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研究成果の概要（和文）：　D-グルコースの異性体である希少糖D-アロースが、サイトカイン産生（IFN-αおよ
びIL-12p40）を主とする形質細胞様樹状細胞（pDC）の機能を抑制することを発見した。D-アロースによる抑制
メカニズムを調べた結果、細胞内シグナル伝達分子の活性化、および糖代謝系が抑制されていることを確認し
た。また、R848誘導型のSLE病態モデルマウスにD-アロースを投与すると、血清中の抗2本鎖DNA抗体価が低下す
る傾向を示した。D-アロースはpDCの機能を抑制することで、SLEモデルの病態形成に対し保護的に働くと考えら
れた。

研究成果の概要（英文）：The rare sugar D-allose, a C-3 epimer of D-glucose, was found to inhibit the
 function of plasmacytoid dendritic cells (pDCs), which are primarily responsible for the production
 of cytokines such as IFN-α and IL-12p40.  We investigated the inhibitory mechanism of D-allose and
 found that activation of intracellular signaling molecules and glycolytic pathway were 
downregulated.  In addition, treatment of R848-induced SLE model mice with D-allose tended to reduce
 the titer of anti-double-stranded DNA antibodies in serum.  These results suggest that D-allose may
 have a protective effect against the pathogenesis of the SLE model by suppressing pDC function.

研究分野：免疫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　免疫細胞に対する希少糖D-アロースの作用を初めて報告した。D-アロースは、形質細胞様樹状細胞のサイトカ
イン産生を著しく抑制する効果を有する。全身性エリテマトーデスに代表される自己免疫疾患では、形質細胞様
樹状細胞によるインターフェロン-α産生の亢進が病態を悪化させる一因となっている。D-アロース標品の使
用、および作用メカニズムの解明は、形質細胞様樹状細胞を標的とする新しい治療手段の開発に貢献すると考え
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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 形質細胞様樹状細胞（pDC）は、微生物あるいは自己の核酸により活性化されると、極めて
多量のⅠ型インターフェロン（IFN）を産生する機能を有する。このⅠ型 IFN産生は、ウイル
スなどの感染時に生体防御反応として機能する。その一方で、このⅠ型 IFN産生は、全身性エ
リテマトーデス（SLE）や尋常性乾癬に代表される、自己免疫疾患の病態形成にも関わってい
る。pDCのⅠ型 IFN産生を誘導するメカニズムが、明らかにされてきた。pDCに発現している
Toll 様受容体（TLR7, TLR9）が核酸を認識すると、細胞内に活性化シグナルが入力される。そ
のシグナルは、アダプター分子（MyD88, IRAK1 など）を介して、最終的に転写因子（IRF-7, 
NFATC3）を活性化させる。続いて、これら転写因子は核内に移行し、Ⅰ型 IFN遺伝子の転写
活性化を誘導する。申請者らは、IκBキナーゼαが pDCのⅠ型 IFN産生に必須であることを
世界に先がけて報告した（Hoshino et al. Nature 440, 949-53, 2006）。IκBキナーゼαは IRF-
7 をリン酸化して活性化する役割を持つことを示した、また、pDCに強く発現している転写因
子 Spi-B が、IRF-7 によるⅠ型 IFN遺伝子の転写活性化を相乗的に増強することを明らかにした
（Sasaki, Hoshino et al. Blood 120, 4733-43, 2012）。さらに、IFN-α4遺伝子プロモーター領
域に Spi-B が結合する位置を特定し、Spi-B と転写コアクチベーターp300の結合が、IFN-α4
遺伝子の転写活性化を相乗的に増強するために必要であることを明らかとした（Miyazaki, 
Hoshino et al. BBRC 525, 477-82, 2020）。 
 
 上述の自己免疫疾患に対する治療手段として、ステロイド薬が使用されている。ステロイド
薬による治療は有効であるが、多くの細胞や組織がステロイド薬により影響を受けるため、副
作用に対する注意が必用である。一方、pDCのⅠ型 IFN産生を抑える方法は、既存の治療法と
比較すると、標的細胞への選択性が高いため副作用も限定的であると考えられる。故に、pDC
のⅠ型 IFN産生メカニズム解明は、pDCを標的とする新しい治療手段の開発に繋がると考え
る。Ⅰ型 IFN産生誘導にかかわる分子群が明らかにされてきたが、これらの分子は pDC以外の
細胞でも機能しているため、pDC選択的な治療手段のターゲットになり得ない状況であった。 
 
