亜群を常法に従いフローサイトメトリーにて解析した。 

（２） 非免疫マウスにおけるリガンド投与 1 日・１週間後の細胞動態・遺伝子発現の解析 

BALB/c マウスに vehicle あるいは-GC（2 g/匹）投与し、（１）と同様に１日後、１

週間後に心臓より単一浮遊細胞を調整し、flow cytometry 解析を行う。一部のサンプ

ルは全 RNA を AGPC 法で抽出、イソプロパノール沈殿、エタノール洗浄の後、cDNA

合成、各種プライマーを用いて real time PCR を行なって遺伝子発現を解析した。 

（３） EAMC の誘導とその改良 

EAMC は BALB/c マウスにマウス心筋ミオシン重鎖-アイソフォームの 614-629 番残

基ペプチド（MyHC614-629）と完全フロイントアジュバントのエマルジョン（免疫用乳

剤）を皮下に初回免疫、７日後に追加免疫することで誘導した。MyHC614-629は生理食

塩水・培養液等に難溶性のため、免疫用乳剤作製に難渋するだけでなく EAMC 誘導率

が悪いことから改良を加えた。 

（４） EAMC 誘導マウスへの-GC 投与の効果 

（３）に準じ免疫するが、対照・薬剤は、マウスを初回免疫時に溶剤あるいは-GC を

2 g/匹となるよう免疫用乳剤に混じて投与した。同様に初回免疫の３週間後に効果判

定のために心臓の病理組織作成と遺伝子発現を解析し、効果の判定を行なった。 

（５） TRAJ18 KO マウスにおける EAMC 誘導 

BALB/c 背景 TRAJ18 KO マウスを渡会博士（譲渡当時 東京大学医科学研究所幹細

胞セロミクス；現在 金沢大学医学部分子再生医学）より受精卵で譲受し、北里大学

医学部遺伝子高次機能解析センターで移植・仔マウスを得て、繁殖後に使用した。（３）

に準じて同マウスにEAMCを誘導し、野生型のBALB/cで誘導したEAMCとの間で、

検査データ・病理組織などを比較した。 

４．研究成果 

（１） 心臓における iNKT 細胞にリガンドを提示し得る細胞の候補の探索 

深麻酔マウスを脱血・安楽死後に、リン酸緩衝生理食塩水（PBS）灌流・洗浄後に心筋

組織を酵素処理して得た単一浮遊細胞を FSC/SSC でゲート後に CD45+成分と CD45-成分

に分けた。後者は CD31 と MEFSK4 で展開し CD31+の血管内皮細胞、MEFSK4+の線維芽細胞

に分けられたが、これらの細胞では CD1d 発現は認められなかった。一方、前者 CD45+

分画はその後 CD11b/F4/80 展開で CD11b+/F4/80+をマクロファージ（M）、CD11b+F4/80-

のうち Ly6C+を単球（Mo）、FSClo/F4/80-CD11chi画分を樹状細胞（DC）とした。解析の結

果、心 Mが最も高い MFI を示した。単離された心組織内の骨髄由来細胞のうち、細胞

数、CD1d 発現強度から心 Mが心臓に集積した iNKT 細胞がリガンド提示を受ける細胞

として最も適格と考えられた。また、心マクロファージについて、各種表面抗原の発

現を解析すると、MHC class II, CD86,CD206, CX3CR1,MerTK などが陽性であった。  

（２） 非免疫マウスにおけるリガンド投与 1 日・１週間後の細胞動態・遺伝子発現の解析 

-GC 投与後に（１）と同様に解析すると、対照群（vehicle 投与）に比較して 1 日後

に CD1d 発現増強を伴って心 Mが増加していた。１週間後においても細胞数の増加は

維持されていたが、CD1d 発現は投与前のレベルに復していた。この時心組織では、

Mo/Mをリクルートする ccl2 の発現が 1 日後で増加しており、Mの動態と合致して

いた。一方 il4, ifng など NKT 細胞から産生されるサイトカイン遺伝子の発現が 1 日後

に上昇し、１週後では投与前レベルに復していた。NKT 細胞をリクルートするケモカ

インである cxcl16 については 1 日後に上昇した後、１週後にかけても漸増していた。



これらの結果は非免疫マウスにおいても-GC 投与を行うことで心臓でも NKT 細胞関

連の遺伝子発現が認められることを示していると考えられ、心炎症を誘導する状況で

NKT 細胞応答が何らかの関与をし得ると考えられた。 

（３） EAMC の誘導とその改良 

EAMC はこれまで文献で MyHC614-629（Ac(acetyl)-SLKLMATLFSTYASAD）と CFA

の免疫用乳剤を皮下注射（２回）することで誘導されると報告されてきた２。しかし実

際に行うと使用するペプチドの難溶性によりその誘導は他のモデル（例えば実験的自

己免疫性ぶどう膜網膜炎 EAU など）に比較して難しい（発症率が低い）。このことは、

当然モデル疾患自体の研究にも影響し、さらに実験治療の研究においては発症してい

ないための無症状と、実験治療が奏功したための無症状との区別が出来ないことは致

命的であった。ペプチドの難溶性を改善するため、金属球ビーズを用いたホモジェナ

イザーで機械的に強く混ぜることで発症率はかなり上昇し、この系で線維化病巣面積

の比較が出来るまでに改良出来、本研究では概ね MyHC614-629 を用いた。しかし、

