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研究成果の概要（和文）： 本研究課題では、表皮の樹状細胞であるランゲルハンス細胞（LC）

の前駆細胞を同定し、毛嚢が物理的刺激に応答してケモカインを発現し、LC前駆細胞を皮膚に

動員する免疫機能を有することを明らかにした。この過程で無毛マウスであるTACE cKOマウス

を解析し、独立した研究論文として発表した。本研究の流れで、LC機能を解析し、LCは表皮タ

イトジャンクションの間から樹状突起を伸ばして細菌抗原を獲得し、液性免疫を誘導すること

を証明した。この免疫応答は実験的ブドウ球菌性熱傷様皮膚剥脱症を予防した。 
 
研究成果の概要（英文）：  Langerhans cells (LC) are epidermal dendritic cells with 
incompletely understood origins that associate with hair follicles (HF) for unknown 
reasons. In this work, we showed that mouse HFs recruited Gr-1high monocyte-derived LC 
precursors (pre-LCs), whose epidermal entry was CCR2/6 dependent, whereas CCR8 inhibited 
LC recruitment. Distinct HF regions differentially expressed CCR2/6 ligands. The isthmus 
expressed CCL2, the infundibulum expressed CCL20, and keratinocytes in the bulge produced 
the CCR8 ligand, CCL8. Thus, distinct HF keratinocyte subpopulations promote or inhibit 
LC repopulation via differential chemokine production, a feature also demonstrated in 
humans. LCs/Pre-LCs failed to enter hairless skin in both mice and humans, establishing 
HFs as LC portals, a new paradigm in leukocyte trafficking and regulation of skin 
inflammation (Nat Immunol, in press). To prove the above findings, we generated and 
characterized TACE/Sox9 mice, which develop progressive alopecia, and have reported 
mechanisms of hair loss as an independent manuscript (Stem Cells, in press). Furthermore, 
during this series of work, we functionally characterized LCs. We showed that LCs extend 
their dendrites through epidermal tight junctions to uptake skin surface bacteria-derived 
toxin to induce neutralizing antibodies that protected mice from experimental 
staphylococcal scalded skin syndrome (Ouchi et al. J Exp Med 2011). 
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１． 研究開始当初の背景 
ランゲルハンス細胞(LC)は定常状態では皮
膚局所で自己複製すると信じられているが、
そのnicheは見つかっておらず、その存在は
樹状細胞領域の最大の関心の一つであった。
我々はこれまで langerin陽性細胞を一過性
に消去できる Langerin-DTRマウスを用いLC
の復帰動態を詳細に解析してきた。また、
Langerin-DTRを用いた骨髄移植モデルを確
立し、LCの復帰動態には毛嚢を経由した二つ
の独立した経路が存在することを観察した。
この過程で、最近報告された LCに分化する
Gr-1high単球とは異なる表現型を持つ LC前駆
細胞候補を発見した。LC前駆細胞は表皮に到
達するまでに毛母部と毛嚢隆起部の二カ所
を anchoring pointとしながら、 LCに分化
していく過程が観察された。これらのことか
ら毛嚢に LCを皮膚に動員する機序が存在す
ることを考え、研究開始に至った。 
 
２．研究の目的 
(1) LC前駆細胞の由来を明らかにする。 
(2) LC前駆細胞がどのようなメカニズムで毛
嚢によって皮膚に動員され、表皮内に侵入す
るのかを明らかにする。 
(3) LC前駆細胞を動員する毛嚢側のメカニズ
ムを明らかにする。 
(4) ヒトの毛嚢で同様のメカニズムが存在
するのかを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
ランゲルハンス細胞消去後の復帰動態のモ
ニタリング： LCを一過性に消去しうる
Langerin-DTRマウスにてLCがどのように表
皮に復帰するかをモニタリングする手法を
用いた。 
Langerin-DTRマウスを用いた骨髄移植：
Langerin-DTRマウス表皮に復帰してくるLC
が骨髄由来であることを示すために
Langerin-DTRマウスをレシピエントとした
骨髄移植の実験系を確立した。すなわち、
Langerin-DTRマウスをCD45.1背景に交配し
た。このマウスをレシピエントとし、コンジ
ェニックマーカーであるCD45.2マウスの骨
髄を移植し、骨髄由来のLCの復帰動態を確
認した。 
ランゲルハンス細胞前駆細胞の起源の解
析：LC前駆細胞の起源を明らかにするために、
Lysozyme M-Creマウスを利用した。このマウ
スとCAG-CAT-eGFPマウスを交配することで、
単球・マクロファージ前駆細胞のマーカーの
一つであるLysozyme Mを発現した細胞を
fate mapすることができる。また、Lysozyme 
M-CreマウスをROSA26-DTA（ジフテリア毒素
A）マウスに交配することで、Lysozyme Mを
発現した細胞を選択的に消去しうるマウス

