
第 一章 樹状 細胞 分離 方 法確 立 お よび細胞 表 面分 子 発現 解 析

序

樹 状 細 胞 は 研 究 に 必 要 十 分 量 の 細 胞 を 調 製 す る の が 困 難

で あ っ た こ と か ら 、 そ の 機 能 や 分 化 な ど に つ い て 長 年 明 ら か

で は な か っ た 。 し か し な が ら 、1990年 代 の 初 め にin vitro

に お け る 前 駆 細 胞 か ら の 分 化 誘 導 系 が 確 立 さ れ た こ と に よ り、

研 究 は 飛 躍 的 に 進 む こ と と な っ た。

マ ウ ス の 樹 状 細 胞 は 骨 髄 や 末 梢 血 中 の 前 駆 細 胞 をGM-CSF 

(granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) 存 在 下

で 培 養 す る こ と に よ り増 殖 分 化 誘 導 が 可 能 で あ る が、 こ の 条

件 で 誘 導 さ れ る 樹 状 細 胞 は マ ク ロ フ ァ ー ジ や 顆 粒 球 と 同 じ コ

ロ ニ ー か ら 出 現 す る こ と か ら、 骨 髄 系 樹 状 細 胞 で あ る と 考 え

ら れ て い る (63)。 こ れ に 対 して 、胸 腺 前 駆 細 胞 をTNF-α、IL-1β、

IL-3、IL-7、SCF (c-kitリ ガ ン ド) の5種 類 の サ イ ト カ イ

ン の 存 在 下 で 培 養 す る と 、増 殖 を 経 た 後 にCD11c、DEC-205、

CD80、CD86陽 性 の 樹 状 細 胞 が 誘 導 さ れ る こ と が 報 告 さ れ

て お り 、 こ の 培 養 系 で 誘 導 さ れ る 樹 状 細 胞 は リ ン パ 球 系 と し

て 扱 わ れ て い る 。

こ の よ う なin vitro分 化 誘 導 系 の 開 発 に よ り、 異 な る 前 駆

細 胞 か ら の 樹 状 細 胞 の 分 化 と そ の 機 能 に 関 し て 飛 躍 的 に 研 究

が 進 ん だ 。 し か し な が ら 、 脾 臓 以 外 の 組 織 特 有 の 樹 状 細 胞 に

つ い て は そ の 機 能 に つ い て 未 解 明 な 点 が 多 く残 さ れ て い る。

組 織 内 に 存 在 す る 樹 状 細 胞 は そ の 組 織 特 有 な サ イ トカ イ ン 環

境 な ど に よ っ て 成 熟 を 受 け て 組 織 ご と に 異 な る 機 能 を 与 え ら

れ て い る と 考 え ら れ る 。 本 研 究 で は 、 パ イ エ ル 板 に お け る 免
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疫 応 答 誘 導 能 の 特 異 性 に 樹 状 細 胞 が 大 き な 寄 与 を して い る と

考 え 、そ の 性 質 を調 べ る こ と を 目的 と して い る 。した が って 、

可 能 な 限 り生 体 内 と近 い状 態 で 樹 状 細 胞 を精 製 す る 必 要 が あ

る 。

そ こ で 第 一 章 で は 、 初 め に マ ウ ス パ イ エ ル 板 お よ び 脾 臓

樹 状 細 胞 と そ の 細 胞 群 で あ るCD11b+樹 状 細 胞 お よ びCD8α+

樹 状 細 胞 を 高 純 度 に 精 製 す る 方 法 を 検 討 し た 。 ま ず 、 樹 状 細

胞 の 付 着 性 を 利 用 し たSteinmanの 方 法 に よ りCD11c+/B220-

細 胞 の 濃 縮 を 試 み た 。 次 に 、 密 度 勾 配 遠 心 法 と 磁 気 ビ ー ズ を

結 合 さ せ た 抗 体 で 細 胞 を 染 色 し て 洗 浄 し た 後 、 専 用 の 磁 石 に

固 定 し た カ ラ ム を 利 用 し て 目 的 の 細 胞 を 分 離 す るMACS法

に よ る 濃 縮 を 試 み た 。 最 後 に セ ル ソ ー タ ーFACS Vantageを

用 い た 樹 状 細 胞 の 精 製 を 試 み た 。

そ して さ ら に 、 パ イ エ ル 板 樹 状 細 胞 の 細 胞 表 面 分 子 の 発

現 に お け る特 異 性 を調 べ た 。 パ イ エ ル 板 樹 状 細 胞 の 細 胞 表 面

分 子 の 発 現 に つ い て解 析 し、 そ の 成 熟 度 合 いに つ い て 脾 臓 と

比 較 した 。 ま た 、 パ イ エ ル 板 樹 状 細 胞 中 の 各 細 胞 群 の 割 合 、

各 細 胞 群 の 成 熟 度 合 い に つ いて も検 討 した 。
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材 料 お よ び 方 法

動 物

BALB/cマ ウ ス は 日 本 ク レ ア (東 京) よ り 購 入 し た 。

培 地

RPMI1640 (日 水 製 薬 、 東 京) に100U/mlの ペ ニ シ リ ン

(明 治 製 菓 、 東 京)、100μg/mlの ス ト レ プ ト マ イ シ ン (萬

有 製 薬 、 東 京)、5×10-5Mの2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル (東

京 化 成 工 業 、 東 京)、2%炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム (和 光 純 薬 、 大

