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要旨 

   

  NK 細胞は Th1 サイトカインである IL-2，IL-12，IL-18 などによって活性化され，

多量の IFN-γ を産生することで Th1 応答を増強する役割を果たすことが知られている．

一方，Th2 応答における NK 細胞の機能に関しては未解明の部分が多く残されている．

そこで本研究では，Th2 応答の開始因子として知られる IL-4 に着目し，in vivo でIL-4 

が NK 細胞の性状，機能に与える作用の解析を試みた．その結果，成体マウスにおける 

IL-4 の過剰発現が，定常状態に存在する conventional NK 細胞 (B220low/ CD11bhigh/ 

IL-18Rαhigh，cNK 細胞)とは明らかに異なる特徴的な NK 細胞，IL-4-induced NK 細胞 

(B220high/ CD11blow/ IL-18Rαlow，IL4-NK 細胞) を劇的に増加させることを見出した．

IL4-NK 細胞の増殖には，IL-4 に応答し増殖したマクロファージが産生する IL-15 が寄

与していた．また，IL4-NK 細胞 は cNK 細胞に比べて高い IFN-γ, IL-10, GM-CSF の産

生能と強い細胞傷害活性を示す，活性化した NK 細胞であった．単離した cNK 細胞を 

IL-4 と IL-15 を添加して培養することで IL4-NK 細胞と類似したマーカー発現，機能

が獲得されたことから，IL4-NK 細胞の誘導に IL-4 の直接的な刺激と IL-15 を介した

間接的な刺激が重要であることが示唆された．さらに，生理的な Th2 応答を示す寄生虫

感染において，IL-4 依存的に IL4-NK 細胞に類似したマーカー発現を示す細胞が誘導さ

れることが明らかになった．加えて，感染時に NK 細胞を除去した場合に，好酸球や好

中球と言った Th2 応答誘導性の免疫細胞を誘引するケモカインの発現が低下したこと

から，寄生虫感染時に NK 細胞が過剰な Th2 応答を抑制していることが示唆された．

本研究は，IL-4 による IL-15を介した NK 細胞の活性化経路を解明するとともに，

IL4-NK 細胞による新しい Th2 応答の抑制機構の存在を提唱するものである． 
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第 1 章 序論 

 

Th1 /Th2 免疫応答のバランス制御 

  免疫応答は、外来の異物や変性した自己の細胞を除去し，恒常性を維持するための

生体防御機構である．免疫応答は，除去すべき抗原，分泌されるサイトカイン，活性化

される細胞群の違いによって，Th1 応答と Th2 応答に大別される（Fig 1）．Th1，Th2 と

は一連の免疫応答で中心的な役割を果たす，ヘルパー T 細胞の活性化サブセットを意味

する（Mosmann and Coffman, 1989）．がん細胞やウイルス，細菌感染細胞などの存在が感

知されると，IL-12 や IFN-γ が分泌され，ナイーブな T 細胞 （Th0 細胞）の Th1 細

胞への分化が促進される（Parronchi et al., 1992; Schoenborn and Wilson, 2007）．Th1 細胞

は大量の IL-2 や IFN-γ を産生することで，キラー T 細胞や NK 細胞などを活性化し，

がん細胞や感染細胞の排除に働く．この一連の応答を Th1 応答と呼び， IL-12 や IFN-γ 

は Th1 サイトカインと呼ばれる．一方，寄生虫感染時には IL-4 や IL-13 が分泌され， 

Th0 細胞の Th2 細胞への分化が促進される（Parronchi et al., 1992）．Th2 細胞は大量の 

IL-4，IL-5，IL-13 などを産生し，好酸球やマスト細胞などの活性化や B 細胞からの IgE 

産生を促進することで，排虫のための様々な応答を惹起する．この一連の応答を Th2 応

答と呼び，この時に働く IL-4，IL-5，IL-13 などは Th2 サイトカインと呼ばれる．Th1 サ

イトカインである IFN-γ は Th2 細胞への分化を抑制し，逆に Th2 サイトカインであ

る IL-4 は Th1 細胞の分化を抑制する（Abbas et al., 1996; Oriss et al., 1997; Szabo et al., 

1997）．このように，Th1 応答と Th2 応答は互いに抑制し合うことでバランスを保って

おり，生体は必要に応じて Th1 /Th2 バランスを傾けることで適切な免疫応答を惹起し

ている．しかし，過度なあるいは持続的な抗原の刺激やバランス維持機構の異常により 
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Th1 /Th2 バランスが大きく傾くと，様々な疾患を引き起こすことが知られている（Kidd, 

2003）（Fig 2）．例えば過剰な Th1 応答は自己免疫疾患を増悪化させ，逆に不必要な Th2 

応答は様々なアレルギー疾患の要因となる（Maggi, 1998; Okazaki et al., 2000），こうした

疾患の発症メカニズムの解析や治療法の確立のためにも，Th1 /Th2 応答の制御機構の解

明は重要な研究課題である． 

  Th1 /Th2 応答にはヘルパー T 細胞以外にも様々な免疫細胞が関与している．近年，

同じ細胞腫であっても，ヘルパー T 細胞と同様，作用するサイトカインによって活性化

様式や細胞機能が大きく変化することが明らかになってきた．例えばマクロファージは

古くから Th1 サイトカインである IFN-γ によって活性化することが知られていたが，

近年 IL-4 や IL-13 などの Th2 サイトカインによって従来とは異なる様式で活性化す

ることが明らかになった（Gordon and Martinez, 2010）．Th1 /Th2 パラダイムに則り，前

者は M1 マクロファージ，後者は M2 マクロファージと呼ばれる．M1 マクロファージ

は炎症性サイトカインである TNF-α や IL-6 を高発現するのに対し，M2 マクロファー

ジは 抗炎症性サイトカインである IL-10 を高発現するなど，細胞機能や遺伝子発現に

様々な違いが報告されている（Martinez and Gordon, 2014; Sica and Mantovani, 2012）．この

ように，各種サイトカインによって免疫細胞の性質がどのように変化するのか理解する

ことは，免疫応答の制御機構を正確に把握するために必要なアプローチである． 

 

NK 細胞と Th1/ Th2 応答 

  Natural killer（NK）細胞は，T 細胞，B 細胞に次ぐ第 3 のリンパ球と呼ばれ，抗原

の感作なしに標的細胞を攻撃することができる Natural killing 活性を持つ細胞として発

見された．NK 細胞はキラー T 細胞と並ぶ Th1 応答時に活性化する代表的な細胞のひ
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とつであり，がん細胞やウイルス感染細胞の排除において中心的な役割を果たす（Sun 

and Lanier, 2011; Vivier et al., 2008）．IL-12 や IL-18 などの Th1 サイトカインにより NK 

細胞が刺激されると，細胞傷害活性を発揮するとともに多量の IFN-γ を産生し，Th1 応

答をさらに増強させることが知られている（Bajénoff et al., 2006; Lünemann et al., 2009; 

Okamura et al., 1998）．Th1 応答における活性化様式や生理機能の理解が進む一方，Th2 応

答における NK 細胞の挙動に関しては多くの疑問点が残されている（Fig 3）．特に IL-4 

による NK 細胞の制御については，一見矛盾したような報告が散見されるなど，統一的

な理解には至っていないのが現状である．IL-4 欠損マウスでは NK 細胞は野生型マウ

スと同等数存在し，定常状態ではその機能についても違いは見られない（Vosshenrich et 

al., 2005）．しかし，NK 細胞は IL-4Rα を発現していることが知られており，IL-4 の刺

激によって様々な影響を受けることが報告されている．Jackson や Brady らは，マウス

の NK 細胞の細胞傷害活性が IL-4 によって抑制されることを示した（Brady et al., 2010; 

