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研究成果の概要（和文）：樹状細胞からのサイトカイン産生バランスが，IL-12・IL-23／プロ
スタグランディン E2 の系，IL-10／TNF-αの系，IL-33／ノルアドレナリンの系により制御さ
れていることを新たに明らかにした．NK-T 細胞は，その脂質抗原認識能を介して，内臓脂肪
症候群（特にタイプ II 亜群）で促進的な役割を果たしており，動脈硬化症では，MR1 拘束性
亜群が CD1d拘束性亜群をネガティブに制御している可能性を見いだした． 
 
研究成果の概要（英文）：We demonstrated that balances of cytokines are negatively or 
positively regulated in dendritic cells with a unique combination such as IL-12/23 
production by prostaglandin E2, IL-10 by TNF-α, and IL-33 by noradrenalin.  We also 
found that NK-T cells (especially type II subset) play an accelerating role in visceral fat 
syndrome.  In atherosclerotic model, CD1d-restricted NKT cell subset seemed to be 
negatively regulated by MR1-restricted NKT cell subset. 
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１．研究開始当初の背景 
   我々は BALB/cマウス Th1サイトカイン
である IFN-γ，Th2サイトカインである IL-4
で前処理し，抗原である α-galactosyl- 
ceramide (α-GC)を取り込ませた樹状細胞
(DC)で NK-T細胞を刺激すると，それぞれの
サイトカインとは逆方向の偏倚指向性のサ

イトカインの産生増強を示すことを見いだ
し（IFN-γは IL-4↑;	 IL-4は IFN-γ↑），NK-T
細胞のサイトカイン産生にはネガティブフ
ィードバックが働いていると推測された．	 
 
２．研究の目的 
   そこで，このメカニズムを明らかにし，
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NK-T 細胞の獲得免疫応答をカウンターレギ
ュレーションすることで，より良い免疫応答
の誘導が可能となるのではないかと考えた．
すなわち，NK-T 細胞が，早期・大量に産生
するサイトカインは，次いで生じる獲得免疫
応答の質・強度を規定することから，DC お
よび NK-T細胞を標的とした免疫増強や抑制，
さらには自己免疫疾患や炎症性疾患の制御
や治療が可能となるのではないかと考えた．	 
	 
３．研究の方法 
	 （１）DC-NK-T細胞・ネガティブフィード
バック機構で働く分子の解明：Th1/Th2サイ
トカイン処理（in vitro, in vivo）後の DC上
の補助刺激分子，抑制性受容体の発現をフロ
ーサイトメトリーで，細胞内シグナルを Rho, 
p38 MAPK, JNK, GSK-3等に対する阻害剤
をプローブとして検索した．	 
（２）各種サイトカイン，Toll様受容体（TLR）
リガンド，生理活性物質処理 DCの応答と
NK-T細胞の機能修飾：各物質単独あるいは
複合処理後の DCの機能修飾を，NK-T細胞
刺激能や免疫偏倚との関連で解析した．産生
サイトカイン・ケモカインの解析に当たって
は，フローサイトメトリーを利用した多種類
同時測定の系を用いた． 
（３）臓器特異的自己免疫疾患モデルマウス
を用いた NK-T細胞制御の応用：自己免疫性
肝炎（Con A），自己免疫性ぶどう膜網膜炎
（EA U）ではオステオポンチン（OPN）が
病態の重症化に関与していることをこれま
で明らかにしてきた．一方，NK-T細胞活性
化後の遺伝子発現プロフィールから，通常の
T細胞に比較して大量の OPNを発現してい
た．OPNの発現を低下，あるいは NK-T細
胞機能をネガティブフィードバック機構に
より修飾することで病態制御を試みた．EAU
は６週齢 B6♀マウスに，ヒト視細胞間レチノ
イド結合蛋白質ペプチド(hIRBP1-20)	 200µg を
完全アジュバントとともに側腹部皮下に免
疫し，同日に百日咳毒素 0.1µg を腹腔内投与
することによって誘導した．翌日よりマウス
を散瞳後、眼底を観察し，Thurau らの基準に
従って、臨床経過をスコア化（0~4）した．
また，眼球についてはグルタールアルデヒド
前固定／フォルマリン後固定後，パラフィン
切片を HE 染色し，病理組織学的評価（0~4）
を行った．また，NK-T細胞の分化に対する
OPNの影響についても解析した．	 
	 	 	 
