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研究成果の概要（和文）：樹上細胞による死細胞の貪食除去は自己免疫寛容の維持に重要な役割

を果たしている。脾臓においては、CD8α+樹上細胞がその任務を担っていると考えられてきた。
しかしながら、CD8α+樹上細胞は主に T細胞領域に局在し、それがどうやって辺縁帯に集積し
た死細胞を貪食するのかは不明であった。本研究において我々は、死細胞を貪食して、そこに

含まれる抗原に対して免疫寛容を誘導する CD8α+樹上細胞サブポプレーションを同定した。脾
臓の CD8α+樹上細胞の中で特に CD103+, CD207+サブセットは主に辺縁帯に存在して、血中由
来の死細胞を貪食した。死細胞貪食後、この樹上細胞サブセットは T細胞領域に移動して、死
細胞抗原を T細胞にクロスプレゼンテーションした。TLRを刺激することによりこれらの DC
サブセットは消滅し、その結果、CD8α+樹上細胞による死細胞貪食およびそれに伴う、死細胞
抗原の提示が起こらなくなった。サイトクローム C投与により、これらの樹上細胞サブセット
を一過的に欠損させると、死細胞抗原に対する免疫寛誘導が起こらなくなった。以上の結果よ

り、脾臓においては CD8α+樹上細胞の中でも特に CD103+, CD207+サブセットが死細胞貪食お
よびそれに伴う免疫寛容誘導を担っていることが明らかとなった。 
 
 
 
研究成果の概要（英文）：Apoptotic cell clearance by dendritic cells (DCs) plays a crucial role in the 
maintenance of self-tolerance. In spleen, CD8α+ DCs are thought to be responsible for this phenomenon 
by phagocytosing circulating apoptotic cells. However, as CD8α+ DCs are believed to be predominantly 
localized in the T cell zone, it remains unclear how these DCs phagocytose blood-borne apoptotic cells 
accumulated in the marginal zone (MZ). In this study, we identified a subpopulation of CD8α+ DCs 
responsible for tolerance induction to cell-associated Ags. Among splenic CD8α+ DCs, the CD103+, 
CD207+ subset was preferentially localized in the MZ and dominantly phagocytosed blood-borne 
apoptotic cells. After phagocytosis of apoptotic cells, this DC subset migrated into the T cell zone for 
cross-presentation of cell-associated Ags. Stimulation of TLRs induced the disappearance of this DC 
subset. Consequently, CD8α+ DCs neither phagocytosed injected apoptotic cells nor presented 
cell-associated Ags in mice treated with TLR ligands. Transient ablation of this DC subset by 
cytochrome c injection resulted in a failure of tolerance induction to cell-associated Ags, indicating that 
this DC subset is essential for tolerance induction by apoptotic cell clearance. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）死細胞貪食による免疫寛容誘導 
 生体において免疫細胞は、自己と非自己
を認識して非自己を排除する一方、自己に
対しては反応しない免疫寛容状態となって
いる。この免疫寛容の構築維持には中枢お
よび末梢での免疫寛容誘導機構が関与して
いる。自己反応性のT細胞は胸腺において負
の選択によりほとんど除去されるが（中枢
免疫寛容）、この選別は完全でないために
一部の自己反応性T細胞は末梢に放出され
てしまう。末梢において抗原提示細胞はこ
れらの自己反応性細胞に免疫寛容を誘導す
ることにより、自己反応性を抑制している
（末梢免疫寛容）。末梢免疫寛容機構のひ
とつとして、抗原提示細胞の死細胞貪食に
よる免疫寛容誘導という現象が知られてい
る。生体においては組織の新陳代謝などに
より常に細胞死が起きている。抗原提示細
胞はこれら自己の死細胞を取り込み、その
抗原をT細胞に提示することにより、自己抗
原に対する免疫寛容を誘導している。しか
しながら、この死細胞貪食による免疫寛容
誘導機構の詳細は明らかになっていない。 

 
（２）死細胞投与による自己免疫疾患の抑
制 
 我々は、死細胞貪食による免疫寛容の誘
導現象を応用して、自己免疫疾患の動物モ
デ ル で あ る experimental autoimmune 
encephalomyelitis (EAE)の発症を抑制で
きることを見いだしている（Miyake Y. et 
al. J. Clin. Invest. 2007; 117: 
2268-2278）。マウスにミエリンの構成成分
で あ る myelin oligodendrocyte 
glycoprotein (MOG)をアジュバントととも
に免疫するとEAEの発症を誘導できるが、