Jackson et al., 2001）．また Marcenaro らにより，ヒトの NK 細胞に IL-4 を作用させる

ことで，がん細胞や未成熟な樹状細胞に対する細胞傷害活性が減弱し，さらに IFN-γ，

TNF-α，GM-CSF などのサイトカイン産生能も抑制されることが示された（Marcenaro et 

al., 2005）．こうした研究を背景に，IL-4 が NK 細胞に抑制的に働き，Th2 応答時に NK 

細胞は休止状態にあると説明されることも多い．しかし，一方では IL-4 による NK 細

胞の活性化作用に関する報告もなされている．Morris らは，IL-4 を安定化し作用を長期

間持続させる，IL-4 と anti-IL-4 抗体との複合体（IL-4C）を投与したマウスにおいて，

NK 細胞由来の IFN-γ 産生が誘導されることを報告した（Morris et al., 2006）．また，

Bream らによって，in vitro での IL-4 刺激が IL-2 や IL-12 によって誘導される NK 

細胞 からの IFN-γ 産生を増強することが示された（Bream et al., 2003）．さらに近年，
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Th2 タイプのメモリー T 細胞が IL-4 を介して NK 細胞の細胞傷害活性を増強するこ

とが in vivo の実験系で示されるなど（Kitajima et al., 2011），状況によっては IL-4 の作

用によって NK 細胞が活性化することが示唆されている． 

 

本研究のアプローチ 

  上述したように，主要な Th2 サイトカインであるにもかかわらず，IL-4 による NK 

細胞の制御機構については未解明な部分が多く，なかでも in vivo での IL-4 の作用につ

いての理解が十分ではないと考えられた．そこで本研究では，成体マウスに IL-4 を一

過性に過剰発現させる実験系を用いて，in vivo で産生された IL-4 が NK 細胞の性状・

機能にどのような影響を及ぼすかについて解析を試みた．この方法では IL-4 から NK 

細胞への直接的な作用だけではなく，他の細胞を介した間接的な作用も再現されるため，

実際の Th2 応答に近い状況での解析が期待できる．また，Th2 応答そのものを誘導す

る実験系では様々な Th2 サイトカインが同時に NK 細胞に作用し，IL-4 を起点とした

応答を区別することが困難であるが，本研究で行う実験系では IL-4 の過剰発現を契機

に生じる現象の解析が可能になるため，より明確に IL-4 と NK 細胞の関係性を解明す

ることができると考えられる．  
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Figure 1.  Th1 /Th2 免疫応答のバランス制御 

免疫応答は Th1 /Th2 応答に大別される．それぞれの応答で分泌されるサイトカイン，

活性化される細胞が異なり，排除すべき抗原の種類によって使い分けられている．Th1 

/Th2 応答には互いに抑制し合う制御メカニズムが存在しており，通常生体内では，必要

に応じてどちらかが優位になるよう精緻なバランス制御が行われている．  

Th1�

Th2�

IL-2 
IFN-γ�

IL-4 
IL-5 
IL-13 

Th0�

IL-12 

IL-4 

�� 

��
 
" !�� 
���

	�	
�����

��$ ��� 
����� 

����� 
�%$�&� 

NK �� 
�#' T �� 
���

Th2�
Th1�

Th1 �
 

Th1�
Th2�

Th2 �
 



 

8 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Figure 2.  Th1 /Th2 バランス制御の破綻は様々な疾患の要因となる 

過度な，または持続的な刺激やバランス制御機構の異常によってどちらか一方に大きく

傾くと，様々な疾患の発症，増悪化の要因となる． 
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Figure 3.  Th1/ Th2 応答における NK 細胞の挙動 

NK 細胞は Th1 応答時に活性化する代表的な細胞として知られる．IL-12 や IL-18によ

って活性化されると，細胞傷害活性や IFN-γ 産生を通じて，がん細胞やウイルス感染細

胞の除去に働く．一方，NK 細胞が Th2 サイトカインによってどのように制御され，ど

ういった機能を発揮するかについては十分な理解が進んでいない． 
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第 2 章 材料と方法 

 

マウスと寄生虫 

野生型マウスとして，日本クレア社より購入した C57BL/6J 系統マウスおよび Balb/c 

系統マウスを用いた．NK 細胞移植実験に用いた C57BL/6J 系統 CD45.1 コンジェニッ

クマウスは RIKEN BRC より購入した．寄生虫感染実験に用いた Balb/c 系統 IL-4Rα 

欠損マウスは，Dr. Frank Brombacher（ケープタウン大学）が作成されたものを，久保 允

人教授（東京理科大学 / RIKEN IMS） よりご供与頂いた．実験に用いた全てのマウスは 

SPF 環境下で飼育された 6 周齢から 12 周齢のものであり，東京大学の実験動物指針に

基づいて処置を行った．寄生虫感染実験に用いた Nippostrongylus brasiliensis （Nb）の

第 3 期幼虫は，石渡 賢治准教授（慈恵医科大学）よりご供与頂いた． 

 

抗体とサイトカイン 

抗体 

フローサイトメトリー解析 : FITC-conjugated anti-B220，CD45.2; PE-conjugated anti-B220 ，

CD3e; PE/Cy7-conjugated anti-CD45; biotin-conjugated anti-Thy1.1，IL-7Rα; PE-，APC-，

PE/Cy7-conjugated streptavidin（BD Pharmingen より購入），FTTC-conjugated CD11b; 

PE-conjugated anti-NK1.1，FCεR1α，2B4，KLRG1，NKG2A，IL-4Rα，IL-21Rα，CD49b; 

PE/Cy7-conjugated anti-Ly6C; APC/Cy7-conjugated anti-CD11b; biotin-conjugated anti-CD49b，

FCεR1α，TRAIL，NKp46，NKG2D，F4/80; APC-conjugated CD49b，IL-21Rα; Alexa Fluor 

647-conjugated IL-18Rα; BV421-conjugated anti-CD3e，CD19（Biolegend より購入），免疫

組織染色 : purified anti-CD68（Biolegend より購入），purified anti-Granzyme B（eBioscience 
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より購入），Intracellular staining : PE-conjugated anti-Granzyme B (eBioscience より購入)，

IL-15 中和実験 : LEAFTM purified Rat IgG1κ isotype antibody（Biolegend より購入），

Functional GradeTM purified mouse IL-15/IL-15Rα complex antibody（eBioscience より購入），

NK1.1 抗体刺激実験 : purified anti-Rat IgG2a isotype，NK1.1（BD Pharmingen より購入） 

サイトカイン 

Recombinant murine IL-2（PROSPEC より購入）， IL-4（Recentec より購入）， IL-12

（PeproTech より購入），IL-13（BioLegend より購入），IL-15（eBioscience より購入），

IL-21（BioLegend より購入） 

 

