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研究成果の概要（和文）：動脈硬化症の病巣進展に対してNKT細胞欠損マウスで病巣は縮小（すなわちNKT細胞は促進に
機能）一方MAIT細胞欠損マウスで病巣は増大することから，自然T細胞亜群間で疾患の進展に対して相互抑制的に機能
するモデルを考え研究を開始した。MAIT細胞欠損でNKT細胞が残存するマウスで，NKT細胞をさらに欠損させることで動
脈硬化病巣は縮小か現状維持のいずれかとなると予想したが，病巣は却って増大し，病巣では炎症関連遺伝子の発現亢
進を認めた。動脈硬化巣の進展にはインバリアントNKT・MAIT細胞の他にもVβ5+ NK1.1+ T細胞の関与が予想され、第
３の細胞を含めた新たなモデルが必要であることが判明した。

研究成果の概要（英文）：Development of atherosclerosis was ameliorated in NKT cell-deficient mice and 
aggravated in MAIT cell-deficient apoE knockout (KO) mice. We assumed that a reciprocal regulatory 
circuit controls the disease process since NKT cells appeared to be activated in MR1-deficient apoE KO 
mice where the MAIT cells were absent. Although a reciprocal activation of MAIT cells in CD1d-deficient 
apoE KO mice was not confirmed, we established MR1/CD1d/apoE triple knockout (TKO) mice where both MAIT 
and NKT cells were dificeint in apoE KO background to test whether the atherosclerotic lesion size either 
decreased or were similar to the lesion size of MR1-deficient apoE KO mice. In TKO, however, the lseion 
size was increased compared to the one of MR1/apoE double KO (DKO) mice with the presence of increased 
NK1.1+ Vβ5+ T cells , suggesting that a minimal regulatory circuit consisted of iNKT and MAIT cells is 
not sufficient to explain a rather complex process of the development of atherosclerosis.

研究分野： Immunology

キーワード： MAIT細胞　動脈硬化症　NKT細胞　動物モデル　自然T細胞　アポリポタンパクEノックアウトマウス　炎
症制御　生活習慣病
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）脂質抗原を認識する NKT細胞が動脈硬
化症を促進する． 
 NKT細胞は，稀少細胞であるが主要組織適合
抗原複合体クラス I（MHC I）様のCD1d分子
によって提示される脂質抗原を認識するユニー
クなT細胞亜群として知られている．生活習慣
病の１つである動脈硬化症は高脂血症を背景に，
血管炎症を基盤として発症する．我々は，脂質
抗原を認識し，多彩な機能を発揮するという
NKT細胞の特性に着目し，動脈硬化症の病巣進
展と NKT細胞の関連について解析を行ったと
ころ，NKT細胞は動脈硬化症の進展を促進する
ことを Göran Hansson らの研究グループ（J 
Exp Med 2004）とは独立・同時に世界で初め
て明らかにした（Nakai Y, Iwabuchi K et al. 
Blood 2004）．NKT細胞の動脈硬化症促進効果
は、高脂肪食・高脂血症に起因する酸化低密度
リポ蛋白（oxLDL）による CD1d発現増加と，
oxLDLで活性化されたNKT細胞の Th1偏倚
が基盤としてあることが判明した．その後，世
界の他の研究室でも追試され（Major AS et al 
ATVB 2004; Aslanian AM et al ATVB 2005; 
VanderLaan PA et al AJP 2007; Rogers L et al 
ATVB 2008; To K et al ATVB 2009），現在では
NKT 細胞が動脈硬化症に対して促進的に機能
することが確立されている． 
（２）MAIT細胞は新規NKT細胞であり，炎
症に抑制的に働く可能性がある． 
  MHC class I 様分子 MR1 (MHC-related 
protein 1)により選択される粘膜関連インバリ
アント T（Mucosa-associated invariant T；
MAIT）細胞の存在が明らかにされている
（Treiner E et al Nature 2003）．その名の如く
V19J33 インバリアント V鎖を発現する
MAITの機能の解明は，主にその選択分子であ
るMR1のKOマウス（O Lantz, S Gilfillanら
により樹立）と野生型（wild type; WT）マウス
の比較からなされている．その局在から，腸管
での機能を推定されているが，IL-10 の産生能
が高く，マウス実験的自己免疫性脳脊髄炎モデ
ルで神経炎症を抑制する（Croxford L et al Nat 
Immunol 2006）．一方で結核菌に対する防御に
も重要であることが最近示され（Gold MC et al 
PLoS Biol 2010），粘膜に止まらないそのユニ
ークな機能が次第に明らかとなって来ている．
MAITはC57BL/6マウスの背景ではNK1.1を
発現するので，MR拘束性の新規NKT細胞亜
群と考えることも可能である．以降，CD1d 拘
束性NKT細胞を単にNKT，MR1拘束性NKT
細胞をMAITと表す． 
（３）MAITを欠損した動脈硬化症モデルでは
病巣が増大する 
 動脈硬化症の進展・発症に対するMAITの役
割を検討する目的で，ApoE KOとMAITを欠
損する MR1 KO の交配により MR1/ApoE 
double KO（MR1 DKO）を作出し，ApoE single 
KO（SKO）の病巣面積と定量比較した．その
結果，病巣面積は有意にMR1 DKO （図中で

