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研究成果の概要： 
腸管樹状細胞を機能的に細分化し、シグナル伝達機構を明らかにし、炎症性腸疾患との関わり

を検討することを目的として研究を推進した。新たに CD70が活性化型と抑制型樹状細胞を区
別するバイオマーカーとして利用できることが明らかにした。CD70 は消化管粘膜固有層特異
的に存在する樹状細胞集団の一部において高発現しており、他の臓器にはそのような細胞を認

めなかった。更に CD70陽性粘膜固有層樹状細胞は、細胞外 ATPの受容体である P2Xや P2Y
受容体を高発現しており、ATP刺激によって、共培養したナイーブ CD4 T細胞を IL17を高産
生する TH17細胞へと分化させることも見出した。即ち CD70陽性粘膜固有層樹状細胞は“活
性化型樹状細胞”であると考えられた。 
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１．研究開始当初の背景 
 
 クローン病(CD)や潰瘍性大腸炎(UC)は特
定疾患に指定されている免疫難病であり、そ
の膨大な医療費は社会問題となっている。現
在の治療法は、免疫抑制薬や副腎ステロイド
が中心であり、一定の効果はあるものの、免
疫系全体に対する抑制作用などの副作用が
患者にとって不利に働くことが少なくない。
また、非常に厳しい食事療法は患者の QOL
を大きく低下させるものである。したがって、
より選択的、特異的で副作用の少ない治療法
を開発することは緊急の課題となっている。 
 腸内抗原が侵入した際の、免疫系活性化と

抑制の双方の舵をとっているのは、腸管局所
に存在する樹状細胞であると考えられる。近
年、Toll like receptor（TLR）を介するシグ
ナル伝達経路の解明が急速に進み、それによ
る樹状細胞の“活性化”機構は分子レベルで
理解されてきている。我々もこれまで、イン
ターフェロン制御因子(IRF)ファミリー転写
因子群の機能を包括的に解析することで、樹
状細胞の活性化誘導メカニズムの解明に貢
献してきた。即ち、IRF分子は９つのファミ
リー分子から構成されるが、中でも IRF1, 
IRF3, IRF5, IRF7が TLRによる遺伝子発現
に必須であり、かつそれぞれが固有の遺伝子
群を制御しているため、樹状細胞の多彩な活
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性化プログラム発動の根幹を担っているこ
とを示してきた（Honda et al., Nature 
434:1035-1040. 2005, Honda et al., Nature 
434:772-777. 2005, Negishi et al., PNAS 
103: 15136-15141. 2006, Honda et al., 
Nature Reviews Immunology 6:644-658. 
2006, Honda et al., Immunity 25:349-360. 
2006）。したがって IRF ファミリー分子は、
NF-κBと同様、樹状細胞活性化シグナルの中
軸を担っていると言って良いと考えられる。 
 一方最近、副腎ステロイドは、IRF3 と
NF-κB を抑制のターゲットとしていること
が報告されている(例えば Cell 122:707-721, 
2005)。また、IRF5や IRF7の活性化上昇が、
自己免疫疾患の感受性を高めているという
genetic エビデンスも報告されている（例え
ば Nat Genet. 38:550-355, 2006）。更に腸管
に於いては、腸内細菌叢による TLR を介す
る恒常的な刺激が、免疫系を活性化するより
むしろ腸管の恒常性を保っているとの報告
もある(例えば、Cell,2004,118,229-241)。こ
うした事実は、健常な消化管局所においては、
IRF転写因子をはじめとする活性型転写因子
群を抑制する内因性の抑制性因子が存在し
ていることを強く示唆している。しかしなが
ら、樹状細胞があらゆる外的刺激に応じて如
何にしてシグナルを制御しているか、その理
解は甚だ不十分であり、特に抑制メカニズム
については殆ど分かっていない。 
 腸管樹状細胞には、活性型樹状細胞集団と
抑制型樹状細胞集団が存在するというエビ
デンスが報告されている。この腸管特異的
“抑制性樹状細胞”とよぶべき樹状細胞の一
亜群が免疫抑制（トレランス誘導）の根幹を
担っていると考えられ注目されているもの
の、その細胞マーカーが同定されていないた
め、抑制性シグナル伝達機構の本質が理解さ
れにくい状況にあった。したがって、腸管局
所環境における自然免疫系発動と抑制の有
機的な連携に関与する新たな細胞と新たな
ファクターの同定は、炎症性腸疾患の病態理
解と治療法の開発のブレークスルーとなる
可能性があった。 
 