Hydrodynamic tail vein injection method （HTVi 法）による過剰発現 

IL-4 過剰発現に用いた  pLIVE-IL-4 ベクターおよび IL-13 過剰発現に用いた 

pLIVE-IL-13 ベクターは，Mirus Bio Corporationより購入した pLIVE ベクターの 

BamH1-Xho1 サイトに，PCR 法によりクローニングした IL-4，IL-13 フラグメントをそ

れぞれ挿入し，作成した．IL-4，IL-13 フラグメントは，LPS で刺激したマウス骨髄細

胞と PMA で刺激したマウス胸腺細胞から抽出した cDNA をもとに，以下のプライマ

ーを用いてクローニングした（IL-4; 5’-cacagagctattgatgggtc-3’, 5’-ctacgagtaatccatttgcatg-3: 

IL-13; 5’-ctctgggcttcatggcgctc-3’， 5’-ctcattagaaggggccgtgg-3’）．コントロールには，当研究

室の伊藤 暢准教授よりご供与頂いた，分泌型アルカリフォスファターゼを発現させる 

pLIVE-SEAP ベクターを用いた．各発現ベクターは TransIT-EE Hydrodynamic Delivery 

Solution（Mirus, Madison, WI）を用いて希釈し，既報のプロトコルに従って尾静脈より注

入した（Liu et al., 1999）．本研究では，マクロファージ除去実験では各 1 µg，それ以外

の実験では各 5 µg の pLIVE-SEAP ベクターおよび pLIVE-IL-4 ベクターを野生型 
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C57BL/6J 系統マウスまたは野生型 Balb/c 系統マウスに注入し，それぞれコントロール

マウスおよび IL-4 過剰発現マウスとして解析した．IL-13 の過剰発現には，各 20 µg の 

pLIVE-SEAP ベクターおよび pLIVE-IL-13 ベクターを野生型 C57BL/6J 系統マウスに

注入し，解析した．また，特に断りのない場合，HTVi 法実施 5 日目に解析を行った． 

 

各組織からの細胞分取 

肝臓からの細胞分離 

LPM（gibco）20 ml，その後 collagenase type Ⅳ（0.5 g/l，Sigma-Aldrich）と DNase I（50 

mg/l，Sigma-Aldrich）を含む灌流液 20 ml を，門脈より灌流させた．その後，摘出した

肝臓を細分化し，2% FBS /PBS で懸濁したものを 70 µm2 のセルストレイナーに通した．

得られた細胞懸濁液を 500 rpm，1 分間の条件で 2 度遠心し，得られた細胞上清を粗精

製肝非実質細胞，沈殿を粗精製肝実質細胞としてそれぞれ更に精製した． 

肝細胞の精製 

粗精製肝実質細胞を 50 % percoll（GEヘルスケア）/ PBS に懸濁し，600 rpm で 10 分間

遠心した．得られた沈殿を数回洗浄し，肝細胞として RNA 抽出に供した。  

肝臓血液細胞の精製 

粗精製肝非実質細胞を 500 rpmで 2 分間遠心し，回収した上清を 1800 rpmで 5 分間遠

心した．得られた沈殿を 33% percoll/ PBSで懸濁し、1900 rpm で 15 分間遠心した．上

清中に浮遊した死細胞や非血液細胞を除去した後，溶血処理を行ったものを肝臓血液細

胞としてフローサイトメトリー解析に用いた．なお，この様に精製した肝臓血液細胞の 

95% 以上が CD45 陽性を示す血液細胞であることを確認している. 
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脾臓，腸管膜リンパ節からの細胞分離 

マウスから摘出した脾臓，腸管膜リンパ節をすり潰し，2% FBS/ PBSで懸濁しながら 70 

µm2 のセルストレイナーを通した，得られた細胞懸濁液を洗浄した後溶血処理を行い，

フローサイトメトリー解析に用いた． 

骨髄細胞の採取  

マウスの後肢から大腿骨と脛骨を摘出し，骨の両端をハサミで切り落とし骨髄を露出さ

せた．切り口から 2% FBS/ PBSを注入し押し出すことで骨髄細胞を回収し，70 µm2 のセ

ルストレイナーに通した．得られた細胞懸濁液を洗浄し溶血処理を行ったものを，骨髄

細胞としてフローサイトメトリー解析に用いた． 

末梢血液細胞の採取 

ヘパリンを入れた容器で回収したマウスの末梢血に対して 2 度溶血処理を行い，得られ

た細胞を末梢血液細胞としてフローサイトメトリー解析に用いた． 

肺血液細胞の採取 

マウスから摘出した肺をハサミで細断し，collagenase type Ⅳ（0.5 g/l，Sigma-Aldrich）と 

DNase I（50 mg/l，Sigma-Aldrich）を含む灌流液 15 ml に入れ，20 分間撹拌した．その

後，70 µm2 のセルストレイナーに通した細胞懸濁液を 1800 rpmで 5 分間遠心し，得ら

れた沈殿を溶血処理したものを肺血液細胞としてフローサイトメトリー解析に用いた． 

 

フローサイトメトリー解析およびセルソーティング 

まず，各組織から回収した細胞を FcγR 抗体（当研究室で作成）に供し，Fc レセプタ

ーを介した非特異的な結合を抑えるためのブロッキングを行った．続いて，各表面抗原

に対して，FITC-conjugated 抗体，PE-conjugated 抗体，Alexa647-conjugated 抗体，
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PE/Cy7-conjugated 抗体，brilliant violet-conjugated 抗体，又は biotin-conjugated 抗体と 

APC-streptavidin（Biolegend）による染色を行った．また，測定に際して Propidium iodide

（PI）を懸濁液中に混合することで死細胞を染色した．染色した細胞は FACS Canto II

（BD Biosciences）を用いて測定し，得られたデータは FlowJo 8.8.7 software（TreeStar, 

Ashland, OR）を用いて解析した．セルソーティングは，MoFlo XDP（BECKMAN COULTER）

を用いて行った．本実験では，cNK 細胞として定常状態の野生型 C57BL/6J 系統マウス

の脾臓から CD49b+/ CD11b+/ CD3e-/ CD19-/ FcεR1α- ，CD11b- NK 細胞としてD49b+/ 

CD11b-/ CD3e-/ CD19-/ FcεR1α-分画を単離し，IL4-NK 細胞として IL-4 過剰発現マウス

の肝臓から CD49b+/ B220+/ CD3e-/ CD19-/ FcεR1α- の分画を単離し, 各実験に用いた。 

 

Intracellular Staining  

コントロールベクターまたは pLIVE-IL-4 ベクターを HTVi 法により注入した 5 日目

のマウスから肝臓血液細胞を採集し，IL-2（100 ng/ml），Brefeldin A (5 µg/ml) (Biolegend)

存在下で 5 時間 37 ℃で培養した．培養した細胞を回収し，上述した方法で表面抗原を

染色した後，Cytofix/Cytoperm Fixtation/Permeabilization Solution Kit (BD) を用いて細胞内

染色を行った．染色細胞の測定および解析は通常のフローサイトメトリー解析と同様に

行った． 

  

ELISA 

コントロールマウスおよび IL-4 過剰発現マウスの血清を採取し，IL-4 の濃度を ELISA 

kit for IL-4（BD Biosciences）を用いて測定した．また，コントロールマウスおよび IL-13 

過剰発現マウスの血清を採取し，IL-13 の濃度を ELISA kit for IL-13（BD Biosciences）

を用いて測定した．単離した cNK 細胞および IL4-NK 細胞を，IL-2（100 ng/ml）また
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は IL-15（100 ng/ml）存在下で 24 時間培養し，その培養上清中の GM-CSF，Granzyme 

