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研究成果の概要（和文）：ヒト単球由来樹状細胞においてFoxO3aの発現抑制を行うことで共刺激分子CD80/86、HLA-DR
の発現上昇とT細胞刺激能および炎症性サイトカイン産生増加がみられた。また、これらの変化はNF-κB依存性であっ
た。樹状細胞にLPS刺激を行うと速やかにFoxO3aはリン酸化され、核外に移動した。LPS刺激後、CD86 mRNAの増加が観
察され、遅れてFoxO3a mRNAの増加が認められた。LPS刺激の際には早期にFoxO3aが不活化することで樹状細胞が活性化
すると考えられる。これらの結果からFoxO3aは樹状細胞の機能制御において中心的な役割を担うことが示唆される。

研究成果の概要（英文）：Suppression of FoxO3a in human monocyte-derived dendritic cells (DC) increased the
 expression of CD80/86 and HLA-DR. T-cell proliferation and production of inflammatory cytokines, IL-6 and
 TNFa, were enhanced in co-culture of FoxO3a-knockdown DC and T cells. The activation of DC by FoxO3a supp
ression was dependent on NF-kB. When DC was stimulated with LPS, FoxO3a was promptly phosphorylated and mo
ved to cytoplasm from nucleus. Levels of FoxO3a mRNA increased later than elevation of CD86 mRNA levels af
ter the addition of LPS. Inactivation of FoxO3a induced the activation of DC in an early phase of the LPS 
stimulation. These results suggest that FoxO3a has a central role in the regulation of DC functions.
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１．研究開始当初の背景 
免疫反応を負に制御するメカニズムにつ

いてはいまだに不明な点が多い。これまでの
研究から制御性 T細胞が免疫寛容の成立・維
持に中心的な役割を担うことが示された。さ
らに、制御性 T細胞の主たる免疫抑制機構は
CTLA-4を介した、樹状細胞(dendritic cells, 
DC)の CD80/86発現抑制であると考えられる。 
DC は抗原提示細胞として、T細胞活性化な

どの免疫応答の調整を担う細胞である。マウ
スにおいて制御性 T 細胞が DC を抑制する際
には、DC の転写因子 FoxO3a が必須であるこ
とが報告された。しかし、FoxO3a が DC を負
に制御するメカニズムは不明である。FoxO3a
とそれに関連する分子の解析を進め、DC を
抑制する詳細なメカニズムを解明すること
で、新規免疫療法の基盤となる知見が得ら
れる可能性がある。 
 
２．研究の目的 
 ヒト DCにおいて免疫反応の際に FoxO3a が
果たす役割を明らかにし、さらに FoxO3a が
DC を負に制御するうえで必要とする分子を
同定し、その抑制メカニズムを解明すること
を目的とした。ヒト DC の抑制メカニズムを
明らかにすることで、その抑制を解除して DC
を活性化させる方法の発見につなげる。 
 
３．研究の方法 
（１）DC の調整 
臍帯血または末梢血の単核球分画より MACS
法で CD14 陽性単球を分離し、GM-CSF＋IL-4
存在下で培養し作成した。 
（２）FoxO3a の発現抑制（ノックダウン） 
Electroporation法ではDCの生存率が低くな
るため、リポフェクション法を用いて FoxO3a
もしくは control siRNA のトランスフェクシ
ョンを行った。Real-time RT-PCR 法により
FoxO3a mRNA の定量を行い、ノックダウン効
率を評価した。CD80、CD86、HLA-DR の発現、
アポトーシス割合はフローサイトメトリー
法を用いて解析した。 
（３）DC と T細胞の共培養 
CD3陽性T細胞とDCを抗CD3抗体およびIL-2
の存在下で培養した。T細胞増殖は CFSE ラベ
リング法を用いて評価した。IL-6、TNFαは
ELISA 法を用いて測定した。 
（４）FoxO3a の細胞局在 
DC を固定し免疫蛍光染色を行い共焦点顕微
鏡を用いて解析した。LPS 添加後、一定の時
間ごとに固定を行うことで経時的な変化を
観察した。 
（５）TIM-3 強制発現 
U937 細胞株にレンチウイルスベクターを用
いて TIM-3 強制発現細胞株を作成した。 
 
