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研究成果の概要：樹状細胞は全身に分布し、異なる機能を持つ様々なサブセットが存在する。

しかし、その分化起源は長い間不明であった。研究代表者はマウス骨髄から、樹状細胞サブセ

ットのみに分化する共通樹状細胞前駆細胞を同定・純化した。この結果により、異なる樹状細

胞サブセットが同一の前駆細胞から由来することが証明された。この発見は血液細胞分化経路

図に樹状細胞分化経路を新たに追加することが出来た大変重要な研究成果である。 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 全ての樹状細胞サブセットに共通の新規
前駆細胞の同定・純化 
 樹状細胞(dendritic cell: DC)は強力な抗原提
示能を有し、末梢組織にて抗原を取り込み二
次リンパ組織へ移動した後、獲得免疫応答を
惹起させ、さらに免疫寛容をも制御する非常
に重要な免疫担当細胞である。DC は、ほぼ全
身の組織に存在し、その表現型、分布、成熟
状態及び機能の違いにより様々なサブセット
が存在する。マウス脾臓及びリンパ節では、

CD11cloB220+PDCA-1+の形質細胞様樹状細胞
(plasmacytoid DC: pDC) と CD11c+B220– 

PDCA-1–の古典的樹状細胞(conventional DC; 
cDC)サブセットが存在する。一方、ヒト末梢
血 中 に は 、 CD11c–CD123+ の pDC 及 び
CD11c+CD123loの cDC が存在する。これら DC
の前駆細胞とその分化過程に関しては、単一
の前駆細胞が様々な樹状細胞サブセットへ分
化するモデルと、異なる複数の前駆細胞が DC
サブセットへと分化するモデルが提唱されて
いた。しかし、その後の研究から Flt3 陽性前
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駆細胞分画に、pDC 及び cDC 分化能が保存さ
れていることが明らかとなった。 
 現在までに DC やマクロファージに分化す
る前駆細胞を単離したという論文が幾つか報
告されている。2002年には、マウス骨髄、末
梢血中から、pDC、CD8α+cDC、CD8α-cDC さ
ら に マ ク ロ フ ァ ー ジ へ と 分 化 す る
CD11c+CD31+Ly6C+細胞群が同定された（Eur. 
J. Immunol. 31:3403-3412 (2002)）。またマウス
末梢血中に DC 前駆細胞（CD11c+MHC class 
II-）が同定され、この細胞をマウスへ移植す
るとpDCと古典的樹状細胞群へ分化するとい
う報告ある(Nature 415: 1043-1047 (2002)）。し
かしながら、この細胞群には多くの NK 細胞
が混入していることが判明し、実際に血中に
前駆細胞が存在するかどうかは明らかになっ
て い な い 。 ま た 、 ケ モ カ イ ン 受 容 体
CX3CR1-GFP ノックインマウスの骨髄から、
様々なマクロファージ及び cDCに共通の前駆
細 胞 (lin-c-kit+CX3CR1+) が 同 定 さ れ た が
(Science 311: 83-87 (2006))、この前駆細胞は
pDC や顆粒球への分化能は持っていなかった。
また、マウス脾臓から cDC サブセットである
CD8α+cDC と CD8α-cDC 前 駆 細 胞 
(CD11cintCD45RAloCD43intSIRP-αintMHC class 
II-)が同定されている。 

しかしながら、本研究開始当時は、たった
１つの前駆細胞が pDC 及び cDC のみへと分
化することを証明した報告はない。そこで本
研究では、マウス骨髄から pDC と cDC サブ
セットのみに分化する前駆細胞の純化と同定
を目標とする。 

 
(2) Flt3リガンドとGM-CSFのダブルノックア
ウトマウスの作製とその表現型の解析 
 Flt3リガンドは in vitroにおいて pDCと cDC
を骨髄細胞から分化誘導可能な唯一のサイト
カインである。また、Flt3 リガンドノックア
ウトマウスあるいは Flt3 ノックアウトマウス
では、DC サブセットの数が野生型と比較して
1/10〜1/15 に数が減少していることが報告さ
れている。一方、GM-CSF は古くからマウス
骨髄あるいはヒト単球から cDCを分化させる
サイトカインとして広く利用されているが、
GM-CSF ノックアウトマウス及び GM-CSF 受
容体α鎖ノックアウトマウスでは僅かに DC
サブセットの数が減少しているだけであった。
そこで、本研究では定常状態の DC 分化に必
須なサイトカインを同定するため、Flt3 リガ
ンドと GM-CSF のダブルノックアウトマウス
を作製し、その表現型を解析する。 
 
２．研究の目的 

本研究では、マウス骨髄から未だに同定さ
れていない、形質細胞様樹状細胞と古典的樹
状細胞に共通の新規前駆細胞の同定及び純
化を目的とする。樹状細胞分化機構を細胞レ

ベル・分子レベルで明らかにするため、樹状
細胞分化に関与するサイトカイン受容体に
対する抗体と多重染色方法により、セルソー
ターを用いて当該細胞の同定が可能である。
さらにその細胞群の表現型の解析、生理的さ
らには炎症反応状態における樹状細胞分化
への役割を明らかにする。 
個体レベルでは Flt3リガンドとGM-CSFの