B の濃度をそれぞれ ELISA kit for GM-CSF（BD Biosciences）および ELISA kit for 

granzyme B（R&D）を用いて測定した．また，単離した cNK 細胞および IL4-NK 細胞

を，IL-2（100 ng/ml）とともに IL-12（100 ng/ml）, IL-18（100 ng/ml）, IL-21（100 ng/ml）

または anti-NK1.1 抗体（20 µg/ml，培養プレートを 4 ℃で一晩コーティング）を加えた

条件で 24 時間刺激し，培養上清中の IFN-γ および IL-10 の濃度をそれぞれ ELISA kit 

for IFN-γ（BD Biosciences）および IL-10（BD Biosciences）を用いて測定した． 

 

qPCR 

コントロールマウスおよび IL-4 過剰発現マウスの肝臓から肝細胞を精製し，その total 

RNA を TRIZOL reagents（Invitrogen）を用いて抽出した．抽出した RNA は DNase I

（Invitrogen）で処理した．その後，PrimeScript RT Master Mix（Takara Bio Ink）によって 

cDNA を合成し，SYBR premix Ex TaqⅡ reagent（Takara Bio Ink）および LightCycler 96

（Roche Applied Science）を用いて qPCR に供した．インターナルコントロールとして 

HPRT を同時に測定し，IL-4 の発現量の正規化を行った．Nb を感染させたコントロー

ルおよび NK 細胞除去マウス（後述），定常状態のコントロールおよび NK 細胞除去マ

ウスから肺を摘出し，その断片から total RNA を TRIZOL reagents（Invitrogen）を用い

て抽出した．上述の方法で DNAse I 処理，cDNA 合成，qPCR を行い，HPRT をインタ

ーナルコントロールとして Eotaxin/ CCL11，KC/ CXCL1 の発現量の正規化を行った． 

HPRT，IL-4，Eotaxin/ CCL11，KC/ CXCL1 の qPCR には以下のプライマーを用いた． 

HPRT（5′-agttgtcatcctgctcttctttctc-3′ and 5′-atggcgtcccttctcctgt-3′） 

IL-4（5′-tgacactggtaaaacaatgc-3′ and 5′-tatccaacacttcgagaggt-3′） 

Eotaxin/ CCL11 （5′-agagctccacagcgcttct-3′ and 5′-gcaggaagttgggatgga-3′） 
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KC/ CXCL1（5′-gactccagccacactccaac-3′ and 5′-tgacagcgcagctcattg-3′） 

 

May-Grünwald-Giemsa 染色  

単離した cNK 細胞，CD11b- NK 細胞，B220high/ IL-18Rαlow NK 細胞および IL4-NK 細

胞をサイトスピンによりスライドガラスに貼り付けた．風乾後，May-Grünwald 液で 4 

分間，5% Giemsa 染色液 /リン酸バッファー（pH 6.4）で 20 分間染色した．  

 

EdU 取り込み実験 

HTVi 法実施後 4 日目のコントロールマウスおよび IL-4 過剰発現マウスに，1 匹当た

り 1 mg の EdU を腹腔投与した．2 時間後，肝臓および脾臓から血液細胞を分取し，

フローサイトメトリー解析に供した．コントロールマウスの肝臓，脾臓中の cNK 細胞

（CD45+ NK1.1+ CD11b+ CD3e- CD19-），CD11b- NK 細胞（CD45+ NK1.1+ CD11b- CD3e- 

CD19-）および IL-4 過剰発現マウスの肝臓，脾臓中の IL4-NK 細胞（CD45+ NK1.1+ B220+ 

CD3e- CD19-）について，EdU を取り込んだ細胞の割合を比較した．細胞が取り込んだ 

EdU は，Click-iT® Plus EdU Alexa Fluor® 647 Flow Cytometry Assay Kit（Molecular 

Probes™）によって検出した．ネガティブコントロールとして EdU 非投与のコントロー

ルマウスおよび IL-4 過剰発現マウスを用意し，EdU 投与群と同様に処置した． 

 

NK 細胞移植実験 

C57BL/6J 系統 CD45.1 コンジェニックマウスに HTVi 法を実施し，コントロールマウ

スおよび IL-4 過剰発現マウスを作成した．プラスミドの注入から 24 時間後，定常状

態の野生型 C57BL/6J 系統マウスから単離した cNK 細胞 または CD11b- NK 細胞を
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尾静脈より移植した．3 日後，それぞれのマウスの肝臓と脾臓中のドナー由来の NK 細

胞（CD45.2+ /CD49b+）の表面マーカー発現をフローサイトメトリー解析により比較した． 

 

脾臓血液細胞の移植実験 

野生型 Balb/c 系統マウスに HTVi 法を実施し，IL-4 過剰発現マウスを作成した．24 時

間後，野生型または IL-4Rα 欠損マウスから採集した脾臓血液細胞を CFSE で標識し，

尾静脈より移入した．3 日後，それぞれのマウスの肝臓と脾臓に存在するドナー由来の 

NK 細胞（CFSE+）の表面マーカーの発現，および CFSE の蛍光強度をフローサイトメ

トリー解析により比較した． 

 

CFSE 標識 

単離した各種 NK 細胞，または脾臓血液細胞を 1 % BSA/ PBS 溶液に懸濁し，CFSE 

(eBioscience) を終濃度 5 µM で添加した後，10 分間 37℃ で培養した．培養後 1% BSA/ 

PBS 溶液を 5 ml 添加し，5 分間氷上で静置した．静置後，3 回多量の 1% BSA/ PBS 溶

液で洗浄し，細胞数を計数して移植に用いた．細胞傷害活性の評価（後述）に用いた 

YAC-1 細胞の標識では，CFSE を終濃度 5 µM で添加し，同様に処置した． 

 

免疫組織化学染色 （IHC） 

コントロールマウスおよび IL-4 過剰発現マウスの肝臓を O.C.T. Compound（Tissue Tek）

に包埋し，液体窒素で急速凍結させた．試料を -20℃に緩めた後，クライオスタット

（Thermo）を用いて 8 µm 厚の切片を切り出し，PS-coated glass slides （Matsunami Glass）

に張り付けた．続いて，アセトン（WAKO）固定を 4 ℃で一晩行った後，5% skim milk/ 

PBS を用いてブロッキングを行った．その後，一次抗体として purified-anti-CD68 抗体
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および purified-Granzyme B 抗体を一晩，二次抗体として Alexa 488-conjugated anti-Rat 

抗体および Alexa 555-conjugated anti-Goat 抗体を一晩 4℃で作用させた．最後に，

Hoechst 33342（Sigma）を 5 分間，常温で作用させることで核染色を行い，蛍光顕微鏡

で観察した（Axio Observer.Z1, Zeiss）.  