MyHCペプチドの免疫原性は変えずに水溶性を上げることが最善の改良であり、Anzai

らが使用しているペプチドが優れている（J Exp Med 216: 369-83, 2019；MyHC614-629

と同配列の両端に本来の配列にないアルギニン（R）を付加したもの）。 

（４） EAMC 誘導マウスへの-GC 投与の効果 

   図１ EAMC 誘導後 21 日目の病理組織遺伝子発現 

① EAMC 誘導マウスの自然経過（〜60

日まで）における細胞動態と遺伝子

発現 

 まず、EAMC を誘導した後の心組

織中の細胞動態（図 1）と残部の心

臓における遺伝子発現について経時

的に解析した。その結果、全経過中

に漸増傾向を示した細胞は Mであ

った。Mo, DC については細胞数と

しては 14 日をピークに以降漸減し

たが細胞数としては Mに比べかな

り少ないレベルでの推移であった。

一方、TCR-GC-CD1d テトラマーで検出される iNKT 細胞は、21 日目より検出さ

れ始め、28 日をピークに以降減少した。心臓での遺伝子発現でみると iNKT 細胞数が

ピーク値を示した 28 日目において il10 発現が著明に増加していた。一方 ifng は免疫

後より増加し続け 28 日目にピークを示した。以上の限られた情報ながら、誘導後の

自然経過では iNKT 細胞が免疫後 21 日目より心臓に動員され、その後各種サイトカ

インを産生していることが示唆された。 

② EAMC 誘導時の-GC 投与とその効果 

 -GC 投与は MI モデルの時には血管処置後 1, 4 日後であったが、EAU モデルでの

使用経験から、まず予防的投与から検討した 5。評価は病変が最も強くなるとされる 21

日目に採材し、行った。-GC 投与群は対照群に比して線維化病巣面性が減少し、同じ

心臓の遺伝子発現を調べると il10 の増加と逆に tnfa, il6 の低下を認めた（図１）。線維

化関連のコラーゲン遺伝子 col1a1, col3a1 は低下傾向を示した。 

 



（５） TRAJ18 KO マウスにおける EAMC 誘導  図２ TRAJ18 KO マウスの EAMC —病理— 

 以上から、EAMC においても他の心

臓の炎症性疾患（虚血性心疾患後の炎

症性変化）と同様、iNKT 細胞の心筋リ

モデリングの改善（線維化病巣減少）

が認められたが、やや関与の度合いを

強める遺伝子改変動物を使用した確認

が必要と思われた。そこで、iNKT 細胞

を欠損し、かつ旧来の J281 KO マウ

スのように広範な J遺伝子の発現抑制

を生じない新しい J18 KO (TRAJ18 

KO)マウスを用いた EAMC の誘導を試

みた。その結果、TRAJ18 KO マウスで

は野生型マウスに比較して、心筋への

炎症細胞浸潤・線維化病巣面積増大が

認められた（図２）。また、心筋傷害を

反映する筋細胞の逸脱酵素（クレアチンキナーゼ；CK）やトロポニン I（cTnI）の高

値が検出され、iNKT 細胞非存在下では炎症抑制が低下している可能性が考えられた。

抗原ペプチドに対する T 細胞増殖反応が低下していなかったが、培養上清中の ifng, 

il17 の高い傾向と il2 の有意の低下を認めた。これらの結果は iNKT 細胞の心筋炎症に

対する調節的機能を補強するものと考えられた。 

（６）今後の展望 

 本研究から、感作時の iNKT 細胞のリガンドによる活性化が、il10 発現の誘導、抗

原特異的 T 細胞の炎症性サイトカイン産生を抑制することを介して、EAMC における

心筋炎・炎症後の線維化進展に対して抑止的に機能していることが推測された。この

時 iNKT 細胞にリガンドを提示している主たる細胞は Mであろうと考えた。EAMC

における iNKT 細胞—M間の炎症抑制・調節的作用を、より直接的に示すためには、

あらかじめ clodronate liposome を用いた M除去を行って、EAMC が重症化を証明す

るか、M特異的 CD1d cKO（BALB/c の背景）を用いて、EAMC が重症化することを

示す必要があろう。心 Mは CD206+であることから、また心筋梗塞での IL-10 産生能

からも M2 と考えられる。心 Mは常に M2 とすれば心臓における免疫応答は全て心筋

保護的であるはずであるが、M2 の維持あるいは M1 化に iNKT 細胞がどの程度関与し

ているか今後明らかにできればと考えている。さらに iNKT 細胞の関与がさらに状況

証拠的に示した iNKT 細胞からの IL-10 が免疫抑制に必須かは抗 IL-10 抗体でのブロ

ック実験、より精密には iNKT 細胞特異的 IL-10 KO などの使用が必要となるかもし

れない。また、iNKT 細胞リガンドの使用も予防的使用に止まっているが、発症時、極

期近辺での使用では逆効果（増悪）なのか、あるいはリガンドの種類（Th1 バイアス・

Th2 バイアス）によるのか、などを含め詳細な検討が必要である。 

 EAMC 誘導マウスでの自然経過で３週間後から iNKT 細胞が誘導（集積）すること
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