も作製した。これらのマウスの骨髄を利用し
て、Langerin-DTRマウスをレシピエントとし
て骨髄移植を行い、Lysozyme Mを発現する細
胞がLCになりうるかを検討した。また、
Gr-1high単球がLCになりうることが過去に報
告されている。我々の前駆細胞とGr-1high細
胞の関係を示すために、LysM-eGFPマウスの
骨髄よりCD115+ Gr-1high細胞を分離し、
Langerin-DTRマウスに移植し、eGFP陽性の
LCが発生するか検討した。 
ケモカイン依存性の解析： LC前駆細胞が表
皮復帰の際に必要とするケモカインレセプ
ターの同定を試みた。すなわち、CCR1、2、5、
6、8をそれぞれ欠損するCD45.2マウスの骨
髄を上記の手法でLangerin-DTRマウスに移
植し、その復帰動態を解析した。 
ランゲルハンス細胞前駆細胞の復帰動態の
生体内観察：LC前駆細胞の復帰動態を２光子
顕微鏡を駆使し、観察した。これを行うため
に、全ての組織でeGFPを発現するマウス
（CAG-eGFPマウス）の骨髄をLangerin-DTR
マウスに移植し、テープストリップ刺激を加
えた後、直後もしくは数時間～十数時間以降
から観察した。 
毛嚢ケラチノサイトサブセットの分離：マウ
スの毛嚢を新しいマーカーも利用し、毛嚢間
表皮、漏斗部、峡部、毛隆起部、毛隆起部基
底層上部細胞に染め分け荒れるようマーカ
ーを解析した。これらマーカーを利用し、フ
ローサイトメトリーを用い毛嚢ケラチノサ
イトを５サブセットに分離し、リアルタイム
PCRにてケモカインの発現を明らかにした。 
無毛皮膚移植：LC前駆細胞が表皮に浸潤する
ために毛嚢が必須の構造かを検討するため、
まず無毛マウスを作製した。すなわち、
Sox9-CreマウスとTACEfl/flマウスを交配し、
毛嚢幹細胞でTACEを欠損するTACE/Sox9マ
ウスを作製した。TACE/Sox9マウスの皮膚を
用い、野生型コントロールとともにヌードマ
ウスに移植し、LCの復帰を観察した。 
ヒト毛嚢の遺伝子発現解析：ヒトの毛髪サン
プルを利用し、LCもしくはLC前駆細胞の動
員に必要なケモカインの遺伝子発現解析を
行った。検体は倫理申請のもと行った。ヒト
毛嚢はマウスと解剖学的に若干異なり、数量
も多く取れないため、実態顕微鏡下で必要な
部位に分離し、遺伝子発現解析を行った． 
ヒト無毛皮膚でのランゲルハンス細胞の解
析：本研究では毛嚢とLCの関係を明らかに
したが、ヒト検体を利用し、毛嚢が無い状態
がLCに及ぼす影響を検討した。正常頭皮、
円形脱毛症、および瘢痕性脱毛症の毛嚢間表
皮でのLCの数をCD1a染色を基に解析した。 
ランゲルハンス細胞機能の解析：LCが司る経
皮液性免疫応答の解析は、外来抗原の代表で
あるovalbumin (OVA)に加え、ブドウ球菌由



 

 

来毒素の表皮剥脱毒素（exfoliative toxin, 
ET）の組換え蛋白を抗原としてパッチテスト
の要領で行う「パッチ免疫」の手法を用いた。
マウスの耳に5日おき、3回パッチ免疫を施
行した後、ELISA法にて血中抗体を検出した。 
上記の方法で得られた液性免疫の機能を示
すため、我々が過去の報告を改変して確立し
た実験的staphylococcal scalded skin 
syndrome（SSSSの）系を確立した。すなわち、
成体マウスの腹腔内にETを投与すると投与
後3時間程度で体幹皮膚にびらんを生じ、ヒ
トSSSSの病態を再現することが出来た。ET
のパッチ免疫された野生型マウスと、LCを欠
損させたLangerin-DTRマウスにてSSSSの発
症を比較検討した。 
 
