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研究成果の概要（和文）：本研究では、樹状細胞(DC)の生存制御機構の分子機序を明らかにする目的で、これま
でに関与が指摘されている細胞間シグナル伝達系CD47-SIRPα系に着目した研究を行った。タモキシフェン誘導
性SIRPα欠損マウスから単離したDCを用いた網羅的遺伝子発現解析を行った結果、SIRPα欠損によって細胞死に
関連する因子であるNの発現上昇が認められた。さらに、SIRPα/遺伝子NダブルKOマウスの解析では、SIRPα欠
損マウスと比較してDCの数の回復が認められた。以上のことから、SIRPαおよび因子Nを介したDCの生存制御機
構の一端が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In this research, we focused on the involvement of CD47-SIRPα system in the
 regulation of dendritic cell (DC) survival by using tomoxifen-inducible SIRPα knockout (iKO) mice.
 RNA-seq of sorted DCs from SIRPα iKO mice revealed that expression of cell death associated genes 
such as gene N was upregulated in the absence of SIRPα in DCs. To elucidate the role of gene N in 
the surivival of SIRPα-deficient DCs in vivo, we generated SIRPα/N double KO (DKO) mice. We 
demostrated that the number of DCs is recovered in the DKO mice compared with SIRPα KO mice. Thus, 
our findings indicate that SIPRα regulate DC survival by inhibiting gene N upregulation.

研究分野：免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
樹状細胞は免疫応答を駆動する上で最初のステップを担う重要な免疫細胞であり、その恒常性は厳密に制御され
ていると考えられている。一方で、その生存制御機構についてはいまだに明らかになっていない点が多い。本研
究では、樹状細胞(DC)の生存制御機構の分子機序について焦点を当てて研究を行い、DCの生存がSIRPαおよび因
子Nを介して制御されていることを明らかにした。さらに、SIRPαおよび因子NによるDCの生存制御機構が自己免
疫疾患の発症においても重要な役割を果たすことが明らかとなった。DCの恒常性維持機構と免疫システム全体に
関する理解を深め、自己免疫疾患の病態解明に寄与することができた。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 樹状細胞(DC)は、有害な病原体を認識し取り込み、自然免疫および獲得免疫応答を誘導する
という、生体が免疫応答を駆動する過程で最初のステップを担う重要な免疫細胞である。DC は
その機能の違いにより、I 型インターフェロン産生に重要な形質細胞様 DC（pDC）と獲得免疫
応答の誘導に重要な古典的 DC（cDC）の２つのサブタイプに分類される。さらに、cDC は表面
抗原の発現と機能の違いから、1 型（cDC1）および 2 型（cDC2）に分類される。cDC2 は細胞
表面に CD11b、CD4、そして膜型分子 Signal regulatory protein α（SIRPα）を特異的に発現し
ており、Th2 細胞や Th17 細胞の誘導に関与することから、アレルギーや自己免疫疾患との関連
が明らかになっている。この cDC2 の分化誘導に関与する因子として、転写因子 Irf4、Klf4 あ
るいは RbpJ などの異なる転写因子や LTβR からのシグナル等がこれまでに報告されている。
その一方で、分化成熟後の cDC2 の生存制御に関する分子機序は未だ十分に明らかとはなって
いない。 
 研究代表者らは、これまでに上記 cDC2 の生存制御において膜型分子 SIRPαおよび CD47 で
構成される細胞間シグナル伝達系 CD47-SIRPαが強く関与している可能性を見出してきた。実
際に、DC 特異的に SIRPαもしくは CD47 を欠損したマウス(SIRPαΔDC、CD47ΔDCマウス)の解
析では、脾臓 cDC2 の著明な減少が認められており、cDC2 の生存制御に SIRPα および CD47
が強く関与している可能性が指摘されていた。一方で、CD47-SIRPα 系がどのようにして cDC
の生存を制御しているのか、その具体的な分子機序については明らかにはなっていなかった。さ
らに、SIRPαΔDC マウスでは、自己免疫疾患のマウスモデルである EAE(実験的自己免疫性脳脊
髄炎)に抵抗性を示していることがこれまでに明らかになっているものの、それが cDC2 の生存
が短縮していることが原因であるのかについては明らかになっていなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では CD47-SIRPα 系を介した cDC の生存制御の分子機序を明らかにする目的で、
(1)SIRPαを介した cDC2 の生存制御の分子機序解明、(2)CD47-SIRPα系による生存制御の分子
機序解明、(3)EAE 発症における CD47-SIRPα 系による cDC2 生存制御の重要性について研究
を行った。 
 
３．研究の方法 
 上述の(1)SIRPα を介した cDC2 の生存制御の分子機序を解明するために、SIRPαΔDC マウス
の脾臓から cDC2 を単離し、シングルセル RNA-seq 解析を行った。さらに、SIRPαの発現が減
少した直後に cDC2 に起こる現象について詳細に解析するため、タモキシフェン誘導性 SIRPα
欠損マウス(R26-CreERT2:SIRPαf/fマウス、SIRPαiKO)を作製し、脾臓 cDC2 数や活性化度をフロ
ーサイトメトリーを用いて解析を行った。また、SIRPαiKOマウスの脾臓から単離した cDC2 に
おいてバルク RNA-seq 解析を行ったところ、細胞死に関連することが報告されている因子であ
る遺伝子 N の発現がコントロールマウスと比較して上昇していた。そこで、SIRPα/遺伝子 Nダ
ブル欠損マウス(DKO)を、CRISPR-Cas9 システムを用いて新たに作製し、細胞数や活性化度な
どについて解析を行った。また、(2)CD47-SIRPα 系による生存制御の分子機序を解明するため
に、CD47ΔDC マウスの cDC2 において細胞死が誘導されているのか、またその細胞死が遺伝子
N を介しているものなのかについて解析を行った。具体的には、CD47ΔDC マウスの脾臓 cDC2
における活性化マーカーの発現量解析及び因子 N の発現量について解析を行った。さらにタモ
キシフェン誘導性 CD47 欠損マウス(CD47iKO)マウスを作製し、CD47 を欠損した直後に cDC2
に細胞死が誘導されるのかなどについて、詳細な解析を行った。そして、(3) EAE 発症における
CD47-SIRPα 系による cDC2 生存制御の重要性を明らかにするために、(1)で作製した DKO マ
ウスにおいて自己免疫性疾患のマウスモデルである EAE を誘導し、臨床スコアの評価並びに所
属リンパ節での免疫細胞数と脳脊髄内への免疫細胞の浸潤について解析を行った。 
 
