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研究成果の概要（和文）：「リンパ節内ではLTi細胞の刺激を受けたMRCがFDCに分化する」という作業仮説を立
て、液性免疫の成熟・維持に果たすLTi細胞の役割を実験的に証明する計画を着想した。RANKL(Tnfsf11)発現細
胞の追跡実験から、リンパ節、パイエル板においてRANKL陽性MRCがFDCに分化することを証明した。また、
ILC3/LTi細胞特異的なRorcエンハンサー領域の同定に成功し、LTI 細胞特異的な減少マウスの樹立に成功した。
また、FDC特異的レポーターマウスの作出にも着手した。一方、LTi細胞由来シグナルによる FDC分化への寄与に
ついては解明できていない。

研究成果の概要（英文）：We succeeded in proving differentiation of FDCs from MRC in both lymph nodes
 and Peyer's patches using inducible RANKL(Tnfsf11)-fate mapping system. We also succeeded in 
establishing ILC3/LTi-specific decreased mouse model focusing on ILC3/LTi-specific enhancer region. 
However, relationship between FDC differentiation and LiT cell function was not clarified yet.  

研究分野： 免疫学

キーワード： LTi細胞　FDC　MRC　RORgt

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
FDCは抗原特異的B 細胞の成熟に必須の線維芽細胞であるが、その由来や分化経路は不明な点が多い。本研究に
より、FDCの由来が　MRCであることが明らかとなった。現在作出中のFDC特異的なレポーターマウスを活用する
ことにより、FDC特異的な分子群や生体内における機能がより詳細に解明できる。また、これまでILC3/LTi細胞
特異的な欠損マウスモデルが存在しなかったが、本研究により「二次リンパ組織形成には影響がなく、LTi細胞
のみが特異的に減少したマウス」モデルの作出成功したため、成体リンパ組織におけるLTi細胞の機能解明が飛
躍的に進むと期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 免疫記憶の原理を利用したワクチンは 18 世紀のイギリスの医学者 Edward Jenner の独創的か
つ挑戦的な試みののち、全世界広く受け入れられ、感染症の制圧という多大なる貢献に至った。
現在のワクチンはアジュバントを使用し、自然免疫細胞の非特異的な活性化に伴う免疫原性の
増強を期待したものである。そのため、炎症に起因する発熱や倦怠感などの副反応を避けて通る
ことができない。また、昨今問題となっている子宮頸がんワクチン接種者の神経障害のように、
アジュバントと副作用の因果関係を完全に否定しきれず、ワクチン摂取率の改善が期待できな
いというジレンマを抱えている。現在、「副作用の少ないアジュバント開発」や、「アジュバント
を使用しないワクチンの開発」は我々免疫研究者のみならず全人類にとり魅力的な命題である。  
 濾胞樹状細胞（Follicular Dendritic cell=FDC）はリンパ節やパイエル板、脾臓などの２次リンパ
組織のB細胞濾胞に存在する非血球系の間
葉系細胞である。FDC は細長く伸長させた
樹状突起上に捕捉した抗原をB細胞に提示
することで B 細胞をクローン増殖させ、抗
原に対する高親和性抗体の産生を促進す
る。FDC はケモカイン CXCL13 を発現し、
ナイーヴB細胞の濾胞への遊走を促進する
機能も有する。現在では、FDC は液性免疫
の成熟に不可欠なストローマ細胞として
広く受け入れられており(Cyster, Immunol. 
Rev, 2000)、FDC の機能とワクチン効果の密
接な関連を想像することは難しくない。
FDC の起源や分化シグナルについては議
論が多い。リンパ節の辺縁部には Marginal Reticular Cell (MRC)と呼ばれるストローマ細胞が存在
する(Katakai, J. Immunol, 2012)。MRC は B 細胞濾胞が形成される前からリンパ節に存在する。
Bejenoff らのグループは遺伝学的な fate mapping の手法を用い、MRC が FDC の前駆細胞である
ことを実験的に証明した（Jarjour. JEM, 2014）。しかし、B 細胞濾胞のサイズや免疫応答の大き
さを規定する FDC がどのようなシグナルを介して MRC から分化するか完全には証明されてい
ない。LTi（Lymphpid Tissue inducer）細胞はリンパ節形成に必須の転写因子 RORgt を発現する３
型自然リンパ球(ILC3)であり、リンパ節や脾臓などの成熟２次リンパ組織にも残存する（Sawa, 
Nat Immunol.,2011）。 
 LTi 細胞は成熟リンパ節内のうち MRC近傍や濾胞間に局在する。MRC は TNF ファミリーサ
イトカインの一種 RANKL を豊富に産生し、リンパ節中の LTi 細胞は RANKL の受容体 RANK
を高発現する。また、LTi 細胞は Lymphotoxin (LT) a1b2を発現し、MRC は LTa1b2の受容体 LTbR
を発現する。つまり、LTi 細胞と MRC は解剖学的な近位で RANKL と LTa1b2というシグナルを
双方向性に授受し、リンパ節内でコミュニケーションを取り合っていると考えられる（図 1）。
本研究では「リンパ節内では LTi 細胞の刺激を受けた MRC が FDC に分化する」という作業仮
説（図１）を立て、液性免疫の成熟・維持に果たす LTi 細胞の役割を実験的に証明する計画を着
想した。 
 