２．研究の目的 
腸管における免疫系抑制機構については、
IL-10や TGF-βによるシグナルと、それによ
る転写因子 Stat3や Smad分子の活性化が重
要との考えが主流である。しかしながら、
Stat3・Smadが如何にして免疫系を抑制する
のか、こうした既知の分子においてすらその
メカニズムの理解は不十分である。腸管局所
において厳密に調整されている複雑なネッ
トワークの制御メカニズムの根幹は、局所の
細胞とその細胞内における活性型・抑制型シ
グナル伝達分子の時空間的制御にあると考
えられる。従って従来の如く、Cell lineや骨

髄細胞を用いた培養細胞を用いた研究では
不十分であり、腸管に局在する樹状細胞を in 
vivoで解析出来るシステムを構築し、その上
で細胞内におけるシグナルの時空間制御メ
カニズムを検討することが必要である。 
 本研究においては、まず腸管特異的抑制性
樹状細胞の characterizationを行うことが第
一目標である。これまで抑制性樹状細胞は抑
制性サイトカインである IL-10を多量に分泌
することが知られているため、IL-10 遺伝子
領域にGFPを knock-inしたマウスを作製す
る。これにより GFPを indicatorとして抑制
性樹状細胞を in vivoで characterizeするこ
とが可能となる。さらに腸管抑制性樹状細胞
における IRF抑制因子を網羅的・系統的に検
索・同定する。同定した分子について、遺伝
子改変マウスを作製し、詳細に検討する。そ
して、上記によって同定した新規因子ととも
に、現在までに腸管における抑制性シグナル
として確立されている IL-10 や TGF-β によ
るシグナルとその転写因子である Stat3 や
Smad 分子の機能について、タイムラプスイ
メージングによる時空間ダイナミクスの解
析を行う。つまり、従来のような単純なシグ
ナル伝達経路の解析ではなく、細胞内小器官
がそれぞれに特異的にシグナルの質、長さ、
強さを厳密にコントロールする場を提供し
ているという概念に立ち、抑制性分子の機能
解析を行う。また、遺伝子誘導プロファイリ
ングも行い、核内での抑制機構も詳細に検討
し、抑制性分子の機能を明確にする。 
 以上で得られた結果を基に、炎症性腸疾患
モデルマウス或いは実際の臨床検体を用い、
抑制性シグナルと抑制性樹状細胞の疾患と
の関わりを検討し、炎症抑制のための選択的、
特異的で副作用の少ない治療法の開発を目
指す。 
 即ち、本研究は IRF転写因子ファミリーの
自然免疫制御におけるこれまでの細胞レベ
ルでの研究成果を発展させ、腸管局所環境に
おける自然免疫系発動と抑制の有機的な連
携に関与する転写因子の時空間的活性化機
構を、生体レベルで明らかにする事を目的と
している。それは、単にノックアウトマウス
のフェノタイプ解析ではなく、最新の細胞・
分子動態イメージングを取り入れ、従来とは
異なった視点から免疫応答系における時空
間的解析を試みるものである。これによって
免疫の制御機構に新しい展開をもたらすこ
とが期待され、学術的にも大きな意義を持つ
と考えられる。 
 
３．研究の方法 
腸管における抑制性樹状細胞を in vivo で
characterizeするとともに、抑制シグナル伝
達機構を時空間的制御の観点から明らかに
し、炎症性腸疾患との関わりを検討するため、



 

 

以下の方法により研究を推進した。 
 
（１）腸管樹状細胞の characterization 
 従来我々が行ってきた手法を駆使して、特
に 腸 管 に お け る 抑 制 性 樹 状 細 胞 の
characterization を行った。これまで抑制性
樹状細胞は抑制性サイトカインである IL-10
を多量に分泌することが知られている。この
ことを手がかりとして、新たな抑制性樹状細
胞のマーカーを検索することから研究を開
始した。具体的には、まず、IL-10 遺伝子領
域に蛍光タンパク質 Venus をノックインし
たマウスを作製した。これにより Venus を
indicatorとして、組織内での抑制性樹状細胞
の局在や挙動を観察する事ができる。また、
抑制性樹状細胞を sorting することが可能と
なり、in vitro での刺激に対する応答性を検
討できる。 
 作製した IL-10-Venus ノックインマウス
を詳細に検討したところ、樹状細胞集団に於
いて IL-10を発現するものは、殆ど認められ
なかった。そこで、 
まず、様々な抗体を用いた FACS解析及び免
疫組織染色→Sorting→機能解析、というサイ
クルを繰り返し、活性化型と抑制型樹状細胞
を区別するバイオマーカーの同定を試みた。 
 同定したバイオマーカーを用いて Sorting
した消化管樹状細胞の遺伝子発現プロファ
イリングを Gene chipをもちいて行った。抑
制性樹状細胞をさらに効率よく単離解析す
る手段を確立すると同時に、詳細に抑制性樹
状細胞の特徴を検討した。また、共培養した
CD4 陽性 T 細胞の分化に与える影響を検討
した。さらに疾患との関連を検討するため、
ex vivoでの遺伝子操作（レンチウイルスベク
ターを用いた）を試み、in vivo移入実験によ
る機能解析を試みた。 
（２）腸管炎症に与える影響 
同定した樹状細胞はTH17細胞誘導性樹状細
胞であった。そこで腸炎モデルにおけるその
影響を検討した。 
（３）新規 IRF 抑制性因子、Stat3、Smad
分子の機能解析 
現在までに消化管に於いて抑制性シグナル
として確立されている IL-10 や TGF-β によ
るシグナルと、その転写因子 Stat3・Smad
分子の機能につき詳細に検討した。まず、IRF
ファミリー分子或いは NF-κB ファミリー分
子との相互作用を検討した。蛍光タグを付け
た分子を用い、分子間蛍光共鳴エネルギー移
動 （ fluorescence resonance energy 
transfer；FRET）解析による細胞質におけ
る複合体形成の検討も行った。さらに Kaede
と呼ばれる特徴ある蛍光蛋白質などを十分
に活用し、タイムラプスイメージングによる
抑制性分子の時空間ダイナミクスの解析を
行った。この際、FRET技術をベースとして、

