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Ⅰ．緒言
樹状細胞（dendritic cells，DC）は，抗原提示細胞と

して機能し，自然免疫と獲得免疫の連関に重要な役
割を果たす。DCは，1973年にロックフェラー大学の
Ralph M. Steinmanと Zanvil A. Cohnによって，マウス
脾臓細胞中の，樹状に突起を伸ばす細胞として同定さ
れた 1）。彼らは，この細胞が，B細胞やマクロファー
ジとは異なる細胞であり，強力な T細胞刺激活性を
有する抗原提示細胞として機能していることを明らか

にした。この功績により 2011年度のノーベル医学生
理学賞が Ralph M. Steinmanに贈られている。
近年，種々の膜タンパクの発現を指標に，DCの分

別解析が進み，DCが単一の細胞集団ではなく，機能
的に異なるいくつかのサブセットから構成されること
が明らかになりつつある。本稿では，クロスプレゼン
テーション機能に特化した DCサブセットを中心に，
その機能的意義，およびその機能的意義の解明に有用
な遺伝子改変マウスの現状について紹介する。

Ⅱ．樹状細胞を欠失するマウスモデル
ある細胞を生体内で欠失させることにより，その

細胞の機能的意義に関して重要な情報を得ることがで
きる。このために，その細胞をある時点で一時的に欠受付日：平成 26 年 12 月 29 日　受理日：平成 27 年 1 月 21 日

和歌山県立医科大学
先端医学研究所　生体調節機構研究部

遺伝子改変マウスを用いた樹状細胞サブセットの機能的意義の解明

改正　恒康

Clarification of dendritic cell subset functions based on the gene-manipulated mice 

Tsuneyasu Kaisho, M.D., Ph.D.

Department of Immunology, Institute of Advanced Medicine, Wakayama Medical University

Abstract
Dendritic cells (DCs) are professional antigen presenting cells involved not only in provoking innate immune responses 

but also in establishing adaptive immune responses. In order to clarify the critical in vivo roles of DCs, generation of 
gene-manipulated mice for DC ablation is very useful. DCs are heterogeneous and consist of various subsets, including 
plasmacytoid DCs (pDCs) or conventional DCs (cDCs). These DC subsets show the subset-specifi c functions. We have 
recently generated the mutant mice in which CD103+CD11b- cDCs can be selectively ablated. The system is based 
on the selective expression of a chemokine receptor, XCR1, in the DC subset. CD103+CD11b- cDCs are known for 
their high ability to incorporate dying cells and crosspresent the antigens to generate cytotoxic T cells. These functions 
are critical for protective responses against viral infection or tumors, but additional roles of the DC subset are largely 
unknown. By using our mutant mice, critical in vivo roles of the DC subset have been clarifi ed. Our mutant mice are 
superior to the mutant mice generated so far in terms of the selectivity of the cell ablation and marking. Therefore, the 
mice should contribute to the clarifi cation of additional roles of the DC subset. The DC subset is present also in the 
human. So the knowledge based on the mutant mice can be applicable to the human system.

Key words :  Dendritic cells; subset; chemokine receptor; crosspresentation
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失させるシステム（誘導的欠失システム），あるいは，
生まれつきその細胞を欠失させているシステム（構成
的欠失システム）が使われる。
誘導的欠失システムとしては，ヒトのジフテリア毒

素受容体（diphteria toxin receptor，DTR）を発現させ
るシステムが汎用されている。マウスの DTRは，ア
ミノ酸置換のため，ジフテリアトキシン（DT）に結
合できない。そのため，マウスの細胞は DTに耐性で
あり，ヒト DTRを発現させたマウスにおいては，ヒ
ト DTRを発現する細胞だけが選択的に DTの作用に
より，死滅する（誘導的欠失システム）。また，DTR

のかわりに DTAそのものを発現させた場合には，そ
の細胞は，DTを投与しなくても死滅することになる
（構成的欠失システム）。

DCの誘導的欠失システムとしては，まず，樹状細
胞に発現する膜タンパク CD11cの遺伝子プロモーター
の制御下で DTRを発現させるトランスジェニックマ
ウス（CD11c-DTRマウス）が作成され，種々の免疫
応答における DCの機能的意義が明らかになった 2）。
また，構成的欠失システムとしては CD11c-DTAマウ
スが作成された。このマウスでは，期待に反して，T

細胞に関しては，活性化状態，レパートリー構成など
にほとんど影響は認められなかったが，骨髄系細胞の
増殖が顕著に認められた 2）。また，自己免疫疾患様の
症状が認められるという報告もあるが，認められない
という報告もあり，DCが恒常性維持や疾患制御にど
のように関与しているのかについてはよくわかってい
ない 2，3）。
また，解析が進むにつれて，これらのマウスの問

題点も明らかになってきた。一番の問題点は，CD11c

が DC以外にも発現されている点である。たとえば，
リンパ球の約 10%に CD11cに基づく発現が認められ
る 4）。また，非免疫系細胞における DTRの発現のた
め，DTの頻回投与により CD11c-DTRマウスは死亡し
てしまう。このために野生型マウスを放射線照射した
後に，CD11c-DTRマウスの骨髄細胞を移入したマウ
ス，いわゆる骨髄キメラマウスを作成，解析しなけれ
ばならない状況も出てくる。Garbiらは，バクテリア
人工染色体（bacterial artifi cial chromosome，BAC）を
用いて，CD11c-DOGマウスを作成した。このマウス
では，骨髄キメラの作成が不要となっている 5）。しか
し，CD11c-DTR，CD11c-DOGどちらにおいても DC欠
失により，骨髄から好中球が血中に放出されること，
そしてそのために感染抵抗性になるということが指摘
されている 6）。これまでに，CD11cの発現を基盤とし

た DC欠失マウスに関して種々の結果が報告されてい
るが，これらの点を十分に留意した上で結果を解釈す
べきである。
また，DCが，機能的に異なるいくつかの細胞集団（サ

ブセット）から構成されることを考慮した場合，今後
は DCサブセットを選択的に欠失させるマウスモデル
が有用になると考えられる。

Ⅲ．クロスプレゼンテーション能の高い
DCサブセット

DCは，まず形質細胞様樹状細胞（pDC）と通常型
樹状細胞（cDC）に分けられる。cDCはさらにいくつ
かのサブセットに分けられるが，たとえば，CD103，
CD11b の発現により，CD103

＋
CD11b

－
 cDC，CD103

－

CD11b
＋

 cDCに分けられる。その詳細は他の総説を参
照していただきたく，ここでは，細胞傷害性（CD8

＋）
T細胞の分化誘導能が強いことで注目されている
CD103

＋
CD11b

－
 cDCに焦点を絞る。

CD103
＋

CD11b
－

 cDCは，死細胞を取り込む能力が高
く，また，そのようにして取り込んだ細胞由来の抗原
を提示して，細胞傷害性 T細胞の分化を誘導する能
力（クロスプレゼンテーション能）が高いことも知ら
れている 7）。この特性は，ウイルス感染や腫瘍に対す
る防御免疫に威力を発揮する。すなわち，ウイルス感
染細胞や腫瘍細胞を取り込むことにより，その細胞に
対する細胞傷害性 T細胞応答を誘導し，抗ウイルス
免疫，抗腫瘍免疫に寄与する。クロスプレゼンテーショ
ン能は，基本的にすべての DCサブセットにおいて認
められるが，特に CD103

＋
CD11b

－
 cDCにおいて高いこ

と，そしてその分子基盤として，カルレチクリン，シ
スタチンなど，MHCクラス I依存性抗原提示のため
に必要な分子群の発現が CD103

＋
CD11b

－
 cDCにおいて

高いことが明らかになっている 8）。
CD103

＋
CD11b

－
 cDC は， 病 原 体 セ ン サ ー と し

ては，二本鎖 RNA を認識する TLR3，リポ多糖
（lipopolysaccharide，LPS）を認識する TLR4，CpGモチー
フを持つ一本鎖 DNAを認識する TLR9を発現してい
る。そして，それらの TLR刺激により，炎症性サイ
トカインを産生する。TLR3は DCサブセットの中で
は，この CD103

＋
CD11b

－
 cDCのみに選択的に発現さ

れている。また，TLR4，TLR9の発現は他の DCサブ
セットにも認められるが，炎症性サイトカイン産生能
は，CD103

＋
CD11b

－
 cDCが最も強い。つまり，CD103

＋

CD11b
－

 cDCは，炎症性サイトカイン産生能が強いと
いう機能的特性も持っている。
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Ⅳ．ケモカイン受容体XCR1 遺伝子を用いた
DCサブセット欠失マウスモデル

これまでに CD103
＋

CD11b
－

 cDCを選択的に欠失する
遺伝子変異マウスが報告されている。転写因子 IRF-8

を欠損するマウスでは，CD103
＋

CD11b
－

 cDCと PDCの
欠損が認められるが 9），IRF-8のアミノ酸変異を自然発
生的に持つ BXH2マウスにおいては，CD103

＋
CD11b

－

cDCのみの欠失が認められる 10）。また，転写因子
BATF-3（basic leucine zipper transcription factor, ATF-like 

3）は，cDC優位に発現されているが，その欠損により，
CD103

＋
CD11b

－
 cDCの選択的欠失が認められる 11）。こ

のような遺伝子改変マウスを用いて，ウイルスや細菌
の感染，腫瘍に対するクロスプレゼンテーション応
答が障害されること，つまり，CD103

＋
CD11b

－
 cDCが

クロスプレゼンテーションに重要であることが示され
た。しかしながら，これらの結果の解釈もやはり慎
重になされるべきである。たとえば，IRF-8は B細胞
やマクロファージにも発現されているし，BATF-3も
CD103

＋
CD11b

－
 cDC，CD103

－
CD11b

＋
 cDCの両方に同

程度に発現されており（図 1），遺伝子変異マウスの
表現型が CD103

＋
CD11b

－
 cDCの欠失だけによるもので

あるかどうか明確とは言えない。
我々は，この DCサブセットを生体内で選択的に欠

失させるシステムを作るために，まず，この DCサブ
セットにおいて選択的に高発現を示す遺伝子を探索
した。そして，ケモカイン受容体 XCR1をコードす
る遺伝子に着目し 12，13）（図 1），その遺伝子座に，蛍
光タンパク venus，あるいは DTRと venusの融合タ
ンパクをコードする遺伝子をノックインさせたマウ

ス（XCR1-venusマウス，XCR1-DTRvenusマウス）を
作成した 14）。これらのマウスでは期待通り，CD103

＋

CD11b
－

 cDCに選択的に venusの発現が認められ，ま
た，XCR1-DTRvenusマウスでは，CD103

＋
CD11b

－
 cDC

の選択的誘導的欠失が認められた（図 2，3）。そして，
このマウスを用いた解析により，CD103

＋
CD11b

－
 cDC

が，タンパク抗原，死細胞抗原，および細胞内寄生細
菌リステリア抗原に対する CD8

＋
T細胞応答，すなわ

ちクロスプレゼンテーション能に必須であることが示
された 14）（図 4）。このマウスを用いて，今後，CD103

＋

CD11b
－

 cDCの生体内での新たな機能的意義が解明さ
れることが期待される。
この他にも，CD103

＋
CD11b

－
 cDCを欠失させるた

めの遺伝子改変マウスが作成されている。Ruedlら
は，CD103

＋
CD11b

－
 cDC優位に発現するレクチン DC 

NK lectin group receptor-1 （CLEC9A）遺伝子に着目
し，CLEC9A遺伝子を含む BACへヒト DTR遺伝子を
ノックインし，CLEC9A-DTRマウスを作成した 15）。
CLEC9A-DTRマウスでは，CD103

