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    学位論文題名

Functions of dendritic cells modified

    by the maturational stage

  （成熟段階により修飾される樹状細胞の機能）

学位論文内容の要旨

  樹状細胞(dendritic cells，DC)は最も効率的な抗原提示細胞で，獲得免疫の増強，制

御に重要な役割を担っている，DCの成熟は，種々の細胞外からの刺激により制御され

る．またDCの成熟度は，これらの形態，表現形，機能の変化と密接に関わっている，

特に炎症部位における炎症性サイトカインや細菌成分は，強いDC成熟因子として知ら

れている．成熟DCは，主要組織適合複合体(MHC)や，共刺激因子を細胞表面に高発

現する．これらは更に末梢組織から所属リンパ節へ遊走し，ヘルバーT細胞を活性化す

る．この抗原提示の過程で，DCはTヘルバータイプ1(Thl)，またはTヘルバータイ

プ2くTh2)の分化を誘導する．その際，T細胞のCD40リガンドと，DCのCD40との相

互作用により，成熟及びインターロイキン(11) -12産生誘導のシグナルが，DCに伝達さ

れることが知られている．IL-12はThl分化誘導，及びTh2分化抑制に重要な働きをす

ることが既に報告されている，他にも，Thl/Th2のバランスに影響する因子として，DC

のタイプ，サイトカイン産生に関わる遺伝的背景，細胞周期，共刺激因子，T細胞受容

体(TCR)とMHC間の親和性，DC/T細胞比，抗原濃度，抗原の種類などが報告されてい

る．

  これまでマウスの樹状細胞を得るために，骨髄細胞をGM-CSF存在下で培養し，DC
に分化誘導する方法と，脾臓などからDC特異的抗体を用いて直接精製する方法が用い

られてきていた．しかし，前者は各DCの成熟段階が不揃いゝで，分化誘導にかける日数

の違いでDCの機能差が生じ，後者の方法で精製したDCは，培養中に自発的に成熟・

アポトーシスが誘導される，従って，いずれの方法においても，DCの成熟段階を明確

に区別して機能解析を行うことが困難であった．この問題を解決するために，BALB/c

マウス脾臓由来のDC株(BCl)を樹立した．BC1の長所として，長期の培養においても
各細胞が未成熟のまま安定していることが挙げられる．また類似の培養系を用いて，抗

原の取り込み，炎症性サイトカインによる成熟，抗原提示，サイトカイン産生などの機

能において，生体内DCと同様の性質を保持することが，世界的に確認されている，

  炎症性サイトカインの一種であるtumor necrosis factor-a (TNF-a)は，炎症局所で産

生され，DCの成熟を誘導する．我々は以前，TNF-aがBC1のアロT細胞刺激活性を増

強することを報告した，しかし，TNF-aのThl，Th2細胞分化誘導に与える影響につい
ては明らかでなかった．そこで同じシステムを用い，TNF-a刺激により，DCのTh増

殖誘導能，及び分化誘導能がどの様に変化するかを解析し，同様に強いDC成熟因子で

あるlipopolysaccharide(LPS)によるものと比較した．
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  まず，TNF-aにより成熟誘導したDC (TNFIDC)，及びLPSにより成熟誘導したDC
(LPS/DC)が，未成熟DC (immature DC，iDC)と較ベ，細胞表面上の共刺激因子やMHC
を高度に発現していることを明らかにした．またTNF/DCと比べて，LPS/DCは共刺
激因子を有意に高発現しており，卵白アルブミン(OVA)特異的T細胞(D011.10)に対す

る増殖誘導能においても，TNF/DCより強いことが判明した，これらの結果より，異な
るDC成熟因子間において，機能的な差異が存在することが明らかになった，
  次に，DCによるThl/Th2分化誘導能を解析した．その結果，高濃度抗原存在下では
Thlが，低濃度抗原存在下ではTh2が優位に誘導されることが確認された．更に，iDC，
TNF/DC，LPS/DC間で，これらのThl/Th2分化誘導能を比較した，低濃度抗原存在下
では，TNF/DCとiDCのIL-12産生量はほぽ同等であった．しかし，注目すべきことに，
Th2分化誘導能においては，TNF/DCがiDCより有意に強かった．以上より，TNF-a
がDCのTh2分化誘導を特異的に増強することが初めて明らかになり，またこの強い
Th2分化誘導は，必ずしもIL-12の産生量に依存しないことが判明した．低濃度抗原の
存在と，高い共刺激因子発現という条件が，TNF/DCによる著明なTh2誘導に重要と考
えられた．しかし，類似の条件と考えられるLPS/DCはTNF/DCと比ぺ，強いIL-12
産生能と，有意に弱いTh2分化誘導を示した．LPS/DCのTh2分化誘導が弱いのは，