阪)、0.03%グ ル タ ミ ン (和 光 純 薬) を 加 え た も の を 使 用 し

た (以 下 こ の 培 地 をRPMIと 略 す)。 ま た 、 必 要 に 応 じ て 牛

胎 児 血 清 (fetal calf serum; FCS, Life Technologies ,

Gaithersburg, MDあ る い はSigma, St Louis , MO) を 添 加 し

た も の を 使 用 し た 。

バ イ エ ル 板 お よ び 脾 臓 細 胞 の 調 製

マ ウ ス パ イ エ ル 板 お よ び 脾 臓 を そ れ ぞ れ 無 菌 的 に 摘 出 し 、

1mg/mlの コ ラ ゲ ナ ー ゼ (Type I, SIGMA , St Louis, MO) お

よ び10%のFCSを 含 むRPMI溶 液 中 、37℃ で20-30分 間 撹

拌 し 、 上 部 懸 濁 液 を 得 た 。 下 部 懸 濁 液 に は 同 様 に 新 た な 溶 液

を 加 え 、 こ の 操 作 を 計3-4回 行 っ た 。 回 収 し た 上 部 懸 濁 液 は

RPMIで 洗 浄 し 、RPMIに 浮 遊 し た 細 胞 懸 濁 液 を 得 た 。

フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー

樹 状 細 胞 (CD11c+/B220-) の 純 度 検 定 に は 、FITC標 識 抗

34



CD11c mAb (ATCCか ら 購 入 し た ハ イ ブ リ ド ー マ を 腹 水 化

しProtein Gカ ラ ム に て 精 製 後 、 標 準 的 な 方 法 でFITC標 識

し た) お よ びPE標 識 抗CD45R/B220 mAb RA3-6B2 (BD

PharMingen) を 用 い て 染 色 し た 。 ま た は、 ま ず ビ オ チ ン 化

抗CD11c mAb (ATCCか ら 購 入 し た ハ イ ブ リ ド ー マ を 腹 水

化 しProtein Gカ ラ ム に て 精 製 後 、 標 準 的 な 方 法 で ビ オ チ ン

化 し た) お よ びFITC標 識 抗CD45R/B220 mAb RA3-6B2 (BD

PharMingen)、 そ の 後 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 結 合PEを 用 い

て 染 色 し た 。 ま た 、 分 離 し た 細 胞 に 含 ま れ るCD11bお よ び

Thy-1.2陽 性 細 胞 の 割 合 を 解 析 す る た め に、PE標 識 抗CD11b

mAb M1/70 (Caltag, Burlingame, CA) お よ びPE標 識 抗Thy -

1.2 mAb 30-H12 (BD PharMingen) を 用 い て 染 色 し た。 ま た、

樹 状 細 胞 の 各 細 胞 表 面 分 子 の 解 析 に は 、 ビ オ チ ン 化 抗I-Ad

mAb M5 (ATCCか ら 購 入 し た ハ イ ブ リ ド ー マ を 腹 水 化 し

Protein Gカ ラ ム に て 精 製 後 、 標 準 的 な 方 法 で ビ オ チ ン 化 し

た)、PE標 識 抗CD8α mAb 53-6.7 (BD PharMingen)、 ビ オ

チ ン 化 標 識 抗CD80 mAb 16-10A1 (BD PharMingen)、 ビ オ

チ ン 化 抗CD86 mAb GL1 (BD PharMingen)、PE標 識 抗CD4

mAb H129.19 (BD PharMingen)、 ビ オ チ ン 化 抗CD40 mAb

3/23 (BD PharMingen)、 ビ オ チ ン 化 抗CD44 mAb IM7 (BD

PharMingen)、 抗DEC-205 NLDC-145 (Cedarlane, Ontario,

Canada) を 用 い て 染 色 し 、 ビ オ チ ン 化 抗 体 で 染 色 し た も の

に つ い て は 、さ ら に ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 結 合PE、 抗DEC-205

に つ い て はPE標 識 抗 ラ ッ トIgG (BD PharMingen) を そ れ

ぞ れ 用 い て 染 色 し た 。 続 い て 、 ビ オ チ ン 化 抗CD11c mAbお

よ びFITC標 識 抗CD45R/B220 mAbで 染 色 し 、 ス ト レ プ ト
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ア ビ ジ ン 結 合CyChrome (Life Technologies) で 染 色 し た 。 な

お 、各 染 色 ス テ ッ プ 間 は 洗 浄 を 行 い 、染 色 お よ び 洗 浄 に は1%

FCSお よ び0.1%ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む リ ン 酸 緩 衝 液

(PBS)(日 水 製 薬) を 用 い た 。

細 胞 接 着 法 に よ る 樹 状 細 胞 の 濃 縮

BSA溶 液 は 、186ml PBS、29ml 1N水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 、

65ml蒸 留 水 を 混 合 し た 溶 液 に106gの ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン

(BSA) を 添 加 し て 調 製 し た 。 脾 臓 細 胞 を 調 製 し てBSA溶 液

に マ ウ ス1匹 の 脾 臓 当 た り1mlの 割 合 で 懸 濁 し 、4℃ の

RPMI1640を 重 層 し た 。4℃,9500g,15分 間 遠 心 し て 得 ら

れ たRPMIとBSA溶 液 の 中 間 の 樹 状 細 胞 濃 縮 層 を 分 離 し 、

細 胞 をRPMIで 洗 浄 し た 。 次 に 細 胞 を1×107 cells/mlに な る

よ う に5%FCSを 含 むRPMIで 懸 濁 し 、60 mm dishに 播 種

し た 。37℃ で90分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 樹 状 細 胞 を 付 着 さ