Stat3や Smad分子の活性化状態を生きた細
胞の中で追跡できる分子プローブの開発・活
用も試みた。これにより in vivo で免疫系情
報伝達分子の時空間ダイナミクスの解明を
試みることが可能となると考えた。 
 以上により IRF ファミリーメンバーの幾
つかが、Stat3 と結合し、その活性を制御す
ることを見いだした。逆に Stat3が IRFファ
ミリー分子の活性を制御することも見出し
た。これを基に、IRF遺伝子欠損マウスある
いは Stat3コンディショナルノックアウトマ
ウスを用いて、その相互作用の生理的役割に
ついて検討した。 
 
４．研究成果 
 TNF受容体ファミリーに含まれる CD70
が、消化管粘膜固有層の樹状細胞の、活性化
型と抑制型とを区別する新たなバイオマー
カーとして利用できることを明らかにした。
CD70は、消化管粘膜固有層特異的に存在す
る樹状細胞集団の一部において高発現して
おり、他の臓器にはそのような細胞を認めな
かった。 
 更に CD70陽性粘膜固有層樹状細胞は、細
胞外ATPの受容体であるP2XやP2Y受容体
を高発現しており、実際 ATP刺激に対して、
IL6, IL23p19等の炎症性サイトカインを高
産生した。さらに ATP刺激は、TGFβ活性
化に関わる Integrin-αVと Integrin-β8を、
CD70陽性細胞に於いて強く発現誘導するこ
ともみいたした。さらに ATP刺激された
CD70陽性樹状細胞は、共培養したナイーブ
CD4陽性T細胞を、IL17を高産生する TH17
細胞へと分化させることも見出した。即ち
CD70陽性粘膜固有層樹状細胞は、TH17細
胞を強く誘導する“活性化型樹状細胞”であ
ると考えられた。これらを論文として発表し
た（Nature. 455:808-12, 2008等）。 
 一方 CD70陰性粘膜固有層樹状細胞は、
IL-10産生性制御性 T細胞を誘導しやすい
“抑制型樹状細胞”であると考えられるデー
タも得られた。すなわち、免疫抑制性サイト
カインである IL-10遺伝子領域に Venusを
knock-inしたマウスを作製し、詳細に検討し
たところ、消化管粘膜固有層に存在する
Foxp3陽性の制御性 T細胞の多くが Venus
陽性であり、CD70陰性粘膜固有層樹状細胞
がその分化に関与していることを示唆する
データを得た（発表準備中）。 
 さらにこれら CD70陽性・陰性粘膜固有層
樹状細胞が、どういった分子メカニズムで
TH17細胞あるいは制御性 T細胞を誘導して
いるのかを更に検討し、腸内細菌の刺激が重
要であるというデータを得た（発表準備中）。 
 IRFファミリーの機能解析に関しては、感
染免疫応答や免疫細胞分化という文脈でさ
らに推進し、幾つかの知見を得た（Nature 



 

 

Immunology 9: 34–41. (2008)や PNAS 
105:20446-51. (2008)など）。 
 IRFファミリーメンバーと Stat3との相互
作用に関しては、特に制御性 T細胞の機能に
おける役割を中心に検討を進めた。それによ
り、Stat3と複合体を形成する IRFファミリ
ーメンバーが、Foxp3陽性制御性 T細胞の機
能発揮に関係する可能性が示唆されるデー
タを得た（未発表）。 
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