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研究成果の概要（和文）：NKT細胞は、感染や発癌過程において、自然免疫として初期生体防御機能を果たすリ
ンパ球であり、CD1d上の糖脂質リガンドを認識してIFN-gを強発現し、抗腫瘍効果を示す。これまでのリンパ組
織における解析では、NKT細胞の免疫応答は短期的応答に留まると考えられてきた。我々はNKT細胞の中で、肺内
に抗腫瘍効果を示すKLRG1陽性NKT細胞サブセットが長期に存在することをつきとめ、KLRG1陽性NKT細胞が、特徴
的な接着分子、ケモカインレセプター、ＮＫレセプターの発現、高いIFN-g産生能を有することを明らかにし
た。遺伝子解析の結果からKLRG1陽性NKT細胞に特異的な分子の候補を同定できた。

研究成果の概要（英文）：Invariant (i)NKT cells recognize a complex of the antigen-presenting 
MHC-like molecule CD1d and a glycolipid and play a key role at the initial immunological defense in 
infection and cancer. After the activation, the fate of iNKT cells toward memory has not been 
identified. Here we show the presence of effector memory-like KLRG1+iNKT cells in the lung. They 
express the distinct expression of adhesion molecules, chemokine receptors and NK receptors and can 
produce high amount of IFN-gamma. In addition, we identified the specific molecules, of KLRG1+ iNKT 
cells by RNA-seq analysis.