 

マクロファージ除去実験 

30 µl のコントロールリポソームまたはクロドロン酸リポソーム（片山化学工業）を PBS 

で 200 µl にメスアップし，野生型の C57BL/6 系統マウスに腹腔投与することでマクロ

ファージを除去した．24 時間後，コントロールマウスおよびマクロファージ除去マウス

に対して pLIVE-IL-4 ベクター（1 µg）を HTVi 法によって尾静脈から注入し，IL-4 の

過剰発現を誘導した．3 日後，両マウスから肝臓と脾臓の血液細胞を採取し，フローサ

イトメトリー解析によって NK 細胞の増加の程度を比較した．定常状態のマウスへの投

与実験では，同様にリポソームを投与した 4 日後，サンプリングを行った．  

 

ALT 測定 

定常状態のマウスにコントロールまたはクロドロン酸リポソームを投与した 4 日後，血

清を採取し，ALT 濃度をオリエンタル酵母（Tokyo，JAPAN）に委託し測定した． 

 

細胞培養 

NK 細胞の培養には，10% FBS，2-ME（50 µM），HEPES（20 mM），nonessential amino acid，

sodium pyruvate，L-Gln および gentamycin を含む RPMI-1640 培地を用いた．単離した 

cNK 細胞を IL-15（100 ng/ml）単独存在下，IL-15 に IL-4 （200 ng/ml）または IL-15 に 
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IL-13（200 ng/ml）を加えた条件下で 4 日間培養し，フローサイトメトリーによって表

面マーカー発現を解析した．また，回収した NK 細胞を再度播種し，さらに 24 時間培

養した上清中のサイトカイン濃度を ELISA により測定した．初めの 4 日間と同様の条

件下で培養した上清中の GM-CSF，Granzyme B の濃度を測定した．播種し直す際 IL-15 

や IL-4，IL-13 の代わりに IL-2（100 ng/ml）を加え，さらに刺激として IL-12（100 ng/ml）

や IL-21（100 ng/ml）を添加し培養した上清中の IFN-γ および IL-10 の濃度を測定した． 

経時的な生存率の変化を測定した実験では，単離した cNK 細胞を IL-4（50 ng/ml）単

独存在下で培養し，CellTiter-Glo kit（Promega）を用いて生存率を測定した． 

 

IL-4 応答性肝臓内マクロファージの単離 

HTVi 法実施後 4 日目の IL-4 過剰発現マウスの肝臓から，collagenase type Ⅳ の代わり

に collagenase-Yakult（0.25 g/l，Yakult Pharmaceutical Industry Co. Ltd.）を含む灌流液を用

いて，上述の方法で粗精製肝非実質細胞を分取した．得られた細胞懸濁液を 700 rpm，2 

分間の条件で 3 回遠心し，回収した上清をさらに 1800 rpmで 5 分間遠心した．続いて，

回収した沈殿を biotin-conjugated anti-F4/80 および APC-conjugated streptavidin によって

染色した．その後，anti-APC micro beads（Miltenyi Biotec）を反応させ，autoMACS pro

（Miltenyi Biotec）を用いて F4/80 陽性細胞を単離した．得られた細胞のおよそ 90% が 

F4/80 陽性であったことから，これを IL-4 応答性肝臓内マクロファージとし，NK 細胞

との共培養実験に用いた． 

 

cNK 細胞と IL-4 応答性肝臓内マクロファージの共培養実験 

単離した IL-4 応答性肝臓内マクロファージを BioCoatTM Collagen I plate（Corning）に

播種し，1800 rpm で 5 分間遠心した後，37 ℃で培養した．4 時間後，培養上清を穏や
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かに除き，非接着細胞を除去した．続いて，単離した cNK 細胞を接着した IL-4 応答性

肝臓内マクロファージ上に播種し，1800 rpmで 5 分間遠心した後，37 ℃で培養した．こ

の際，isotype control 抗体（最終濃度 1 µg/µl）または anti-IL-15/IL-15Rα complex 抗体（最

終濃度 1 µg/µl）を添加した．48 時間後，Cell Dissociation Buffer（gibco）を用いて全て

の細胞を回収し，生存している NK 細胞をフローサイトメトリー解析により定量した． 

 

細胞傷害活性の評価 

リンパ腫細胞株 YAC-1 細胞（1x104 cells/well）（RCB1165 provided by RIKEN BRC through 

the National Bio-Resource Project of the MEXT, Japan.）を CFSE（eBioscience）で標識し，

単離した cNK 細胞または IL4-NK 細胞と様々な比率で混合し，共培養を行った．4 時

間後に細胞を回収し，フローサイトメトリー解析によって傷害された YAC-1 細胞

（CFSE+/ PI+）を定量した． 

 

寄生虫感染 

Nippostrongylus brasiliensis（Nb）の第 3 期感染幼虫を，マウス 1 匹あたり 750 匹 PBS 

に懸濁し，皮下注射により Balb/c 系統の野生型または IL-4Rα 欠損マウスへと移入した．

感染 9 日目の肺および感染 10 日目の腸間膜リンパ節から血液細胞を採取し，フローサ

イトメトリー解析に用いた． 

 

NK 細胞除去実験 

一回の投与につき，50 µl の抗アシアロ GM1 抗体（WAKO）を PBS で 200 µl にメス

アップし，野生型の Balb/c 系統マウスに腹腔投与することで NK 細胞を除去した．コ
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ントロールには PBS 200 µl を投与した．Nb 感染マウスへの投与の場合は，感染日を 

Day 0 として Day -1，0，5 に抗体または PBS を投与し，Day 9 にサンプリングした．

定常状態のマウスへの投与の場合は，投与後 48 時間後にサンプリングした． 

 

統計処理 

データは，平均 ± 標準誤差（standard error of the mean; SEM）で示した．特に断りのない

部分では Welch’s t-test を行い，その他の部分では Student’s t-test を行った．P値が 0.05 

より小さい場合に，有意な差があるとした．統計解析には，GraphPad Prism （GraphPad 

Software, San Diego, CA）を用いた． 
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第 3 章 結果 

 

IL-4 の過剰発現は，B220＋ を示す特徴的な NK 細胞を劇的に増加させる 

  IL-4 の NK 細胞に対する in vivo での作用を明らかにするため，HTVi 法による 

IL-4 の一過性過剰発現を行った．野生型 C57BL/6J 系統マウスに対して，コントロール

ベクターまたは pLIVE-IL-4 ベクターを 5 µg ずつ尾静脈より注入した．5 日後， 

pLIVE-IL-4 ベクターを注入したマウスの肝細胞では IL-4 の発現が非常に強く誘導され

た（Fig 4）．また，血清中の IL-4 濃度を ELISA により測定したところ，コントロール

ベクターを注入したマウスでは全く検出されなかったのに対し，pLIVE-IL-4 ベクターを

注入したマウスでは 100 ng/ml もの高濃度で検出された（Fig 4）．続いて，コントロール

および IL-4 過剰発現マウスから肝臓血液細胞を分取し，フローサイトメトリー解析を

行ったところ，IL-4 過剰発現マウスにおいてコントロールマウスにはほぼ存在しない 

CD45+ NK1.1+ B220+ CD3e- CD19- を示す特徴的な細胞が劇的に増加していた（Fig 5）．こ

の IL-4 応答性の細胞は，NK1.1，CD49b，NKp46，NKG2D などの NK 細胞マーカーを

高発現する一方で，CD3e（T 細胞および NKT 細胞マーカー），CD19（B 細胞マーカー），

TRAIL，IL-7Rα（ILC1 マーカー）などは発現しておらず，NK 細胞の一種と考えられた

（Fig 5，6，7）．本研究では，この細胞を IL4-NK 細胞と命名し，詳細な解析を行った． 

 

