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研究成果の概要（和文）： 

 我々は形質細胞様樹状細胞に優位に発現する SiglecH 遺伝子座に、蛍光タンパク質遺伝子あ
るいは creレコンビナーゼ遺伝子を挿入することで生理的条件下の細胞標識を行い、本細胞の
生体内での動態解析を試みた。樹立した遺伝子改変マウス系統の蛍光タンパク質発現および
cre レコンビナーゼ発現は、形質細胞様樹状細胞に限定されず、他の樹状細胞サブセットにも
見られた。故に、この方法による形質細胞様樹状細胞の特異的な標識は不可能であることが示
めされた。形質細胞様樹状細胞を標識するためには、他の遺伝子座を対象とすべきである。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In order to track plasmacytoid dendritic cells (pDCs) in vivo, we generated 
SiglecH-fluorescent protein and SiglecH-cre recombinase knock-in mice, in which genes 
for a fluorescent protein and a cre recombinase were knocked into the gene locus of a 
SiglecH expressed highly in pDC. In SiglecH-fluorescent protein knock-in mice, 
fluorescent-positive cells were detected not only in the majority of pDC, but also in 
a small population of CD8+ dendritic cells in spleen and Peyer's patches. We observed 
all of the blood cells analyzed were tdRFP-positive in SiglecH-cre: 
Rosa-loxP-STOP-loxP-tdRFP mice, which carry cre-expressing tdRFP-positive cells. These 
data suggest that we cannot label and track pDCs in vivo by use of these knock-in mice. 
I propose that we choose other genes highly and specifically expressed in pDCs, and 
generate new knock-in mouse line to label pDCs in vivo. 
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１．研究開始当初の背景 
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ーの TLR7と TLR9を発現しており、核酸刺激
により IFN-αや IFN-βを含む大量の I型 IFN
を産生する特性を持つ。この pDCによる I 型
IFN 産生は、ウイルス感染に対して防御的に
作用するばかりでなく、全身性エリテマトー
デス（SLE）等のある種の自己免疫疾患の病
態形成にも重要な役割を果たしていること
が明らかにされている。pDC の特性を制御す
る分子機構、および、pDC の生体内での活性
化、動態の制御機構を解明することは、これ
らの疾患の制御にとって非常に重要である
が、不明の部分が多い。 
 pDCの特性である TLR7/9のシグナルによる
I 型 IFN 産生誘導に機能する分子として、転
写 因 子 interferon regulatory factor-7
（IRF-7）が同定されており、我々は、セリ
ンスレオニンキナーゼの IκB キナーゼα
（IKKα）が IRF-7 活性化に必須であること
を明らかにしている(Hoshino et al. Nature 
2006)。さらに、pDC に高発現している Ets フ
ァミリー転写因子 Spi-B が、IRF-7 と協調し
て I型 IFN遺伝子プロモーターを活性化する
こと、また pDCの成熟分化にも関与すること
を見出している。我々は、pDC に特異的かつ
高発現する遺伝子について遺伝子欠損マウ
ス作成する事で、pDC の活性化機構を明らか
にできると考えた。また、同様の手法により
遺伝子ターゲッティングを行い、pDC のみを
蛍光タンパク質でマーキングし、pDC の動き
を追跡する事も可能と考えた。 
 

 

２．研究の目的 

 我々は、マウス pDC優位に発現する膜タン
パク質 SiglecHの遺伝子座に蛍光タンパク質
Kikume Green-Red (KikGR)をコードする遺伝
子 を 挿 入 し た 遺 伝 子 改 変 マ ウ ス
(SiglecH-KikGR マウス)系統を樹立した。蛍
光タンパク質 KikGR は緑色蛍光を発するが、
435nm 近紫外光の短時間照射により赤色蛍光
を発するように蛍光色が不可逆的に変化す
る特性がある。 
 抗 SiglecH 抗体による刺激で in vitro の
pDC機能は抑制されるが、SiglecHの in vivo
における機能的意義は不明であった。本研究
では、まず SiglecH-KikGR ホモ変異マウス、
つまり SiglecH欠損マウスを用いて、SiglecH
の生体内での機能的意義を明らかにする。ま
た、SiglecH-KikGR ヘテロ変異マウスにおい
て、皮膚などの局所に近紫外光を照射すると、
照射部位に局在した pDCだけが赤色 pDCにな
り、その色を指標に他のリンパ組織で追跡す
ることが可能になる。このマウスを用いて、
生理的状態や種々の病的状態での pDCの動態
を解明する。さらに、SiglecH 遺伝子座に cre
レコンビナーゼ遺伝子を挿入したマウスを
作成し、pDC 特異的遺伝子欠損システムを作

成する。 
 

３．研究の方法 

（１）SiglecH-KikGR マウスについて、蛍光
タンパク質を発現する細胞を詳細に解析す
る。 
 
（２）SiglecH-KikGR マウスのヘテロ変異マ
ウスを用い、皮膚あるいはリンパ節局所に近
紫外光照射を行った後、他のリンパ節、骨髄、
脾臓における赤色変換した pDCの有無や割合
を調べ、pDC の動態を調べる。生理的状態だ
けではなく、種々のウイルス（インフルエン
ザウイルス、水疱性口内炎ウイルス）感染時
にも検討を行う。 
 
（３）SiglecH-KikGR マウスのホモ変異マウ
スは遺伝子欠損マウスであるため、pDC にお
ける SiglecHの機能的意義について、野生型
あるいは、SiglecH-KikGR ヘテロ変異マウス
を対照として比較解析を行う。 
 