ダブルノックアウトマウスを作製し、樹状細
胞に焦点を絞り、樹状細胞が存在するのか否
か、また存在する場合その表現型、機能を解
析する。また、樹状細胞関連前駆細胞の数や
機能を検討する。さらに免疫反応、炎症反応、
自己免疫疾患モデルを用いて樹状細胞及び、
これらサイトカインの役割を明らかにする。 

 
３．研究の方法 

(1) DC 分化能は骨髄における Flt3 陽性細胞分
画に保存されていることが証明されている。 
 また、Flt3 は短期造血幹細胞、ミエロイド
系前駆細胞、リンパ球系前駆細胞に発現して
いる。そこで、DC 分化に関与していると考え
られているサイトカイン受容体(Flt3、M-CSF)
を用いて、これら既知の前駆細胞以外で、こ
れらサイトカイン受容体陽性細胞分画を探し
出す。その後、セルソーターを用いて該当す
る細胞群を純化し、in vitro おいてその分化能
を検討する。 
 
(2) 研究代表者が開発した Flt3 リガンドとマ
ウスストローマ細胞 Ac6 による高感度 DC 分
化検出方法を用いて、同定した新規前駆細胞
中に pDC と cDC のみに分化するクローンが
存在するか検討する。 
 
(3)致死量及び半致死量の放射線を照射したマ
ウスに純化した新規前駆細胞を移植し、脾臓
及び骨髄における分化能を検討する。さらに
生後 3〜4 週齢の若いマウスに新規前駆細胞
を移植し、定常状態における DC サブセット
への分化能を検討する。 
 
(4) Flt3 リガンドノックアウトマウスと
GM-CSF ノックアウトマウスを交配し、ダブ
ルノックアウトマウスを作製し、各組織にお
ける DC やミエロイド系細胞、リンパ球系細
胞の数や機能を検討する。さらに、このマウ
スを用いて種々の免疫反応を検討する。 
 
４．研究成果 
(1) 研究代表者は、Flt3 と M-CSF 受容体の発
現を指標にして、世界で初めて樹状細胞サブ
セットのみに分化する共通樹状細胞前駆細胞
(common dendritic cell progenitor: CDP)を同定、
純化に成功した(Nature Immuol. 8: 1207-1216 
(2007))。この CDP は in vitro colony assay の結
果、僅かにM-CSFに反応し、macrophage colony
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を形成したが、pre-B 細胞及び赤芽球系コロニ
ー形成能は全くなかった。 
 さらに、Flt3 リガンドとマウスストローマ
細胞 Ac6 の共培養系を用いたクローナルアッ
セイを行った。この結果、252 個のクローン
を調べたところ、この CDP 中には pDC と cDC
への分化可能な bipotential なクローンと、pDC
あるいは cDC のみに分化可能な uni-potential
なクローンが存在した (Nature Immuol. 8: 
1207-1216 (2007))(図１)。 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1. CDP 中には 3 種類の DC 前駆細胞 
          クローンが存在する 
 
(2) in vivo における CDP の分化能を評価する
ため、致死量あるいは半致死量のマウスに純
化した CDP を移植し、7 日目の脾臓、骨髄に
おける CDP 由来の細胞を解析したところ、
pDC と 3 種類の全ての cDC サブセット
(CD8α+CD4-、CD8α-CD4-、CD8α-CD4+)のみへ
分化し、他の系列細胞へは分化しなかった。
さらに、定常状態における CDP の分化能を検
討するため、生後 3〜4 週後の若いマウスに移
植したところ、脾臓及びリンパ節において、
pDC と cDC のみに分化した(Nature Immuol. 8: 
1207-1216 (2007))。 
 
(3) CDP の起源を探るため、造血幹細胞、ミエ
ロイド系前駆細胞、リンパ球系前駆細胞を骨
髄に直接移植し、4 日後の細胞を調べたとこ
ろ、造血幹細胞とミエロイド系前駆細胞から
明らかに CDP 様の細胞が分化してきた。一方、
リンパ球系前駆細胞からは僅かに CDP が検
出された。また、最近の他のグループによる
研究結果から MDP から CDP が分化してくる
ことが報告されており、図のような DC 分化
経路が予想される（図 2）。 

図 2. 定常状態における樹状細胞 
        サブセット分化モデル 

 
(4) Flt3リガンドとGM-CSFのダブルノックア
ウトマウスを作製し、その表現型や免疫反応
を解析した。従来、Flt3 リガンドノックアウ
トマウスでは、リンパ組織内の pDC と cDC
の数が野生型と比較して著しく低下していた。
Flt3 リガンド xGM-CSF のダブルノックアウ
トマウスでは、さらに DC サブセットの数が
低下していた。また骨髄内の DC 関連前駆細
胞である MDP や CDP の数やランゲルハンス
細胞や真皮内 DC の数、また所属リンパ節内
の皮膚由来の DC の数も低下していた。これ
ら DC サブセットの数の減少を支持するよう
に OT-II 細胞を移入後、OVA をマウスに免疫
したところ、OVA 特異的な T 細胞増殖も Flt3
リガンド xGM-CSF のダブルノックアウトマ
ウスでは野生型と比較して低下していた。こ
れらの結果は、定常状態の二次リンパ組織内
DC や真皮内 DC のホメオスターシスは Flt3
リガンドと GM-CSF によって維持されている
ことが示唆された(Blood in press (2009))。 
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