４．研究成果 
表皮唯一の樹状細胞である LCの前駆細胞を

同定し、毛嚢がこれらの細胞を動員する免疫

機能を有することを明らかにした。毛嚢の免

疫機能を明らかにしたのは本研究が初めて

である。 

(1) 骨髄移植の系を駆使し、LC前駆細胞が

Lysozyme Mで fate mapしうる細胞であるこ

とを突き止め、これらの細胞は炎症に反応し

て表皮に動員されることが分かった。

Lysozyme M陽性細胞を恒久的に消去する

Lysozyme M-DTAマスを作成し、このマウスの

骨髄をドナーとして用いた骨髄移植実験で

は、LC前駆細胞が出現しないことを確認した。 

以前骨髄の Gr-1high CD115high細胞がランゲル

ハンス細胞の起源として報告された。我々が

同定したpre-LCとGr-1high細胞との関係を

明確にするため、Lysozyme M-eGFPマウスか

らGr-1high CD115high細胞をLangerin-DTRに移

植した。レシピエントの LCを消去した後に

TNCBで LC前駆細胞を誘導したところ、

Lysozyme M-eGFP陽性の LC前駆細胞および

LCが表皮に浸潤し、我々の同定した LC前駆

細胞は Gr-1high細胞に由来することが分かっ

た。LC前駆細胞は表皮に動員される際、ケモ

カインレセプターであるCCR2とCCR6を必要

とし、CCR8を欠損するとランゲルハンス細胞

の数がむしろ増加した。 

(2) CAG-GFPマウスの骨髄をLC欠損マウスに

骨髄移植し、テープストリップ刺激を受けた

耳にGFP陽性の白血球が浸潤する様子を２光

子顕微鏡で観察すると、LC前駆細胞を含む骨

髄系細胞は１時間以内に劇的に毛嚢に劇的

な集積を示した。このデータは、毛嚢が骨髄

系細胞を動員するメカニズムを有している

ことが強く示唆された。 

(3) LC前駆細胞を動員する毛嚢側のメカニズ

ムを明らかにするため、毛嚢ケラチノサイト

サブセットを分離する必要が生じた。我々が

発見した毛嚢マーカーであるEpCAMと既存の

マーカーを利用し、毛嚢と表皮細胞を5サブ

セットに分離したところ、LC前駆細胞の動員

に必要なケモカインが異なる場所で発現し

ていることが分かった。進行性に脱毛を来す

TACE cKOマウス皮膚を利用し、LC前駆細胞

の復帰のためには毛嚢が必須であることを

証明した。また、ヒト毛嚢内でもケモカイン

の発現は分担されており、LCの維持には毛嚢

が必須であることを示した。 

(4) ヒト毛嚢でも上記のようなメカニズム

が存在するのか検討した。正常人頭髪サンプ

ルから毛嚢を５つの部位に顕微鏡課にて分

け、RNAを抽出した上で遺伝子発現解析をお

こなった。マウスで LC前駆細胞を動員する

ために必要だったケモカインを解析したと

ころ、ヒト毛嚢にもケモカイン発現に特化し

ている部位が存在した。また、円形脱毛症に

おいて毛嚢を攻撃するT細胞はケモカインレ

セプターCXCR3を発現していることが知られ

ている。このレセプターのリガンドである

CXCL4、CXCL9、CXCL10、CXCL11の発現解析を

行ったところ、やはり毛嚢の特定の部位、毛

球部上部に特異的に発現していることが解

った。さらに、正常頭皮、円形脱毛症（可逆

性脱毛）、瘢痕性脱毛症（不可逆性脱毛症）

表皮にて LCの解析を行った。正常頭皮と円

形脱毛症の毛嚢間表皮では LCが存在したの

に比較して、瘢痕性脱毛症では表皮内の LC

がほぼ消失していた。これは、我々がマウス

にて示したコンセプトがヒトにも応用でき

ることを強く示唆した。（Nature Immunology, 

in press）。 

また、本研究のために作成した無毛マウスで

ある TACE cKOを解析し、独立した研究論文

として発表した (Stem Cells, in press)。

その論文では、毛嚢幹細胞から TACEを欠損

させると、毛嚢幹細胞を維持することができ

ず、マウスは次第に完全脱毛となることを証

明した。また、その機序には EGFRシグナリ

ングが関わっていることが示唆された。 

本研究の流れで、ランゲルハンス細胞の液性

免疫の機能を解析し、ランゲルハンス細胞は

表皮タイトジャンクションの間から樹状突

起を伸ばして細菌抗原を獲得し、液性免疫を

誘導することを証明した。タイトジャンクシ

ョンバリアが破綻していないマウスの耳に

ETをパッチ免疫すると、LCはタイトジャン

クションを貫いて ETを獲得し Th2型の液性

免疫を誘導した。この免疫応答は ETを全身

投与する実験的 SSSSを予防し得た。重要な

ことに、ETパッチ免疫を受けるも、LCを欠



 

 

損させた Langerin-DTRマウスは液性免疫を

誘導することができず、ET全身投与にて実験

的SSSSを発症した。LCが誘導した抗ET IgG1

はin vitroにてETの中和活性を有している

ことを証明した。これはより生理的な状態の

in vivo系でLCの抗微生物免疫を世界に先駆
けて示した論文である。（Ouchi et al. J Exp 

Med, 2011） 
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