せ た 後 、 上 清 を 捨 て る こ と に よ っ て 浮 遊 性 の 細 胞 を 取 り 除 い

た 。 樹 状 細 胞 が 優 位 に な る ま で イ ン キ ュ ベ ー ト と 洗 浄 の 操 作

を 繰 り 返 し 、 あ ら か じ め37℃ に 暖 め て お い たRPMIを 添 加

し て12-20時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ れ に よ り 剥 離 し て

き た 樹 状 細 胞 を 回 収 し た 。

密 度 勾 配 遠 心 法 に よ る 樹 状 細 胞 の 濃 縮

Percoll (Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) を 用 い た

密 度 勾 配 遠 心 法 は 、PercollとPBS (-) を9: 1で 混 合 し た 溶 液

を100% Percoll溶 液 と し 、 そ の 後 の 希 釈 に はRPMI 1640を

用 い た 。 細 胞 を35-60%のPercoll溶 液 に 懸 濁 し 、RPMI1640
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を 重 層 し た 。15℃, 2500rpm, 20分 間 遠 心 し て 得 ら れ たRPMI

とPercoll溶 液 の 中 間 の 樹 状 細 胞 濃 縮 層 を 分 離 し、RPMIで

洗 浄 し た 。

OptiPrep (Life Technologies, Gaithersburg, MD) を 用 い た

密 度 勾 配 遠 心 法 は 、HBSSを 用 い て 希 釈 し たOptiPrep溶 液

4mlに 細 胞 を 懸 濁 し 、 緩 衝 液 (0.88%塩 化 ナ ト リ ウ ム、1mM

EDTA、10mM HEPES、0.5% BSA) で 希 釈 し たOptiPrep

溶 液4mlを 重 層 し 、 さ ら にHBSS 1mlを 重 層 し て20℃, 600

g, 15分 間 遠 心 し て 得 ら れ たHBSSと 中 間 層 と の 間 に 得 ら れ

る 樹 状 細 胞 濃 縮 層 を 分 離 し 、RPMIで 洗 浄 し た 。

磁 気 細 胞 分 離 シ ス テ ム (Magnetic Cell Sorting and

Separation of Biomolecules) を 用 い た 樹 状 細 胞 の 濃 縮

CD11c+細 胞 を マ イ ク ロ ビ ー ズ 結 合 抗 マ ウ スCD11c抗 体

(Miltenyi Biotec, Bergisch Gradbach, Germany) お よ び

MACS LS+分 離 カ ラ ム (Miltenyi Biotec) を 用 い て 分 離 し た。

B220+細 胞 やThy-1+細 胞 を 除 去 す る 場 合 は、 あ ら か じ め、

MACS Multisort kit (Miltenyi Biotec) を 用 い て そ の 陰 性 細 胞

を 分 離 し た 。 す な わ ち 、4×107個 あ た り 、100倍 希 釈 し た

FITC標 識 抗 マ ウ スCD45R/B220 mAb RA3-6B2 (BD

PharMingen) お よ びFITC標 識 抗 マ ウ スThy1.2 mAb 30-H12

(BD PharMingen) を1ml添 加 し 、15分 間 、4℃で 静 置 し た 。

0.5%BSAと2 mM EDTAを 含 むPBS (以 下MACS緩 衝 液)

で 洗 浄 後 、Multisort抗FITCマ イ ク ロ ビ ー ズ を1×107個 あ

た り10μl加 え 、15分 間 、4℃で 静 置 し た 。MACS緩 衝 液

で 洗 浄 後 、MACS LS+分 離 カ ラ ム に 細 胞 懸 濁 液 を 添 加 し、
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B220陰 性 か つThy1.2陰 性 細 胞 を 選 択 的 に 回 収 し た 。 そ の

細 胞 懸 濁 液 にMultisort release reagentを20μl加 え 、10分

間 、4℃ で 静 置 し 、 マ イ ク ロ ビ ー ズ を 切 断 し た 。 さ ら に 洗 浄

後 、 細 胞1×107個 あ た りMultisort stop reagentを30μlと

マ イ ク ロ ビ ー ズ 結 合 抗 マ ウ スCD11c抗 体 を10μl加 え 、15

分 間 、4℃ で 静 置 し た 。 同 様 に 洗 浄 後 、MACS LS+分 離 カ ラ

ム を 用 い て 、CD11c陽 性 細 胞 を 選 択 的 に 回 収 し た 。

FACS Vantageを 用 い た 樹 状 細 胞 と そ の 細 胞 群 の 分 離

CD11c+/B220-樹 状 細 胞 を 分 離 す る 場 合 は 、 ま ず 、 前 述 の

方 法 で バ イ エ ル 板 お よ び 脾 臓 細 胞 を 調 製 し た 後 、 非 特 異 的 結

合 を 防 ぐ 目 的 で 抗 マ ウ スCD16/CD32 mAb 2.4G2(ハ イ ブ リ

ド ー マ を 腹 水 化 しProtein Gカ ラ ム に て 精 製 し た)を 反 応 さ

せ 、 ビ オ チ ン 化 抗CD11c mAb N418(ハ イ ブ リ ド ー マ を 腹

水 化 しProtein Gカ ラ ム に て 精 製 し 、 標 準 的 な 方 法 で ビ オ チ

ン 化 し た)お よ びFITC標 識 抗CD45R/B220 mAb RA3-6B2

(BD PharMingen)、 続 い て ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 標 識PE (BD

