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研究成果の概要（和文）：プラズマサイトイド樹状細胞(pDC)は生体の IFN-α産生の大部分を担
い、ウィルス感染のみならずさまざまな免疫疾患に関与することが示唆されている DC 分画であ

る。本研究では、抑制型および活性化型受容体による pDC の制御機構を明らかにすることを目

的とした。その結果、抑制型 PIR-B が、TLR9 シグナルを直接抑制するのではなく、TLR9 刺激に

よりオートクラインによって産生されるインターフェロンのシグナル伝達を抑制していること

を明らかにした。 

 
 
研究成果の概要（英文）：Plasmacytoid dendritic cells (pDCs) produce type I interferons 

(IFNs) in response to viral nucleic acids to exert antiviral immunity. In the present 

study, we showed that an inhibitory major histocompatibility complex class I receptor, 

paired immunoglobulin-like receptor (PIR)-B, suppressed TLR9-mediated IFN-α production 
by inhibiting the positive feedback mechanism of IFN-α secretion. 
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１．研究開始当初の背景 

ウィルスや細菌などの外来性抗原に対する

生体の防御システムである免疫機構は、マ

クロファージや好中球を主体とする前感作

なしに反応する自然免疫と、B 細胞や T 細

胞などリンパ球を主体とする抗原特異的な

応答を行う獲得免疫の２つ大別される。と

りわけ獲得免疫は、生体の中心的な防御機

構であり、DC による抗原の取り込みと、リ

ンパ球への抗原の提示により開始される。

DC には数種類の分画が存在しており、本研

究でとりあげる Plasmacytoid dendritic 

cell (pDC)は、抗原提示能は低いが、生体

のIFN-α産生の大部分を担っているDC分画
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である。IFN-αはウィルス排除に必須なサ
イトカインとして知られており、ウィルス

肝炎などの疾患治療に用いられているが、

感染防御のみならず、ナチュラルキラー細

胞やマクロファージ、細胞傷害性 T 細胞の

活性化など免疫系の活性化に重要な役割を

果たしている。pDC の特徴は、ウィルスや

細菌に多く含まれる CpG-DNA 配列を認識す

る Toll-like receptor (TLR) 9 を高発現し

ていることで、他の DC と異なり TLR9 を介

して細胞内に取り込まれた CpG-DNA がすぐ

に分解されず、エンドソーム内に長く留ま

ることで IFN-αの高産生につながることが
明らかにされている。 

 本研究でとりあげる免疫グロブリン様受

容体 PIR-B は、過剰な免疫応答を制御する

抑制型受容体である。申請者らはこれまで

PIR-B を欠損した pDC が、CpG-DNA 刺激によ

り野生型 pDC と比較して IFN-αを多量に産
生することを突き止めている。一方、活性

化型受容体に会合する膜サブユニット分子

も、TLR9 のシグナルを抑制することが報告

されている。膜サブユニット分子には、Fc 

recetpor γ鎖(FcRγ)、DAP12 および DAP10

の３種類が存在しており、このうち FcRγお
よび DPA12 が、TLR9 シグナルを抑制してい

ることが判明しているが、これまで細胞の

活性化に関与するとされているサブユニッ

ト分子が、なぜ pDC の TLR9 シグナルを抑制

するのか、その詳細は不明なままである。

また DAP10 の関与も不明なままである。そ

こで申請者らは PIR-B を欠損した pDC およ

び膜サブユニット分子のうち、まだ報告の

ない DAP10 に加えて DAP12 を欠損した pDC

において、野生型と比較し共通して発現が

変動しており、TLR9 シグナルとの関連が不

明な約 50 遺伝子をマイクロアレイによっ

て見いだした。 

 一方、ごく最近になり IFN-αはレジオネ
ラ菌の排除に必須であることが報告され

た。レジオネラ菌は主として肺胞マクロフ

ァージ内で増殖し、高齢者に易感染性でか

つ重篤な肺炎を起こすことが知られてい

る。肺内にも pDC が存在するが、その関与

は不明なままである。 

 
２．研究の目的 
pDC における新たな制御機構の解明 

 本研究計画は、これまで pDC においては

報告のないレジオネラ菌感染をモデルとし

て、PIR-B および活性化受容体に会合する

サブユニット分子と、その下流の新たな関

連分子による pDC の制御機構を明らかにす

ることを目的とした。 

 