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、T細胞のように胸腺内で成熟

し、胸腺細胞よりランダムな TCR の再構成

がおこり、その結果 CD1d－内因性糖脂質に

結合するTCRを持った胸腺細胞がNKT細胞

系統へと選択され、末梢に移行するものとし

て考えられている。機能的には、NKT 細胞

は、感染や発癌過程において、自然免疫とし

て初期生体防御機能を果たすCD1d拘束性の

リンパ球であり、糖脂質リガンドを認識して

IFN-を強発現し、抗腫瘍効果を示す。現在、

定常状態における NKT 細胞は、CD4T 細胞

の場合と同様にそのサイトカイン産生パタ

ーンから、NKT1, NKT2, NKT17サブセット

に分化すると考えられている。しかし、NKT

リガンドによる活性化刺激後にこれらの

NKT サブセットがどのような挙動を示すか

は検証されておらず、その免疫応答は自然リ

ンパ球として短期的応答に留まると考えら

れてきたが、詳細は不明であった。 

末梢へ移行した NKT細胞は、NKT細胞の

糖脂質リガンドである-ガラクトシルセラ

ミド(-GalCer)を CD1d 発現提示細胞に ex 

vivoで提示させ投与すると、脾臓中にリガン

ド特異的に IFN-産生 NKT細胞が 4日をピ

ークに増幅、抗腫瘍効果が得られる (Fujii et 

al Nat Immunol 2002, PNAS 2006, Uldrich 

AP et al J Immunol 2005, Parekh J Clin 

Invest 2005)。この場合でも活性化 7日後に

は、脾臓中の NKT 細胞はほぼ定常状態の特

性に戻ると考えられてきた。本研究ではこの

NKT 細胞のサブセットの細胞学的特徴と分

子機構を解明することを目的とする。 
２． 研究の目的 
我々はこれまで NKT 細胞の中で、肺内に抗

腫瘍効果を示す NKT 細胞サブセットが長期

に存在することを報告してきた。本研究では、

このような抗腫瘍効果を示す肺内 NKT 細胞

のサブセットを詳細に解析し、脾臓内、及び

肝臓内 NKT 細胞との細胞の局在、更に細胞

寿命と機能の評価、及び長期抗腫瘍効果を発

揮する分子機構の解明を行う。 
 
３．研究の方法 
「KLRG1 陽性 NKT 細胞が、活性化後に肺

内において顕著に増殖持続する」ことを手掛

かりに、細胞の特性を明らかにする。第一に

KLRG1 陽性 NKT サブセットの臓器分布に

関する経時的検討を行うと共に、増殖する場

が、肺内のみであるかどうか解析する。更に

は、野生型マウスに存在する NKT のみなら

ず、KLRG1陽性 T細胞や NK細胞と表現型

を比較し明らかにする。次には、KLRG1 陽

性 NKT サブセットが記憶免疫に該当するか

どうかを検討する。特に KLRG1 陽性 NKT

細胞が長期維持されているかを標識して検

証する必要がある、更に同一抗原で再刺激し

た２次応答を評価する。以上のように細胞学

的特徴を把握したうえで、KLRG1陽性NKT

細胞の特異的発現分子の検索・同定を目指す。 
 
４．研究成果 
(1) KLRG1陽性NKT細胞の初期活性化部位

と臓器分布に関する経時的検証 

我々のこれまでの研究結果では、-GalCer 

をDCに提示させた細胞(DC/Gal)を免疫後に

肺内の NKT細胞の IFN-産生能は 1週間以

上に渡り継続することを明らかにした。これ

は前述したような従来のエビデンスである

「IFN-産生性 NKTは、活性化後 1週間で収

束する」という免疫動態から考えると予想外

の結果である。 

NKT 細胞は定常状態では、肺、肝臓、脾

臓に比較的多く存在する。今回同定した

KLRG1 陽性 NKT 細胞は、活性化後に脾臓

内にも存在するが、１か月ほど経過後は、ほ

ぼ消失する。それに対して肺内 KLRG1陽性

NKT細胞は、９０日経過後も確認できた。(下

図参照) 



 

(2) KLRG1 陽性 NKT 細胞の免疫学的表現

型の解析 

NKT細胞は、無刺激の状態でCD44、

CD62L等が、既に発現していることが他のT

細胞との相違点である。活性化分子、接着分

子、ケモカインレセプター、ＮＫレセプター

など、どのような表現型での特徴があるか明

らかにした。KLRG1陽性で尚且つIFN-が高

産生性である以外に、メモリーＮＫ細胞や、

short-lived effector(SLEC) CD8T細胞の細

胞 表 現 型 と 同 様 の

IL7R1loCD43hiCD49dhiNKG2DhiLYy6Chi 表

現型を示すことが判明した。 

 

(3) KLRG1陽性NKTサブセットの免疫学的

機能の特性の評価 

①NKT細胞の機能的評価： 

肺に存在するKLRG1陽性NKT細胞につい

て、リガンド再刺激後のサイトカイン産生能、

ケモカイン産生能、抗腫瘍細胞傷害活性など

の機能的特性を検討した。KLRG1陽性NKT

細胞は下記のとおり、リガンド特異的に

IFN-, ccl3, ccl4の有意な産生を示した（下

図）。また、４ヶ月後にB16メラノーマを静

脈内投与したところ、KLRG1陽性NKT細胞

は即座に反応し、IFN-を産生した。 

 

②KLRG1 陽性 NKT サブセットの抗原記憶

しているかどうかの評価 

DC/Gal を投与することにより誘導される

このサブセットが記憶 NKT 細胞といえるか

どうか、について、下記の点に着目して解析

を進めた。 

(ア) KLRG1 陽性 NKT 細胞の長期維持：

Venus 陽性 NKT 細胞を用いて、この細

胞が一細胞レベルで長期維持されること

を示した。 

(イ) 同 一 リ ガ ン ド (-GalCer) で 再 刺 激

(boosting)後に、二次的活性化を示すが、

他のリガンド(GSL)をパルスした DC で

再刺激した場合２次応答を示さなかった。 

(ウ) KLRG1陽性NKT細胞のCDR3 Vbレパ

トワ―解析：DC/Gal 免疫後経時的(2 週

間, 1ヶ月) に KLRG1陽性 NKTサブセ

ットと免疫していないマウス由来 NKT

と RNA-Seq で比較し、CDR3Vレパト

ワ―を解析したところ、KLRG1 陽性

NKT 細胞に再度抗原刺激をした場合に、

強力な２次応答が起こることを示した。 
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