＋
CD11b

－
 cDCが欠失

されるが，CLEC9Aを弱く発現する PDCも部分的に
欠失していた（図 1，表 1）。また，佐藤らは，CD205

の遺伝子座へヒト DTR遺伝子をノックインさせる
ことにより，CD205-DTRマウスを作成した 16）。この

図 1　CD103＋CD11b－ cDC に発現する遺伝子の発現パターン。
遺伝子発現プロフィールのデータベースを用いて，発現パターンを検索した。
XCR1，IRF-8，BATF3，CD205 の遺伝子に関しては，BioGPS のデータを，
CLEC9Aの遺伝子に関しては，Immunological Genome Project のデータを使
用した。主な発現を示す細胞種を示している。

図 2　 XCR1-venus マウスにおける venus の発
現パターン。

数字は陽性細胞のパーセントを示す。
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CD205-DTRマウスにおいても CD103
＋

CD11b- cDCの欠
失が認められたが，CD205の発現パターンと呼応して，
CD103

－
CD11b

＋
 cDCの一部にも欠失が認められた（図

1，表 1）。また，このマウスでは，非造血系の細胞に
おいても DTRが発現しているために，DT投与 10日
後にマウスが死んでしまう。そのため，CD11c-DTR

マウスと同様に，CD205-DTRマウス由来の骨髄を移
植した骨髄キメラマウスを用いた解析が必要になっ
ている。このように，これらのマウスと比較すると，
XCR1-DTRvenusマウスの方が，細胞欠失の選択性が
高い。また，CLEC9A-DTRマウスや CD205-DTRマウ
スにおいては，蛍光タンパクの発現によって標的細胞
を追跡することはできないが，XCR1-DTRvenusマウ
スでは，venusの発現により，標的細胞を追跡できる
という利点も持ち合わせている（表 1）。

図 3　 XCR1-DTRvenus マウスにおける DT投与後の venus
発現細胞の欠失。

DT（マウス体重 1g あたり 25ng）あるいは PBS 投与後，
XCR1-DTRvenus マウスから脾臓細胞を回収し，FACS 解
析を行った。cDC（CD11c＋B220－細胞）をさらに CD8α，
venus の発現にしたがって展開している。Dot plot の中の数
字は，該当領域のパーセントを示す。Venus 発現細胞がDT
投与 1 日後に減少し，その後 4-12 日かけて徐々に回復して
いくのが観察されている。

図 4　 XCR1-DTRマウスを用いたクロスプレゼンテーション
の解析。

XCR1-DTRvenus マウスに DT（マウス体重 1g あたり
25ng）あるいは PBS 投与を，1 日間隔で 2 回投与した。2
回目の DT投与時に，マウス踵部皮下に，抗原として卵白
アルブミン 100μg と免疫アジュバントとして 2 本鎖 RNA
（polyinosinic-polycytidylic acid）20μg を投与した。その 7
日後に脾臓細胞を回収し，抗原特異的細胞をテトラマー染色
により検出した。また，in vitro で抗原刺激したのち，細胞
内染色により，IFN-γの発現を解析した。Dot plot の中の数
字は，該当領域のパーセントを示す。DT投与マウスにおい
てはCD8＋ T 細胞応答が低下している一方，CD4＋ T 細胞応
答はむしろ亢進している。

DTによる欠失 蛍光タンパク発現
による追跡

XCR1-DTRvenus
マウス

ほぼCD103＋CD11b－

cDC に特異的
可能

CLEC9A-DTRマウス CD103＋CD11b－ cDC
一部の pDC

不可能

CD205-DTRマウス CD103＋CD11b－ cDC
一部の CD103－CD11b＋ cDC
非免疫系の細胞

不可能

表 1　CD103＋CD11b－ cDC 欠失マウスの比較

Ⅴ．XCR1 の機能
ケモカインは，N末端に存在するシステインの数

や位置により，４つのサブファミリー（CC，CXC，
CX3C，XC）に分類される。XCサブファミリーは，N

末端のシステインが 1個しかないケモカインのサブ
ファミリーであり，そのメンバーには，マウスでは
XCL1，ヒトでは，XCL1，XCL2が含まれる。ただし，
ヒト XCL1，ヒト XCL2は，遺伝子座が近接している
こと，アミノ酸構造が 98%類似（アミノ酸 114個中
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112個が同じ）していることから，重複遺伝子と考え
られている。XCR1は，この XCケモカインの受容体
である。

XCL1は，NK細胞や活性化 CD8
＋

 T細胞から主に
産生される 12，13）。これまでに XCL1遺伝子欠損マウ
スを用いて，CD8

＋
 T細胞のメモリー応答や制御性 T

細胞の生成に障害が認められることが報告されてい
る 12，17）。

Ⅵ．ヒトにおけるXCR1 および XCR1
発現樹状細胞

ヒト末梢血には，DCとして，pDCと骨髄由来樹状
細胞（mDC）が含まれる。mDCはさらに，BDCA3の
発現にしたがって，BDCA3

＋
 DCと BDCA3

－
 DCに分

けられる。DCの約 10%を占める BDCA3
＋

 DCでは，
TLR3遺伝子に加えて，XCR1遺伝子も選択的な高発
現が認められる 13，18）。また，この BDCA3

＋
 DCは，ク

ロスプレゼンテーション能が高いことも報告されてい
る 19）。このことから，BDCA3

＋
 DC が，CD103

＋
CD11b

－

cDC のヒトホモログであり，XCR1はそのマーカーと
して有用であると考えられている。また，XCL1が
NK細胞と活性化 CD8+ T細胞において産生量が高い
というパターンも，ヒトにおいてもマウスと同様に認
められた 13，18）。このように，XCL1，XCR1は，マウス，
ヒトに共通した機構に関与するケモカインシステムで
あり，CD103

＋
CD11b

－
 cDC，BDCA3

＋
 DCは，マウス，

ヒトに共通の機構で機能していると考えられる。しか
しながら，XCL1，XCR1，および BDCA3

＋
 DCに関して，

ヒトにおける生理的意義，病理的意義はまだほとんど
わかっていない。

Ⅶ．今後の展望
これまで，CD103+CD11b

－
 cDCは，クロスプレゼン

テーション能が高いことから，ウイルス感染や腫瘍に
対する防御免疫に重要であることがわかっている。し
かし，病態形成にどのような役割を果たしているかに
関してはほとんど知られていない。最近，Unanueらは，
インスリン依存性糖尿病モデルマウスにおいて，膵臓
のランゲルハンス島にマクロファージと共に CD103

＋

CD11b
－

 cDCの浸潤が認められ，それが加齢とともに
増加すること，そして，BATF3欠損により，糖尿病
が発症しなくなることを明らかにした 20）。このこと
から，CD103

＋
CD11b

－
 cDCがインスリン依存性糖尿

病の発症に必須であることが示唆されている。今後，
CD103

＋
CD11b

－
 cDCを欠失させる遺伝子改変マウスを

用いて，CD103
＋

CD11b
－

 cDCの新たな生理的意義，病
理的意義が明らかになり，その知識を基盤に，ヒト
疾患における役割が明らかになっていくことが期待
される。
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Ⅰ．樹状細胞とは
1973年に樹状細胞（dendritic cells；DC）を初めて

報告し，その後も DCの研究を牽引してきた Ralph 

Steinman博士が 2011年のノーベル生理学・医学賞を
受賞された。このことからも，DCがわれわれの体に
とって重要であり，免疫関連疾患の新しい治療を開発
するための鍵を握っていることが窺われる。
抗原特異的な免疫反応を誘導するためには，抗原受付日：平成 26 年 12 月 27 日　受理日：平成 27 年 1 月 9 日

京都大学大学院医学研究科　血液・腫瘍内科学

ヒト樹状細胞による免疫制御

門脇　則光

Immune regulation by human dendritic cells

Norimitsu Kadowaki, M.D., Ph.D.

Department of Hematology and Oncology, Graduate School of Medicine, Kyoto University

Abstract
Human dendritic cell (DC) subsets are composed of CD141+ myeloid DCs (mDCs), CD1c+ mDCs, and plasmacytoid 

DCs (pDCs). These DC subsets have different functions, and reagents that differentially regulate functions of the subsets 
may represent novel therapies for immune disorders.

A proteasome inhibitor for multiple myeloma, bortezomib, suppresses the survival and immunostimulatory function of 
pDCs by targeting two critical points, intracellular traffi cking of nucleic acid-sensing Toll-like receptors and endoplasmic 
reticulum homeostasis.

A tyrosine kinase inhibitor for chronic myeloid leukemia with multiple targets, dasatinib, suppresses IFN-α production 
by pDCs stimulated with CpG DNA without reducing viability. This suppression is likely due to the abrogation of 
endosomal retention of CpG DNA, which is critical for the large amount of IFN-α production by pDCs.

It has been reported that pDCs cause inflammatory disorders such as lupus and psoriasis. Thus, these studies 
illustrate that vesicular trafficking characteristic of pDCs may constitute a target to develop novel therapies for 
infl ammatory disorders.

1α, 25-dihydroxyvitamin D3 (VD3) is an important immunomodulatory vitamin. VD3 induces CD1c+ mDCs to produce a 
vitamin A derivative, retinoic acid (RA). Furthermore, the CD1c+ mDCs induce naïve CD4+ T cells to differentiate into gut-
homing Th2 cells in an RA-dependent manner. The “vitamin D – CD1c+ mDC – RA” axis may constitute an important 
immune component for maintaining tissue homeostasis in humans.

Long-lasting efforts to clarify the mechanisms by which DCs perform immunoregulatory functions and to apply the 
accumulating knowledge to developing novel therapies will continue to be an exciting fi eld in immunology.