PharMingen)を 用 い て 染 色 し 、FACS Vantage (BD

Immunocytometries)を 用 い て 蛍 光 強 度 に よ り セ ル ソ ー ト す

る こ と に よ り 精 製 し た 。

CD11c+/B220-/CD11b+お よ びCD11c+/B220-/CD8α+樹 状

細 胞 を 分 離 す る 場 合 は 、 パ イ エ ル 板 お よ び 樹 状 細 胞 に 抗 マ ウ

スCD16/CD32 mAb 2.4G2を 反 応 さ せ 、 ビ オ チ ン 化 抗CD11c

mAb、FITC標 識 抗CD45R/B220 mAb (BD PharMingen)、PE

標 識 抗CD11b mAb M1/70 (Caltag)ま た はPE標 識 抗

CD8α mAb 53-6.7 (BD PharMingen)、 続 い て ス ト レ プ ト ア ビ
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ジ ン標 識 CyChrome  (BD  PharMingen)  を 用 い て 染 色 し 、

FACS Vantage  (BD Immunocytometries)  を用 いて蛍 光 強 度 に
よ り セ ル ソ ー ト す る こ と に よ り精製 し た 。
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結 果

樹 状 細 胞 分 離 方 法 確 立

コ ラ ゲ ナ ー ゼ 溶 液 を 用 い て 脾 臓 細 胞 を 調 製 し、 フ ロ ー サ

イ ト メ ト リ ー に よ り 解 析 し た 結 果、 全 血 球 系 細 胞 中 の

CD11c+/B220-細 胞 の 割 合 は 通 常0.5-2.0%で あ っ た (Fig.1-

1)。

そ こ で ま ず 、Fig.1-2に 示 し た よ う に 、BSA溶 液 を 用 い た

密 度 勾 配 遠 心 法 に よ り 樹 状 細 胞 を 濃 縮 し た 後、 細 胞 をFCS

を 添 加 し た 培 地 を 用 い て プ ラ ス チ ッ ク プ レ ー ト に 播 種 す る と

樹 状 細 胞 が 一 度 付 着 し 、 そ の 後FCS無 添 加 培 地 に 交 換 す る

と10数 時 間 後 に 剥 が れ て く る と い う 性 質 を 利 用 し た

Steinmanの 方 法 に よ りCD11c+/B220-細 胞 の 濃 縮 を 試 み た。

そ の 結 果 、 約73%の 純 度 が 得 ら れ た が、B220+細 胞 が 約19%

残 存 し て い た (Fig.1-3)。

次 に 、Fig.1-4 (A) に 示 す よ う に、 パ ー コ ー ル 溶 液 を 用 い

た 密 度 勾 配 遠 心 法 に よ り ま ずCD11c+/B220-細 胞 を 濃 縮 し た

後 、 細 胞 に 磁 気 ビ ー ズ 結 合 抗CD11c+抗 体 を 反 応 さ せ、 専 用

の 磁 石 に 固 定 し た カ ラ ム を 利 用 し てCD11c+細 胞 を 分 離 す る

MACS法 に よ る 濃 縮 を 試 み た。 そ の 結 果、 約81%の 純 度 が

得 ら れ た が 、B220+細 胞 が 約12%残 存 し て い た (Fig.1 -5)。

次 に 、Fig.1-4 (B) に 示 す よ う に、MACSに よ るCD11c+の

ポ ジ テ ィ ブ セ レ ク シ ョ ン を 行 う 前 に、MACS MultiSort kitを

用 い てB220+細 胞 を 除 去 す る こ と を 試 み た 結 果、 純 度 の 向

上 は 見 ら れ ず 、 依 然 と し て 約5%のB220+細 胞、 約12%の

Thy-1+細 胞 、CD11b+細 胞 の 混 入 が 認 め ら れ た (Fig .1-6)。
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Fig.1-1. Percentage of CD11c+/B220- cells

in collagenase-treated whole splenocytes .
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Fig.1-2. The scheme of Steinman's method .
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Isolated cells using dense BSA gradient

DC-enriched cells after plastic adherence

Fig.1-3. Isolated DCs by Steinman's method .
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(A) Percoll gradient

(B)

 Percoll gradient

(C)

 Optiprep gradient

Fig. 1-4. Enrichment of DCs using various methods .
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Isolated cells using percoll gradient

Enriched DCs by MACS

Fig. 1-5. Enriched DCs by percoll gradient and MACS
.
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A) Isolated cells using percoll gradient B) B220- fraction isolated
using MACS MultiSort kit

C) CD11c+/B220- cells enriched using MACS

Fig. 1-6. Enriched DCs using percoll gradient
and MACS MultiSort kit .
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さ ら に 、Fig. 1-4 (C) に 示 す よ う にOptiPrep溶 液 を 用 い た