MOGを強制発現させた死細胞を経静脈的に
前投与しておくことにより、MOG特異的免疫
寛容を誘導し、EAEの発症を抑制できること
が分かった（図１）。我々は現在この実験
系を用いて、死細胞貪食による免疫寛容誘
導のメカニズムについて解析を進めており、
既にこの免疫寛容誘導には死細胞表面に露
出するフォスファチジルセリン依存的な死
細胞貪食が必須であることを突き止めてい
る。 
 
（３）免疫寛容誘導における辺縁帯マクロ
ファージの役割 
 従来、死細胞貪食による免疫寛容誘導に
は樹状細胞が重要であると考えられてきた。
しかしながら、経静脈的に投与した死細胞
は速やかに脾臓の辺縁帯と呼ばれる領域に
集積し、その後消失することから、辺縁帯
に局在する辺縁帯マクロファージが死細胞
処理に何らかの役割を果たしていることが
想定された。そこで、辺縁帯マクロファー
ジ欠損マウスを作製したところ、このマウ
スでは死細胞投与による免疫寛容誘導が起
こらず、EAE の発症が抑制されないことが
分かった。このことより、死細胞投与によ
る免疫寛容誘導には辺縁帯マクロファージ
の存在が必須であることが明らかとなった。
また、辺縁帯マクロファージ欠損マウスで
は脾臓における死細胞の貪食処理に遅延が
生じることを見出した。さらに、生理的条
件下では死細胞は CD8α+樹状細胞に選択的
に貪食されるが、辺縁帯マクロファージ欠
損マウスでは通常死細胞を貪食しない
CD8α-樹状細胞による異常な死細胞貪食が
観察されたことから、辺縁帯マクロファー
ジは過剰な死細胞を貪食処理することによ
り、CD8α+樹状細胞による選択的な死細胞貪



食を制御している可能性が示唆された。 
 
  
２．研究の目的 
（１）死細胞貪食とそれに伴う免疫寛容誘
導機構の解明 
 死細胞貪食による免疫寛容の誘導維持
は、生体の恒常性維持に重要な現象である
にも関わらず、その詳しいメカニズムは不
明である。我々は既に、死細胞投与により
死細胞付随抗原に対して特異的に免疫寛
容を誘導できる実験系を確立している。そ
こで本研究では、この系を用いて死細胞貪
食およびそれに伴う免疫寛容誘導に関し
て、次の二点を中心に解析する。 
①.死細胞貪食に関与する細胞集団の特定 
 生理的条件下において、投与した死細胞
はCD8α+樹状細胞により選択的に貪食され
る。さらに我々は、投与する死細胞数を増
やしても、死細胞を貪食するCD8α+樹状細
胞の数には限りがあることを見出してお
り、CD8α+樹状細胞の中にも死細胞を貪食
できる細胞とできない細胞が存在すると
考えている。そこで、この死細胞貪食能を
もつ細胞集団を分離して、特異的な細胞表
面マーカーを同定する。 
②.死細胞貪食の分子機構の解明 
 上述により特定した死細胞貪食細胞に
特異的に発現する分子の中から、死細胞貪
食に関与する分子を同定する。次に、その
リガンドを死細胞表面分子から決定し、互
いの相互作用を解析することにより、死細
胞貪食の分子機構を解明する。 

 
 
３．研究の方法 
（１）細胞貪食とそれに伴う免疫寛容誘導機
構の解明 
①.死細胞貪食に関与する細胞集団の特定 
 蛍光ラベルした死細胞をマウスに投与し、
脾臓より抗体結合磁気ビーズを用いた
MACS システムにより CD8α+樹状細胞を分取
し、さらにセルソーターを用いて蛍光強度
を指標に死細胞を貪食した細胞と、貪食し
ていない細胞を分離する。それぞれの細胞
を様々な細胞表面マーカーに対する抗体で
染色してフローサイトメーターで解析する
ことにより、死細胞を貪食した細胞に特異
的なマーカーを同定する。 
②.死細胞貪食の分子機構の解明 
 上述により分離した、死細胞貪食細胞と
非貪食細胞のmRNA発現量をmicroarray法に
より比較し、死細胞貪食細胞に特異的に発
現している分子の中から、死細胞貪食に関
与する分子を特定する。比較する細胞はと
もにCD8α+樹状細胞であることから、ほとん
どのmRNA発現量は同じであり、発現量に違

