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研究成果の概要（和文）：NKT細胞は、Vα14Jα18受容体によって糖脂質を認識する特殊なリンパ球である。腫瘍や感
染に対する防御反応の中心的な役割を担っており、がん免疫治療における標的細胞の一つとして注目されている。NKT
細胞の細胞系列決定・機能獲得については未だ不明点が多い。これまでの定説では、NKT細胞はT細胞と同様の分化経路
をたどり、胸腺CD4陽性CD8陽性（DP）ステージでT細胞分化経路から分岐し、NKT細胞に分化するというものである。し
かし、本研究において、DPステージの前段階である胸腺CD4陰性CD8陰性（DN) ステージにおいて既にNKT細胞への系列
決定されている事を見出した。

研究成果の概要（英文）：Currently it is thought that NKT cells are generated from CD4/CD8 double-positive 
(DP) thymocytes by selection on CD1d, a process termed the DP pathway. However, it is still unknown 
whether NKT cells develop exclusively by the DP pathway in a manner closely resembling that of 
conventional T cells, or some alternatives to this pathway exist. Here we provide genetic evidences 
demonstrating the presence of an alternative developmental pathway of NKT cells from CD4/CD8 
double-negative (DN) stage thymocytes that is before the DP stage by using the DP-specific Rag2 deletion 
and genetic fate-mapping mouse models. Furthermore, we found that NKT cells generated by the DN pathway 
possess characteristics of Th1-biased cytotoxic effector cells suggesting this developmental pathway 
gives rise preferentially to Th1-type NKT cells. Our present findings provide new insights in 
understanding the development of NKT cells in the thymus, which seems to be different from that of 
conventional T cells.

研究分野：免疫学
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１．研究開始当初の背景 
NKT細胞は、多様性がない均一な Vα14Jα18
受容体によって糖脂質を認識する特殊なリ
ンパ球である。腫瘍や感染に対する防御反応
の中心的な役割を担っており、がん免疫治療
における標的細胞の一つとして注目されて
いる。NKT 細胞の分化・機能を操作し、試
験管内で任意の機能を持つ NKT 細胞を大量
に分化誘導することができれば、その効果を
さらに強めることができると期待される。 
	
 しかしながら、NKT細胞の細胞系列決定・
機能獲得については未だ不明点が多い。これ
までの定説では、NKT細胞は T細胞と同様
の分化経路をたどり、胸腺 CD4 陽性 CD8 陽
性ダブルポジティブ（DP）ステージで CD1d
分子によるポジティブセレクションを受け
ることで T 細胞から分岐し、NKT 細胞に分
化するというものである。しかし、本研究に
おいて、DP ステージの前段階である胸腺
CD4 陰性 CD8 陰性ダブルネガティブ（DN)
ステージにおいて既に NKT 細胞への系列決
定がなされている事を見出した。 
 
２．研究の目的 
本研究においては、NKT 細胞分化プロセス
を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
定説である NKT細胞分化の DP経路とは異
なる分化経路の存在を検証するために、ここ
では胸腺DPステージに特異的に Creリコン
ビナーゼを発現する E8III-Cre マウスを用い
た RAG2 遺伝子欠損マウス、あるいは YFP
色素を発現する ROSA-YFP マウスを作成し、
各種解析を実施する。 
(1) 遺伝子再構成に必要な Rag2 遺伝子を
DPステージ特異的に欠損させ、DPステージ
での分化阻害を誘導し、NKT 細胞の分化へ
の影響を確認する。 
(2) E8III-Cre、Rosa-YFPリポーターマウスを
用い、DPステージの通過を確認すると YFP
色素を発現する fate mapping 解析を実施す
る。 
(3) DN経路由来NKT細胞の特徴を解析する
目的で、細胞表面分子発現、遺伝子発現プロ
ファイル、細胞機能を検証する。 

 
４．研究成果 
NKT細胞分化プロセスの検証 E8III-Creマウ
スを用い、胸腺 DP ステージにて Rag2 遺伝

子を欠損
させた結
果 、 DP
ステージ
における

Vα14Jα
18 遺伝
子再構成

は消失し、NKT 細胞数は減少した。このこ
とは通説である DP経路の存在を示している。

しかしながら、DP 経路を抑制した本マウス
において、成熟 NKT 細胞の存在が確認され
た。これは DN経路由来であることを強く示
唆している(図 1)。 
	
 E8III-Creマウスを用い、Rosa-YFPと組み
合わせた Fate mappingの結果、DPステー

ジを経ていない
YFP 陰性の NKT
細胞の存在が確認
され、DN経路の存
在が明確化された
（図 2）。 
	
 DN 経路由来
NKT細胞の特徴を
解析した結果、Th1
サイトカインの発
現が高いことが確
認された。遺伝子

発現解析の結果、パーフォリン/グランザイム
系の細胞障害におけるエフェクター分子の
高発現が認められ、実際に本 DN 経路由来

NK
T 細
胞は
高い
細胞
障害
活性

を有していることが確認された（図 3）。 
	
 興味深いことに、DN 由来 NKT 細胞は主

として肝臓
に集積する
ことが確認
された。 
DP 経路由
来 NKT 細
胞は脾臓へ
集積するこ
とから、分
化経路の相
違によって
細胞機能お
よび生体内
での役割に
も違いが生

じている可能性が示唆される（図 4）。 
	
 これらの事実は、定説であった DP経路に
加え、新しい分化経路である DN経路の存在
を証明するものである。加えて、分化経路の
違いによって生体内での役割が異なる可能
性に言及するものであり、今後新しい観点か
らの研究の推進を可能とする。 
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