４．研究成果 
 (1) SIRPαを介した cDC2 の生存制御の分子機序解明  
 SIRPα を介した cDC2 の生存制御の分子機序を明
らかにすることを目的に、SIRPαΔDC マウスの脾臓か
ら cDC2 を単離し、シングルセル RNA-seq 解析を行
った。その結果、SIRPαΔDC マウスでは cDC2 の中で
も特に最近 cDC2A と定義された集団が著明に減少し
ていることが明らかとなった。さらに、SIRPαΔDCマウ
スで減少していた cDC2A において、コントロールマ
ウスの cDC2A と比較して特異的に発現が変動してい
る複数の遺伝子の存在が明らかとなり、cDC2 に発現
する SIRPα 自体が cDC2 の遺伝子発現パターンにも
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図 1 SIRPαiKOマウス脾臓 cDC2
における遺伝子 N の発現上昇 



強く関与することが示唆された。また、SIRPαΔDCマウスの cDC2 では CD86 や MHC-II などの
活性化マーカーの発現量が増加していたほか、細胞死マーカーであるアネキシン V 陽性細胞の
比率が増加していたことから、活性化を伴う細胞死(AICD, activation induced cell death)を起
こしていることが示唆された。さらに、タモキシフェン投与によって SIRPαの発現を減少させ
た SIRPαiKOマウスから脾臓 cDC を単離して行った網羅的遺伝子発現解析では、DC の細胞死に
関連することがこれまでに報告されている因子 N
が、SIRPαを欠損することによって発現が上昇す
ることが明らかとなった(図 1)。そこで、SIRPαお
よび因子 N を介した生存制御機構について解析す
るために、SIRPα/遺伝子 Nダブル欠損(DKO)マウ
スを CRISPR-Cas9 システムを用いて作製し解析
した。その結果、DKO マウスでは SIRPα KO マ
ウスと比較して脾臓 cDC2 数の著明な回復が認め
られた(図 2)。このことから、SIRPα は因子 N の
発現を制御することによって、cDC2 の生存を制御
している可能性が示唆された(論文準備中)。 
 
 (2)CD47-SIRPα系による cDC2 生存制御の分子機序解明 
 CD47 を介した cDC2 の生存制御の分子機序を明らかにするために、CD47ΔDC マウスの脾臓
cDC2 を解析した。その結果、CD47ΔDCマウスの脾臓 cDC2 でも SIRPαΔDCマウスと同じく活性
化マーカーの発現上昇が起こっていることが明らかとなった。さらに、CD47iKO マウスの脾臓
cDC2 では SIRPαiKO マウスの脾臓 cDC2 と同じくアネキシン V 陽性細胞の増加が認められた
(図 3)。また、CD47iKOマウスの脾臓 cDC2 では
因子 N の発現が上昇していた。このことから、
CD47 についても因子 N を介して cDC2 の生存
を制御している可能性が示唆された。一方で、
同一細胞上における CD47 と SIRPα の相互作
用(シス結合)が起こる可能性について、DC にお
いて起こっているのかを明らかにするために、
骨髄細胞から分化誘導した DC を用いて近接ラ
イゲーションアッセイ(PLA)を行った。その結
果、DC 上の CD47 および SIRPαは同一細胞上
で相互作用していることが明らかとなった。以
上の結果から、DC 上の CD47 は同じ細胞上の
SIRPαと相互作用し、因子 N の発現を抑えるこ
とによって cDC2 の生存を制御している可能性
が示唆された。 
 
 (3)EAE 発症における CD47-SIRPα系による cDC2 生存制御の重要性 
 SIRPα を全身で欠損したマウス(SIRPα KO)および SIRPαΔDC マウスではコントロールマウス
に比べて EAE の発症および臨床スコアが著しく抑えられることがこれまでに報告されている。
そこで、上記の(1)で同定した因子 N が cDC2 の生
存だけでなく自己免疫疾患の発症にも関与してい
るのかを明らかにする目的で、上記(1)で作製した
DKO マウスにおいて EAE を誘導し解析を行っ
た。その結果、DKO マウスでは SIRPα KO マウス
と比較して EAE の臨床スコアが著明に増加して
いることが明らかとなった(図 4)。さらに、DKO マ
ウスでは所属リンパ節内の細胞数並びに脳脊髄内
への浸潤細胞数についても SIRPα KO マウスと比
較して増加していることが明らかとなった。これ
らの結果から、SIRPαは因子 N の発現を抑制的に
制御することによって、cDC2 の生存だけでなく自
己免疫疾患の重症化にも関与していることが明ら
かとなった。 
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