は単にDKO）> SKOであった（図１）． 

図1. HFD給餌各系統マウスにおける動脈硬化病巣 
   各マウスの大動脈弁直下の病巣面積を比較定量した(*p
＜0.05)． 

 
 このことは，MR1欠損でその分化が障害され
るMAITが病巣進展に抑制的に機能することを
示唆している．さらに，我々はMR1 DKO脾細
胞を-GalCerで刺激し，NKTのサイトカイン
産生をみると，若齢マウスでは MR1 DKO > 
SKO であったが，成熟マウスでは週齢に従い
MR1 DKO << SKOという状態に陥ることが判
明した．MR1欠損下（すなわちMAITが欠損
する）では，NKTが加齢に伴い自発的に活性化
することが示唆された． 
 
２．研究の目的 
 上記の予備的な結果を得て，我々は動脈硬化
症の進展に対してNKT（促進的）とMAIT（抑
制的）はどのように関わるかを明らかにし，新
しい動脈硬化症の予防・治療法を開拓したいと
考えた．具体的には①MR1欠損による粥腫進展
の促進メカニズム，②NKT細胞亜群（NKTと
MAIT）間における相互作用（図２に示すいく
つかのモデルを想定した），③ヒト動脈硬化性疾
患患者における NKT細胞亜群の動態を明らか
にすることを目的とした． 

図２ NKT と MAIT の動脈硬化病巣進展への影響と予
想される細胞間相互作用 

 

 



３．研究の方法 
 MR1 DKOでの動脈硬化病巣拡大のメカニズ
ムをMAITの病巣での炎症制御とNKT活性化
の制御という観点から解析すべく，以下の実験
を行った（機関承認番号 2013-144; 2014-142; 
2015-063）． 
（１）CD1d/MR1/ApoE triple KO (TKO)の作
出と病巣解析 
 MR1 DKOにおける動脈硬化巣の拡大が，残
留した NKTとその活性化に依存しているのか
あるいはMAITの欠損により依存しているのか
を，MR1，CD1d，ApoE 間の交配により各種
DKO，TKOを作出し，動脈硬化病巣解析・面 
積比較などを行う（表1）． 
TKO vs DKOでの病巣面積比較 想定メカニズム 
 
TKO  
(NKT MAIT
両欠損) 

＞ CD1d 
DKO  
(MAIT+) 

MAITに抑制能有 
＝ MAIT自体に抑制能無 
＜ MAITに促進性有 
＞ MR1 

DKO 
(NKT+) 