２．研究の目的 
 本研究はリンパ節における FDC の分化プロセスを MRC および LTi 細胞との細胞間ネットワ
ークの観点から解明し、FDC の分化促進や機能増強を介した新世代ワクチン療法への道を開拓
することを目的とする。具体的には、以下 3項目のマイルストンを設定し、step-by-step で「FDC
の分化促進や機能増強を介した新世代ワクチン療法」への道を開拓する。① 独自マウスを用い
た MRC-FDC 間の細胞系譜関係の検証② LTi 細胞数の人為的減少および増加が FDC分化に与え
る影響を検証③ FDC分化に必要なシグナルの検証および in vitro における標的分子の探索 
 
３．研究の方法 
①MRC-FDC 間の細胞系譜関係の検証 （令和元年度） 
 Bejenoff らのグループは Wnt1-Cre マウスによる遺伝学的な Fate mapping 法で耳介リンパ節の
MRC が FDC の前駆細胞であることを証明した(Jarjour, JEM, 2014) が、耳介以外のリンパ節に
おいては Wnt1 発現履歴が担保されておらず、MRC と FDC の細胞系譜関係の普遍性は担保され
ていない。申請者は MRC が RANKL を発現すること（Katakai, J. Immunol, 2012）に注目し、
Tnfsf11tTA/+マウス を樹立した。本マウスは RANKL をコードする Tnfsf11 遺伝子の開始コドン直
下に tetracycline transctivator (tTA)遺伝子をノックインしたマウスである。tTA 自身は tetracycline 
responsible element(TRE)と呼ばれる応答領域に作用し、遺伝子発現を誘導するが、Tetracycline 系
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の薬剤の存在下では TRE への結合が阻害され、遺伝子発現が遮断される Tet-OFFシステムであ
る。一方、TRE の下流で Cre を発現可能な LC-1 マウス（Schonig, Nuc Acid Res, 2002）は in vivo
における Tet-OFF 遺伝子発現調節を可能にするマ
ウスモデルとして知られる（図２）。申請者はこれ
まで本手法を用い、ILC3 における時期特異的な
Cre 発現系を樹立した実績がある（Sawa, Science, 
2010）。本研究項目では Tnfsf11tTA/+マウスを LC1 マ
ウス、Rosa26-tdTmato マウスと交配して３重変異
マウス（Tnfsf11tTA/+;LC1;Rosa26-tdTmato マウス）を
作出する。Tnfsf11tTA/+;LC1;Rosa26-tdTmato マウスに
tetracycline系薬剤のdoxycycline (dox)を時期特異的
に投与することで RANKL を発現する MRC のみ
を tdTomato で標識・追跡可能であることを利用し、
出生直後に標識された細胞が６週齢マウスの B 細
胞濾胞内に局在するか組織学的に検討する。 
 