３．研究の方法 
抑制型および活性型受容体による pDC制御機

構の解明 

(1)TLR9 シグナル伝達の解析 

野性型マウス(C57BL/6)、PIR̶B欠損(Pirb-/-)

マウスおよび me/v マウス、さらに Fc 受容体

γ鎖(FcRγ-/-)マウス、DAP12 欠損(DAP12-/-)マ
ウスおよび DAP10 欠損(DAP10-/-)マウスより

pDC を誘導・採取。活性化型サブユニットに

ついては単独欠損に加えて FcRγ/DAP12-/-マ
ウスおよび FcRγ-/-/DAP12-/-/10-/-マウスから
もpDCを誘導・採取し、IFN-α産生およびTLR9
下流のシグナル伝達経路について、ウェスタ

ンブロット法により検討することで、PIR-B

および活性化サブユニット分子群が TLR9 シ

グナルに与える影響を検討した。 

(2)PIR-Bおよび膜サブユニット分子欠損pDC

におけるレジオネラ菌感染実験 

pDCにおいて代表的な細胞内寄生菌であるレ

ジオネラ菌の感染実験を行った。また PIR-B

や膜サブユニットに会合する受容体そのも

のがレジオネラ菌と結合するかどうかも検

討した。 

(3)PIR-B による pDC 分化制御機構の解析 

pDCはマウス骨髄からサイトカインFlt3-Lを

用いて誘導するが、Pirb-/-マウスから誘導さ

れる pDC 細胞数が増加していた。そこで Flt3

シグナル伝達を検討した。 

 

４．研究成果 

(1)TLR9 シグナル伝達の解析 

はじめに野生型(B6)と Pirb-/-pDC において

TLR9 発現量をフローサイトメトリーで確認

した。両者に有意な差は認められなかった。

次に、B6 および Pirb-/- pDC の機能を検討す

る目的で、TLR9 リガンドである CpG-A 刺激下

に 24 時間培養し、培養上清中の IFN-αを
ELISA 法にて測定した。その結果、CpG-A 刺

激に対する Pirb-/-pDC による IFN-α産生が亢
進していた（図１）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
  図１B6 および Pirb-/-pDC における IFN-α産生 

 



pSTAT1 

pSTAT2 

B6 Pirb!/!!

pp38!

p38!

pErk1/2!

Erk1/2!

0 30 60 120 10 0 30 60 120 10 

B6 Pirb!/!!

0 10 30 60 5 0 10 30 60 5 

min 

min 

STAT1 

STAT2 

IP:PIR-B 

B6 Pirb!/!!

0 120 60 0180 120 60 180 

IB:4G10 

IB:PIR-B 

IB:SHP-1 

min 

D!

A! B!

C !

B6 Pirb!/!!

0 60 30 0120 60 30 120 

pIKK"!

#!actin 

min 

 

pSTAT2 

B6 Pirb!/!!

0 30 60 120 10 0 30 60 120 10 

STAT1 

STAT2 

B6 Pirb!/!!

0 120 60 0 60 120 

pSTAT1 

IP: PIR-B 

IB:4G10 

IB:PIR-B 

IB:SHP-1 

min 

B!A!

 

以上の結果から CpG-A 刺激に対する Pirb-/- 

pDC の機能が亢進していることが明らかとな

った。 

 続いて pDC 内の TLR9 シグナル伝達におけ

る PIR-B の関与について検討した。pDC にお

いては CpG-A による TLR9 刺激から IRF-7 の

リン酸化を経て，直接 IFN-αが産生される経
路以外に，産生した IFN-αが自己分泌作用に
より IFN-α受容体（IFNAR）に作用し IRF-7
が産生され，それが大量の IFN-α産生へとつ
ながるというポジティブフィードバック経