NKTに抑制能有 
＝ MAIT欠損の効果が優勢 

＜ NKTの促進効果が優勢 

表１ 想定病巣面積相関と各細胞の機能推定 
 
（２）MR1 DKOのNKT活性化動態の解析． 
 MAIT細胞が細胞接触を介してNKT細胞を
抑制するか否かをWT肝リンパ球（iNKTソー
ス）とMAITソースとしてV19J33Tg/C KO
マウス（筑波大島村道夫先生より御供与）ある
いはCD1d KOマウス肝リンパ球との混合培養
による増殖反応で解析した． 
（３）動脈硬化病巣におけるMAITの同定と陽
性・欠損病巣における遺伝子発現解析．病巣よ
り RNAを抽出し，マイクロアレイで網羅的あ
るいはRT-PCRで関連遺伝子に注目して発現比
較を行った． 
（４）MAIT移入による病巣縮小効果の解析． 
（５）MAITリガンドを用いたNKTの抑制制
御・動脈硬化進展制御． 
（６）ヒト動脈硬化性疾患における NKT・
MAITの動態解析．ヒト末梢血より，フローサ
イトメトリーにて前方・側方散乱シグナルでリ
ンパ球ゲートを取り，CD3 陽性分画を
CD161/V7.2 両陽性細胞を MAIT として年
齢・性別その他の属性に関して比較・解析を行
った（旭川医大倫理委員会 承認番号15021）． 
 
４．研究成果 
（１）TKOの樹立と動脈硬化病巣の解析 
 樹立した TKO の動脈硬化巣面積を MR1 
DKO の病巣と比較することにより以下の知見
を得た．①TKOマウスにおいてむしろDKOよ
りも病巣面積の増大が観察された（図３）．②血
清コレステロール値は病巣面積に比例せず、
TKOマウスよりもDKOマウスにおいてむしろ
高値であった．③病巣部分における炎症関連遺
伝子（TNF-, IL-6, MCP-1, Nos2）の発現は，
TKOマウスにおいて増強していた。以上より，
TKO マウスにおける動脈硬化病巣面積は高
脂血症以外のメカニズムによって増大してい
ることが示唆された． 

図３ TKO及びMR1 DKOの病巣面積比較 
                           （両群間p < 0.01） 
 さらに TKOマウスではNKT・MAIT細胞
ともに欠損し，NK1.1+ T 細胞分画は消失する
と予想される．実際には予想に反してわずかで
はあるがNK1.1+ T細胞が残存していた．その
TCR-V鎖の使用頻度を調べると，野生型マウ
スでは V+，V+の割合が大きいのに対し，
TKO残存NK1.1+ T細胞ではV5+の割合が大
きく，使用Vレパトアが異なっていることが判
明した． 
 TKO > MR1 DKOという結果は，前掲の表
の想定でMR1 DKOマウスに残存するNKTが
抑性能を有し，CD1d 遺伝子破壊を導入するこ
とで TKOマウスの NKTが欠損するため病巣
の増大を来すという場合である．このスキーム
を成立させるためには，第３の細胞を想定しな
ければならない． 
（２）NKT，MAITの相互作用の解析 
 前項の結果から相互作用の内容は再考が必要
であるが，MR1 DKOにおけるNKTの自発活
性化（若齢で同濃度のリガンドによるサイトカ
イン産生増強・CD69 陽性率大→老齢で
exhaustionによるサイトカイン産生低下など）
がMAIT欠損によるNKTの抑制解除によるも
のか否かについて明らかにする目的で混合培養
を行った．すなわち，応答細胞の iNKTとして
WT 肝リンパ球にリガンドである-GalCer で
刺激する時に V19J33Tg/C KOマウス肝リ
ンパ球（MAITソース）を混合培養した．その
結果，図４に示すようにMAITは同時に存在し
ても iNKT細胞の-GalCer による増殖を直接
的には抑制しなかった． 
図４ iNKT応答へのMAIT添加の影響 

 WTあるいはV19J33Tg/C KO（MAIT Tg）マウス肝

 

 



