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１．研究計画の概要 
 IFN 産 生 キ ラ ー 樹 状 細 胞
(interferon-producing killer dendritic 
cell： IKDC)は B220+, CD11cint, NK1.1+, 
CD49b+, Gr-1-という表面マーカーを表出し、
IFN-γを大量に産生するとともに、直接腫瘍
細胞を傷害する。これらの細胞は、抗原提示
細胞として免疫応答の誘導調節に重要な役
割を果たすだけでなく、エフェクター細胞と
しての機能も果たすサブセットとして注目
されている。本研究は、IKDC のサブセットの
分離、培養法を確立し、その性状を解析し、
マウス生体内での抗腫瘍効果とその作用機
序を検討することを目的とする。 
 
２．研究の進捗状況 
 マウスの脾臓から IKDC の誘導を試みた。
C57BL/6 マウスより脾細胞を分離し、CD4 陽
性細胞、CD8a陽性細胞、B細胞、好中球、赤
血球を磁気により分離して NK 細胞分画を採
取した後、CD11c 陽性細胞をマイクロビーズ
で分離した。7.4x108から 1.1x109個の脾細胞
から分離した NK1.1陽性樹状細胞は、2.2x104

から 2.3x104個とかなり少数であり、その後、
細胞の特性を測定するのには困難であった。
したがって、in vitro で IKDC 細胞分画を増
加させる試みとして、これまでに報告されて
いる種々の物質を添加してマウス脾細胞を
培養した。これらの試薬を添加しないコント
ロールと比較し、細胞培養後に IKDC 細胞分
画細胞数は、IL-4 で 1.2-5.2 倍、IL-15 で
1.8-4.0 倍、IL-18 で 0.8-5.2 倍、GM-CSF で
2.3-2.5 倍、TNF-αで 1.2-4.5 倍、FLT-3 リ
ガンドで 1.4-2.5倍、CpGで 2.2-2.6倍、LPS

で 1.4-2.8倍にそれぞれ変化していた。マウ
スの脾細胞に CpG、FLT3 リガンド、IL-15、
IL-18 すべてを培養上清中に添加して培養す
ると、無添加群と比較し添加群は 1.34 倍か
ら 6.38 倍の CD11c+NK1.1+細胞を誘導するこ
とが可能であった。また、共刺激分子(CD80, 
CD86)の発現増強も観察された。 
 次に、マウスの脾細胞から樹状細胞を分離
してからサイトカインなどと in vitro で培
養し、IKDC を増殖させる方法を試みた。まず
MACS システムにより、マウス脾細胞から
CD11c 陽性細胞を分離した。マウス脾細胞に
CpG-ODN 30μg/mL, FLT-3リガンド 50 ng/mL, 
IL-15 50 ng/mL, IL-18 50 ng/mL をそれぞれ
添加して培養すると、無添加群と比較し
CpG-ODN が 2.81±1.73 倍、FLT-3 リガンド
1.75±1.32倍、IL-15が 1.53±0.44倍、IL-18
が 1.60±0.49 倍と CD11c+NK1.1+細胞を増加
させたことが、フローサイトメトリーで観察
された。 
 そこで、CpG、FLT3 リガンド、IL-15、IL-18
のすべてを培養上清中に添加して培養を試
みた。24時間後、または 7日後に細胞を回収
し、MHC class I, class II 分子や共刺激分
子(CD80, CD86)などの表面マーカーをフロー
サイトメトリーで検討した。CD11c+NK1.1+細
胞数は、無添加群では 24時間後で 4.9 x 104、
7 日後で 3.6 x 103であったのに対し、サイト
カイン等を添加した群では 24時間後で 6.6 x 
104、7 日後で 8.3 x 103であり、各回におい
て 1.34倍から 6.38倍の CD11c+NK1.1+細胞が
誘導できた。それらの細胞上の共刺激分子
(CD80, CD86)の発現増強も観察された。 
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３．現在までの達成度 
 ③やや遅れている。 
 （理由）IKDC の分離・誘導法は未だ確立
されていない。種々の方法を試みたが、解析
に十分な細胞数を確保するのが困難であっ
た。また、マウスにより誘導される IKDC の
数にかなり差異がみられ、収量を予測するの
が困難であることも頻回の実験が必要であ
った理由である。 
 
４．今後の研究の推進方策 
 これまでの結果からは、マウス脾細胞から
CD11c 陽性細胞をまず分離し、その後、CpG、
FLT3 リガンド、IL-15、IL-18 のすべてを培
養上清中に添加して、24時間後には比較的多
くの IKDC を得られることが分かった。今後
は こ の 方 法 で 得 ら れ た 細 胞 を 用 い 、
CD11c+NK1.1+細胞の IFN-γなどのサイトカ
イン産生能を ELISAで、またアロリンパ球刺
激能を MTTアッセイで検討していく。IKDCは
TNF-related apoptosis -inducing ligand 
（TRAIL）を介して直接腫瘍細胞を傷害する
との報告があり、誘導した細胞上の TRAIL の
発現も検索する予定である。 
 そして、予めマウス大腸癌 MC38 細胞を接
種し腫瘤を形成したマウスに対し、サイトカ
イン等で誘導した CD11c+NK1.1+細胞を皮下
に投与して in vivo での治療を行い、MC38 腫
瘤の大きさを測定して抗腫瘍効果を観察す
る。さらに、治療後に MC38 腫瘤の免疫組織
染色や、腫瘤内浸潤リンパ球の表面マーカー
をフローサイトメトリーで検索することに
より、免疫学的作用機序を検討していく予定
である。 
 
５. 代表的な研究成果 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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