（４）生活習慣病マウスモデルにおける NK-	 
T細胞機能の研究	 
	 ①内臓脂肪症候群モデル： C57BL/6 (WT)， 
Jα18-/-，CD1d-/-の各系統のマウスに高脂肪餌
（High fat diet; HFD：脂肪含量 32%）また
は対照群として普通餌（Standard fat diet; 
SFD：脂肪含量 4.3%）を 18週間給餌し，体

重を経時的に測定した．臓器重量は採材時に
秤量し，顕微鏡切片を作製し，HE，Oil-red-O
染色を行い，脂肪沈着量や細胞サイズの定量
化を行なった．肥満マウスの耐糖能やインス
リン抵抗性の評価は，経腹腔耐糖能試験
(IPGTT)やインスリン耐性試験(ITT)を行っ
た．IPGTTは負荷後 0, 30, 60, 120分で血糖
値を測定し，ITTは絶食／インシュリン静注
後同様に採血し，血糖値を測定した．	 	 
	 ②動脈硬化症モデル：動脈硬化症自然発症
apoE単一欠損（SKO）と，MR1も欠損した
二重欠損（DKO）の 2系統のマウスに，それ
ぞれ SFDまたは HFDを 8週から 5週間給
餌し，13週齢で大動脈の連続凍結切片を作製，
Oil red O染色後，病巣面積を定量比較した．
SKOおよびDKOのCD1d拘束性NK-T細胞
の動態を調べる目的で、若齢及び成熟マウス
の肝臓・脾臓の CD1d拘束性の typeⅠ,Ⅱ
NK-Tの割合を算出した．さらに，活性化を
調べる目的でCD69陽性細胞の割合を算出し
た．NK-T細胞は、α-GC負荷 CD1d-	 dimer+ 

/TCR+の分画を TypeⅠNK-T，NK1.1+ 

/TCRβ+の分画を全 NK-Tとし，typeⅡNK-T
細胞は，[全 NK-T(%)] – [typeⅠNK-T(%)]に
より算出した．	 
	 
４．研究成果	 
	 	 （１）DC-NK-T細胞・ネガティブフィー-
ドバック機構で働く分子の解明：考えられる
メカニズムを下図に示す．	 

	 	 （２）各種サイトカイン，TLR リガンド，
生理活性物質処理 DCの応答と NK-T細胞の
機能修飾 
	 ①IL-12・IL-23/PGE2：IL-17 は，IL-23
刺激下に NK-T細胞からも産生され，自己免
疫疾患の進展に影響を与え得る．我々は，
prostaglandin E2（PGE2）存在下に分化させ
た DC は LPS 刺激により，Erk 経路のシグ
ナルの減弱を伴って，IL-23 産生が対照群に
対して減少することを見いだした（Immuno- 
logy 2010）．また Erk 経路の阻害剤 U0126

 



存在下で LPS 刺激した場合，対照群に対し
て IL-12 が増加，IL-23 が減少した．すなわ
ち，DC を介した NK-T 細胞からの IL-17 産
生を減少させる新規の方法が開発された．	 
	 
	 ②IL-10/TNF-α： DCからの抗炎症性サイ
トカイン IL-10 産生は，TNF-α-/-マウスで低
下しており，外来性に添加した TNF-αは，
TNF-α-/-マウス由来 DCの低下していた TLR
刺激による IL-10産生を回復させた．この際
Erk,	 p38 MAPK (p38),	 Akt等の活性化の回
復を伴うことが判明した．一方 Erk,	 p38, 
PI3Kの阻害剤は，TLRリガンド刺激による
野生型 DCからの IL-10産生を低下させ，こ
れらのキナーゼが TNF-α受容体（TNFRI）
下流にあって IL-10産生に関与していること
を明らかにした．NK-T細胞は TNF-αを産生
することから，DC からの IL-10 産生にも影
響を与える可能性が高く，新たなフィードバ
ック制御の可能性が示唆された (Cell 
Immunol 2011)．	 
	 