密 度 勾 配 遠 心 法 に よ りCD11c+/B220-細 胞 を 濃 縮 し た 後、

MACS MultiSort kitを 用 い てB220+お よ びThy-1+細 胞 を 除

去 し 、MACS法 に よ りCD11c+細 胞 を 分 離 し た 結 果、 や は り

純 度 の 向 上 は 見 ら れ ず 、CD11c+/B220+細 胞 を 除 去 す る こ と

が で き な い こ と が 示 さ れ た (Fig. 1-7)。 パ イ エ ル 板 細 胞 よ り

CD11c+/B220-細 胞 を 分 離 し た 場 合 は 脾 臓 と 同 条 件 で 行 っ て

も そ の 純 度 は さ ら に 低 く 、 約43%程 度 で 脾 臓 よ り 多 く の

CD11c+/B220+細 胞 が 残 存 し て い た 。

そ こ で 、FACS Vantageを 用 い たCD11c+/B220-細 胞 の 精

製 を 試 み た 。FACS Vantageは 蛍 光 標 識 し た 抗 体 を 用 い て 染

色 し た 細 胞 を 一 つ ず つ 高 速 で 流 し て そ れ に レ ー ザ ー を 当 て て

蛍 光 強 度 を 解 析 し 、 そ の 蛍 光 強 度 に よ り セ ル ソ ー トす る こ と

に よ り 細 胞 を 高 純 度 に 精 製 で き る 。FACS Vantageに よ る

細 胞 分 離 の 効 率 を 上 げ る た め 、 あ ら か じめ 何 ら か の 方 法 で 目

的 の 細 胞 を 濃 縮 し て お く 必 要 が あ る の で 、 ま ず 密 度 勾 配 遠 心

法 に つ い て パ ー コ ー ル 、OptiPrepの 濃 度 を 変 え て 検 討 し た。

パ ー コ ー ル 溶 液 を 用 い た 方 法 で は 、パ ー コ ー ル の 濃 度 が 、45%

の 時 最 も 純 度 が 高 く (Fig. 1-8)、OptiPrepを 用 い た 方 法 で は、

18%の 時 が 最 も 純 度 が 高 か っ た (Fig. 1-9)。 し か し な が ら、

純 度 が 向 上 す る ほ ど 回 収 で き る 細 胞 数 は 減 少 す る 傾 向 が 見 ら

れ た (Table 1-1)。 ま た 、OptiPrepを 用 い た 方 法 で は 、 ロ ッ

ト間 の ば ら つ き が 非 常 に 大 き く純 度 も 実 験 間 で 安 定 し な か っ

た 。MACS法 に よ り 、 通 常 、 脾 臓 か ら は30-40%、 パ イ エ ル

板 か ら は10-20%のCD11c+/B220-細 胞 が 安 定 し て 得 ら れ た

(Fig. 1-10)。Table 1-1に 示 し た よ う に 、 最 も 純 度 の 高 い 濃
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Fig. 1-7. Enriched DCs using Optiprep gradient and
MACS MultiSort kit.

48





Exp.1 Exp.2

Fig.1-9.Isolated cells using Optiprep gradient.
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Table 1-1 Enrichment of dendritic cells

Percoll

OptiPrep

MACS
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PDC
SDC

Fig. 1-10. Enriched DCs using MACS .
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度 で 比 べ る と パ ー コ ー ル 溶 液 は 純 度25.9%で 収 率 が15.2%、

OptiPrepは 純 度68.0%で 収 率10.3%、MACS法 は 純 度35 .4%

で 収 率52.5%で あ っ た 。

そ こ で 、 純 度 、 収 率 と も 考 慮 し た 場 合 、MACS法 が 最 も

優 れ て い る と 考 え ら れ た の で 、MACS法 に よ りCD11c+/B220-

細 胞 を 濃 縮 しFACS Vantageを 用 い て 分 離 し た 結 果 、 パ イ

エ ル 板 お よ び 脾 臓 細 胞 か ら97-100%の 純 度 でCD11c+/B220-

細 胞 を 分 離 す る こ と が で き た (Fig.1-11)。

さ ら に 同 様 に し て 、 樹 状 細 胞 の 二 つ の 細 胞 群 の 分 離 を 行

っ た 。パ イ エ ル 板 お よ び 脾 臓 よ り 、CD11c+/B220-/CD11b+樹

状 細 胞 、CD11c+/B220-/CD8α+樹 状 細 胞 を 分 離 し た 。 そ の 結

果 、 全 て97%-100%の 純 度 で 分 離 す る こ と が で き た (Fig.

1-12, 13)。

細 胞 表 面 分 子 発 現 解 析

パ イ エ ル 板 お よ び 脾 臓 樹 状 細 胞 の 様 々 な 細 胞 表 面 分 子 の

発 現 解 析 を 行 っ た 。 フ ロ ー サ イ トメ ト リ ー は 細 胞 一 つ 一 つ に

つ い て 標 識 さ れ た 蛍 光 強 度 の デ ー タ を コ ン ピ ュ ー タ ー に 取 り

込 み 、 目 的 の 細 胞 の み を 選 択 し て 解 析 す る こ と が で き る 。 し

た が っ て 、MACS法 に よ りCD11c+細 胞 を 濃 縮 し た パ イ エ ル

板 お よ び 脾 臓 細 胞 を 用 い て 、CD11c+/B220-細 胞 の 細 胞 表 面

分 子 の 発 現 解 析 を 行 う こ と が で き た 。Fig.1-14に 示 す よ う

に 、パ イ エ ル 板 樹 状 細 胞 のMHCク ラ スII分 子 (I-Ad)、CD86、

CD40、CD44の 発 現 は 脾 臓 樹 状 細 胞 と 比 較 し て わ ず か に 高

か っ た 。 ま た 、 樹 状 細 胞 の 成 熟 マ ー カ ー と 言 わ れ て い る

DEC-205の 発 現 が 高 い 細 胞 が パ イ エ ル 板 樹 状 細 胞 の 方 が 脾
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PDC SDC

Fig. 1-11. Sorted DCs from PP and SP.

