
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１７６０１

若手研究(B)

2016～2014

CD4陽性通常型樹状細胞による自己免疫疾患の制御機構の解明

Analysis on the mechanism of immune regulation by CD4+ conventional dendritic 
cells in the development of autoimmune diseases

２０６２４３２３研究者番号：

深谷　知宏（FUKAYA, Tomohiro）

宮崎大学・医学部・助教

研究期間：

２６８６０３３７

平成 年 月 日現在２９   ６   ８

円     3,100,000

研究成果の概要（和文）：DCIR2欠損マウスではWTマウスと比較して、CD4+cDCsのTLR介在性サイトカイン産生能
とT細胞活性化能が増強していた。また、DCIR2欠損マウスではTLR介在性炎症反応が亢進していた。さらに、自
己免疫病態モデルにおいてDCIR2欠損マウスではWTマウスと比較して免疫病態の増悪化が認められた。以上の結
果から、DCIR2はCD4+cDCsの活性化を抑制し、自己免疫病態を制御することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Dcir2-/- CD4+ cDCs showed a higher secretion of proinflammatory cytokines 
and an enhanced T-cell priming after stimulation with TLR ligands than wild-type (WT) CD4+ cDCs. 
Furthermore, Dcir2-/- mice exhibit a hyperinflammatory response associated with the excessive 
production of cytokines. On antigenic immunization, Dcir2-/- mice showed a more enhanced autoimmune 
pathogenesis than WT mice. Thus, our findings suggest that DCIR2 provides an inhibitory signal for 
the fine-tuning of the function of CD4+ cDCs to maintain immune homeostasis and prevent autoimmune 
diseases.

研究分野：免疫学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 樹状細胞（DCs）は機能的に通常型樹状細
胞（cDCs）と形質細胞様樹状細胞（pDCs）に
大別される複数のサブセットから構成され、
自然免疫と適応免疫を繋ぐ最も重要な抗原
提示細胞と考えられている。CD4+cDCs は cDCs
の主要なサブセットであるが、免疫応答にお
ける役割とその機能を制御する機構につい
てはいまだ不明である。申請者は先に DCs サ
ブセットの遺伝子発現網羅的解析により、
CD4+cDCs の特異的発現機能分子候補として C 
タイプレクチンレセプターファミリーに属
する Clec4a4 を同定した。現在のところ 
Clec4a4 のリガンドと機能は不明であるが、
細胞内ドメインに ITIM（immunoreceptor 
tyrosine-based inhibitory motif）様配列
（ITYAEV）を有することから細胞内シグナル
伝達を介して CD4+cDCs の機能を制御するこ
とが示唆された。一方、他の研究グループか
ら Clec4a4 は DC特異的抗体クローン 33D1 に
よ り認識され、 DCIR （ dendritic cell 
immunoreceptor）2 として報告されている。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究課題では、CD4+cDCs の DCIR2 を介し
た機能調節に基づく免疫応答制御機構を明
らかにし、その自己免疫病態の形成における
役割を解明する。 
 自己免疫疾患の発症・増悪における免疫異
常には DCs の量的・質的動態変化が関与して
いることが強く示唆されている。従って、自
己免疫疾患での CD4+cDCs の性状と動態及び
機能を解析することにより、発症・増悪機構
の解明が期待される。 
 このために、申請者らは CD4+cDCs の新規特
異的機能分子であるDCIR2の機能解析を目的
として、DCIR2 欠損マウスを作製した。すな
わち、DCIR2 欠損マウスを用いて CD4+cDCs の
DCIR2 による機能制御とその分子基盤を明ら
かにするとともに生体内でのDCIR2を介する
炎症反応、抗原特異的 T細胞応答、自己免疫
病態などの免疫応答の制御を解明する。 
 
３．研究の方法 
 
研究方法は以下の通りである。 
 
(1)DCIR2 欠損 cDCs の機能解析 
 wild-type (WT)マウス、DCIR2 欠損マウス
の免疫組織（脾臓•リンパ節）から分離した
CD4+cDCsについて以下の機能の比較検討を行
った。また、CD4+T 細胞、CD8+T 細胞が卵白ア
ルブミン（OVA）特異的 TCR を有するトラン
スジェニックマウスである OT-II マウス、
OT-Iマウス、Foxp3EGFPOT-IIマウスも用いた。 
①細胞表面分子発現 
 細胞表面分子（MHC 分子、共刺激分子、CD11c
等）の発現を FACS 解析にて測定した。 

②サイトカイン産生能と細胞内シグナル伝
達 
 各種 Toll-like receptor (TLR)リガンド
（LPS、CpG、poly I:C 等）刺激によるサイト
カイン産生を経時的にELISA法にて測定した。
また、細胞内シグナル伝達分子（ERK、p38、
SAPK/JNK、NF-κB、IKK-α/β）の活性化を
解析した。 
③T細胞活性化能 
 OVA を 抗 原 と し た 共 培 養 に よ る
OT-II.CD4+T 細胞、OT-I.CD8+T 細胞の増殖能
（[3H]-thymidine 取り込み能）を計測した。 
④T細胞分化誘導能 
 OVA を 抗 原 と し た 共 培 養 に よ る
OT-II.CD4+Foxp3EGFP-T 細胞からの IFN-γ産生
TH1 細胞、IL-17 産生 TH17 細胞、Foxp3