（４）SiglecH-KikGRマウスと同様の方法で、
ゲノム上に creレコンビナーゼ遺伝子を挿入
し、pDC 特異的な遺伝子改変マウスシステム
（SiglecH-creマウス）系統を樹立する。 
①ROSA-loxP-STOP-loxP-tdRFP ノックインマ
ウスでは、cre レコンビナーゼが発現する細
胞でのみ赤色蛍光が検出される(Luche et al. 
Eur J Immunol. 2007) 。 こ の マ ウ ス と
SiglecH-cre マウスを交配し、pDC 特異的に
赤色マーキングが可能となるか検討する。 
③樹状細胞サブセット間の比較では pDCに高
発現しているが、他の細胞や組織にも発現す
る数種類の遺伝子について、条件付き遺伝子
ターゲッティングマウス系統を作成してい
る。SiglecH-cre マウスとの交配を行うこと
で、pDC 特異的遺伝子欠損マウスを作成し、
pDCの機能について解析を行う。 
 
 
４．研究成果 
 樹状細胞サブセットについて遺伝子発現
を比較した結果、膜タンパク質の SiglecHが、
他の樹状細胞に比べて、pDC に約 50 倍高発現
している事を確認した。pDC 特異的な遺伝子
改変マウスを作るため、SiglecH 遺伝子座に
蛍光タンパク質 KikGR 遺伝子を挿入した
SiglecH-KikGR マウス系統を樹立した。
SiglecH-KikGR マウスから得た各種細胞につ
いて、KikGR 発現をフローサイトメトリーに
より確認した結果、脾臓、骨髄、パイエル板
の pDCすべてが KikGRを発現していることが
明らかとなった。しかしながら、脾臓および
パイエル板において、pDC 以外の樹状細胞で
ある CD8 陽性樹状細胞（CD8+DC）の一部にも
KikGR 発現が見られた。また、SiglecH-KikGR



マウスの骨髄細胞を Flt3 ligand 存在下で培
養して得られる樹状細胞でも、KikGR 発現が
すべての pDC のみならず、脾臓の CD8+DC に
相当する CD24陽性樹状細胞（CD24+DC）の一
部に見られた。SiglecH-KikGR ヘテロ変異マ
ウスの骨髄細胞を培養して得た KikGR 陽性
CD24+DC の SiglecH 発現をフローサイトメト
リーで検討したが陰性であった。同時に、こ
の KikGR 陽性 CD24+DC は、pDC 特異的な膜タ
ンパク質である CCR9 および Ly49Q 発現も陰
性であった。KikGR 発現が、pDC だけではな
く CD8+DC および CD24+DC の一部に見られる
理由は不明である。KikGR 陽性の CD8+DCおよ
び CD24+DCは、pDCの前駆細胞、あるいは pDC
から分化した細胞であるかもしれないが検
討していない。故に、SiglecH-KikGR マウス
では、pDC のみを KikGR 標識できない事が明
らかとなった。 
 SiglecH-KikGR ホモ変異マウスの pDC は、
対照の野生型 pDCと同様に発生し、分化した。
ホモ変異マウスの脾臓 pDCは、ex vivoで CpG 
DNA 刺激によるⅠ型 IFN 産生が亢進していた
が、炎症性サイトカイン産生は野生型と変わ
らなかった。一方、１本鎖 RNA刺激によるⅠ
型 IFN産生と炎症性サイトカイン産生は、野
生型と同様に見られた。SiglecH 欠損マウス
を用いた pDCの機能解析は、他のグループに
より報告された（Takagi et al. Immunity 
2011）ので、進めていない。 
 pDC 特異的遺伝子欠損システムを作成する
ために、SiglecH-creマウス系統を樹立した。
cre レコンビナーゼ発現が pDC 特異的である
か確認するために、ROSA-LoxP-STOP-LoxP- 
tdRFP ノックインマウスと交配し、仔マウス
について解析を行った。その結果、解析した
血球細胞すべてに赤色蛍光が検出されたた
め、pDC 特異的な赤色蛍光は観察されなかっ
た。個体発生の過程、あるいは造血幹細胞か
ら血球細胞への分化過程において、cre 発現
が誘導されると考えている。よって、
SiglecH-cre マウスは、pDC 特異的に遺伝子
欠損を行うために不適切と結論した。 
 対策として、新たにタモキシフェン誘導性
creレコンビナーゼ（creレコンビナーゼ-改
変型ヒトエストロゲン受容体融合タンパク
質、creERT2）遺伝子をノックインした遺伝
子改変マウス（SiglecH-creERT2 マウス）系
統を樹立した。タモキシフェン投与による
cre レコンビナーゼ活性の発現特異性を確認
するために、ROSA-LoxP-STOP-LoxP-tdRFP ノ
ックインマウスと交配している。仔マウスに
ついて、タモキシフェン投与に依存した pDC
の赤色蛍光タンパク質発現を解析する予定
である。 
 種々の樹状細胞サブセットについて遺伝
子発現を比較すると、pDC 優位に発現する遺
伝子群があり、SiglecH と同様に CCR9 も pDC

優位に発現している。pDC を蛍光タンパク質
でマーキングするために、CCR9遺伝子につい
ても KikGR遺伝子ノックインマウス系統を樹
立した。得られたマウス系統では、KikGR 発
現が脾臓 pDC で強く検出された。しかし、
CD8+DCの一部と、CD4陽性樹状細胞の一部に
も KikGR 発現が検出されたので、この方法で
も pDCのみをマーキングできないと結論した。 
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