Key words :  dendritic cells; plasmacytoid dendritic cells; bortezomib; dasatinib; retinoic acid
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提示細胞（antigen-presenting cells；APC）が主要組
織適合抗原複合体（major histocompatibility complex；
MHC）分子上に抗原由来のペプチドを提示し，抗原
特異的な T細胞を刺激する必要がある。そのような
APCには，B細胞，マクロファージ，DCの 3種類が
あるが，この中で DCだけが，まだ抗原に出会ってい
ないナイーブな T細胞を強力に活性化する能力をも
つ。しかも DCは，受ける刺激の違いによって，Th1, 

Th2, Th17といった異なるタイプのヘルパー T細胞反
応を誘導することから，免疫反応の強さだけでなく，
方向性も決定づける。さらに重要なことに，DCは環
境要因に応じてトレランスも誘導する。
このように，DCは基本的にあらゆる種類の抗原特

異的な免疫反応をコントロールする免疫系の中心的な
細胞である。したがって，この細胞の機能を制御する
方法を見いだすことが，多くの免疫疾患の新たな治療
につながると考えられる。

Ⅱ．樹状細胞サブセット
DCは，成熟すると樹状突起（dendrite）をもつとい

う形態的特徴を共有するが，単一の細胞ではなく，機
能の異なる複数のサブセットからなる 1）。ヒトの DC

は，大きく骨髄系 DC （myeloid DC；mDC）と形質細
胞様 DC （plasmacytoid DC；pDC）に分けられ，mDC

はさらに CD141
＋

 mDCと CD1c
＋

 mDCに分けられる。
mDCはその名の通り骨髄系の細胞に起源を持つ。一
方，pDCという名称は，活性化前の段階では形質細胞
に形態が似ていることに由来する。これらの DCサブ
セットは末梢血に少数存在し（mDC，pDCとも単核
球の 0.1-0.5%），多重染色によって同定できる（図 1）。
CD141

＋
 mDCは抗原を取り込んだ後に，その抗原由来

のペプチドを MHCクラス I分子に提示して（これを
クロス・プレゼンテーションとよぶ）CD8

＋
 T細胞を

刺激する能力が高い 2）。これに対し，CD1c
＋

 mDCに
特有の機能は明らかにされていない。一方の pDCは，
ウイルスの刺激を受けると大量のインターフェロン
（interferon；IFN） -αを産生するという際だった特徴を
持つ 3）。そして，興味深いことに，mDCと pDCは異
なる Toll-like receptor（TLR）を発現して異なる微生物
成分を認識し 4），侵入してきた微生物を排除するのに
適したタイプの免疫反応を誘導する。

mDC，pDC以外に，単球も granulocyte-macrophage 

colony-stimulating factor （GM-CSF）とインターロイキ
ン（interleukin；IL） -4の存在下で in vitroにおいて DC

に分化する。マウスの解析から，この単球由来 DCは
炎症環境下で DCの一部を形成すると考えられるが，
ヒトの体内で単球がどの程度 DCに分化するかわかっ
ていない 5）。また，遺伝子発現プロファイルの比較か
ら，単球由来 DCは mDC，pDCよりもマクロファー
ジに近い 6）。したがって，単球がヒトの in vivoで DC

に分化するとしても，mDC，pDCと異なる機能を持
つかもしれない。

Ⅲ．プロテアソーム阻害薬ボルテゾミブによる
pDCの抑制

前述のように，pDCはウイルス刺激により大量の
IFN-αを産生して，抗ウイルス免疫において重要な役
割を果たす。この IFN-α産生は，pDCがウイルスの持
つ DNA，RNAをそれぞれ TLR9，TLR7を介して認識
することにより起こる。一方，pDCは死んだ自己細胞
由来の核酸も認識して IFN-αを産生し，全身性エリテ
マトーデスや尋常性乾癬といった自己免疫性・炎症性
疾患の発症や進展に重要な役割を果たす 7）。したがっ
て，pDCの IFN-α産生を抑制する薬剤は，こうした
pDCが関与する疾患の治療薬となる可能性がある。

pDCは発達した小胞体を持ち，形態が形質細胞に
似ていることにちなんで命名されている。このような
発達した小胞体は，形質細胞においては免疫グロブリ
ン，pDCにおいては IFN-αの産生を担っている。こう

図 1　 フローサイトメトリーによるヒト末梢血樹状細胞（DC）
サブセットの同定

リンパ球と単球の中間の前方散乱光を持ち，lineage marker
陰性（Lin-），CD4 陽性の分画にゲートをかけると，CD141＋ 
mDC，CD1c＋ mDC，pDCの 3つのDCサブセットが分別で
きる。FSC：前方散乱光，SSC：側方散乱光
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した高い分泌能を持つ細胞は，小胞体における分泌蛋
白の適切な折りたたみが損なわれることによって起こ
る小胞体ストレスにさらされやすく，それに対処する
小胞体ストレス応答（unfolded protein response；UPR）
に生存と機能が大きく依存している。興味深いことに，
UPRを司り小胞体ストレスによる細胞死を防ぐ転写
因子 XBP1の欠損マウスでは，形質細胞 8）と pDC

9）の
形成が阻害されることから，この両細胞の形成には
UPRによる生存の維持が必要であると考えられる。
また，プロテアソーム阻害薬ボルテゾミブが多発性骨
髄腫に有効性を発揮する重要なメカニズムとして，異
常な蛋白が細胞内に蓄積して小胞体ストレスが高まる
ことが挙げられている 10）。したがって，われわれは，
ボルテゾミブが，形質細胞に類似した pDCの活性も
抑えるのではないかと考え，検討を行った 11）。
その結果，ボルテゾミブは pDCのアポトーシスを

強く誘導し，この現象は XBP1活性の抑制と相関する
ことがわかった。また，ボルテゾミブは TLR9リガン
ド CpG DNA（非メチル化 CpGモチーフをもつ DNA）
の刺激を受けた pDCによる IFN-αの産生を強く抑え，
この機能抑制は，少なくとも部分的にはアポトーシス
非依存性であった。CpG DNAの刺激を受けた pDCが
IFN-αを産生するためには，TLR9が，小胞体膜分子
Unc93B1とともに小胞体からエンドソームに移動する
必要がある（図 2A）12）。共焦点顕微鏡で検討した結
果，ボルテゾミブは Unc93B1の小胞体からエンドソー
ムへの移動は抑制しないが，TLR9の移動を抑制する
ことがわかった（Fig.2B）。以上より，ボルテゾミブは，
まず TLR9と Unc93B1の小胞体からエンドソームへの

協調的な移動を阻害し，次いで UPRを阻害してアポ
トーシスを誘導することにより，pDCの機能と生存を
強く抑制すると考えられる 11）。

Ⅳ．チロシンキナーゼ阻害薬ダサチニブによる
pDCの抑制

がんに対する分子標的薬の中には標的分子が広汎
な薬剤があり，本来の標的以外による作用（off-target

効果）を来しうる。慢性骨髄性白血病に対するチロ
シンキナーゼ阻害薬ダサチニブは，本来の標的であ
る ABLチロシンキナーゼ以外にも，広汎なチロシン
キナーゼや一部のセリン・スレオニンキナーゼも阻害
する 13）ことから，免疫細胞にも何らかの影響を及ぼ
す可能性がある。そこでわれわれはダサチニブを in 

vitroでヒト末梢血由来 pDCに添加したところ，ウイ
ルス刺激を受けた pDCによる IFN-αの産生を強力に
抑制することを見いだした 14）。一方で，pDCの細胞
死は誘導しなかった。したがって，ダサチニブは pDC

の生存ではなく機能のみを抑制する。
次いで，その機序を検討した。pDCが大量の IFN-

αを産生する重要な理由として，エンドサイトーシス
で取り込まれた TLR9リガンド CpG DNAが，TLR9の
局在部位である早期エンドソームに長時間滞留するこ
とが報告されている 15）。われわれは共焦点顕微鏡を
用いた解析により，ダサチニブが CpG DNAの早期エ
ンドソームへの滞留を阻害することを見いだした（図
3A，B）。これが，ダサチニブによる IFN-α産生抑制
の重要な作用機序と考えられる。
以上述べたように，pDCが TLRリガンドである

図 2　ボルテゾミブはTLR9 と Unc93B1 の小胞体からエンドソームへの協調的な移動を阻害する
定常状態ではTLR9 は小胞体に存在するが，pDCが CpG DNAの刺激を受けると，TLR9 は小胞体膜分子Unc93B1 とともにエン
ドソームに移動し，CpG DNAを認識して下流のシグナルを伝達し，IFN- αの産生を誘導する（A）。ところが，ボルテゾミブの
存在下では，Unc93B1 の小胞体からエンドソームへの移動は阻害されないが，TLR9 の移動が阻害される。すなわち，Unc93B1
と TLR9 が分離してしまう（B）。これにより，ボルテゾミブの存在下で pDCの IFN- α産生が抑制されると考えられる。

A B
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核酸に反応して IFN-αを産生する際には，「核酸認識
TLRの小胞体からエンドソームへの移動」「CpG DNA

の早期エンドソームへの滞留」という特異な小胞機能
を発揮する。そして，ボルテゾミブは前者を，ダサチ
ニブは後者を阻害することにより，pDCの活性を抑制
する（図 4）。このように，小胞機能を標的とした DC

の機能制御が炎症性疾患の治療薬の開発につながる可
能性があり，新たな創薬コンセプトになる可能性を秘
めている。

Ⅴ．RA産生ヒトDCサブセットと産生刺激の同定
次にわれわれは mDCの機能を解析した。
ビタミンは健康維持に必須であり，また適切な免疫

機能の維持にも重要な役割を果たす。特にビタミン A

とビタミン Dは重要で 16），ビタミン Aの不足はさま
ざまな免疫異常を来たす。また，ビタミン Dは骨代
謝以外にも多くの作用があり，免疫系においては過剰
な免疫反応を抑制する方向に働く。
近年マウスの研究により，腸管の CD103陽性 DCと

いうサブセットがビタミン Aの活性型代謝産物であ
る全トランス型レチノイン酸（all-trans retinoic acid；
以下 RA）を産生し，腸管免疫寛容に寄与するという

図 3　ダサチニブはCpG DNAの早期エンドソームへの滞留を阻害する
（A）共焦点顕微鏡を用いた pDCの観察。CpG DNAが緑，Rab5，Rab7（それぞれ早期エンドソーム，後期エンドソームのマーカー）
が赤，これらが重なると白くなるようにしている。通常はCpG DNAは Rab5 と重なり Rab7 と重ならない（つまり早期エンドソー
ムに滞留する）が，ダサチニブの存在下ではCpG DNAの多くが Rab7 と重なる（つまり後期エンドソームに速やかに移動する）。
このような CpG DNAの早期エンドソームへの滞留阻害は，別のチロシンキナーゼ阻害薬イマチニブでは起こらない。（B）（A）
でみられた現象を模式図で示している。

A B

図 4　小胞機能を標的とした pDCの機能制御
「核酸認識TLRの小胞体からエンドソームへの移動」「CpG 
DNA の早期エンドソームへの滞留」という特異な小胞機
能により，pDC は大量の IFN- α産生という他に類を見な
い機能を発揮する。ボルテゾミブは前者（レセプターであ
るTLR の移動），ダサチニブは後者（リガンドである CpG 
DNAの移動）に変調を来すことにより，pDC の IFN- α産
生を阻害する。このように，pDC の特異な小胞機能が炎症
性疾患の新たな創薬標的になり得る。
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モデルが提唱されている 17）。しかし，ヒトのどの DC

が RAを産生するのか知られていなかった。そこで，
これを明らかにすることを試みた 18）。
前述のように，ヒト DCには，大きく CD1c

＋
 mDC, 

CD141
＋

 mDC, pDCという 3つのサブセットがあるが，
この中で，CD1c

＋
 mDCに特有の機能は明らかにされ

ていない。われわれは，異なるヒト末梢血 DCサブセッ
トを，免疫抑制作用が報告されているさまざまな分子
で刺激したこところ，CD1c

＋
 mDCのみが，GM-CSFの

存在下で活性化ビタミン D3 （VD3）の刺激を受けるこ
とにより，RAの高産生能を獲得した（図 5）。
次に，マウスの報告と対比させるために，ヒト腸間

膜リンパ節から単離した mDCを CD103陽性と陰性に
分け VD3で刺激したところ，マウスと異なり CD103

陰性の mDCが RAを強く産生した。また，VD3がマ
ウス DCの RA産生も誘導するかどうか調べたところ，
脾臓および腸間膜リンパ節のどの DCサブセットも，
GM-CSF刺激だけで RA高産生能を獲得し，VD3を加
えても増強は見られなかった。以上より，ヒトとマウ
スでは，RAを高産生する DCサブセットや誘導刺激
が異なることがわかった。

RA産生 DCが RA依存性にどのような T細胞反応
を誘導するか調べたところ，T細胞に腸管帰巣性の接
着分子α4β7インテグリンの発現を誘導し，皮膚帰巣
性の接着分子 cutaneous lymphocyte antigenの発現を抑
制した。また，ナイーブ CD4