４．研究成果 
（１）DC における FoxO3a 発現抑制 
DCにおいてFoxO3a発現を抑制したところ、

共刺激分子 CD80/86 および HLA-DR 発現が上

昇し、T 細胞刺激能が高くなることが示され
た。さらに、T 細胞との共培養時の上清にお
いて炎症性サイトカイン IL-6, TNFαが増加
していることも確認された。これらの結果か
ら FoxO3a は DCの CD80/86 の発現を抑制する
ことで免疫応答を制御している可能性が示
唆された。一方で、FoxO3a 発現抑制により
DC のアポトーシスの割合が増加することが
確認され、FoxO3a が DC のアポトーシスを抑
制している可能性が示唆された。 
（２）FoxO3a 発現抑制と NF-κB依存性変化 
 DC の活性化においては NF-κB が重要な役
割を持つことが知られている。DC における
FoxO3a 発現抑制の際に NK-κB1 mRNA は約 3
倍程度に上昇し、一方でIκBα mRNAは約1/2
に低下した。これらの結果から FoxO3a 発現
抑制による DC活性化に NK-κBの関与が示唆
さ れ た 。 NF- κ B 活 性 化 阻 害 剤
PDTC(Pyrrolidinedithiocarbamate) を 添 加
したところ、CD80/86, HLA-DR の発現上昇が
抑制された。 
（３）FoxO3a リン酸化と細胞内局在 
  次に LPS 刺激後の DC 活性化時における細
胞内 FoxO3a 局在の変化とリン酸化を経時的
に調べた。LPS 刺激から 30 分後には FoxO3a
の核外への移動が観察された。さらに FoxO3a
に対するリン酸化 FoxO3a 比は LPS 刺激 15分
後から上昇し、30 分後には約 2 倍となった。
LPS 刺激後 FoxO3a は速やかにリン酸化され、
核外へ移動することで DC における抑制が解
除され、CD80/86 発現上昇を誘導することが
示唆された。 
（４）LPS 刺激後の FoxO3a 発現量変化 
LPS 刺激後 CD86 mRNA 量を経時的に定量し

たところ、6 時間後から上昇が認められ、12
時間後には約 2倍、24 時間後には約 6倍に増
加した。一方、FoxO3a mRNA 量は 6 時間後ま
では発現量が変化しないが、12～24 時間後に
は約 8倍に急増した。FoxO3a 発現上昇は CD86
発現上昇よりも遅れて観察された。 
（５）TIM-3 強制発現と FoxO3a 活性化 
次に DCにおいて FoxO3a 活性化と関連する

分子として TIM-3 について検討した。TIM-3
はHMGB1と核酸の複合体をリガンドとしてDC
に対して抑制性シグナルを伝達することが
知られている。腫瘍に浸潤した DC において
は FoxO3a 活性化と TIM-3 発現上昇が報告さ
れている。単球系細胞株である U937 におい
て TIM-3 を強制発現させたところ U937 の増
殖が抑制され、FoxO3a の核への局在が増加し
ていることが示された。TIM-3 からの抑制性
シグナルは FoxO3a を介して作用する可能性
が示唆された。 
 以上の結果から、FoxO3a は定常状態におい
て DC 活性化を抑制し、LPS などの刺激時には
速やかにリン酸化され、核外に移動すること
で DC が活性化するように働くことが示され
た。LPS 刺激後の CD86 mRNA 発現上昇に遅れ
て観察された FoxO3a mRNA の増加は、DC の活
性化に対するネガティブフィードバックと



して機能している可能性があり、今後の検討
が必要である。FoxO3a 発現抑制による NF-κ
B依存性のDC活性化誘導という知見を基礎と
して、新たな免疫療法の開発につなげていき
たい。 
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