54



Fig. 1-12. Sorted CD11b+ DCs and CD8ƒ¿+ DCs from PP.
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Fig. 1-13. Sorted CD11b+ DCs and CD8ƒ¿+ DCs from SP.
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Log Fluorescence Intensity

Figure 1-14. Surface phenotype analysis of DC populations (CD11c+/B220-)

from PP or SP. DC-enriched fractions from PP and SP were gated on

CD11c+/B220- cells and analyzed for expression of various surface

molecules. The results are shown as histograms with fluorescence intensity

on the x-axis and cell number on the y-axis. The thin lines represent staining

of SP DCs, and the thick lines staining of PP DCs. The data depicted here

represents five independent experiments producing similar results.
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臓 樹 状 細 胞 よ り 多 か っ た 。CD8α の 発 現 に つ い て は 差 が な か

っ た 。CD11bの 発 現 に 関 し て は 、 発 現 の 高 い 細 胞 が バ イ エ

ル 板 樹 状 細 胞 の 方 が 脾 臓 と 比 較 し て 少 な か っ た 。CD4に つ

い て は 、 脾 臓 樹 状 細 胞 に は 発 現 の 高 い 細 胞 と そ う で な い 細 胞

の 両 方 が 認 め ら れ た が 、 パ イ エ ル 板 に は 発 現 の 高 い 細 胞 は 少

な か っ た 。

次 に 、 パ イ エ ル 板 お よ び 脾 臓 樹 状 細 胞 をFACS Vantage

に よ り 精 製 し 、 そ れ に つ い てCD11b、CD8α 、DEC-205の

発 現 を 解 析 し た 。 そ の 結 果 、Fig.1-15に 示 す よ う にCDllb-

/CD8α+細 胞 の 割 合 は 、 パ イ エ ル 板 脾 臓 と も に 約45%だ っ た 。

そ し てCD11b+/CD8α-細 胞 の 割 合 は 、バ イ エ ル 板 で は 約30%、

脾 臓 で は 約40%だ っ た 。 さ ら にCD11b-/CD8α-細 胞 の 割 合

は 脾 臓 で は10%未 満 だ っ た が 、 パ イ エ ル 板 で は 約20%で あ

っ た 。 ま た 、CD8α+細 胞 は バ イ エ ル 板 、 脾 臓 と も に 大 部 分

の 細 胞 がDEC-205の 発 現 が 高 か っ た 。 脾 臓CD11b+樹 状 細

胞 はCD8α+細 胞 と は 異 な り 、DEC-205の 発 現 が 低 い 細 胞 が

多 く認 め ら れ た が パ イ エ ル 板 で はDEC-205の 発 現 が 高 い 細

胞 が 脾 臓 よ り 多 く認 め ら れ た 。
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PDC SDC

Figure 1-15. Proportions of the three DC subsets were

analyzed from PP and SP . CD11c+/B220-cells from the
respective organs were analyzed for the expression of

CD11b, CD8ƒ¿, and DEC-205 . The data depicted here
represents three independent experiments producing

similar results.
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考 察

ま ず 最 初 に 、 パ イ エ ル 板 と 比 較 し て マ ウ ス1匹 当 た り の

細 胞 数 が 多 く粘 着 質 成 分 も 少 な い 臓 器 で あ る 脾 臓 を 用 い て 樹

状 細 胞 を 高 純 度 で 分 離 す る 方 法 を 検 討 し た 。 脾 臓 、 パ イ エ ル

板 と も に 組 織 中 に 全 血 球 系 細 胞 中0.5-2.0%程 度 し か 存 在 し

な い 樹 状 細 胞 を で き る だ け 高 純 度 に 、 特 に 、 他 の 抗 原 提 示 細

胞 で あ るB細 胞 や マ ク ロ フ ァ ー ジ の 混 入 し て い な い 状 態 で

分 離 す る 目 的 で 、Steinmanの 方 法 お よ び 磁 気 ビ ー ズ を 利 用

し たMACS法 に つ い て 検 討 し た 。

Steinmanの 方 法 は 、70%以 上 の 純 度 が 得 ら れ た が 、B220+

細 胞 が20%弱 混 入 し て お り 、 純 化 す る に 至 ら な か っ た 。 さ

ら に 、 プ ラ ス チ ッ ク プ レ ー ト に 付 着 さ せ る こ と で 樹 状 細 胞 が

成 熟 す る と い う 報 告 も あ り(62)、 本 研 究 で は 、 樹 状 細 胞 を で

き る 限 り 生 体 内 に 存 在 す る 樹 状 細 胞 と 同 様 な 成 熟 状 態 で 取 り

出 して 実 験 を 行 い た い と い う 理 由 か ら 、 他 の 方 法 に よ り分 離

す る こ と が 望 ま し い と 考 え ら れ た 。 そ こ で 次 に 、 密 度 勾 配 遠

心 法 とMACS法 に よ り 、CD11c+/B220-細 胞 の 濃 縮 を 試 み た

が 、B220+細 胞 の 混 入 が み ら れ 、 そ の 前 に あ ら か じ めMACS

MultiSort kitに よ りB220+細 胞 、CD11b+細 胞 、Thy1+細

胞 を 取 り 除 く こ と を 試 み た 場 合 も や は り そ れ ら の 細 胞 の 混 入

が 認 め ら れ 、 密 度 勾 配 遠 心 法 とMACS法 の み で は 樹 状 細 胞

の 純 化 に は 至 ら な か っ た 。 さ ら に 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ マ ー カ ー

で あ るCD11bやF4/80は 樹 状 細 胞 に も そ れ ら の 発 現 細 胞

が 存 在 す る た め 、MACS MultiSort kitを 用 い た ネ ガ テ ィ ブ セ

レ ク シ ョ ン で は 、 樹 状 細 胞 の 一 部 の 細 胞 群 も 除 去 さ れ て し ま

い 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ の み を 選 択 的 に 取 り 除 く こ と は 困 難 で あ
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る と考 え られ た 。 次 に 、 同 様 の 方 法 に よ り、 パ イ エ ル 板 樹 状