＋
 T細胞の Th2細胞への

分化を誘導した。
ヒト CD1c

＋
 mDCは体内に一番多いと考えられる DC

サブセットだが，その特有の機能が不明であった。本
研究により，CD1c

＋
 mDCがヒトの RA高産生 DCであ

り，CD1c
＋

 mDC，ビタミン A，ビタミン Dという 3

つの重要な免疫コンポーネントが直接つながるという
新たな事実が明らかになった（図 6）。ビタミン Dが
さまざまな自己免疫疾患を抑制することが疫学的に
示され 19），また Th2反応は過剰な免疫反応を抑制す
る側面があることから 20），「ビタミン D → CD1c

＋
 mDC 

→ ビタミン A」系は腸管の免疫ホメオスタシスを維
持する重要なコンポーネントであることが示唆され
る。この系がマウスに存在しないことから，in vivoに
おける重要性は今後ヒト化マウスを用いて示してゆく
必要がある。

Ⅵ．おわりに
以上われわれは，異なる機能をもつ DCサブセット

がそれぞれ特有の薬剤や小分子に反応して機能制御
を受けることを明らかにした。冒頭で述べたように，
DCの機能制御がさまざまな免疫関連疾患の新たな治
療開発につながると考えられる。そのための基礎的な
知見は，世界中の研究者の集中的な努力により数多く
蓄積しており，実際に臨床応用される日も遠くないと
期待される。今後も DC研究の動向から目が離せない
であろう。

図 5　GM-CSF + VD3 刺激が CD1c＋ mDCに RA高産生能を誘導する
前駆体 retinal から RAを誘導するアルデヒド脱水素酵素により蛍光を発する基質ALDEFLUOR® を用いて RA産生能を定量。数
字は酵素阻害剤を添加したネガティブコントロール（白抜き）とのmean fl uorescence intensity の比を示す。

図 6　 「ビタミンD → CD1c＋ mDC → レチノイン酸」系に
よる腸管免疫ホメオスタシス維持のモデル
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Ⅰ．緒　言
国民の約半数が何らかのアレルギー疾患に罹患して

いるとされる現代，アレルギー性炎症病態の解明およ
び制御が強く望まれている。アレルギー性炎症形成に
関わる数多くの分子群の中で “Th2型 ” サイトカイン
である interleukin（IL）-13やその作用を媒介する主要な
転写因子 signal transducer and activator of  transcription

（STAT）6がアレルギー性炎症形成に重要な役割を果
たすことが 1998年頃までに明らかになったが，それ

らの下流においてどのような分子の転写制御がアレル
ギー性炎症に寄与しているのかは不明であった 1）。わ
れわれの研究室では IL-13により発現が増強する遺伝
子を検索する過程で，細胞外マトリックスタンパク質
の一種ペリオスチンがアレルギー性炎症の増悪化に重
要な役割を果たしていることを見出してきた 2）。本稿
ではペリオスチンを介したアレルギー性炎症増悪化機
構について解説する。

Ⅱ．ペリオスチンとは
ペリオスチンは分泌型の細胞接着タンパク質であ

る。当初マウス骨芽細胞株に発現する遺伝子として
同定され，その cDNA配列をもとにヒトホモログがク
ローニングされた 3）。その発現は骨膜，心臓弁，胎盤，受付日：平成 27 年 1 月 6 日　受理日：平成 27 年 2 月 3 日

佐賀大学医学部分子生命科学講座分子医化学分野

ペリオスチンによるアレルギー性炎症の増幅

有馬　和彦，白石　裕士，出原　賢治

Amplifi cation of allergic infl ammation via periostin

Kazuhiko Arima, MD, PhD, Hiroshi Shiraishi, PhD, and Kenji Izuhara, MD, PhD

Division of Medical Biochemistry, Department of Biomolecular Sciences, Saga Medical School, Saga, Japan

Abstract
Th2-type immune response is critical for development of allergic infl ammation. We have recently identifi ed periostin as 

one of the inducible genes upon stimulation with IL-13, a representative Th2 cytokine. Periostin is a matricellular protein 
that binds to both matrix proteins and cells to modulate cellular activation. The expression/production of periostin 
is indeed augmented in multiple allergic diseases such as atopic dermatitis, allergic rhinitis, and bronchial asthma. 
Particularly, serum periostin measurement has been proven useful to predict the effectiveness of the molecularly-
targeted drugs against IgE as well as IL-13 in the treatment of patients with bronchial asthma. Mechanistically, periostin 
is produced mainly by fi broblasts, and acts on multiple cell types including epithelial cells, fi broblasts themselves, and 
eosinophils via integrins. Periostin contributes to the production of thymic stromal lymphopoietin by keratinocytes and 
interleukin-6 by fibroblasts either directly or indirectly, and chemotaxis of activated eosinophils, thus amplifying the 
Th2-type immune response. Periostin is a promising novel target of molecular medicine in allergic diseases for both 
diagnosis and treatment.  

Key words :  allergic infl ammation, fi broblasts, integrin, matricellular protein, periostin
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歯周靭帯，表皮真皮境界部などに見られ，種々の炎症
性疾患や癌組織での発現亢進が知られている。構造的
には中央に見られる細胞外接着モジュール FAS1ドメ
インの 4回繰り返し構造が特徴的で N末側には N末
端の分泌シグナル配列とそれに引き続くシステインに
富んだ EMIドメインがある。C末側には既知のタン
パク質ドメインとの相同性はない（図 1）。FAS1ドメ
インはそもそも昆虫の神経接着分子 Fasciclin Iに見出
されたものだが，哺乳類においてもペリオスチンの
FAS1ドメインはインテグリン分子（αvβ3，αvβ5）と
結合することが示されている 3）。
ペリオスチンの機能としてはファイブロネクチンや

テネシン Cといった他の細胞外マトリックス構成タン
パク質と接着することによる組織構築の維持や線維化
における役割とともに，細胞表面のインテグリン分子
を受容体として細胞に作用し，活性化，成長因子産生，
遊走，生存といった細胞機能を制御する役割が報告さ
れてきている（図 1）3）。後者のように細胞機能を調節
するマトリックスタンパク質は近年マトリセルラータ
ンパク質（matricellular protein）と総称されている 4）。
ペリオスチンノックアウトマウスの解析によりペリ

オスチンは骨梁形成，歯周靭帯形成，および心臓の発
生，とりわけ弁形成に重要な役割を果たしていること
が明らかになっている 3，5）。

Ⅲ．ペリオスチンのアレルギー性炎症増悪化への
関与

i）アレルギー性疾患におけるペリオスチンの発現
われわれの研究室では，気管支喘息発症に重要なサ

イトカイン IL-13の気道上皮細胞への作用を解析するた

めにマイクロアレイによる遺伝子発現解析を行った 2）。
その結果強く転写が誘導される遺伝子群の中にペリオ
スチンが含まれていた。この結果に基づき気管支喘息
患者肺におけるペリオスチンの発現を調べたところ肥
厚した基底膜に強い発現が認められた 6）。これ以降，
アスピリン喘息を併発した鼻茸，好酸球性食道炎，ア
トピー性皮膚炎，アレルギー性鼻炎といった種々のア
レルギー性疾患の病変部においてペリオスチンが高
発現していることが報告されてきた 2，7－8）。さらに気
管支喘息患者において，血中ペリオスチン高値は Th2

型喘息の良い指標となることが示され 9－10），抗 IgE抗
体製剤，抗 IL-13抗体製剤による治療反応性を予測す
る良いバイオマーカーであることも示された 2）。また，
ペリオスチン高値群は吸入ステロイド治療に対する反
応性が悪く，かつ呼吸機能予後不良となることも示さ
れており 10－11），今後，新たなアレルギー治療戦略を
練る上でペリオスチン測定は重要な位置を占めること
が期待されている。

ii）マウスモデルからの知見
ii）－a．アレルギー性皮膚炎モデル
アトピー性皮膚炎患者の病変部組織にペリオスチ

ンが過剰に沈着していることから，われわれの研究室
では 2型免疫応答（IL-4，IL-13産生）により誘導され
たペリオスチンがアレルギー性炎症の病態形成へ機能
的に関与しているのか否かを明らかにするためにペリ
オスチン欠損マウスを用いてダニ抗原塗布によるアト
ピー性皮膚炎様モデルの解析を行った 8，12）。その結果，
野生型マウスで見られるダニ抗原依存的な耳介の肥
厚・腫脹，真皮への好酸球を主体とする細胞浸潤，お

図 1　ペリオスチンの構造と機能。本文参照。
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よび IL-13や thymic stromal lymphopoietin（TSLP）産
生といった 2型免疫応答は減弱しており，ペリオスチ
ンは本皮膚炎モデルの病態形成に機能的に関与してい
ると結論付けられた。

ii）－b．好酸球性食道炎モデル
好酸球性食道炎は食物を含む物質が抗原となってア

レルギー反応が起こり，食道に好酸球が浸潤して慢性
炎症を惹起することで臓器としての正常な機能が障害
される疾患である。臨床的には胃食道逆流症に類似し
ており，組織リモデリングのために食道の線維化，狭
小化を来す。病因的には 2型免疫応答の重要性が明ら
かにされており，動物モデルとして IL-13の気管内投
与やカビ抗原（Aspergillus fumigatus）抽出物の経鼻
投与によって肺とともに食道に好酸球性炎症を誘導す
るモデルが報告されている 13）。実際に好酸球性食道
炎患者の病変部にペリオスチンの沈着が認められるこ
とから，Blanchardらはペリオスチンノックアウトマ
ウスを用いてカビ抗原抽出物経鼻投与モデルを作成
し，肺および食道への好酸球の浸潤が 7割近く抑えら
れたことを報告するとともに，その機序としてペリ
オスチンが好酸球遊走を促進するという知見を示し
た（後述）7）。

ii）－c．喘息モデル
気管支喘息患者の病変部にペリオスチンが過剰発

現していることは示されたが 6），ペリオスチン分子に
よる喘息病態への機能的関与についてはいまだ明確な
議論の一致を見ていない。Kaplanら 14）と Fahyら 15）

のグループはそれぞれ卵白アルブミンとAspergillus 

fumigatus 抗原を用いた抗原誘発性気道炎症モデルを
ペリオスチン欠損マウスにて解析したところ，予想に
反していずれも気道過敏性の悪化および血中 IgE値の
さらなる上昇が認められた。これよりペリオスチンは
アレルギー性炎症に対し抑制的に作用していると結論
付けられた。Fahyらは in vitro の実験と併せ，ペリオ
スチン欠損により TGF-β1の活性が低下し，制御性 T

細胞の誘導が低減したため，免疫応答が増強したとす
るエビデンスを示している。一方，Hershensonらのグ
ループはダニ抗原を用いた気道炎症モデルを解析し，
前二者とは逆にペリオスチン欠損により細胞浸潤・粘
液産生の軽減とともに気道過敏性が改善することを示
している 16）。
このように気道炎症におけるペリオスチンの役割は