 申請者は、香川大学が開発した機能性単糖（希少糖と命名）
を用いて、樹状細胞の反応を調べていた。予備実験において、
D-グルコースのC-3 位エピマーである希少糖D-アロース（図
1）が pDCの TLR7/9 刺激によるサイトカイン（IFN-α, IL-
12p40）産生を著しく低下させることを発見した。一方、pDC
とは異なる機能を持つ通常樹状細胞（cDC）の場合は、TLR刺
激によるサイトカイン（TNF-α, IL-12p40）産生は、D-アロー
スによって低下しなかった。同様に、マウス腹腔内マクロファ
ージのTLR刺激による TNF-α産生も、D-アロースによって低
下が見られなかった。このような背景から、D-アロースが pDC
選択的にサイトカイン産生を抑制するメカニズムを解明する研
究を計画した。 
 
 
２．研究の目的 
 SLE などの自己免疫疾患では、pDCが自己の核酸により活性化され、Ⅰ型 IFNを多量に産生
している。このⅠ型 IFN産生が、自己免疫疾患の病態を悪化させる一因となっている。そのた
め、pDCのⅠ型 IFN産生だけを制御することが、疾患に対する新しい治療手段になると考え
た。本研究では、pDCのサイトカイン産生を選択的に抑制する効果を持つ、D-アロースの作用
メカニズムを明らかにすることを目的とした。本メカニズムの解明は、新しい治療手段を開発
するために必須である。さらに、動物モデルにおいて、D-アロースが免疫機能調整剤として機
能するか検討する。本研究により、pDC機能の亢進が見られる自己免疫疾患に対し、D-アロー
スを用いて pDCの機能制御を行うなど、pDCを標的とする新しい治療手段の探索・開発を目
的とした。 
 
 
３．研究の方法 
（１）D-アロースが pDCのサイトカイン産生を抑制する分子メカニズムを明らかにする。 
 マウス骨髄細胞を in vitro で分化させた骨髄由来樹状細胞から pDCを単離して用いた。pDC
が TLR7/9 リガンドを細胞外からエンドソーム内に取り込み、TLR7/9 によって認識するまで
の過程でD-アロースが作用しているか調べた。続いて、TLR7/9 リガンド刺激の入力により誘
起される、細胞内シグナル伝達分子のリン酸化が、D-アロースにより阻害されるか調べた。 
 



（２）マウス個体におけるD-アロースの pDCに対する作用の検証。 
 D-アロースをマウスに投与し、その直後に pDCを刺激するために1本鎖 RNAを静脈内投与
した。経時的に血清中の IFN-αと IL-12p40 レベルを ELISA で測定し、pDC活性化の指標とな
るサイトカイン産生が、D-アロース投与により低下するか調べた。 
 
（３）マウス病態モデルを用いて、D-アロースの免疫機能制御剤としての作用を検討する。 
 マウスに R848を投与することで誘導する SLE 病態モデルを用いた。病態を誘導する時にD-
アロースを腹腔内投与し、D-アロースが病態の進行に対し保護的に働くか調べた。検査項目と
して、血清中の抗二本鎖DNA抗体濃度、尿中タンパク質濃度、腎糸球体の組織像、脾臓の組
織像、肝臓の組織像、肺の組織像を解析した。 
 
 
４．研究成果 
（１）D-アロースは pDCのサイトカイン産生を抑制する。 
 マウス樹状細胞の培養液として、0.2% (w/v)D-グルコース、あるいは0.2% (w/v)D-アロース
を添加したRPMI1640 培養液を用いた。TLR7リガ
ンド（PolyU と Lipofectamine 2000 の複合体）、お
よび TLR9リガンド（CpG DNA D19 および
ODN1668）で pDCを刺激し、24時間後に培養上
清中の IFN-α、および IL-12p40 濃度を ELISA 法で
測定した。その結果、D-アロースを含む培養液中
で、これらサイトカイン産生が著しく減弱した（図
2）。一方、別のTLR7リガンド（R848, 
Gardiquimod, Loxoribine）で刺激した場合は、これ
らのサイトカイン産生は減弱しなかった。また、
CpG DNA D19 および PolyU 刺激により誘起される
CD86発現の亢進も、D-アロースを含む条件では減
弱していた。 
 
 D-アロースによる pDCのサイトカイン産生低下に
ついて、細胞死が原因であるか調べるために、樹状
細胞をPolyU で刺激後にフローサイトメトリー解析
した。その結果、D-アロースを添加した培養液で
も、D-グルコースと同様の割合で pDCが見られた
（図3）。これらの結果から、pDCのサイトカイン
産生低下は、D-アロースによる細胞死が主たる原因
でないことが考えられた。 
 