いがある遺伝子の数は極めて少ないと考え
られる。また、死細胞貪食に関与する分子
は細胞表面分子である可能性が高いので、
細胞表面分子に標的を絞って検討を行う。
ここで、死細胞を貪食した細胞のmRNAには
死細胞由来のmRNAが混入してしまう可能性
が考えられる。その場合は、死細胞の代わ
りに人工脂質膜のリポソームを用いること
によりmRNAの混入を回避する。こうして絞
り込んだ候補分子に対する中和抗体を作製
してマウスに投与し、死細胞貪食が阻害さ
れる分子を死細胞貪食に関与する分子とす
る。さらには、この分子のノックアウトマ
ウスを作製して死細胞貪食に異常が生じる
か検討する。次に、死細胞貪食分子とイム
ノグロブリンの融合タンパク質を作製して、
死細胞表面分子の可溶化液より免疫沈降法
により結合分子を分離して、死細胞側のリ
ガンドを決定する。 

 
 
 
４．研究成果 
（１）死細胞貪食に関与する細胞集団の特定 
 脾臓において、死細胞は CD8α+樹状細胞に
より貪食処理される。我々は、投与する死細
胞の数を増やしても CD8α+樹状細胞のうち
たかだか半分しか死細胞を貪食できないこ
とを見出した。このことから CD8α+樹状細胞
の中にも死細胞を貪食できる細胞と、貪食で
きない細胞とが存在するものと考えた。そこ
で、死細胞投与マウスより CD8α+樹状細胞を
分取し、さらに死細胞を貪食した細胞と、貪
食していない細胞を分離し、それぞれの
mRNA発現量をmicroarray法により比較し
た。その結果、死細胞貪食細胞には CD103
および CD207 が高発現していることが分か
った。フローサイトメーターによる解析によ
り、CD8α+樹状細胞のうち約半分が CD103
および CD207 を発現しており、この
CD8α+, CD103+, CD207+樹状細胞が選択的に
死細胞を貪食していることを明らかにした。
また、マウスに尾静脈より cytochrome Cを
投与することにより、in vivo においてこの
CD8α+, CD103+, CD207+樹状細胞が選択的に
欠損することを見出した。CD8α+, CD103+, 
CD207+樹状細胞を欠損させたマウスでは、死
細胞貪食が起こらず、それに伴う免疫寛容誘
導も起こらないことが明らかとなった。これ
までは死細胞貪食およびそれに伴う免疫寛
容誘導は CD8α+樹状細胞が行っていると考
えられてきたが、今回の我々の結果より、
CD8α+樹状細胞の中でも特に CD103+, 
CD207+の細胞がこれらの役割を行っている
ことが明らかとなった。 
 
（２）死細胞貪食後の CD8α+, CD103+, 



CD207+樹状細胞の局在変化 
 脾臓組織切片に対する免疫組織染色によ

る解析の結果、CD8α+, CD103+, CD207+樹状

細胞は通常状態においては主に辺縁帯と呼

ばれる領域に局在し、そこで死細胞を貪食す

ることを見いだした。また死細胞を貪食した

CD8α+, CD103+, CD207+樹状細胞はCCR7の
発現が上昇し、T細胞領域に移動することを
明らかにした。さらにT細胞領域に移動した
CD8α+, CD103+, CD207+樹状細胞はその後速

やかに辺縁帯へと戻ることを見いだした。こ

れまで、死細胞が集積する辺縁帯とT細胞領
域は離れているため、死細胞抗原がどうやっ

てT細胞領域へ運ばれるのかは不明であった
が、我々の解析によりCD8α+, CD103+, 
CD207+樹状細胞が辺縁帯において死細胞抗

原を補食してCCR7依存歴にT細胞領域に運
んでいることが明らかとなった。 
 
（３）CD8α+, CD103+, CD207+樹状細胞によ

る死細胞貪食機構の解析 
 CD8α+, CD103+, CD207+樹状細胞による死

細胞貪食に関与する分子を特定するために、

CD8α+, CD103+, CD207+樹状細胞をハムスタ

ーに免疫して、CD8α+, CD103+, CD207+樹状

細胞表面を認識するモノクローナル抗体を

作製した。この抗体の中から死細胞貪食を阻

害する抗体をスクリーニングし、数クローン

に活性を見い出し、その抗体の認識分子が

Tim3であることを明らかにした。これによ
りCD8α+, CD103+, CD207+樹状細胞はTim3
を介して死細胞を貪食していることが明ら

かとなった。 
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