② LTi 細胞が FDC分化に与える影響の検証（令和元-令和 2年度） 
 本研究では、リンパ節 B 細胞濾胞形成や FDC分化に与える LTi 細胞の影響を検証するため、
以下の実験を計画している a) Gain of Function 研究計画①で述べた MRC を特異的に標識した
新生児 Tnfsf11tTA/+;LC1;Rosa26-tdTmato マウスに RORgt-EGFP BACTgマウス（Lochner, Sawa, JEM, 
2008）のリンパ節から単離採取した LTi 細胞を移入し、４週間後の B 細胞濾胞の形成や FDC へ
の分化促進度を蛍光顕微鏡で観察するとともにフローサイトメーターで B 細胞および FDC数を
定量する。申請者らの過去の研究では LTi 細胞は２週間で 50％ずつ新規細胞と入れ替わること
が明らかとなっており（Sawa, Science, 2010）、移入後４週間目には約 25％の LTi 細胞が体内に生
着していると見積もっている。b) Loss of Function申請者が最近開発した ILC3-iDTR マウスはリ
ンパ節形成や T 細胞分化に影響を与えることなく、時期特異的に LTi 細胞を除去可能なマウス
モデルである。６週齢の ILC3-iDTR マウスに 200ng のジフテリア毒素(DTx)を腹腔内投与し、リ
ンパ節 B 細胞濾胞の形成および FDC を組織学的に検証する。 
 
③ FDC分化に必要なシグナル、標的分子の探索（令和 2-4年度）過去の報告では LTbRシグナ
ルが FDC分化に重要な役割を果たすことが明らかになっている(Krautler, Cell, 2012; Jarjour, JEM, 
2014)。本研究では。リンパ節より FDC を単離し、分化に必須の役割を果たす分子群の同定を目
指す。 
 
 
４．研究成果 

①MRC-FDC 間の細胞系譜関係の検証  
Tnfsf11tTA/+;LC1;Rosa26-tdTmato マウスに tetracycline 系薬剤の doxycycline (dox)を時期特異的に投
与することで RANKL を発現する MRC のみを tdTomato で標識・追跡可能であることを利用し、
出生直後のリンパ節内およびパイエル板に出現した Tnfsf11 (RANKL)陽性細胞の運命追跡実験
を行なった。 
 リンパ節においては生後 4週後の皮膜直下に tdTomato陽性細胞が確認され、これらの細胞は
接着分子MAdCAM-1陽性であった。解剖学的な位置関係とマーカー分子から、これらの tdTomato
陽性細胞は辺縁細網細胞（Marginal Reticular Cell=MRC）であると結論づけた。さらに、10週齢
まで追跡すると、tdTomato陽性細胞は辺
縁部から B 細胞領域内に連続しつつ侵
入し、発達した樹状突起を有した形状を
示した。さらに、これらの B 細胞領域内
の tdTomato陽性細胞は FDC-1, CD35 を
発現することを免疫染色によって確認
した。以上から、これらの B 細胞領域内
の tdTomato 陽性細胞は濾胞樹状細胞
（Follicular Dendritic Cell=FDC）である
と結論づけた。以上から、リンパ節内に
おいては出生直後に出現したRANKL陽
性細胞に由来する MRC を経て FDC へ
と分化することが確認できた。 
 パイエル板においては、生後 4週後の
上皮直下に存在するドーム領域におい
て tdTomato 陽性細胞が確認された。解
剖学的な位置関係とマーカー分子から、

Tnfsf11tTA ; LC-1*CEA"#%
Dox,M2CreP-1LDE)+
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図3：出生直後から標識し、６週齢まで運命追跡した
Tnfsf11tTA/+;LC1;Rosa26-tdTmatoマウス のパイエル板に
おけるRANKL発現履歴を有する線維芽細胞。上皮直下
に存在するだけでなく、パイエル板のドーム内部まで
侵入した線維芽細胞の存在を確認できる。



 

 