 TLR7/9 は pDCのエンドソーム膜上に局在しているため、
TLRリガンドは細胞内に取り込まれる必要がある。D-アロー
スが、TLRリガンドの pDC細胞内への取り込みを抑制してい
るか調べた。Cy5標識した CpG DNA D19 をトレーサーとして
用い、細胞内への蛍光物質の取り込みをフローサイトメトリー
解析した。37℃処理で見られる細胞内へのCy5の取り込み
は、D-アロースを含む条件でも低下しなかった（図4）。D-ア
ロースは、CpG DNAが細胞内に取り込まれた後に、何らかの
阻害効果を発揮することが示唆された。 
 
 続いて、TLR7/9 がリガンドを認識した後で生じ
る、細胞内シグナル伝達分子の活性化を解析し
た。pDCを刺激後に経時的に細胞溶解物を作成
し、NF-kB、およびMAPKファミリーのリン酸化
をウエスタンブロット解析した（図5）。Ｄ-グルコ
ースを含む培養液では、CpG DNA D19 刺激によ
り、Erk1/2、SAPK/JNK、p38 MAPKのリン酸化
が生じた。しかし、D-アロースを含む培養液で
は、D19刺激により生じるMAPキナーゼファミ
リーのリン酸化が減弱していた。MAPKファミリ
ーとは異なり、NF-kB p65 のリン酸化はD-アロー
スを含む培養液でも、D-グルコースを含む条件と
同じレベルで認められた。同様の反応は、PolyU 刺激を行ったケースでも認められた。一方
で、D-アロースによるサイトカインの産生低下が認められないR848刺激を行った場合は、
MAPKファミリーのリン酸化の減弱は見られなかった。これらの結果から、①D-アロースがあ



る条件でもTLR7/9 シグナルが入力されていること、②MAPKファミリーのリン酸化レベルの
低下と、pDCのサイトカイン産生低下に相関関係があることが明らかとなった。 
 
 続いて、MAPKファミリーのリン酸化減弱とサイトカイン産生低下の因果関係について調べ
た。各種MAPキナーゼ阻害薬を加えた条件で pDCを刺激し、培養上清中のサイトカイン濃度
を測定した結果、p38 MAPK阻害剤が濃度依存的に pDCのサイトカイン産生を抑制することが
明らかとなった。D-アロースによるMAPKのリン酸化阻害メカニズム解析が、今後の課題であ
る。 
 
（２）マウス個体におけるD-アロースの pDCに対する作用の検証。 
 C57BL/6NマウスにD-アロースを投与した後でPolyU を静脈内投与し、経時的に採血した。
血清中の IFN-α濃度を測定したが、IFN-α濃度の低下は見られなかった。D-アロースの投与法
（腹腔内投与、静脈内投与）を変えても、D-アロース投与からPolyU 投与までの時間を変化さ
せても（60分、数分）、血清中 IFN-α濃度の低下は見られなかった。本マウスモデルにおいて
D-アロースの pDCに対する反応を見ることは困難である。マウス体内におけるD-アロースの
動態などを調べるなど、新たな検討が必要である。 
 
（３）マウス病態モデルを用いて、D-アロースの免疫機能制御剤としての作用を検討する。 
 C57BL/6Nマウスの左耳に、4週間継続してR848を塗布することで SLE 病態モデルを作成
した。病態の誘導時にD-アロースを投与したマウスでは、血清中の抗2本鎖DNA抗体価が、
コントロールと比較して低下する傾向であった。D-アロースは SLE モデルの病態に対し保護的
に働くと考えられたが、マウス個体数を増やして再検討が必用である。各臓器の組織像は解析
中である。また、本実験で使用したマウス系統は、多くの遺伝子欠損マウス系統の遺伝的背景
となっているC57BL/6Nを使用した。本系統は、R848処理によりマクロファージ活性化症候
群（MAS）様の症状を引き起こす事が報告されている。SLE 病態モデルを解析するために、
BALB/c 系統を用いて再検証が必用である。 
 
（４）D-アロースによる pDCの代謝変化 
 D-アロースによる pDCの代謝変化を細胞外フラックスアナライザーで解析した。D-アロース
存在下では pDCの解糖系が著しく低下し、かつ、ミトコンドリアの酸素消費速度が約20%低
下する結果を得た。また、pDCの ATP量を定量した結果、D-アロース存在下ではATP量が経
時的に減少していた。D-アロースによる pDCのサイトカイン産生低下の一因に、ATP量の低下
も関連することが示された。D-アロースによるミトコンドリアの機能抑制メカニズムについて
も、既知のミトコンドリア阻害剤等を用いる解析が必用である。 
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