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研究成果の概要（和文）：NKT細胞は胸腺における分化成熟の過程で既にエフェクター機能を獲得（エフェクタ
ー分化）しており、活性化に伴い迅速にサイトカインを産生する。一方で、一部のNKT細胞は未分化なまま末梢
組織へと移り、環境の変化に応じて種々のNKTサブセットへと組織で分化する可能性が示唆されていた。しか
し、未分化NKT細胞に関する研究は乏しく、そのような細胞の局在や維持機構は不明であった。本研究では未分
化能を有する可能性がある骨髄NKT細胞に着目し、その特徴や機能について解析を実施した。骨髄環境への依存
度の高さに起因するとされる事象から解析が難航したが、その生理的重要性の解明につながる基盤を構築するこ
とができた。

研究成果の概要（英文）：NKT cells acquire the effector function during thymic development and thus 
rapidly produce high amount of cytokine under activation. A previous report suggested that 
peripheral NKT pool contains “uncommitted NKT cells” which differentiate into functional subsets 
depending on the environment. However, the detail about uncommitted NKT cells still remain unknown. 
In this study, we have focused on bone marrow (BM)-resident NKT cells which be expected to carry the
 uncommitted potential, and analyzed for specific marker and function. Although our project has been
 difficult because BM-NKT cells more highly sensitive for the environment change, we could 
successfully gain several data which lead to the elucidate for physiological importance of 
uncommitted NKT cells. 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
NKT細胞は活性化に伴い迅速かつ多量のサイトカインを産生することで強力な免疫不活化作用をもつ。このこと
から、抗腫瘍免疫の分野や感染症ワクチン分野における臨床応用に注目が集まっている。本研究で詳細に解析を
進めた骨髄NKT細胞の未分化能についての解析結果は、未分化な状態での末梢NKT細胞の維持や増殖手法の手がか
りになることが期待され、治験やトランスレーショナル研究として推進されているNKT細胞研究を強くサポート
する。よって当研究は学術的にも社会的にも有意義な成果を残すことができたといえる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
NKT 細胞は T 細胞の亜集団であり、多様性に乏しい固有の T 細胞抗原受容体（TCR）を発現

する。通常の T 細胞がペプチドを認識するのに対し、NKT 細胞は TCR を介して糖脂質を認識
しており、外来微生物の含有する外来性糖脂質やストレス応答により産生される内因性糖脂質
によって活性化することが知られている。NKT細胞はT細胞と同様、胸腺にて分化成熟するが、
胸腺で既にエフェクター細胞へと分化しており、末梢で活性化した際は迅速に特異的サイトカ
インを産生することができる。エフェクターT 細胞である Th1、Th2、Th17 細胞と同様に NKT
細胞も NKT1、NKT2、NKT17 細胞と呼ばれ、特異的な転写因子制御下でサブセット特異的サ
イトカインを産生する。NKT1 細胞は T-bet、NKT2 細胞は PLZF、そして NKT17 細胞は RORγt
であり、それぞれ IFNγ（NKT1）、IL-4、IL-13（NKT2）、そして IL-17（NKT17）を産生する。 
近年の研究成果により、NKT 細胞は種々の末梢組織において異なったサブセットバランスで

存在することがわかってきた。例えば、肝臓や脾臓では NKT1 細胞が大部分を占めるのに対し、
肺やリンパ節では他の組織と比較して NKT17 細胞の割合が高いことがわかっている。また、腸
間膜リンパ節では NKT2 細胞が多い。一方で、ひとたび炎症応答が引き起こると、免疫応答の
タイプに応じてこのサブセットバランスに乱れが生じることがわかっており、既にサブセット
分化した NKT 細胞群でバランスの乱れが生じるメカニズムについては不明であった。 
我々は一部の NKT 細胞は胸腺にて成熟する前に未分化 NKT 細胞として末梢組織に移行する

可能性について報告している（Kimura Y. M et al. Nature comm. 2018）。また、末梢の NKT 細
胞集団の中には上述したサブセットを規定する転写因子の発現が全て低い集団が存在すること
を見出しており、未分化 NKT 細胞が環境変化に応答してサブセットバランスに変化を促してい
ることが考えられた。しかし、転写因子の低発現集団は極々少数であり、各々のサブセットが既
に組織に存在するという背景から、未分化能の有無について迫ることが非常に困難であった。 
 