IL-4 NK 細胞は活性化した NK 細胞の一種である  

  コントロールマウスに存在し CD45+ NK1.1+ CD11b+ CD3e- CD19- を示す，定常状態

の成熟した NK 細胞（conventional NK 細胞，以下 cNK 細胞）と IL4-NK 細胞におけ

る様々な表面マーカーの発現を比較した．その結果，IL4-NK 細胞は B220，IL-4Rα，
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IL-21Rα の発現が高い一方で，CD11b，IL-18Rα の発現は低いなど，cNK 細胞と多くの

表面マーカーの発現パターンが異なっていた（Fig 6，Table 1）．続いて，NK 細胞の活性

化に関わるマーカー群の発現を詳細に比較した．IL4-NK 細胞は NK1.1，2B4，Ly108 な

どの活性化レセプターや活性化マーカーとして知られる Thy1.1 の発現が cNK 細胞に

比べて高く，逆に抑制性レセプターである KLRG1 や NKG2A，休止期のマーカーであ

る Ly6C の発現は低かった（Fig 7，Table 1）．さらに，単離した cNK 細胞と IL4-NK 細

胞を May-Grünwald-Giemsa 染色 に供して形態を観察したところ，IL4-NK 細胞は cNK 

細胞と比べて顕著に大きく，特に細胞質が肥大し顆粒を溜めている様子が観察された

（Fig 8）．以上の表面マーカー発現，形態観察の結果から考えて，IL4-NK 細胞は特徴的

な表面マーカー発現を示す，活性化した NK 細胞であると考えられた． 

 

定常状態には，IL4-NK 細胞同様の活性化状態にある NK 細胞は存在しない 

  定常状態のマウスには，cNK 細胞の他に CD45+ NK1.1+ CD11b- CD3e- CD19- を示す，

未成熟な NK 細胞を含む 細胞分画（以下 CD11b- NK 細胞）が cNK 細胞のおよそ半数

程度存在する（Fig.9）．この分画に IL4-NK 細胞が存在するか確かめるため，CD11b- NK 

細胞と IL4-NK 細胞の表面マーカーの発現を比較した．その結果，CD11b- NK 細胞の一

部は，IL4-NK 細胞同様，IL-18Rα の発現が低いことが明らかになった（Fig.10）．しか

し，IL4-NK 細胞に見られたその他の特徴的なマーカー発現パターンである B220，2B4，

IL-21Rα の高発現や NKG2A の発現低下は確認できず，NK 細胞の未成熟マーカーとし

て知られる TRAIL や IL-7Rα の発現が CD11b- NK 細胞で高いことが明らかになった

（Fig.10）．さらに，定常状態のマウスから CD11b- NK 細胞と ごく少数存在する B220+ 

IL-18Rα- を示す NK 細胞とをそれぞれ単離し，May-Grünwald-Giemsa 染色 に供して形
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態を観察したところ，IL4-NK 細胞のように肥大し活性化した NK 細胞は全く観察され

なかった（Fig.11）．以上の結果から，定常状態のマウスに IL4-NK 細胞と同様のマーカ

ー発現，活性化状態を示す NK 細胞は存在しないことが明らかになった． 

 

IL-4 NK 細胞は肝臓以外の組織でも誘導され，盛んに増殖している  

  コントロールおよび IL-4 過剰発現マウスにおける，cNK 細胞と IL4-NK 細胞の分

布を解析した．肝臓，脾臓，腸間膜リンパ節，骨髄，末梢血の血液細胞中に含まれる cNK 

細胞，IL4-NK 細胞の割合をフローサイトメトリー解析により定量したところ，全ての

組織で IL4-NK 細胞の増加が認められた（Fig 12）．一方，cNK 細胞は IL-4 の過剰発現

に伴い顕著に減少していた（Fig 12）．また，肝臓および脾臓に存在する cNK 細胞， 

IL4-NK 細胞の増殖活性を EdU 取り込み実験により比較したところ，肝臓，脾臓いずれ

においても cNK 細胞に比べ IL4-NK 細胞で顕著に高い活性が認められた（Fig 13）．な

お，定常状態のマウス中の CD11b- NK 細胞についても同様の方法で増殖活性を定量し，

cNK 細胞同様 IL4-NK 細胞に比べ増殖活性が非常に低いことを確認した（Fig14）． 

 

cNK 細胞および CD11b- NK 細胞は，IL-4 過剰発現により IL4-NK 細胞へと分化する  

  IL-4 過剰発現マウスでは cNK 細胞が減少し，IL4-NK 細胞が増加していたことか

ら，IL-4 過剰発現に伴ない cNK 細胞が IL4-NK 細胞へと変化する可能性が考えられた

（Fig 12）．これを確かめるため，単離した cNK 細胞をコントロールマウスおよび IL-4 

過剰発現マウスに移植し，移植後の表面マーカー発現の変化を解析した．移植細胞を識

別するため，レシピエントマウスには CD45.1 コンジェニックマウス用いた．HTVi 法

によって過剰発現を誘導した 24 時間後に，野生型マウスから単離した cNK 細胞を移

植し，その 3 日後レシピエントマウスの肝臓と脾臓の血液細胞中の CD45.2 陽性を示す
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ドナー由来 NK 細胞について，表面マーカー発現を解析した（Fig 15）．その結果，肝臓，

脾臓いずれにおいても，IL-4 過剰発現マウスに移植した NK 細胞は，コントロールマ

ウスに移植した場合に比べて B220，IL-4Rα，IL-21Rα の発現が上昇し，CD11b，IL-18Rα 

の発現が低下していた（Fig 16）．こうした発現パターンは IL4-NK 細胞に見られる特徴

であり，cNK 細胞が IL4-NK 細胞になるポテンシャルを有することが明らかになった． 

  続いて，CD11b- NK 細胞も IL4-NK 細胞に成り得るのか，さらに cNK 細胞と比し

て IL4-NK 細胞の供給源としての寄与率に違いがあるか，解析を行った．IL-4 を過剰発

現させた CD45.1 コンジェニックマウスへの移植実験に際し, 野生型マウスから単離し

た CD11b- NK 細胞を cNK 細胞と同時に同数移植し，1 日後および 3 日後の存在比率

および表面マーカーの変化に違いが生じるか比較した（Fig.17）．なお，予め cNK 細胞

を CFSE で標識し，CD45.2+ 細胞中の CFSE 陽性/陰性の割合を解析することで 2 種類

のドナー細胞由来の NK 細胞の存在比率を比較した（Fig.17）．解析の結果，移植後 1 日

目にはわずかに CFSE 陽性（cNK 細胞由来）の比率が高いものの，3 日目には逆転し，

CFSE 陰性（CD11b- NK 細胞由来）の存在比率が CFSE 陽性のおよそ 4 倍程度まで高

くなることが明らかになった（Fig.18）．続いて表面マーカー発現を比較したところ，cNK 

細胞由来，CD11b- NK 細胞由来のどちらの NK 細胞も B220，IL-18Rα，IL-21Rα の発

現が時間を追うごとに IL4-NK 細胞に類似したパターンへと変化した（Fig.19）．  

 

IL4-NK 細胞の誘導および増殖には，NK 細胞自身の発現する IL-4Rα  が必須である  

  IL4-NK 細胞の活性化，増殖に，IL-4 の NK 細胞への直接的な刺激がどのように寄

与しているか明らかにするため，IL-4 を過剰発現させた野生型マウスに定常状態の野生

型および IL-4Rα 欠損マウスから採取した脾臓血液細胞を移植し，ドナー細胞中の NK 
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細胞についてその後の変化を比較した（Fig.20）．ドナー細胞を区別し，またドナー細胞

