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研究成果の概要（和文）：腸管樹状細胞は、腸管免疫系の応答調節に重要な役割を果たし、食品

による免疫調節の標的となっている。これまで腸管樹状細胞をマウス等から分離する困難さか

ら、食品の腸管樹状細胞を介した免疫調節機能を評価することは容易ではなかった。そこで本

研究においては、食品の腸管樹状細胞を介した免疫機能の新規評価系の構築に向けて、マウス

骨髄細胞からの腸管型樹状細胞の誘導および誘導された樹状細胞の TLRを介した応答性につい

て検討した。 

 

研究成果の概要（英文）：It has been difficult to evaluate the immunomodulating functions of foods 

using intestinal dendritic cells because of difficulties in isolating such cells. In this study, we 

investigated the induction of intestinal-type dendritic cells from mouse bone-marrow cells, aiming to 

establish a novel evaluation system for immunomodulating functions of foods. 
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１．研究開始当初の背景 

腸管樹状細胞(DC)は、腸管免疫系の応答調

節に重要な役割を果たし、食品による免疫調

節の標的となっている。しかしながら、現時

点では、腸管 DC はマウス等の実験動物から

直接分離して実験する以外方法がなく、腸管

から細胞を分離する困難さから、食品の腸管

DC を介した免疫調節機能を評価することは

困難であった。 
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２．研究の目的 

本研究においては、食品の腸管 DC を介し

た免疫機能を評価する新規評価系を構築す

ることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) 骨髄 (BM) 細胞からの腸管型 DCの誘導 

BALB/cA マウスより大腿骨および脛骨よ

り BM 細胞を得た。この BM 細胞を異なる濃

度の  マウス granulocyte colony-stimulating 

factor (GM-CSF), マウス IL-4, レチノイン酸

（ all-trans-retinoic acid; RA）を含む 10% 

FCS-RPMI培地中で培養 7日間培養しBM DC

を誘導した。 

細胞の表面分子（CD11c, CD11b, CD103）

の発現をフローサイトメトリーにより解析

し、LPS 添加、非添加で培養した後の遺伝子

発現を定量 PCRにより測定した。遺伝子発現

については、Aldh1a2, Il6 をはじめ、腸管 DC

で発現する遺伝子について検討した。 

 

(2) BM細胞由来 DCにおける TLR2リガンド

刺激による TLR9 応答の抑制 

BALB/cAマウスあるいは、TLR2 欠損マウ

スから得た BM細胞から GM-CSF＋IL-4によ

り DC を誘導した。CpG オリゴ DNA（TLR9

リガンド）、リポペプチド Pam3CSK4 (TLR2

リガンド)、およびその両方存在下で培養し、

Il12b 等の遺伝子発現を定量 PCR により測定

した。 

 

４．研究成果 

(1) BM細胞からの腸管型 DCの誘導 

 本研究開始前後に、GM-CSF, RA, IL-4 によ

り BM細胞から誘導された DCにおいて、腸

管 DC に高発現する RA 生成酵素 Aldh1a2 の

発現が誘導されることなどが報告された。そ

こで本研究では、これら既報を参考にし、BM

細胞からの腸管型 DC の誘導とその解析を目

的として、BM DCを GM-CSF, IL-4および RA

存在下で誘導し、CD11c
+
 細胞中の CD11bお

よび CD103の発現を解析した。BM DC の誘

導条件として条件１：20 ng/mL GM-CSF＋1 

μM RA、条件２：10 ng/mL GM-CSF＋1 μM RA、

条件３：10 ng/mL GM-CSF＋10 ng/mL IL-4, 

条件４：10 ng/mL GM-CSF＋1 μM RA＋10 

ng/mL IL-4 の 4 条件を比較した。その結果、

条件２（GM-CSF＋RA）では CD11b
hi

 CD103
+
 

DC が多く誘導されたのに対して、条件４

（GM-CSF+RA+IL-4）では CD11b
lo

 CD103
+ 

DC が誘導された。 

 次に上述の 4条件で誘導された BM DC を

LPS 存在下および非存在下で培養し、遺伝子

発現応答を解析した。その結果、腸管 DC に

高発現する遺伝子の一つ IL-6 に関しては、ど

のBM DCも、刺激によって同程度に高い IL-6

遺伝子発現を示したが、同じく腸管 DC に高

発現が認められるレチノイン酸変換酵素で

ある Aldh1a2 の遺伝子発現に違いが見られた。

すなわち、条件４（GM-CSF+RA+IL-4 存在下）

で誘導された BM DC において、他の条件で

誘導されたものと比べて、LPS 刺激後の

Aldh1a2 遺伝子発現が高かった。また、条件

３、４で誘導された BM DC では腸管パイエ

ル DC において高発現する別の遺伝子が強く

発現した。 

 RAや IL-4による腸管DCの特徴を示すBM 

DC の誘導が報告されたが、本研究により、

添加条件により、CD11b や CD103 で規定さ

れる DC のサブセットやいくつかの腸管 DC

に特徴的な遺伝子の発現パターンが異なる

ことが確認された。このようにして誘導され

た腸管型 DC を用いて、食品因子に対する応

答を評価することが可能と考えられた。また

今後、腸管型 DC それぞれのサブセットを誘

導できる条件をより詳しく検討すれば、より



 

 

ち密な解析が可能となると期待される。 

 

(2) BM細胞由来 DCにおける TLR2リガンド

刺激による TLR9 応答の抑制 

これまで我々は、マウス腸管 DC において、

TLR2 リガンド刺激により、TLR9 による応答

が抑制されることを見出していた。そこで、

BM 細胞より誘導された DC において、同様

な抑制応答が認められるかどうか検討した。

その結果、BM 細胞より誘導された DC にお

いても、TLR2 リガンドであるリポペプチド

Pam3CSK4により、TLR9 リガンドである CpG

オリゴDNAに対する Il12b発現応答の抑制が

観察された。またこの抑制効果は、TLR2 欠

損マウスの BM より誘導された DCでは認め

られず、確かに TLR2 を介していることが確

認された。 

DC のこのような TLR2 を介した抑制応答

は、腸管における過剰な免疫応答や炎症を抑

制する機構であると考えられ、食品による

DC を介した免疫調節において、このような

応答を利用できると期待される。以上より、

BM 細胞から誘導された DC は、食品因子の

このような免疫調節機能を探索、評価するこ

とに有効と考えられた。 
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