用いる抗原や投与プロトコルによって異なっているよ

うに見える。このことはヒトの喘息患者が均一な集団
でないことと通じるものがあり，完全解明に向けては
今後の研究の蓄積を待たねばならない。一つの方向性
としては，皮膚炎モデルによる解析から，ペリオスチ
ンは炎症の増悪化・慢性化に関与していることが示さ
れているので，気道炎症の解析においても慢性化モデ
ルでの検討が必要であろう。

iii）In vitro 解析からの知見
ペリオスチンの主な産生細胞は線維芽細胞と考えら

れる 6）。ではペリオスチンはどのような細胞に作用す
ることで機能を発揮しているのだろうか？これまでに
上皮細胞，線維芽細胞，好酸球が主要な標的細胞とし
て解析されてきた。

iii）－a．ケラチノサイト
アトピー性皮膚炎においてはケラチノサイトの分化

異常を伴った過増殖が認められる。しかしながら前述
のようにペリオスチン欠損マウスを用いたダニ抗原塗
布によるアトピー性皮膚炎様モデルでは皮膚・ケラチ
ノサイトの肥厚を認めなかった。このことから真皮内
の線維芽細胞が産生したペリオスチンがケラチノサイ
トに直接作用している可能性について解析した 8）。そ
の結果，組換えペリオスチンタンパク質を固相化し
たシャーレでマウス初代ケラチノサイトを培養する
と NF-κB p65の活性化（核移行）と TSLPの産生が認
められ，これは NF-κB阻害剤により抑制できたこと
から，ペリオスチンはケラチノサイトに直接作用して
NF-κB経路を活性化し，TSLP産生を誘導することが
分かった。TSLPはアトピー性皮膚炎患者の表皮に発
現して樹状細胞の活性化を通じた 2型免疫応答の誘導
を惹起することが知られており 17），線維芽細胞と表皮
細胞のクロストークがアトピー性皮膚炎におけるアレ
ルギー性炎症の増幅に関与していることが示された。

iii）－b．線維芽細胞
定常状態の成人皮膚におけるペリオスチンの発現

は真皮―表皮境界部の真皮側と毛包の一部に限局して
いる。しかしながらアトピー性皮膚炎患者の病変皮膚
組織においては真皮内に広くペリオスチンの発現が見
られる 8）。このペリオスチン発現の程度は臨床像とよ
く相関し，重症例ほどペリオスチンの沈着が著明であ
る。この知見から，線維芽細胞が産生したペリオスチ
ンは線維芽細胞自身に作用することで細胞機能を調節
しているのではないかと考えた。実際，線維芽細胞を
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IL-1ファミリーサイトカインで刺激すると炎症性サイ
トカイン IL-6が産生されるが，ペリオスチン欠損線
維芽細胞においてはこの IL-6産生が減弱していた（図
2A）。ペリオスチン欠損細胞では IL-1α刺激による NF-

κBの活性化が減弱していたことから，ペリオスチン
は IL-1αによる NF-κB活性化を増強もしくは維持する
作用を有していると考えられる。実際，線維芽細胞
株にペリオスチン遺伝子を過剰発現させると IL-1αに
よる IL-6産生は増強し，ペリオスチン遺伝子の発現
を RNA干渉により低減させると IL-6産生も低下した
（図 2B，C）18）。IL-1ファミリーのうち，IL-1αや IL-33

は損傷を受けた上皮細胞より分泌されることが知られ
ている。とりわけ IL-33は近年，アレルギーとの関連
が指摘されている。また一方で IL-6はケラチノサイ
トの主要な増殖因子として作用することも知られてい
る。これらのことからもペリオスチンは線維芽細胞と

表皮細胞とのクロストークを媒介し，表皮の増殖を制
御している可能性が示唆された（図 3）18）。

iii）－c．好酸球
好酸球浸潤はアレルギー疾患において代表的な組織

所見である。好酸球は 7種のインテグリン分子を発現
していることが知られており，一つまたは複数のイン
テグリンが vascular cell adhesion molecule （VCAM）-1や
intercellular adhesion molecule （ICAM）-1といった細胞
表面接着分子，およびラミニン，フィブリノゲン／フィ
ブリン，ビトロネクチンといった細胞外マトリックス
タンパク質に対する接着・遊走を媒介していることが
知られている。ごく最近，IL-5存在下で好酸球がペリ
オスチンと接着することが報告された 19）。IL-5は好酸
球に作用してインテグリンαMβ2を発現させ，これを
介して好酸球とペリオスチンが結合することが示され

図 2　 線維芽細胞におけるペリオスチンの作用。（A）マウス胎児線維芽細胞を用いた解析。野生型（WT）に比しペリオスチン欠
損型（Postn-/-）は IL-1αによる IL-6 産生能が低い。（B, C） マウス線維芽細胞株NIH3T3 細胞を用いた解析。（B）ペリオス
チン過剰発現細胞はコントロール細胞に比し IL-6 産生能が増強している。（C）ペリオスチンをRNA干渉にてノックダウン
した細胞はコントロールノックダウン細胞に比し IL-6 産生能が減弱している。*p<0.05, **p<0.01。文献 18 を参照。

図 3　ペリオスチンを介したアレルギー炎症増幅。本文参照。文献 18 より改変して引用。
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ている。さらに培養液中に添加したペリオスチンは
IL-5で刺激した好酸球のフィブロネクチンに対する接
着を増強させることも示された 7，19）。後者の機序とし
ては，ペリオスチンとフィブロネクチンとの直接結合
による可能性とペリオスチンがインテグリンαMβ2を
介して好酸球の機能を制御している可能性の二つが考
えられる。すなわちアトピー性皮膚炎や気管支喘息な
どアレルギー疾患の病変部に沈着しているペリオスチ
ンは局所で好酸球の遊走や貯留の際のリガンドとして
作用しているが，さらにマトリセルラータンパク質と
して好酸球の細胞機能を調整している可能性もある。

以上，ペリオスチンの標的細胞として代表的な三つ
の細胞を取り上げた。実際のところ生体ではどの細胞
がペリオスチンの主要な標的なのか，またここにあげ
ていない他の細胞種に対する作用はいかなるものかと
いった点は今後解明していく必要があるが，in vivo で
見出されたペリオスチンによるアレルギー性炎症増幅
機構の機序の一端は確実に明らかになってきていると
言えよう（図 3）。

Ⅳ．細胞外マトリックス研究における
サイトメトリー利用

細胞外マトリックス構成タンパク質研究におけるサ
イトメトリー手法の利用は限定的である。その理由と
して挙げられるのは，①細胞外マトリックスを産生・
分泌する主要な細胞が線維芽細胞であるため血球細胞
とは異なり生体からの採取にハードルがあること，②
一口に線維芽細胞といっても形態的・機能的に不均一
な集団であり，血球細胞のような細胞系譜特異的分化
抗原による明瞭な分類ができていないこと，であろう。
実際，定常状態において表皮・真皮境界や毛包周囲部
等に限局して発現しているペリオスチンを産生する細
胞は未だに決定されていない。さらにアレルギー性炎
症に伴って病変組織に産生されるペリオスチンの産生
細胞も同定されていない。これらの課題はペリオスチ
ンプロモーターの下流で標識タンパク質を発現させる
ことでペリオスチン産生細胞を網羅的に同定する遺伝
学的細胞系譜解析を利用するといった手法で解決でき
ると期待される 20）。アレルギー性炎症を増悪化させ
得るペリオスチンの産生細胞を同定し，産生を制御す
ることができれば新たな選択的アレルギー疾患治療戦
略となり得るであろう。

Ⅴ．結　語
ペリオスチンがアレルギー性炎症の病変部で過剰に

発現していること，および遺伝子欠損マウスにおける
結果からペリオスチンがアレルギー性炎症病態形成に
関与していることは明らかになってきた。しかしペリ
オスチンが標的細胞に対しどのような作用をいかなる
分子機序によって果たしているのかはまだまだ十分に
は解明されていない。今後は従来サイトメトリーによ
るアプローチが困難であった非免疫細胞と免疫系との
ペリオスチンを介したクロストーク機構を遺伝学的細
胞系譜解析といった新たな手法を取り入れることによ
り明らかにしていきたい。こういった取り組みを通じ
て慢性化した治療抵抗性のアレルギー症例に対して効
果的な診断・治療法が提供できるようにこの分野の研
究が一層活性化していくことを期待する。
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Ⅰ．はじめに
一般に免疫応答は樹状細胞（Dendritic cell：DC）に

よって制御されているが，DCは大きく 2つのサブセッ
トがあり，それぞれに異なる機能を持ち，様々な炎症
性免疫疾患の病態発症 ･進展に重要な働きをする。
自己免疫疾患は，本来抑制されるはずの自己成分に

対する免疫応答に基づく疾患である。全身性エリテマ

トーデス（SLE）においては，DCサブセットの一つ，
形質細胞様 DC（plasmacytoid DC：pDC）が自己核酸
に応答して，持続的な異常 I型 IFN産生することが，
病態形成に関与している。一方，アレルギーは Th2

サイトカインの産生，IgE産生性 B細胞の誘導，好酸
球や肥満細胞の活性化という一連の免疫カスケードに
より惹起される。そのトリガーとして，上皮由来の胸
腺間質リンパ球増殖因子（TSLP）によって活性化し
たミエロイド系 DC（myeloid DC：mDC）が OX40リガ
ンド（OX40L）と CCL17を発現し，エフェクター Th2

細胞誘導ならびにその増殖維持に寄与することにより
アレルギー性炎症が惹起・増悪する。受付日：平成 26 年 12 月 26 日　受理日：平成 27 年 2 月 3 日
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スタチンの有する抗炎症効果
～ヒト樹状細胞サブセットを治療ターゲットとした新たな視点からの解析～

伊藤　量基

Anti-infl ammatory eff ects of statins
～ Novel investigation of the potent activity to human dendritic cell subsets as therapeutic 

cellular targets ～

Tomoki Ito

First Department of Internal Medicine, Kansai Medical University

Abstract
Dendritic cells (DCs) are the master cells in activating immune responses through enhancing innate immunity by 

cytokine production and initiating acquired immunity by priming naïve CD4+ T cells. However, DCs play not only a 
central role in antimicrobial immune response in host defense but also a pathogenic role in the development of the 
several inflammatory disorders such as allergy and autoimmune diseases. In allergy, epithelial cell-derived thymic 
stromal lymphopoietin stimulates myeloid DC subset to express OX40L and CCL17 that induce and maintain Th2 
cell responses. In systemic lupus erythematosus (SLE), aberrant continuous type I IFN production by plasmacytoid 
DCs causes vicious spiral of pathogenic autoimmune responses. Thus, myeloid DC and plasmacytoid DC subsets 
represent key cellular pathogenic cells in allergy and SLE, respectively. Accordingly, control of the dysregulated myeloid 
DC functions and pDC-derived type I IFNs provides an alternative treatment strategy for allergy and SLE. We focus on 
specifi c roles of statins in controlling the myeloid DCs-dependent Th2 pathway and plasmacytoid DC-dependent IFN 
pathway and state their therapeutic potentials for allergy and SLE.