同士の増殖活性を比較する目的で，予め脾臓血液細胞を CFSE で標識し，移植に用いた

（Fig.20）．HTVi 法により IL-4 過剰発現を誘導した 24 時間後にドナー細胞を移植し，

その 3 日後にレシピエントマウスの肝臓に存在する CFSE 陽性の NK 細胞について

解析を行った．その結果，野生型マウスのドナー細胞由来の NK 細胞が B220，IL-21Rα 

の発現上昇，CD11b，IL-18Rα の発現低下といった IL4-NK 細胞同様の表面マーカーの

発現を示したのに対し，IL-4Rα 欠損マウスのドナー細胞由来の NK細胞ではそうした変

化が全く生じなかった（Fig21）．さらに，IL-4Rα 欠損マウス由来の NK 細胞では CFSE 

の発現強度が有意に高いまま維持されていることが明らかになり，IL-4 の過剰発現に応

じた NK 細胞の増殖が IL-4Rα の欠損によって抑制されることが示唆された（Fig.21）． 

 

IL-13 の過剰発現では，IL4-NK 細胞は誘導されない  

  IL-4 は IL-13 と一部のレセプターを共有しており，IL-4Rα 欠損マウスは IL-4 だ

けではなく IL-13 の刺激も受容できない（Fig 22）．IL4-NK 細胞の誘導に IL-4 ，IL-13 の

作用がどのように寄与しているか解明するため，HTVi 法によって IL-13 の一過性過剰

発現マウスを作成し，NK 細胞がどのように変化するか解析した．野生型 C57BL/6J 系

統マウスに対して，コントロールベクターまたは pLIVE-IL-13 ベクターを 20 µg ずつ

尾静脈より HTVi 法により注入した．5 日後に血清中の IL-13 濃度を ELISA により測

定したところ，コントロールベクターを注入したマウスではほとんど検出されなかった

のに対し，pLIVE-IL-13 ベクターを注入したマウスでは 30 ng/ml の高濃度で検出された

（Fig.23）．この時の肝臓の血液細胞を解析した結果，NK 細胞の増加は確認されたもの

の，増加した NK 細胞において IL4-NK 細胞に見られた表面マーカーの発現パターン変
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化は見られなかった（Fig.24）．この結果により，IL4-NK 細胞の誘導には，IL-4 固有の

シグナルを伝える Type I レセプターを介した作用が重要であることが示唆された． 

 

IL-4 の過剰発現により増加したマクロファージは，IL4-NK 細胞の増殖を促進している  

  IL-4 過剰発現マウスにおいて，IL4-NK 細胞は盛んに増殖していた（Fig 13）．しか

し，単離した cNK 細胞 を IL-4 単独存在下で培養したところ，24 時間程度で死滅し，

増殖は認められなかった（Fig.25）．以上のことから，IL-4 は in vivo において，何らか

の間接的な作用によって NK 細胞の増殖を促していると考えられた．そこで間接的な 

IL-4 の作用として，マクロファージに着目し解析を行った．マクロファージは，NK 細

胞の発生，維持に必須であり成熟した NK 細胞の代表的な増殖因子である IL-15 の主

要な産生細胞として知られている（Burkett et al., 2004; Lebrec et al., 2013; Stonier and 

Schluns, 2010）．また近年，寄生虫感染などの Th2 応答時にマクロファージが IL-4 依存

的に増殖することが報告され，その生理的役割が改めて注目されている（Jenkins et al., 

2011; Jenkins et al., 2013）．まず，IL-4 過剰発現マウスにおける肝臓内マクロファージの

動態を免疫組織染色によって解析したところ，IL-4 過剰発現に伴い，CD68 陽性で示さ

れるマクロファージが顕著に増加することが明らかになった（Fig 26）．続いて，NK 細

胞の増殖にマクロファージが関与しているかを確かめるため，クロドロン酸リポソーム

の投与によりマクロファージを除去したマウスに IL-4 の過剰発現を誘導した．コント

ロールリポソームあるいはクロドロン酸リポソームを腹腔投与した 24 時間後に HTVi 

法による IL-4 の過剰発現を実施し，それから 3 日後の肝臓と脾臓の血液細胞をフロー

サイトメトリーで解析した．その結果，マクロファージを除去したマウスでは，コント

ロールマウスに比べ，有意に NK 細胞の存在比率および絶対数が減少しており，IL-4 応
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答性のマクロファージが NK 細胞の増殖を正に制御していることが示された（Fig 27）．

なお，定常状態のマウスにクロンドロン酸リポソームを投与した場合に肝臓と脾臓のマ

クロファージが著明に減少すること，NK 細胞の絶対数に影響はないこと，肝障害マー

カーである ALT の上昇はわずかであり炎症などのサイドエフェクトによる影響は最小

限であることを予備的な実験により確認している（Fig.28，29）． 

 

IL-4 応答性マクロファージは IL-15 を介した NK 細胞支持能を発揮する 

  マクロファージや樹状細胞は，産生した IL-15 を自身の発現する IL-15Rα を介し

て標的細胞に直接提示する trans-presentation という方法によって，NK 細胞の増殖を促

すことが知られている（Burkett et al., 2004; Lebrec et al., 2013; Stonier and Schluns, 2010）．

IL-4 過剰発現マウスの肝臓の免疫組織染色像を拡大し注意深く観察すると，Granzyme B 

陽性で示される NK 細胞のほとんど全てがマクロファージと隣接して存在していた

（Fig 26）．これは IL-4 応答性マクロファージによって IL-15 の trans-presentation が行

われていることを示唆している．なお，Granzyme B を強く産生する細胞の大半が 

IL4-NK 細胞であることを Intracellular staining によって確認しており，免疫組織染色で

確認された Granzyme B 陽性細胞は確かに IL4-NK 細胞であると考えられた（Fig.30）．

IL-4 応答性マクロファージの有する NK 細胞支持能が IL-15 によるものか確かめるた

め，IL-4 応答性マクロファージと cNK 細胞の共培養を行い，IL-15 を中和した場合の

影響を解析した．IL-4 過剰発現マウスから単離した肝臓内マクロファージを collagen I 

coating plate に播種し，マクロファージ上で cNK 細胞を培養した．この時，isotype control

抗体または IL-15 の中和活性を持つ anti-IL-15 /IL-15Rα complex 抗体を培地に添加し，

48 時間後に生存している NK 細胞の絶対数を比較した．なお，マクロファージと cNK 
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細胞の接着を促進する目的で，1800 rpm で 5 分間遠心し，浮遊した cNK 細胞を沈殿

させた．フローサイトメトリーによって解析したところ，IL-15 の中和抗体を添加した

場合に，生存している NK 細胞が有意に減少していた（Fig 31）．この結果から，IL-4 応

答性マクロファージが IL-15 を介して NK 細胞の増殖に寄与することが示唆された． 

 