リンパ球を各比率で混合し，-GalCer存在下での iNKTの
増殖を比較した． 
（３）動脈硬化病巣におけるMAITの同定と陽
性・欠損病巣における遺伝子発現解析 
 SKO 動脈硬化病巣では iNKT 由来の
V14J18 transcriptと同様に，MAIT由来の
V19J33 transcriptもRT-PCRで検出出来た
（(7)の結果と齟齬があるが，未解決である）． 
 前掲の炎症関連遺伝子の他に広く発現遺伝子
を探索する目的で胸部大動脈サンプル（動脈硬
化巣を含む）におけるマイクロアレイ解析を行
った．その結果、Sln（sarcolipin）, Slc2a5 (solute 
carrier family 2), Retnlg (resistin-like )などの
代謝関連遺伝子や、Zbtb16 (PLZF), Spp1 
(Osteopontin), Cish (cytokine inducible 
SH2-containing protein)などの免疫調節関連
遺伝子の発現が TKO マウス大動脈において
MR1 DKOより多く発現していた。特に，PLZF
や Spp1はNKTに強く発現が認められるもの
であるがTKOではCD1d拘束性のNKT細胞
が欠損しており，前出のV5+ NKT細胞などが 
発現している可能性もあり興味深い．また発現
遺伝子の詳細な検討により新たな治療標的が明
らかとなることが期待される． 
（４）MAIT移入による動脈硬化巣縮小の検討． 
 この実験が最もMAIT機能に関して重要な解
答を提供するものであるが，CD1d DKO 
(MAIT残留)からの TKOへの移入による病巣
に対する効果は抑制有〜無と未だ肯定・否定い
ずれも出来ておらず，さらなる検討が望まれる． 
（５）MAITリガンドを用いた実験に関しては
活性のある 5-Amino-6-D-ribitylaminouracil 
(5-A- RU)誘導体が入手できず進められなかっ
た．（４）とともに検討を継続する． 
（６）ヒト末梢血中MAITと動脈硬化性疾患と
の関連．健康成人のデータについて解析を始め
た．その結果，性差はなく，加齢にしたがって
減少する傾向が認められた．今後，様々な生活
習慣（喫煙その他）・動脈硬化性疾患との関連を
検討して行く予定である． 
（７）病巣に浸潤する NKT・MAIT をはじめ
とする T 細胞に関して詳細に検討する目的で，
網羅的なレパトア解析を行った．表1に示され
た全ての系統で検討出来ていず，また予備的で
あるが，興味深い結果が得られている．表２に
SKO, MR1 DKO, TKO 胸部大動脈サンプルの結果
を示す（レパトアジェネティックス社）． 

TCR V(D)J Frequency (%) 
TKO MR1 DKO SKO 

MAIT V19J33 ND 0.04 ND 
iNKT V14J18 0.05 1.42 52.63 
V V2 7.50 4.70 1.26 

V5 15.56 11.27 3.77 
V6 3.45 4.77 ND 
V7 3.36 6.76 7.17 
V8 19.65 20.96 57.94 

表２ 大動脈試料からのT細胞検出情報 
 
 上記は動脈硬化巣を含む胸部大動脈RNAより
cDNAを合成後アダプター付加したのちアダプ

ター内配列とTCR 鎖定常領域配列間で非偏
倚遺伝子増幅を行って，次世代シーケンサーで
TCR 全て配列決定，有効全リードのうちの割合
を算出したものである．それぞれ分化できない
環境であるはずの TKOで iNKT，MR1 DKO
でMAITのリードが0.05, 0.04と非常に少ない
数であるものの，認められている．一方，MAIT
が検出出来て良いはずの SKO で ND (not 
detected)なのが疑問であるが，SKO で検出さ
れたT細胞関連のリードの半数超がV14J18
とV8と納得できる結果も得られている．前述
の通り肝・脾リンパ球のフローサイトメトリー
結果はTKO，MR1 DKOでNK1.1+ V5+ T細
胞が増加していたが，NGSの結果でもV5の
リードが増加していることは特筆される．MR1 
KOでは iNKTが SKO並みに存在しても良い
はずであるが，むしろかなり減少し，MR1/ 
MAITの欠損は間接的に iNKT・NKTの分化や
分布に広汎な影響を与え得る可能性を提示した． 
 纏められる部分を論文にしつつ，検討が必要
な部分について，今後も継続して最終的に論文
として発表する予定である．特に，関連細胞に
ついて動脈硬化促進性・抑制性を明らかにして
予防・治療の基礎としたい（図５）． 

図５ 第３以降の細胞を考慮したモデル 
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