細 胞 の 分 離 を 試 み た が 、 脾 臓 を 用 い た 場 合 はCD11c+/B220-

細 胞 を80%前 後 ま で 濃 縮 で き る の に 対 して 、 パ イ エ ル 板 を

用 い た 場 合 は 約40%で あ っ た 。 そ して 、 脾 臓 よ り 多 くの

CD11c+/B220+細 胞 が 混 入 して い た。 こ の 理 由 と して、 調 製

した パ イエ ル板 細 胞 懸 濁 液 が 脾 臓 と比 較 して 粘 着 質成 分 を多

く含 ん で お り、 密 度 勾 配 遠 心 法 やMACS法 に よ る 細 胞 分 離

の 際 に遠 心 管 や カ ラ ム に付 着 しや す い た め に 目的 細 胞 以 外 の

細 胞 が 混 入 しや す い と い う こ とが 考 え られ た 。 混 入 が 認 め ら

れ たCD11c+/B220+細 胞 はIwasakiら の 報 告 に よ る と、PCR

に よ る 検 定 で はCD19陽 性 で あ り、B細 胞 が 混 入 して い る

こ と が 示 され て い る(62)。

樹 状 細 胞 の 性 質 を解 析 す る場 合 に 、B細 胞 が わ ず か に で も

混 入 して い るの は 望 ま し くな く、 よ り高 純 度 に樹 状 細 胞 を分

離 す る 方 法 を 用 い な け れ ば な らな い 。FACS Vantageは 緩

衝 液 に 懸 濁 され た 細 胞 を 一 つ ず つ流 しな が ら分 離 す る た め、

粘 着 質 を 多 く含 む パ イ エ ル 板 細 胞 か らで も 高 純 度 で 樹 状 細 胞

が分 離 で きる こ とが 期 待 さ れ た 。

ま ず 、 樹 状 細 胞 の 分 離 効 率 を あ げ る た め 濃 縮 方 法 を 検 討

した が 、FACS Vantageに よ る 細 胞 分 離 は 他 の 分 離 法 と比

較 して 収 率 が 著 し く減 少 して しま うた め 、 濃 縮 す る 目的 と し

て は 、 純 度 が 良 い だ け で な く収 率 の 良 い濃 縮 法 を用 い る こ と

が 適 して い る と 考 え ら れ た 。 二 種 類 の 密 度 勾 配 遠 心 法 と

MACS法 を検 討 した 結 果 、 純 度 と収 率 の 両 方 の 側 面 と結 果 の

安 定 性 を考 慮 す る とMACS法 がFACS Vantageに よ る分 離

前 の 濃 縮 法 と して 最 も適 して い る と考 え られ た 。
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最 後 に 、 パ イ エ ル 板 お よ び 脾 臓 よ りMACS法 に よ り 濃 縮

し た 後 、FACS Vantageに よ り 分 離 し た 結 果 、CD11c+/B220-

樹 状 細 胞 お よ び 樹 状 細 胞 群CD11c+/B220-/CD11b+樹 状 細 胞 、

CD11c+/B220-/CD8α+樹 状 細 胞 を 分 離 す る こ と に 成 功 し 、 以

降 の 実 験 に 関 し て はCD11c+/B220-細 胞 の 細 胞 表 面 分 子 の 解

析 以 外 は 、FACS Vantageに よ り97%以 上 の 純 度 で 分 離 し

た 細 胞 を 用 い た 。

一 般 的 に、 抗 原 特 異 的 未 感 作T細 胞 が 抗 原 刺 激 を 受 け て

増 殖 し エ フ ェ ク タ ーT細 胞 に な る に は 、 抗 原 提 示 細 胞 が 提 示

す るMHCク ラ スII分 子 と 抗 原 ペ プ チ ド複 合 体 をT細 胞 レ

セ プ タ ー と コ レ セ プ タ ー (CD4ま た はCD8) を 介 し て 認 識

す る こ と に よ っ て 伝 達 さ れ る 第 一 シ グ ナ ル と 副 刺 激 因 子 を 介

し た 第 二 シ グ ナ ル が 必 要 で あ る 。最 も 重 要 な 副 刺 激 因 子 はB7

フ ァ ミ リ ー で あ るCD80(B7-1)、CD86 (B7-2) で あ る と 言 わ

れ て い る 。 こ れ ら に 対 す るT細 胞 上 のB7分 子 の レ セ プ タ ー

はCD28で あ る 。 ま た 、 ひ と た び 未 感 作T細 胞 が 活 性 化 す

る と い くつ か の 分 子 が 発 現 し 、T細 胞 増 殖 や 分 化 を 司 る 副 刺

激 を 保 持 し た り 変 化 さ せ た り す る の に 働 く 。 そ の 一 つ が

CD40リ ガ ン ドで あ り 、 抗 原 提 示 細 胞 に 発 現 し て い るCD40

に 結 合 す る 。CD40リ ガ ン ドがCD40に 結 合 す る とT細 胞 に

活 性 化 シ グ ナ ル を 伝 達 し 、 同 時 に 抗 原 提 示 細 胞 も 活 性 化 さ れ

B7の 発 現 な ど が 誘 導 さ れ 、成 熟 す る 。ま た 、活 性 化 し たCD4+

T細 胞 は 接 着 分 子 で あ るCD2やLFA-1を 高 発 現 す る よ う に

な り 、CD44を 高 発 現 し て い る 細 胞 と の ア ビ デ ィ テ ィ が 高 く

な る こ と が 知 ら れ て い る 。 本 章 で パ イ エ ル 板 樹 状 細 胞 の 方 が

脾 臓 樹 状 細 胞 と 比 較 し てMHCク ラ スII分 子 、CD86、CD40、
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CD44の 発 現 が 高 い こ と が 明 らか と な り、 パ イ エ ル 板 樹 状 細