路の存在が明らかになっている。そこでまず

CpG-A で刺激後、B6 および Pirb-/- pDC を、ウ

エスタンブロッティング法を用いて炎症性

サイトカイン産生につながる分子である p38

および Erk1/2 のリン酸化の状態を確認した。

しかしながら、B6 に比べて Pirb-/- pDC でリン

酸化の減弱を認めた(図２A)。同様に CpG-A

刺激から直接 IFN-α産生につながる分子であ
る IKK-αについてそのリン酸化の状態を確認
したところ、野生型に比べて Pirb-/- pDC でリ

ン酸化の減弱を認めた（図２B）。そこで PIR-B

が IFNAR を介したポジティブフォードバック

経路に与える影響を調べるため、IFNAR シグ

ナルの下流に存在する STAT1 および 2のリン

酸化を経時的に観察した。その結果，STAT1

および 2ともに刺激後 2時間からリン酸化が

亢進し、PIR-B 欠損によりその程度は著しく

増強していた（図 2C）。さらに CpG-A 刺激に

より PIR-B の細胞内チロシンリン酸化状態が

亢進するかどうかを経時的に検討した。pDC

から免疫沈降法にて PIR-B を抽出し、ウエス

タンブロッティング法を用いてそのチロシ

ンリン酸化の状態を 4G10 抗体にて観察した。

その結果、刺激後にリン酸化は亢進していた

（図 2D）。以上の結果から PIR-B は CpG-A 刺

激時にチロシンリン酸化が増強し、STAT1 お

よび 2のリン酸化にも影響を与えていると考

えられた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     図２(A-D) TLR9 シグナル伝達解析 

 

次に、pDC を IFN-α刺激したときの IFN 受容
体下流のシグナル伝達における PIR-B の関与

について検討した。pDC を IFN-αで刺激した
ときの STAT1 および 2のリン酸化を経時的に

観察した。その結果、STAT1 および 2 ともに

刺激後 30 分からリン酸化が亢進した。また

STAT2 に関しては PIR-B 欠損によりその程度

は著しく増強していた（図 3A）。そこで，IFN-α
刺激により PIR-B の細胞内チロシンリン酸化

状態が亢進するかどうかを経時的に検討し

た。その結果、刺激後にリン酸化は亢進して

いた（図 3B）。また PIR-B の細胞内に会合す

る SHP-1 も経時的に増強していた（図 3B）。

以上の結果から、PIR-B は TLR9 シグナル伝達

を直接抑制しているのではなく、ポジティブ

フィードバックで産生される IFN-αのシグナ
ル伝達も抑制していることが判明した。 

 
 
 
 
 
 
    図３ IFN-αシグナル伝達解析 

 

(2)PIR-Bおよび膜サブユニット分子欠損pDC

におけるレジオネラ菌感染実験 

レジオネラ菌感染に pDC が反応するかどうか
を検討した。レジオネラ菌感染後 pDC は微量
のサイトカイン産生を認めたが、野生型およ
び Pirb-/-pDC 間には明らかな差は認められな
かった。さらに PIR-B とレジオネラ菌との結
合を検討したが、明らかな結合は認められな
かった。レジオネラ菌感染では PIR-B の関与
は低いと考えられた。 
 

(3)PIR-B による pDC 分化制御機構の解析 
pDCはB6およびPirb-/-マウスより骨髄細胞よ
り、Flt3-L 刺激下で 8 日間培養し、誘導する
が、得られた細胞数は再現よく Pirb-/-FLDC
は野生型に比べて約 2 倍の細胞数であった。 
そこで、PIR-B が pDC の分化を制御している
と考え、経時的に pDC の細胞数をみたところ、 
培養６日までは細胞数および割合ともに不
変であったが、６日から８日にかけて増加し
ていることが判明した。そこで PIR-B の発現
をみたところ、培養４日目の未熟 pDC ではほ
とんど認められなかったが、培養６日以降に 
発現が亢進してくることが判明した。そこで
培養６日目の未熟 pDC において Flt3 下流の
シグナル伝達分子を解析した。Flt3-L 刺激後
に Shc、Erk1/2 および STAT3 のリン酸化をみ
たところ、いずれの分子 Pirb-/-pDC において
有意に亢進していた（図 4）。以上の結果から、
PIR-B は pDC の分化後期を抑制していること
が判明した。 
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     図３ FLt3 シグナル伝達解析 

 
当初、レジオネラ菌感染に対する pDC の反応
性については受容体の関与は低かったが、 
今回の研究から PIR-Bが I型 IFNおよび Flt3
の２つのサイトカインを制御することによ
り、pDC の分化および機能を制御しているこ
とが明らかになった。この成果は pDC に発現
する抑制型受容体の新たな作用を示すもの
として高く評価され、米国血液学会誌である
Blood(120:3256-3259, 2012)に掲載された。 
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