	 ③IL-33/noradrenalin：IL-33は IL-1ファ
ミリーに属する Th2 免疫偏倚に重要な役割
を有する新規サイトカインであり，DC から
LPS刺激により産生される．分担者の柳川は，
IL-33産生がノルアドレナリン（NA）等のカ
テコールアミンの同時刺激によって著明に
亢進することを見いだした（J Immu- nol 
2010, Brains Behav Immun 2011）．この現
象はアゴニストや阻害剤を用いた実験からβ2
受容体→cAMP→PKA 経路によるものであ
ることが判明した．ストレスとアレルギーを
繋ぐ重要な知見であるとともに，NK-T 細胞
は交感神経やそのトランスミッターである
NA にも影響を受けることが知られているこ
とから，この制御ループにも関与しているこ
とが強く示唆される．	 
	 
	 （３）臓器特異的自己免疫疾患モデルマウ
スを用いた NK-T細胞制御機能	 
	 自己免疫性ぶどう膜網膜炎（EAU）の誘導
時にOPNの発現を siRNAで低下させた場合，
臨床スコア・組織病理スコアともに有意に低
下した．一方，NK-T 細胞欠損マウスではむ
しろ臨床スコアは上昇し，NK-T細胞は EAU
では beneficialな効果を有していると考えら
れた．この点は，Con A肝炎モデルとは異な
っていた．OPN-/-マウス胸腺では NK-T 細胞
の成熟過程に障害が生じ（stage II→IIIにブ
ロック），NK-T細胞数の低下を，また末梢で
はGATA3/NF-ATc系を介して IL-4産生の低
下を来すが示された（PNAS 2008）．ネガテ
ィブフィードバック機構を応用した制御法
については，背景系統の違いから BALB/cで
成功した方法は適用出来なかったため，抗
Qa-1b 抗体の投与あるいは OCH/α-GC の複

合投与等，別のアプローチを適用すべきと考
えられた（Ohtaら 2005）．	 
	 
	 （４）生活習慣病マウスモデルにおける
NK-T細胞機能の研究	 
	 ①内臓脂肪症候群モデル：Jα18-/-はWTと
同様の体重増加を示し，一方全ての CD1d拘
束性 NK-T 細胞を欠損する CD1d-/-では有意
に低い体重増加しか示さなかったことから，
typeII NK-T細胞が食餌誘導性肥満（DIO）
で主たる役割を果たす，あるいは type Iの機
能を完全に代替出来る，と考えられた．HFD
摂食下では，過剰な脂質抗原が直接経路で，
あるいは自己脂質抗原を介した間接経路に
より，NK-T 細胞が活性化されていることが
推測される．WTや Jα18-/-マウスでの脂肪肝
や脂肪細胞の肥大の状態から，NK-T 細胞が
肝における非アルコール性脂肪肝炎や脂肪
組織の慢性炎症を増強させていることが考
えられた．その結果，WTや Jα18-/-マウスで
は，耐糖能異常やインスリン抵抗性がより顕
症化しているものと考えられた（下図）． 

②動脈硬化症モデル：DKOマウスでは SKO
マウスよりも動脈硬化症の病巣面積は有意
に拡大することが明らかとなった．この背景
には，CD1d拘束性 NKT細胞（NKT）の若
齢からの自然活性化と，老齢マウスでの疲弊
によるアナジーが存在することが判明した．
MR1 分子の欠損により，MR1 拘束性 NKT
細胞（MAIT）が欠損するが，野生型では
MAIT を介した NKT の活性制御により病巣
進展の抑制がなされていると推測された
（MAIT	 ⇄	 NKT の直接あるいは DC を介在
した間接的な相互制御）．また，MAIT が動
脈硬化病巣の進展を直接抑制する可能性も
残されており，細胞移入による検討が必要で
ある．	 
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