Key words :  type I IFN，Systemic lupus erythematosus，OX40 ligand，allergy，CCL17
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高脂血症治療薬として広く使用されている HMG-

CoA還元酵素阻害剤（スタチン）は，近年，血清 CRP

や冠動脈疾患に関する炎症性マーカーをも抑制するこ
とが示され，種々の炎症性疾患や免疫疾患に対する治
療効果が注目されている。このスタチンが持つ抗炎
症・免疫抑制作用を，この DCサブセットの持つそれ
ぞれ独自のサイトカイン・表面分子発現の側面から解
析することは，自己免疫疾患やアレルギーに対する新
たな治療戦略に繋がる可能性がある。我々は，スタチ
ン系薬剤が，核酸認識によるヒト pDC由来 IFNαの
産生を阻害し，また TSLP刺激時における mDC機能
の抑制することを見出している。このスタチンの持つ，
DC機能阻害活性は SLEをはじめとする全身性自己免
疫性疾患や各種アレルギーに対する新たな治療戦略に
寄与すると考えられる。

Ⅱ．スタチン
高脂血症治療薬として世界的に広く使用されている

HMG-CoA還元酵素阻害剤（スタチン）は，近年，脂
質低下作用の他に，血清 CRPや IL-6，可溶型 ICAM-1

など冠動脈疾患に関する炎症性マーカーを抑制するこ
とが示され，種々の炎症性疾患に対する治療効果が注
目されている。

近年のスタチン系薬物を使用した大規模臨床試験
によると，虚血性心疾患の発症を予防することは周知
の事実であるが，この効果は必ずしもコレステロール
低下作用だけに基づくものではないことが最近の研究
成果から明らかになっている。歴史的には，1995年
に，スタチン系薬物を用いて治療された心臓移植レシ
ピエントでは，重篤な急性拒絶反応の発症率が低下す
ることが報告された 1）。その機序として，CTLや NK

活性を低下させる効能に基づく事も示されている。そ
の後，にわかにスタチン系薬物の多面的作用が注目さ
れ，幾つかの詳細な実験により，スタチンの持つ抗炎
症および免疫抑制効果に関する研究成果が蓄積されつ
つある。スタチンは IL-12のシグナルに関わる STAT4

の核内への移行を阻害し，Th1細胞への分化を直接抑
制し，ヒト多発性硬化症患者の末梢血単核球に対して
in vitro での増殖を抑制する 2，3）。In vivo では，リウマ
チ病態モデルマウスにおいて，スタチン投与が滑膜び
らん，炎症細胞の滑膜への浸潤を抑制し，一方，ヒト
における臨床試験では，前述の心臓移植後にて拒絶反
応を減少させるのみならず，高脂血症患者でスタチン
投与により CRPの低下することや，関節リウマチ患
者における炎症反応の低下と腫脹関節数の減少が認め
られている。
スタチンの作用はコレステロール合成経路におい

て，HMG-CoAからメバロン酸への反応を触媒する
HMG-CoA還元酵素を選択的に阻害することによって，
その下流の合成系を遮断しコレステロール生成を抑制
することにある（図 1）。しかしながら，このスタチ

図 1　コレステロール代謝経路とスタチンの作用点図
コレステロールは細胞膜を構成している脂質二重層の成分の 1
つであり，肝細胞がその主な生成場所であるが，他に様々な細
胞においてもこのカスケードは存在している。スタチンはHMG-
CoA からメバロン酸への代謝を阻害することによりコレステ
ロールの合成を抑制する。逆にメバロン酸の投与によりこの系
におけるスタチンの薬理作用は相殺される。
メバロン酸以下の経路には，イソプレノイドと呼ばれる中間代
謝産物ファルネシルピロリン酸（FPP）やゲラニルゲラニルピロ
リン酸（GGPP）があり，これらイソプレノイドが低分子量GTP
結合タンパク質である Ras や Rho 蛋白合成を誘導する。FPP が
分岐点となって，スクワレンを経由してコレステロール合成を
誘導する経路と，FPP がファルネシル化することで Ras 蛋白合
成を誘導する系，さらに GGPP を介して，ゲラニルゲラニル化
蛋白である Rho 蛋白生成に寄与する系がある。また，Rho の下
流のメディエーターはRho kinase（ROCK）である。これらRas
や Rho が，細胞の分化・増殖や骨格の形成，サイトカインや
ケモカインの産生など多面的な効果を制御する。それゆえ，ス
タチンの持つ様々な細胞に対する多面的効果は，これら Ras や
Rho 蛋白合成を抑制することに起因すると考えられている。
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ンによって阻害されるコレステロール合成経路への分
岐には，FPP（ファルネシルピロリン酸）や GGPP（ゲ
ラニルゲラニルピロリン酸）があるため，これらの
合成をも阻害する結果，その下流で生成される small 

GTPaseである Rasや Rho蛋白合成をも阻害すること
となる（図 1）。これら Ras/Rho蛋白は，細胞の分化・
増殖の制御や骨格の形成に重要であることが知られて
おり，スタチンの持つ抗炎症効果を含めた多面的作用
は，実はこの Ras/Rho蛋白活性を抑制することに起因
すると考えられている。実際に，Rho蛋白の作用を直
接阻害する Rho kinase阻害剤を用いると，スタチンと
同様に関節リウマチ由来滑膜細胞にアポトーシスを誘
導する。Ras/Rho蛋白は，細胞内シグナルとして p38

や ERKなどの MAPキナーゼや PI3キナーゼが活性調
節を受けることから考えると，これらの細胞内キナー
ゼ活性を阻害することがスタチンの持つ抗炎症作用に
重要と考えられる。

Ⅲ．ヒト樹状細胞サブセット
生体内では，未熟な DCが，上皮などの非リンパ組

織に侵入した細菌やウィルスなどの異物を認識して取
り込み，輸入リンパ管から所属リンパ組織に移動し，
ナイーブ T細胞を活性化し T細胞免疫応答を惹起す
る。さらに炎症局所においてはメモリー Th細胞を活
性化することもできる。DCは造血幹細胞由来であり，
基本的に大きくミエロイド系とリンパ球系の 2つに大
別される（図 2）。ミエロイド系 DCにはランゲルハン
ス細胞が含まれる。この DCは病原微生物などの刺激
に対して，toll様受容体（TLR）を介して認識し，豊
富な IL-12を産生し，強い Th1誘導能を持つ 4）。一方
で上皮由来のサイトカイン，胸腺間質リンパ球増殖因
子（thymic stromal lymphopoietin：TSLP）刺激により，
OX40Lを発現するためにTh2誘導能を持つようになり，
アレルギー性疾患の病態に寄与することも判明してい
る。一方，リンパ球系と考えられているpDCは，各種ウィ
ルスに応答して，大量の I型 IFNを産生する 5）ことから，
血中 I型 IFN産生細胞としても認識されている 6）。し
かしながら，ミエロイド系 DCとは異なり，IL-12産生
能が無いか，非常に低いことが報告されている 7）。また，
pDCの産生する 1型 IFNが全身性エリテマトーデスや
尋常性乾癬などの自己免疫病態の発症・進展に関与し
ている（図 2）。
このように DCは，免疫機構における中核としての

役割を果たすのみならず，様々な疾患病態の悪因にも
なる。

現在までにスタチン系薬物と DC機能とを関連付け
た報告はごく限られている。この様なスタチンの持つ
抗炎症・免疫抑制作用が各病態局面において樹状細胞
サブセットを制御することが判明すれば，臓器移植領
域での応用のみならず，今後，アレルギーや自己免疫
性疾患など難治性炎症性疾患への応用が期待出来る。

Ⅳ．ミエロイド系DCとアレルギー
生体は病原微生物の侵入に対して適切な免疫応答を

惹起することにより，病原微生物の排除を行う。この
免疫防御機構では，寄生虫感染やアレルゲン被曝の際
に，Th2細胞が抗原特異的な IgE産生性形質細胞の誘
導，それらに引き続く肥満細胞の活性化，好酸球・好
塩基球刺激，気道過敏性亢進と粘液産生という一連の
免疫カスケードを惹起し，アレルギー病態に貢献する。
このアレルギー関連 Th2細胞誘導機構を起動・制御
するのが DC，特にランゲルハンス細胞など上皮に存
在するミエロイド系 DCである（図 3）。この mDCか
ら惹起される Th2細胞誘導とそれに引き続くアレル
ギーカスケードがアトピー性皮膚炎や気管支喘息など

図 2　ヒト樹状細胞サブセット
ミエロイド系 DCとしては，ランゲルハンス細胞，末梢血
CD11c+DC，単球由来 DC などがある。一方，pDC はリン
パ球系の属性を持つと考えられている。ミエロイド系 DC
は刺激に対して，非常に豊富な IL-12 を産生する。しかし，
TSLP による刺激の場合は，IL-12 産生は認められず，代わ
りに特徴的にOX40L と Th2 ケモカインである CCL17 を産
生する。この機序によって，Th2 細胞誘導ならびにメモリー
Th2 細胞浸潤とその増殖を促進する。その結果，アレルギー
反応を惹起すると考えられる。一方の pDCは，ウィルスな
ど微生物由来の RNAや DNAを認識し，大量の I 型 IFNを
産生する。しかし，時に自己核酸を認識してしまうと，そ
の結果，自己免疫応答を惹起する一因となる。このように
mDCと pDCはアレルギーや自己免疫疾患の病態形成に重要
な役割を果たす。
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を誘発・増悪に深く関係するも判明している。
TSLPは近年同定されたアレルギー性炎症誘導サイ

トカインで，表皮などの上皮細胞が主に産生し，ま
た mDCがそのレセプターを発現することで応答し，
成熟活性化する 8）。この活性化に際しては，TLRを
介して活性化した場合とは異なり，IL-12，IL-23な
ど Th1-タイプ誘導型サイトカインや，TNF-α，IL-6

などの炎症 サイトカインを産生せず，代わりに Th2-

attractingケモカインである TARC （CCL17）を産生す
る 9，10）。さらにこの活性化 DCは OX40Lを発現する 9）。
この OX40Lを作動分子として CD4陽性ナイーブ T細
胞を強力に増殖させ，IL-4，IL-5，IL-13，TNF-αを産
生し，IL-10非産生型の炎症性 Th2細胞へと分化させ
る 9）。また，CCL17産生によって浸潤してきたメモリー
Th2細胞に対しても OX40Lによって，その細胞増殖
を引き起こし，アレルギー性炎症の維持に寄与する
11）。実際に，TSLPはアトピー性皮膚炎や喘息におけ
る上皮組織に高発現し，表皮に存在するミエロイド系

DCであるランゲルハンス細胞の活性化・遊走に関与
するのみならず，同部皮下組織には，ヒトにおけるメ
モリー Th2細胞と mDCが多数浸潤しており 11），マウ
スでも，同様にアトピー性皮膚炎や喘息のアレルギー
性炎症発症に重要な役割を果たしていることも示さ
れている 12，13）。また TSLPは，上皮細胞のみならず，
肥満細胞や好塩基球からも産生されることが示されて
おり，複雑な液性因子・細胞機構によりアレルギー性
炎症は構築されているものと推測される。いずれにせ
よ，ミエロイド系 DCはアレルギー性炎症疾患の発症
機序の中心に潜在している細胞と言える。この点に注
目し，OX40L/CCL17とその産生細胞としてのミエロイ
ド系 DCを標的として，その抑制を誘導できる何らか
の薬剤があるならば，それはすなわち，アレルギーに
おける新たな治療の開発に繋がるといえる。
我々の検証の結果，in vitro における培養によって

TSLP存在下の mDCが発現する OX40Lと CCL17がス
タチンの添加によって著明に抑制されることが判明し
た（投稿中）。この効果から，アレルギーカスケード
の一つのトリガーポイントを抑制する能力を，スタチ
ンが有すると考えられる（図 5）。実際にいくつかの
論文でスタチンによるアレルギー抑制効果を示唆する
報告があり 14，15），その免疫学的裏付けとなるデータ
といえよう。

Ⅴ．pDCと自己免疫疾患
自己免疫疾患，特に SLEや尋常性乾癬の病態形成

には I型 IFNの関与が強く示唆されている。SLE患者
血清 IFNαレベルの上昇が報告され 16），その血清レベ
ルが，皮膚病変やリンパ球減少，低補体価血症などの
疾患活動性と相関する。IFNα導入マウスでも抗 DNA