EGFP+Treg
細胞の生成を FACS 解析にて測定した。 
 

(2)炎症反応での DCIR2 欠損マウスの機能解

析 
 WT マウス、DCIR2 欠損マウスに TLR リガン
ドを投与し、投与後経時的に血清中サイトカ
イン産生をELISA法にて測定するとともに炎
症性致死率を計測した。 
 
(3)DCIR2欠損マウスの抗原特異的T細胞免疫
応答の解析 
 WT マウス、DCIR2 欠損マウスに抗原を免疫
し、以下の抗原特異的 T細胞免疫応答の比較
検討を行った。 
①エフェクターCD4+T 細胞誘導 
 各マウスへ OVA と TLR リガンドを免疫し、
免疫後 14 日目に脾臓 CD4+T 細胞を調整した。
さらに、OVA を抗原とした WT cDCs との共培
養による CD4+T 細胞の増殖能を計測し、その
IFN-γ産生量をELISA法により測定するとと
もに FACS 解析にて IFN-γ産生 TH1 細胞の生
成を計測した。 
②細胞傷害性 T細胞（CTL）誘導 
 各マウスへ OVAと TLR リガンドを免疫した。
免疫後 6日目に脾臓 CD8+T 細胞を調整し、MHC
クラス I-OVAペプチドテトラマー結合および
IFN-γ産生 CTL の生成を FACS 解析にて測定
した。 
 
(4)DCIR2 欠損マウスの自己免疫病態の解析 
 WT マウス、DCIR2 欠損マウスでの自己免疫
性脳脊髄炎（EAE）について以下の比較検討
を行った。EAE は各マウスへ 0 日目に MOG ペ
プチドと CFA の emulsion を皮下免疫、0日目
と2日目にPertussis toxinを腹腔内投与し、
病態を発症させた。また、免疫後 15 日目に
脾臓やリンパ節の CD4+T 細胞を調整した。 
①病態評価（発症率•臨床症状） 
 免疫後 10 日目より免疫病態の発症率と病
態スコアを計測した。 
②免疫学的性状解析 
 免疫組織（脾臓、リンパ節）での CD4+T 細
胞サブセット（TH1 細胞•TH17 細胞•Foxp3+Treg



細胞）やその他の免疫細胞の存在比率•細胞
数を FACS 解析にて比較検討した。 
③T細胞活性化能 
 MOG ペプチドを抗原とした WT cDCs との共
培養による CD4+T 細胞の増殖能を計測し、そ
のIFN-γとIL-17の産生量をELISA法により
測定するとともに FACS 解析にて IFN-γ産生
TH1 細胞と IL-17 産生 TH17 細胞の生成を計測
した。 
 
４．研究成果 
 
 得られた研究成果は以下の通りである。 
 
(1)DCIR2 欠損 cDCs の機能解析 
 WT CD4+cDCs と比較して、DCIR2 欠損 
CD4+cDCsでは各種TLRリガンド刺激によるサ
イトカイン産生の亢進、細胞内シグナル伝達
の増強が認められた。また、WT CD4+cDCs と
比較して、DCIR2 欠損 CD4+cDCs では抗原特異
的T細胞活性能には差異は認められなかった。
一方、TLR リガンドの刺激により活性化させ
た状態では、WT CD4+cDCs と比較して DCIR2
欠損CD4+cDCsではT細胞活性化能及びナイー
ブ T 細胞からの IFN-γ産生 TH1 細胞、IL-17
産生 TH17 細胞の抗原特異的分化誘導能が増
強していた。 
 
(2)炎症反応での DCIR2 欠損マウスの機能解
析 
 
 WT マウスと比較して、DCIR2 欠損マウスで
はTLRリガンド投与での血清サイトカイン産
生が著しく増強していた。さらに、DCIR2 欠
損マウスでは WT マウスと比較して炎症性致
死率の増加が認められた。 
 
(3)DCIR2欠損マウスの抗原特異的T細胞免疫
応答の解析 
 
 WT マウスと比較して、DCIR2 欠損マウスで
は CD4+T 細胞の増殖能の亢進、IFN-γ産生 TH1
細胞の生成の増強、MHC クラス I-OVA ペプチ
ドテトラマー結合、IFN-γ産生 CTL の生成の
増強が認められた。 
 
(4)DCIR2 欠損マウスの自己免疫病態の解析 
 
 WT マウスと比較して、DCIR2 欠損マウスで
は EAE 病態の増悪化が認められた。また、WT
マウスの CD4+T 細胞と比較して、DCIR2 欠損
マウスのCD4+T細胞ではMOGp特異的T細胞増
殖反応の増強、サイトカイン産生能の亢進が
認められた。 
 
 以上の結果から、DCIR2 は CD4+cDCs の TLR
リガンド刺激による活性化を抑制する特異
的発現機能分子であることが明らかとなっ
た。さらに、CD4+cDCs は DCIR2 の制御下にお
いて自己抗原特異的 T細胞応答を抑制し、自

己免疫病態を制御することが明らかとなっ
た。 
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