これらの tdTomato陽性細胞は我々が過去に報告した M 細胞誘導細胞(M cell inducing cell=MCi 細
胞)に一致する（Nagashima, Sawa, Nat Immunology, 2017）。さらに、6週齢まで追跡すると、tdTomato
陽性細胞は辺縁部からドーム内部に連続しつつ侵入し、発達した樹状突起を有した形状を示す
繊維芽細胞が出現することが明らかとなった（図 3）。 
ごく最近報告されたパイエル板線維芽細胞の単一細胞遺伝子発現解析に関する論文では、MCi細
胞をパイエル板における MRC として位置づけており、パイエル板においても MRC が FDC の前
駆細胞として機能しうることを Trajectory解析により示唆している(Prados, Nat Immunol., 2021)。
以上から、パイエル板においても出生直後に出現した RANKL陽性細胞に由来する MRC/MCi 細
胞を経て FDC へと分化すると推察された。 
  
② LTi 細胞が FDC分化に与える影響の検証 
 
Gain of Function 
RORgt-EGFP BACTgマウス（Lochner, Sawa, JEM, 2008）のリンパ節から単離採取した LTi 細胞を
野生型 C57BL6/J マウスに移入し、EGFP 陽性細胞がリンパ節内に存在するか否かを検討した。
10匹の RORgt-EGFP BACTgマウスよりした LTi 細胞を採取し、レシピエントマウス 1匹あたり
1x104の LTi 細胞を移入し、1 週間後の生着を評価したが、リンパ節内に EGFP 陽性細胞は確認
できなかった。野生型マウスへの移入実験にはより多くのドナー細胞を準備する必要があり、当
該実験は中止した。 
 
Loss of Function 
ILC3-iDTR マウスへの腹腔内
ジフテリア毒素投与により、
小腸 ILC3 は 40％-60％減少す
る。しかしながら、表在リン
パ節における ILC3であるLTi
細胞に対する除去効果は極め
て効果が薄いことがわかっ
た。そこで、ILC3 特異的な
RORgt エンハンサー領域の解
析 を 行 い 、 Rorc 領 域 の
Conserved Non-coding 
Sequence (CNS) 領 域 に
ILC3/LTi 細胞特異的なエンハ
ンサー領域（Peak1）の同定に
成功した。Peak1 を欠損する
マウスはパイエル板、リンパ
節などの二次リンパ組織形成に影響を与えないが、リンパ節における CD3-B220-細胞分画におけ
る RORgt high CD127+の LTi 細胞が激減する（図 4）。ILC3/LTi 細胞を特異的に減少したマウスモ
デルとして有用と考える。現在、Peak1KO Tnfsf11tTA/+;LC1;Rosa26-tdTmato マウスを作出し、MRC
の FDC への分化に与える LTi 細胞の機能を検討中である。 
 
③ FDC 分化に必要なシグナル、標的分子の探索リンパ節中の繊維芽細胞における FDC の割合
は 1％以下であり、表面マーカー分子を用いた単離が極めて困難である。まず、FDC に発現する
ことが知られている CXCL13 レポーターマウスを用いた FDC 単離を試みた。まず、既報の
CXCL13- Cre/tdTomato BAC Tg マウス(Onder, Immunity, 2017)を導入し、リンパ節 B 細胞領域にお
ける tdTomato陽性細胞の検出を試みた。しかし、B 細胞領域およびMRC に多く存在すると想定
された tdTomato 陽性細胞はほとんど観察されず、本実験を遂行するうえでは不適切なマウスモ
デルと判断した。そこで、Cxcl13-ERT2Cre ノックインマウスの作出に着手した。本マウスは
Cxcl13 アミノ酸コード領域内に ERT2Cre遺伝子を 1st Met以下ノックインしたものである。現
在、マウスのスクリーニング作業を進めている。続いて、繊維芽細胞の中では FDC 特異的に発
現することが知られている CD35 をコードする Cr1 遺伝子のレポーターマウスの作出に着手し
た。マウスにおいて Cr1遺伝子は Cr2遺伝子のスプライシングバリアントとして転写、翻訳され
る。そこで、Cr1遺伝子の exon2内にフレームを一致させた tdTomato-hDTRノックインコンスト
ラクトを作出した。今後、CXCL13, CR1ダブルレポーターマウスを樹立し、FDC 特異的な可視
化および除去マウスの作出を試みる。 
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図4： ILC3特異的なエンハンサーであるPeak1を⽋損したマウスはリンパ節、パイ
エル板は正常に形成されるが、成熟したLTi細胞（RORgt high CD127+)を⽋失する。
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