胞 の 方 が 脾 臓 樹 状 細 胞 と比 較 して 成 熟 度 合 い が 高 い こ と が 示

さ れ た 。腸 管 粘 膜 は 絶 え ず 莫 大 な 量 の 抗 原 に 曝 され て お り 、

パ イ エ ル板 は 常 に そ れ らの 一 部 を取 り込 ん で い る た め 、 樹 状

細 胞 は 抗 原 提 示 を 行 う こ と に よ って 抗 原 特 異 的T細 胞 か らの

刺 激 を 受 け や す い 環 境 に い る こ と か ら この よ う な結 果 に な る

と考 え られ る 。 これ らの 結 果 か ら、 パ イ エ ル 板 樹 状 細 胞 の 方

が 脾 臓 と 比 較 して 、 成 熟 度 が 高 くT細 胞 の 活 性 化 能 が 高 い

こ と が 予 想 さ れ た 。

一 方、 近 年 マ ウス 脾 臓CD11b+/CD8α-樹 状 細 胞 に はCD4

陽 性 細 胞 と陰 性 細 胞 の 両 方 が 存 在 す る こ と が報 告 され て い る

(64)。Fig.1-13に 示 さ れ た よ う に脾 臓 樹 状 細 胞 に はCD4陽

性 細 胞 と陰 性 細 胞 の 両 方 が 存 在 して い た が 、 パ イ エ ル 板 に は

陽 性 細 胞 は あ ま り存 在 して い な か っ た 。 しか しな が ら、 この

二 つ の 表 現 型 の 違 う細 胞 の 機 能 的 な 違 い に つ い て は 現 在 の と

こ ろ解 明 さ れ て い な い 。

リ ン パ 球 系 樹 状 細 胞 の マ ー カ ー で あ る と 言 わ れ て い る

CD8αの 発 現 頻 度 は パ イ エ ル 板 と脾 臓 で差 が 認 め られ な か っ

た 。 骨 髄 系 樹 状 細 胞 の マ ー カ で あ るCD11bの 発 現 は 、 パ イ

エ ル 板 樹 状 細 胞 の 方 が 脾 臓 よ り 少 な か っ た が 、CD8αも

CD11bも 発 現 して い な い ダ ブ ル ネ ガ テ ィ ブ 細 胞 が 多 く存 在

して い た 。 これ は パ イ エ ル 板 を初 め と す る腸 管 組 織 特 有 の 現

象 で あ る と考 え られ て い る(58)。CD8α+樹 状 細 胞 はT細 胞

領 域 に 多 く存 在 す る と 言 わ れ て い る が 、 そ の た めT細 胞 と

の 相 互 作 用 に よ り成 熟 した 細 胞 が 多 く、 パ イ エ ル板 、 脾 臓 と

も にCD8α+樹 状 細 胞 のDEC-205の 発 現 が高 い と い う結 果 に

63



な っ た と考 え ら れ る 。 ま た 、 脾 臓 で はCD11b+樹 状 細 胞 の

DEC-205の 発 現 は 低 く、 この 細 胞 群 は 未 成 熟 な 細 胞 の 方 が

多 い が 、 パ イ エ ル板 で はCD11b+樹 状 細 胞 の う ち 、DEC-205

の 発 現 が高 い細 胞 が 比 較 的 多 か っ た 。 パ イ エ ル 板CD11b+樹

状 細 胞 は 抗 原 を取 り込 む 細 胞 で あ るM細 胞 直 下 のSEDに 存

在 す る と 報 告 され て お り(57)、 抗 原 を 受 け 取 りそ の 場 で 抗 原

提 示 を 行 う樹 状 細 胞 とT細 胞 領 域 に 移 動 して 抗 原 提 示 を行

う樹 状 細 胞 と両 方 存 在 す る と考 え られ る が 、 い ず れ に して も

パ イ エ ル 板CD11b+樹 状 細 胞 は 抗 原 に 出会 う頻 度 が高 い た め 、

抗 原 提 示 に よ りT細 胞 か ら の 刺 激 を 受 け て 成 熟 して い る 細

胞 が 多 い の で は な い か と考 え られ る 。

以 上 よ り、第 一 章 に お い て 、 樹 状 細 胞 とそ の 細 胞 群 の 精 製

方 法 が 確 立 され 、 続 い て パ イ エ ル板 樹 状 細 胞 の 細 胞 表 面 分 子

の 発 現 を 成 熟 マ ー カ ー やT細 胞 副 刺 激 因 子 に 着 目 して 詳 細

に解 析 す る こ と が で き た 。 そ の 結 果 、 パ イ エ ル 板 樹 状 細 胞 は

脾 臓 樹 状 細 胞 と比 較 して 成 熟 度 合 い が高 い こ と 、 そ して そ の

理 由 の 一 つ と して 腸 管 と い う抗 原 に 曝 さ れ る頻 度 の 高 い組 織

に存 在 す る と い う こ と が 考 え られ た 。 これ らの 結 果 か ら 、 パ

イエ ル 板 樹 状 細 胞 が 脾 臓 と比 較 して 高 い抗 原 提 示 能 を 持 つ こ

と 、異 な るT細 胞 応 答 を 誘 導 す る こ と が期 待 さ れ た た め 、

第 二 章 で は パ イ エ ル 板 樹 状 細 胞 が誘 導 す るT細 胞 応 答 に つ

いて 解 析 を 行 っ た 。
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