抗体の出現が確認されることからも，I型 IFNの産生
亢進が，SLEにおける病態発症ならびに進展の一つの
基点であることは間違いない。そして血中 I型 IFN産
生細胞である pDCが，自己免疫疾患病態を引き起こ
す元凶の細胞と推察されている。実際に，SLE患者の
末梢血中から，pDCが数的に減少し，かたや SLEや
尋常性乾癬の皮膚病変では，活性化 pDCの異常浸潤
が認められる 17，18）。また，この SLE患者血清で培養
すると健常人末梢血単球が速やかに成熟抗原提示細胞
へ分化すること，さらに，その分化誘導因子は血清 I

型 IFNであることも証明されている 19）。この pDCが
引き起こす SLE病態は，pDCが，本来反応してはな
らない自己核酸 -自己抗体複合体（DNA-抗 DNA抗体
免疫複合体など）を認識・応答することにより，I型

図 3　 ミエロイド系DCを基点とするアレルギー性炎症カス
ケード

何らかの外部からの刺激（たとえばアレルゲンや薬剤被曝，
あるいは寄生虫などの微生物感染）によって，皮膚や肺胞
上皮組織からTSLP が産生される。肥満細胞や好塩基球も
TSLP を産生することができる。このTSLP により刺激を受
けた局所に存在するミエロイド系DCは成熟・活性化し特異
的にOX40L を発現する。同時に，所属リンパ節への遊走が
促され，抗原特異的な CD4 陽性ナイーブT細胞を刺激増殖
させ，炎症性 Th2 細胞（IL-4+IL-5+IL-13+TNF- α +IL-10-
産生細胞）への分化を誘導する。この炎症性Th2 細胞を介
して，Ｂ細胞からの IgE 産生促進，肥満細胞・好酸球の集積・
活性化などの免疫カスケードが誘導されて，アレルギー性炎
症病態が発症する。
一 方 慢 性 期 に お い て は，DC か ら Th2 ケ モ カ イ ン
CCL17(TARC) を産生させることにより，メモリーTh2 細胞
を呼び寄せ，OX40L によってメモリーTh2 細胞を増殖させ，
炎症局所浸潤とアレルギー性炎症の維持に寄与する。
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IFNを持続産生することに基づくと考えられている。
トリガーとしてのウィルス感染や核酸を認識した

pDCは大量の I型 IFNを産生し，末梢血単球をミエロ
イド系 DCへ分化させる。この誘導ミエロイド系 DC

が遊離した自己の死細胞由来のヌクレオソームを貪食
し，自己反応性の CD4陽性 T細胞へ抗原提示し，さ
らには自己抗体産生の B細胞や形質細胞を誘導する
一方で，自己反応性 CD8陽性 T細胞をも分化させる
ことにより組織障害を惹起し，死細胞由来のヌクレオ
ソームのさらなる遊離を促す。その結果，DCによる
自己成分 /自己核酸の認識・抗原提示を助長する。こ
の病態悪循環の中心に pDCと I型 IFNが潜在すると
いえる（図 4）。また，pDCの産生する I型 IFNはこ
れら自己反応性 T細胞や B細胞を直接活性化する能
力も有する。そして，自己の遊離した核酸は自己抗体
と免疫複合体を形成し，pDCのエンドゾーム内にある
TLR7/9に認識され，さらに持続的な病的 I型 IFNが
産生される。このような病的な悪循環が形成されるこ
とにより SLEの病像が形成されると考えられている
（図 4）。
すなわち，自己免疫疾患，特に SLEにおいて，液

性因子としての I型 IFNと，その産生細胞としての

pDCが，分子レベル，細胞レベルとして，治療戦略に
おけるターゲットとなりうると考えられる。
我々の検証により，スタチンは，TLR9刺激による

末梢血由来および pDC由来の IFNα産生を濃度依存的
に抑制する能力を有していることが判明している 20）。
この効果はメバロン酸の同時添加で解除されることよ
り，スタチンが示す IFNα抑制作用は HMG-CoA還元
酵素阻害作用に基づくものと推測される。スタチン
の持つ IFNα抑制作用はメバロン酸生成阻害によっ
て，その下流のイソプレノイド（GGPP）を経た Rho-

ROCK経路の活性阻害に起因することも判明してい
る。このようにスタチンによって，IFNに起因する異
常自己免疫応答が抑制出来る可能性が示唆される（図
5）。

Ⅵ．終わりに
本稿で概説したように，アレルギーや自己免疫疾患

の病態形成に DCサブセットが深く関与している。現
在までのところ，アレルギーや SLEには根治する治
療法はなく，終生にわたるステロイド療法などの非特
異的な免疫抑制療法が主流である。今後樹状細胞を
ターゲットとした治療効果が，様々な炎症性疾患に対

図 4　 SLE 病態における，I 型 IFN と pDC を中心とする病
的悪循環

トリガーとしてのウィルス感染や核酸を認識した pDCは大
量の I型 IFNを産生し，末梢血単球をミエロイド系DCへ速
やかに分化させる。自己の死細胞由来の自己成分を貪食した
抗原提示細胞は自己反応性CD4 陽性T細胞，CD8 陽性T細
胞，自己抗体産生の B細胞・形質細胞を分化誘導し，組織
障害・アポトーシスを促し，自己成分や自己核酸の遊離を惹
起し，これらを捕食した抗原提示細胞は，さらなる自己成分
の抗原提示を行い，自己免疫応答が増強する。pDC由来の I
型 IFNはこれら自己反応性T細胞やB細胞を直接活性化し，
この自己免疫応答が過剰に持続される。そして自己反応性の
B・形質細胞から産生された自己抗体は，障害組織から遊離
した自己核酸と免疫複合体を形成し，pDC のエンドゾーム
内にある TLR7/9 に認識され，さらに I 型 IFN 産生は繰り
かえされる。このような悪循環が形成されることにより SLE
などの病像が形成・持続されることとなる。

図 5　 アレルギーと SLEにおける樹状細胞をターゲットとし
た治療戦略

mDCと pDCが産生する物質や機能を抑制するそれぞれ薬剤
があるならば，アレルギーや SLE における新たな治療に繋
がる。
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する治療へと拡大するであろう。少なくとも本稿で概
説したようにアレルギーや SLEなどに対する治療戦
略としても重要と考えられ，その一つの治療薬剤の候
補がスタチンである。今後新たな薬剤も出現し，治療
に貢献する可能性が期待される。
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Ⅰ．はじめに
HIV-1感染症は多剤併用療法（cART）が導入されて

以降，先進諸国では AIDSによる死亡率が顕著に低下
し，患者の予後は飛躍的に改善された 1）。HIV-1（ヒ
ト免疫不全ウイルス１型）は宿主細胞膜上に発現して
いる受容体 CD4，CXCR4，CCR5を用いて細胞内に侵

入した後，ウイルス自身が持つ様々な酵素を用いて
細胞内で増殖を開始する。宿主細胞と HIV-1の膜融合
は，HIV-1侵入において最も重要な過程のひとつであ
り，このウイルス侵入過程を制御することができれば，
その後のウイルス複製に至るまでのイベントを止める
ことが可能である。また，最近ではフリーのウイルス
による感染よりも，HIV-1感染細胞から感染細胞への
“cell-to-cell interaction” を介した感染が重要であること
が判明している 2）。しかし，この過程を標的とした薬
剤は未だ少なく，さらなるウイルス侵入阻害薬の開発
が期待されている。また，細胞膜流動性制御が HIV-1受付日：平成 27 年 1 月 13 日　受理日：平成 27 年 3 月 11 日

熊本大学　エイズ学研究センター

フローサイトメトリーを用いた
ウイルス侵入阻害薬スクリーニング法の樹立

松田　幸樹，岡田　誠治

The establishment of the screening analysis for viral entry inhibitor using fl ow cytometry.

Kouki Matsuda, Seiji Okada

Center for AIDS Research, Kumamoto University

Abstract
The combination anti-retroviral therapy (cART) was introduced into the treatment of AIDS, the mortality due to the 

AIDS markedly decreased, and the convalescence of the patient was improved drastically. Although, the membrane 
fusion of host's T cells and HIV-1 is an essential step of early infection of HIV-1, there is low number of drugs targeting 
this step and it will be hope to develop new HIV-1 entry inhibitors. Moreover, it was reported that decreasing of cell 
membrane fl uidity suppresses HIV-1 entry and cell-cell fusion. Here, we focused on the viral entry as initial step of HIV-1 
infection and evaluated to establish the novel screening analysis using fl ow cytometry. Firstly, we screened the reagents 
modifi ed cell membrane fl uidity using fl uorescent depolarization methods. Next, we performed cell-cell fusion inhibition 
assay. In this model, Tetinducible HIV-1 envelope protein (Env) expressing T cell and Target T cell were labeled with 
green and red fl uorescent dyes, respectively and cells were co-cultured. Then, fused cells are taken on yellow color due 
to merge green and red color with fl uorescent microscopy and can detect as double positive cells by fl ow cytometric 
analysis. We identifi ed Cepharanthine and GUT-70 as novel viral entry/fusion inhibitors targeting host cell membrane and 
the availability of our screening analysis was confi rmed. Our study suggests the possibility of rapidly screening for viral 
entry inhibitors using fl ow cytometry. The rapidly screening of anti-viral reagents is possible to reduce the time to apply 
for clinical use.

Key words :  HIV-1 entry; Cell-cell fusion; Cell membrane fl uidity
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侵入及び細胞融合を抑制することが報告されている
3）。そこで，HIV-1感染の最初のステップであるウイ
ルス侵入過程に着目し，フローサイトメトリーを用い
た新たなウイルス侵入阻害薬スクリーニング法の樹立
を試みた。

Ⅱ．HIV-1 感染機構と細胞膜流動性
レトロウイルスである HIV-1は，単独での自己増殖

能を持たず，宿主細胞に寄生して，細胞の様々な増殖
機構を利用しながら自己複製を行う。HIV-1は宿主細
胞膜に発現している CD4と CXCR4または CCR5を利
用して細胞内に侵入することが特徴的である。まず，
細胞と HIV-1が出会うと，gp120と宿主細胞の CD4が
結合する。次いで，gp120とケモカインレセプターで
ある CXCR4/CCR5が結合する。これにより，gp120か
ら gp41が開放され，それまで gp120内に隠れていた
gp41の疎水性領域が露出し，その領域が宿主細胞膜
に直接挿入される。三量体である gp41は，膜内在性
タンパク質として，一時的に宿主細胞の二重膜を貫通
して結合し，そして自発的に配列を変化させ，六つの
らせん状の束となる。これらの束が放出するエネル
ギーは，HIV-1外膜と宿主細胞膜を引き寄せあうこと
に使われ，膜融合に必要な活性化エネルギーを超える。
そして，ウイルスの膜と細胞膜を融合（膜融合） させ
ることで細胞への侵入を成し遂げる（図 1）。宿主細
胞の細胞膜はリン脂質二重膜から構成されている。リ
ン酸基は親水性の頭部と 2本の疎水性の脂肪酸を尾部
に有する構造を取っており，頭部を細胞の外側に，尾
部を内側にして二層を作って並んでいる。細胞はフ
リップフラップ運動により恒常的にリン酸基を動かし