２．研究の目的 
 組織常在性 NKT 細胞の解析を進める中、骨髄に存在する NKT 細胞が上述の NKT サブセッ

トと異なり、種々の特異的転写因子群の発現が軒並み低いことを見出していた。我々は骨髄が未
分化 NKT 細胞のリザーバーとして機能していると仮定し、その機能と重要性について明らかに
することを目的とした。NKT 細胞の未分化能についてのアプローチとしては、NKT 細胞が糖脂
質である αガラクトシルセラミド（αGalCer）で活性化した際に特異的に分化する濾胞性ヘルパ
ーNKT（NKTFH）細胞に着目した。NKTFH細胞は上述の NKT1、NKT2 そして NKT17 細胞と
は異なる NKT サブセットであり、他のサブセットと異なり胸腺内では NKTFH 細胞は認められ
ない。よって NKTFH 細胞は末梢 NKT 細胞の分化成熟の指標となり、NKT 細胞の未分化能につ
いて明らかにすることが可能となる。本研究では未分化NKT細胞として骨髄NKT細胞を用い、
分化成熟の有無に関するパラメータとして NKTFH 細胞分化能に着目した。 
 
３．研究の方法 
(1) 骨髄 NKT 細胞の特徴に関する解析 
① 骨髄 NKT 細胞の RNA シークエンス解析と特異的分子の探索 
② 骨髄 NKT 細胞のサイトカイン産生 
 

(2) 骨髄 NKT 細胞の細胞動態についての解析 
① 骨髄 NKT 細胞の骨髄定着時期とその後の細胞数変動 
② αGalCer 投与後の骨髄 NKT 細胞数の変動 
 

(3) 骨髄 NKT 細胞の欠失による影響ついての解析 
① 骨髄 NKT 細胞の特異的細胞膜分子を標的とした抗体介在性細胞除去による影響 

 
(4) 骨髄 NKT 細胞の分化能についての解析 
① 骨髄 NKT 細胞養子移入マウスへのワクチン投与と NKTFH 細胞分化能の有無について 

 
４．研究成果 
 本研究成果により、骨髄 NKT 細胞は脾臓 NKT 細胞とは遺伝子プロファイルが大きく異なる
ことが明らかとなった。特異的分子としては Ly-6c や CD81 といった膜分子が高発現しており、
他の組織 NKT 細胞にはない表現系を有していた。また、転写因子群も骨髄環境に適応する特異
的遺伝子の発現が認められた。一方で、タンパク質レベルで低発現であった各々の NKT サブセ
ットを規定する転写因子群は RNA レベルではさほど低発現ではなく、脾臓 NKT 細胞との有意
な差はなかった。その点に関して、骨髄 NKT 細胞の刺激に伴うサイトカイン産生を調べたとこ
ろ他の組織 NKT 細胞と同様に産生したことから、骨髄 NKT 細胞における転写因子発現制御に
は骨髄の環境が深く関与している可能性が示唆された。また、RNA シークエンス解析結果の多



面的解析により骨髄 NKT 細胞が機能的亜集団に分けられ、各々の集団で機能が異なる可能性が
示唆された。 
 骨髄 NKT 細胞の個体発生を詳細に解析する為、生後のマウス骨髄における NKT 細胞数の変
動を解析した。結果、生後間も無く骨髄へ集積を始めおおよそ 5 週齢前後には骨髄細胞中の割
合が安定することがわかった。また、αGalCer 投与後の骨髄 NKT 細胞は末梢 NKT 細胞と同様、
一時的な減少を示した。この結果は NKT 細胞の性質として一般的に認知されている TCR のダ
ウンレギュレーションが原因と考えられる。一方で、投与後の骨髄は NKT 細胞によって産生さ
れる過剰なサイトカインが原因とみられる一時的な造血異常が認められた。よって骨髄 NKT 細
胞の活性化に伴った機能解析にはワクチンおよび αGalCer 投与後を標的とするのは困難である
という結論に至った。 
 次に骨髄 NKT 細胞を欠損するマウスを解析する為、抗 Ly-6c 抗体、ならびに抗 CD81 抗体を
投与することで骨髄 NKT 細胞の除去を試みた。しかしながら、両者とも投与によって骨髄 NKT
細胞を除去することはできなかった。特異的除去が困難であった為、骨髄 NKT 細胞を NKT 細
胞欠損マウスへ移入することで骨髄 NKT 細胞再構築マウスの作成を試みた。しかし移入骨髄
NKT 細胞は移入翌日には全身より消失しており、移入細胞を検出することができなかった。対
象で移入した脾臓NKT細胞は少ないながらも検出されたことから、上述の骨髄環境が骨髄NKT
細胞の生存や維持において必須である可能性が示唆された。 
本研究期間内に骨髄 NKT 細胞の生体における重要性を明らかにすることができなかったが、

今後の研究・解析の基盤となる基礎データを得ることができた。今後は NKT 細胞の機能解析の
為の in vitro NKTFH 細胞分化培養系を樹立することで、骨髄 NKT 細胞の未分化能および重要
性について研究を推進させる。 
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