高いIL-12産生によるものと考えられた．
  上記の結果により，DCによるThl/Th2分化誘導おいて，IL-12依存性機序と，非依
存性機序が存在することが判明した．しかし，IL-12が強いThl分化誘導能と，Th2分
化抑制能を持つことは既に確立されている．そこで，次にIL-12依存性経路の制御法に
ついて検討した．DCによるIL-12産生は，炎症に伴う刺激因子や，CD40-CD40リガ
ンド結合を介したT細胞からの刺激により誘導される．これらの経路に関与する細胞内
シグナル伝達の機序は完全には明らかになっていないが，mitogen-activated protein
kinase (MAPK)がIL-12産生の制御に関わることが報告されている，MAPKは
extracellular signal-related kinases (ERK)やp38 MAPKなどから構成される，ERK
はIL-12産生を負に制御し，p38 MAPKは正に制御する．しかし，CD40を介するシグ
ナルに対するMAPKの制御については不明で，成熟DCと未成熟DCの相違について
も報告はない．そこで，成熟および未成熟のBC1を用い，抗CD40抗体による架橋刺
激でIL-12産生を誘導し，ERK特異的阻害物質(PD98059)と，p38 MAPK阻害物質
(SB203580)による影響を調べた，その結果，ERKはiDCとTNF/DCにおいてCD40
刺激を介するIL-12産生を負に制御するが，LPS/DCでは全く影響を与えないことが判
明した．一方p38 MAPKは，iDCでIL-12産生を正に制御するが，成熟DCでは制御
しないことを明らかにした，
  本研究で，DCのThl/Th2分化誘導能に対するTNF-aの新しい役割を示した，また，
DCの成熟段階や，成熟誘導因子により，IL-12産生に関与するシグナル伝達機構に，機
能的差異があることも明らかにした．今回の知見は，悪性腫瘍，アレルギー，自己免疫
などの疾患の制御法を開発していく上で，重要な方向性を示したと考える．
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学位論文審査の要旨
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    学位論文題名

Functions of dendritic cells modified

    by the maturational stage

  （成熟段階により修飾される樹状細胞の機能）

  炎症末梢組織で成熟誘導された樹状細胞(DC)は，所属リンパ節へ遊走し，
ヘルバーT細胞に対し強い抗原提示能を示す．T細胞はそこでThl，または
Th2に分化する．この時CD40－CD40L相互作用により，DCの産生するIL―12
が，Thl分化を誘導することが知られている．他に，Thl/2分化に抗原濃度
が影響することも報告されている．
  一方，TNF-aはDC成熟を誘導するが，Thl/2分化誘導への影響は不明であ
る．そこで，TNF-a,によるDCのTh分化誘導能変化を解析し，LPSによる
ものと比較するため，BALB/cマウス脾臓由来のDC株(BCl)を樹立した．BC1
は長期培養において安定したラインで，生体内未成熟DCと同様の性質を保
持していた．
  まず，TNF-aまたはLPSにより成熟誘導したDC (TNF/DC，LPS/DC)では，
未成熟DC (iDC)と較ベ，MHC，補助刺激分子の発現や，OVA特異的T細胞
に対する増殖誘導能が増強していた．またこれらの機能は，LPS/DCの方が
TNF/DCより強いことが判明した．
  次に，DCのThl/2誘導能を解析したが，高濃度抗原存在下ではThlが，
低濃度抗原存在下ではTh2が優位に誘導された．低濃度抗原存在下において，
TNF/DCとiDCのIL－12産生量は同等であったが，Th2分化誘導能はTNF/DC
の方が有意に強かった．以上より，TNF-aがDCのTh2分化誘導を増強する
こと，これはILー12量に依存しないことが判明した．
  最後に，IL―12依存性経路の制御法を検討した．DCによるIL―12産生は，
主にCD40－CD40L結合を介したT細胞からの刺激により誘導される．これ
まで、ERKはIL－12産生を負に，p38 MAPKは正に制御することが示唆され
ている．しかし，CD40シグナルに対する制御，更に成熟DCと未成熟DC
の相違について報告はない．成熟および未成熟のBC1を抗CD40抗体により
刺激してIL←12産生を誘導し，ERKまたはp38 MAPKの特異的阻害物質によ
る影響を調べた．その結果，ERKはiDCとTNF/DCにおいて，IL―12産生を

640



負に制御するが，LPS/DCでは影響しないこと，一方p38 MAPKは，iDCでIL―12
産生を正に制御す るが，成熟DCでは制御しないことが判明した．
  口頭発表後，副査の上出教授から，BC1の細胞系，成熟BC1のケモカイ
ンレセプター，・Thl/2分化の差とサバイバルの差，膜結合型TNFによる刺激
を行なったか質問があった．申請者は，BC1細胞はmyeloid DCであること，
成熟DCはCCR7を発現すること，各細胞のviabilityに差がなかったこと，
また膜結合型TNFの実験系は確立されていないことを説明した，ついで副
査の西村教授から，BC1はク口ーンか，TNF-aのTh2誘導能増強はERKに
よるCD40－40L経路の遮断と考えるべきか，TNF-ocによるDCのERK発現の
有無，またBC1がTLR9を介する刺激に反応するか，他のDCを使って同様
の実験をしたか質問があった。申請者は，BC1は均一な細胞ラインであるこ
と，IL―12産生抑制はERKによると考えるがIL-12非依存性の経路について
は不明であること，TLRの発現，BC1以外のDCについては未解析であると
回答した．最後に主査の小野江教授が，LPS，TNF-a刺激後の下流分子につ
いて，実際の感染におけるTNF-ocとLPSの役割について質問があった．申
請者は，LPS刺激後のTLR4/CD14下流の経路が重要であること、しかし，
シグナルの強さ，または質の相違と取るかは，現時点では明言できないこと，
今回の高濃度TNF-ocのみの刺激は，生体内では実現しにくく，むしろ細胞免
疫療法への応用開発と考えていると説明した．これに対し副査の西村教授か
ら，生体内でも同様のTh2誘導増強を再現出来る可能性があるとの指摘があ
った．
  本研究で，Thl/2分化に対するTNF-ocの新しい役割を示し，またDCの成
熟によって，CD40シグナル伝達機構に，機能的差異があることも明らかに
し た ． 今 後 の 免 疫 疾 患 の 制 御 法 開 発 へ の 応 用 が 期 待 さ れ る．
  審査員一同は，これらの成果を高く評価し，大学院課程における研鑽や取
得単位なども併せ，申請者が博士（医学）の学位を受けるのに充分な資格を
有するものと判定した．