ており，細胞内外からの物質の取り込みやシグナル伝
達等，様々な生命活動維持のために働く。細胞膜上に
はスフィンゴ脂質とコレステロールに富んだ脂質ラフ
トが存在しており 4），細胞膜の中で筏のように浮かん
でいる。脂質ラフトは，HIV-1感染に必須である CD4，
CXCR4，CCR5等の様々な膜タンパクを乗せて機能し
ているため（図 2），HIV-1感染とも密接に関わってい
る 5）。細胞膜の流動性が上昇すると，脂質ラフトが細
胞膜上のある特定の部位に局在 （クラスター形成） す
ることが報告されており 6），我々はこれまでに HIV-1

感染症治療の標的として膜の流動性に着目し，薬剤の
スクリーニングを行ってきた。

Ⅲ．細胞膜流動性の測定
これまでに日本脳炎ウイルス 7）やインフルエンザ

ウイルス 8）が宿主細胞に感染する際に宿主細胞の膜
流動性を増加させ PI3K経路の活性化を促し，細胞内
侵入を活性化させることが報告されている。HIV-1感
染においても，細胞膜流動性の制御，すなわち細胞膜
の安定化がウイルスの感染性を抑制することが報告さ
れている 3）。そこで我々は細胞膜流動性を制御する薬
剤のスクリーニングとして蛍光偏光解消法を用いた細
胞膜流動性の測定を行った 9）。まず，T細胞株（MOLT4）
を DPH（1, 6-diphenyl-1, 3, 5-hexatriene）で染色後，薬
剤を添加し，添加後 10分間の細胞膜流動性の変化を
F4500（HITACHI, Japan）分光蛍光光度計を用いて測定
した。偏光度の測定は，励起波長 357 nm／蛍光波長
432 nmを用いた。膜流動性の測定には，まず G値（補
正係数）を測定する。励起側偏光子 90°，蛍光側偏光
子 90°の時のスペクトル（ⅰ ）と，励起側偏光子 90°，
蛍光側偏光子 0°の時のスペクトル（ⅰ⊥）を測定し，

G=ⅰ⊥ /ⅰ

の値を 3回測定してその平均値を G値とする。次に P

値 （蛍光偏光度） を測定する。励起側偏光子 0°，蛍光

図 1　HIV-1 と宿主細胞の膜融合 図 2　細胞膜の構造と脂質ラフト
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側偏光子 0°の時のスペクトル（Ⅰ （λ））と，励起
側偏光子 0°，蛍光側偏光子 90°の時のスペクトル（Ⅰ
⊥（λ））を測定し，

P=Ⅰ （λ）－ G・Ⅰ⊥（λ） / Ⅰ （λ）＋ G ・ Ⅰ⊥（λ）

の値を P値とする。P値が小さいほど膜流動性が高
いことを示し，大きいほど膜流動性が低下してい
ることを示す。我々はこの手法を用いて細胞膜流
動性を低下させ，細胞膜を安定化させる薬剤として
Cepharanthine（CEP）及び GUT-70を同定し（図 3），
以下の実験に用いたので，これについて述べることと
する。

Ⅳ．Cell-cell fusion inhibition assay
HIV-1感染症研究において，感染初期のイベントで

あるウイルス侵入過程が重要であるが，感染細胞と非
感染細胞の細胞融合（Cell fusion）は特に免疫系の崩
壊及びウイルスの増殖と密接に関わっている。HIV-1

はレトロウイルス科に属しており，P3レベルの実験
室でないと取り扱うことができない。そのため，国内
における実験施設は限られており，取扱者への感染の
危険性もある。そこで我々はテトラサイクリン誘導的
に（Tet-Off）HIV-1エンベロープタンパク（Env）を
発現した T細胞株（JurkatHXBc2, Jurkat522F/Y） 10）と対照と
なる T細胞株（MOLT4）を蛍光色素で染色後，共培
養すると細胞融合が起こるという in vitroモデル（図
4A）を用いて薬剤の細胞融合抑制効果を評価した。

誘導性 Env発現 T細胞と標的細胞は PKH67 Green 

Fluorescent Cell Linker Kit，PKH26 Red Fluorescent Cell 

Linker Kit（Sigma Aldrich）を用いて各々染色した。融
合した細胞は赤と緑がマージして黄色を呈し，経時的
な細胞融合を蛍光顕微鏡で観察することが出来る（図
4B）。また，融合した細胞は FL1及び FL2ダブルポシ

図 3　細胞膜流動性の測定
図 5　参考文献 10，11 から改編

図 4　Cell-cell fusion inhibition assay
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ティブの分画に現れるため，フローサイトメトリー解
析にて定量することが出来る（図 4C）。さらに，この
実験は生ウイルスではなくウイルス由来タンパクを用
いるため，P2レベルの実験室での取り扱いが可能で
ある。この細胞融合を標的とした新規ウイルス侵入阻
害薬として，CEP 

11）及び GUT-70 
12）が同定された（図 5）。

Ⅴ．おわりに
フローサイトメトリーにより，ウイルス侵入阻害薬

の迅速なスクリーニングが可能であることを示し，本
スクリーニング系によりいくつかの薬剤の有用性が確
認された。薬剤の迅速なスクリーニングは，その後の
臨床応用に至るまでの時間を短縮することが可能であ
り，さらなる薬剤の発見が期待される。最近ではロー
ダー等により一度に多くのサンプル解析が可能なフ
ローサイトメトリーが増えており，フローサイトメト
リーを用いた薬剤スクリーニング系は，非常に有用な
ツールとなることが期待される。本総説は第 24回日
本サイトメトリー学会学術集会 （野村昌作会長，大阪） 
一般演題「免疫疾患」（座長：松田達志先生）で発表
された内容等をまとめたものである。

文　献
1． Palella FJ, Jr., Delaney KM, Moorman AC, et al. 

Declining morbidity and mortality among patients 

with advanced human immunodeficiency virus 

infection. HIV Outpatient Study Investigators. N Engl 

J Med.  338 （13） ： 853-860, 1998.

2． G.B. Melikyan. HIV entry: a game of  hide-and-fuse? 

Curr Opin Virol.  4:1-7, 2014.

3． Harada S, Yusa K, Monde K, et al. Influence of  

membrane fl uidity on human immunodefi ciency virus 

type 1 entry. Biochem Biophys Res Commun.  329 （2） 
： 480-486, 2005.

4． Harder T, Scheiffele P, Verkade P, et al. Lipid domain 

structure of  the plasma membrane revealed by 

patching of  membrane components. J Cell Biol.  141（4） 
： 929-942, 1998.

5． Popik W, Alce TM, Au WC. Human immunodefi ciency 

virus type 1 uses lipid raft-colocalized CD4 and 

chemokine receptors for productive entry into CD4（+） 
T cells. J Virol.  76 （10） ： 4709-4722, 2002.

6． Komizu Y, Nakata S, Goto K, et al. Clustering of  Lipid 

Rafts in Plasma Membranes by Hybrid Liposomes 

for Leukemia Cells along with Apoptosis. Chemistry 

letters.  39 （12） ： 1291-1293, 2010.

7． Das S, Chakraborty S, Basu A. Critical role of  lipid 

rafts in virus entry and activation of  phosphoinositide 

3' kinase/Akt signaling during early stages of  

Japanese encephalitis virus infection in neural stem/

progenitor cells. J Neurochem. 115 （2） ： 537-549, 2010.

8． Fujioka Y, Tsuda M, Hattori T, et al. The Ras-PI3K 

signaling pathway is involved in clathrin-independent 

endocytosis and the internalization of  influenza 

viruses. PLoS One.  6 （1） ： e16324, 2011.

9． Towata T, Komizu Y, Suzu S, et al. Highly selective 

fusion and accumulation of  hybrid liposomes into 

primary effusion lymphoma cells along with induction 

of  apoptosis. Biochem Biophys Res Commun.  393 （3） 
： 445-448, 2010.

10． Cao J, Park IW, Cooper A, et al. Molecular determinants 

of  acute single-cell lysis by human immunodefi ciency 

virus type 1. J Virol.  70 （3） ： 1340-1354, 1996.

11． Matsuda K, Hattori S, Komizu Y, et al. Cepharanthine 

inhibited HIV-1 cell-cell transmission and cell-free 

infection via modification of  cell membrane fluidity. 

Bioorg Med Chem Lett.  24 （9） ： 2115-2117, 2014.

12． Matsuda K, Hattori S, Kariya R, et al. Inhibition of  

HIV-1 entry by the tricyclic coumarin GUT-70 through 

the modification of  membrane fluidity. Biochem 

Biophys Res Commun.  457 （3） ： 288-294, 2014.



Cytometry Research 25（1）：29～ 30，2015

29

症例：80歳男性，主訴：右耳下腺腫脹。エコー検
査で右耳下腺，右甲状腺に腫瘍性病変を認め悪性リ
ンパ腫疑いで紹介入院となった。入院時検査所見：
ALT 44IU/L，ALB 3.6g/gL，WBC 4850 /μL，Mono 9％
以外は特に異常を認めず。病理組織診断：Extranodal 

marginal zone B-cell lymphoma，染色体分析：46ＸＹ，
IGH遺伝子再構成あり。免疫グロブリンの解析方法： 

3 color 法はCD45-PC5/CD19-PE/smIg-FITC，5 color 法
は CD45-AAF750/CD19-PC5.5/CD5-APC or CD10-APC /

κ-FITC /λ-PE，免疫グロブリン重鎖別軽鎖解析法は
CD45-AAF750/CD19-PC5.5/Ig heavy chain-FITC/κ-APC or 

λ-PEの組み合わせで行い，解析はすべて CD45gating

で行った。結果：3color法のサイトグラムでは IgA，
L-λの腫瘍細胞の存在が推測されたがκ/λ比は 0.69で
あった（図 a）。5 color 法では CD19

＋
CD5

－，CD19
＋

CD10
－，CD19

＋
CD10

＋細胞におけるκ/λ比は，それぞ
れ 0.66，0.58，0.84であった（図 b）。免疫グロブリン

重鎖別軽鎖解析法におけるκ/λ比は，それぞれ IgM 

0.85，IgD1.14，IgG 0.84，IgA 0.07であり，IgAの軽鎖
に明らかな偏りを認めた（図 c）。考察：一般的にκ/λ
比が 0.5以下または 3.0以上で軽鎖に偏りありと判断
される 1，2）。本症例では表面免疫グロブリン重鎖別の
軽鎖解析がクロナリティーの判定に有効であった。本
解析法は，正常 B細胞が多数混在する悪性リンパ腫
の診断や，その骨髄浸潤解析に有用である。
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図　免疫グロブリン軽鎖偏りの解析
図（a）3color 法では CD19 強発現 IgA-Lambda 鎖の細胞集団の存在が考えられる（赤破線部）。


	25-1_cr_all 1
	文書名 _ 01目次  1
	文書名 _ 01目次  2
	25-1_cr_all 4
	25-1_cr_all 5
	25-1_cr_all 6
	25-1_cr_all 7
	25-1_cr_all 8
	25-1_cr_all 9
	25-1_cr_all 10
	25-1_cr_all 11
	25-1_cr_all 12
	25-1_cr_all 13
	25-1_cr_all 14
	25-1_cr_all 15
	25-1_cr_all 16
	25-1_cr_all 17
	25-1_cr_all 18
	25-1_cr_all 19
	25-1_cr_all 20
	25-1_cr_all 21
	25-1_cr_all 22
	25-1_cr_all 23
	25-1_cr_all 24
	25-1_cr_all 25
	25-1_cr_all 26
	25-1_cr_all 27
	25-1_cr_all 28
	25-1_cr_all 29
	25-1_cr_all 30
	25-1_cr_all 31
	25-1_cr_all 32
	25-1_cr_all 33