IL4-NK 細胞は cNK 細胞とは異なる細胞機能を持つ   

  NK 細胞は，表面マーカーの発現パターンによって異なるサイトカイン産生や細胞

傷害活性を示すことが知られている（Huntington et al., 2007; Omi et al., 2014; Sun and 

Lanier, 2011）．前述したとおり，IL4-NK 細胞は特徴的な表面マーカー発現を示すととも

に，活性化状態にある NK 細胞の一種であると考えられたことから，cNK 細胞とは異

なる細胞機能を有することが示唆された．そこで，単離した cNK 細胞と IL4-NK 細胞

について，サイトカイン産生および細胞傷害活性を比較した．まず，NK 細胞の産生す

る主要なサイトカインである IFN-γ の産生量を定量したところ，IL-12，IL-21，anti-NK1.1 

抗体で刺激をした場合のいずれにおいても，IL4-NK 細胞で非常に高い産生が認められ

た（Fig 32）．なお，無刺激の条件下では，cNK 細胞，IL4-NK 細胞共にほとんど産生が

見られなかった（Fig 32）．次に，IFN-γ 以外に NK 細胞からの産生が報告されているサ

イトカインとして，IL-10 と GM-CSF の産生量を定量した．IL-10 に関しては，IFN-γ 同

様，IL-12 や IL-21で刺激した IL4-NK 細胞において非常に高い産生が認められ，cNK 細

胞および無刺激な条件下での IL4-NK 細胞からの産生は全く見られなかった（Fig 32）．

興味深いことに GM-CSF に関しては，特別な刺激を与えない条件下においても，IL4-NK 

細胞を IL-2，IL-15 という生存に必要なサイトカイン存在下で培養した際に産生が認め

られた（Fig 32）．続いて，サイトカイン産生と同様に NK 細胞の主要な機能である，細
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胞傷害活性について cNK 細胞と IL4-NK 細胞を比較した．まず，細胞傷害性タンパク

質である Granzyme B の産生能を定量した結果，特別な刺激を与えない条件下において

も IL4-NK 細胞では非常に高い産生が認められた（Fig 33）．次に，T 細胞リンパ腫由来

の細胞株である YAC-1 細胞に対する細胞傷害活性を共培養実験によって定量した．

様々な混合比率で 4 時間共培養を行い，その間に死滅した YAC-1 細胞の割合を比較し

たところ，どの混合比率においても，IL4-NK 細胞と共培養した場合に，傷害された 

YAC-1 細胞の割合が顕著に増加していた（Fig 33）．以上のように，IL4-NK 細胞は高い

サイトカイン産生と細胞傷害活性を有しており，cNK 細胞とは異なる機能，生理的役割

を持つ NK 細胞であると考えられた． 

 

IL-4 は  cNK 細胞へと直接作用し， IL-18Rα  の発現低下およびサイトカイン， 

Granzyme B 産生の増強を促す  

  IL-4 の NK 細胞に対する直接的な作用を明らかにするため，単離した cNK 細胞の

培養系に IL-4 を添加しその影響を解析した．ここまでの解析から，in vivo で IL-4 を

過剰発現させた場合，cNK 細胞は IL-4 と同時に IL-15 のシグナルを受け取ると考えら

れたことから，IL-15 単独または IL-15 に IL-4 を加えた条件で 4 日間培養し，性状と

機能を比較した．まず，表面マーカーの発現パターンを比較したところ，いずれの培養

条件においても，単離してすぐの cNK 細胞に比べて IL4-NK の特徴である B220，

IL-4Rα，IL-21Rα の発現上昇，および CD11b の発現低下が認められた（Fig 34）．しか

し，同じく IL4-NK 細胞に見られる特徴である IL-18Rα の発現低下は，IL-4 を添加し

た場合においてのみ観察された（Fig 34）．続いて，サイトカインおよび Granzyme B の

産生能を ELISA によって定量したところ，IL-4 を添加し培養した NK 細胞では IL-15 
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単独の場合に比べて，IFN-γ，IL-10，GM-CSF，Granzyme B 全ての産生能が亢進してい

た（Fig 35）．以上の結果から，IL-4 は cNK 細胞に直接作用し，IL-18Rα の発現低下と

細胞機能の亢進を促すことが明らかになったとともに，cNK 細胞を IL-15 と IL-4 を添

加し培養することで，IL4-NK 細胞様の細胞を in vitro で誘導できることが示された． 

  また，IL-4 の代わりに IL-13 を添加し，IL-15 単独の場合と比較したところ，

IL-18Rα の発現低下や各種細胞機能の亢進は誘導されなかった（Fig 36）．これは，in vivo 

で IL-13 を過剰発現させても IL4-NK 細胞が誘導されなかったこととよく一致する結

果であり，IL-13 には NK 細胞を直接刺激する作用が無いことが明らかになった． 

 

寄生虫感染時の腸間膜リンパ節では，IL4-NK-like 細胞が IL-4 依存的に誘導される  

  IL4-NK 細胞が生理的な条件下で誘導されるかを確かめるため，強力な Th2 応答が

惹起されることで知られる，寄生虫感染モデルを解析した．本研究ではマウスの寄生虫

感染モデルとして一般的な Nippostrongylus brasiliensis (Nb) 感染モデルを行った．Nb 感

染モデルでは，IL-4 をはじめとする種々の Th2 サイトカインが産生されること，IL-4Rα 

を介したシグナルが排虫に必須であることが知られている（Maizels et al., 2009; Urban et 

al., 1998）．感染 10 日目の腸間膜リンパ節 （MLN）を フローサイトメトリーによって

解析したところ，IL4-NK 細胞と同様に B220high/ IL-18Rαlow を示す NK 細胞が増加して

いた（Fig 37）．この IL4-NK-like 細胞（CD45+ NKp46+ B220high IL-18Rαlow CD3e- CD19-）

は非感染の野生型マウスにはほとんど存在せず，IL-4Rα 欠損マウスでは感染しても増加

が認められなかった（Fig 37）．また，IL4-NK-like 細胞は，感染した野生型マウスの腸間

膜リンパ節中の cNK-like 細胞（CD45+ NKp46+ B220low IL-18Rαhigh CD3e- CD19-）に比べ

て CD11b の発現が低く，逆に IL-4Rα や IL-21Rα の発現は高かった（Fig 38）．こうし
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た表面マーカーの発現パターンもまた，IL4-NK 細胞と一致していた．以上の結果から，

生理的な Th2 応答である寄生虫感染においても，IL4-NK 細胞と同様の細胞集団が IL-4 

シグナル依存的に誘導されることが明らかになった． 

 

寄生虫感染時に NK 細胞を除去することで，特定のケモカインの発現量が上昇する 

  IL4-NK 細胞が寄生虫感染に果たす役割を解明するため，NK 細胞を除去した場合に 

Nb 感染にどういった影響が生じるか検証した．これまでの報告から，Nb は肺を経由し

て腸管へと移動することが知られている（Maizels et al., 2009; Urban et al., 1998）．マウス

の感染モデルでは，Nb が通過する 5 日頃から 肺に IL-4 産生細胞が浸潤してくること

が報告されており，後に続く Th2 応答によって Nb 通過に伴う組織損傷を修復してい

ると考えられている（Hoeve et al., 2009）．そこで，肺においてもNb 感染に伴い IL4-NK 

like 細胞が誘導されるか解析したところ，感染 9 日目には，定常状態に比べて NK 細

胞全体の絶対数は変化しないが，IL4-NK like 細胞の絶対数が有意に増加することが明ら

かになった（Fig 39）．そこで，抗アシアロ GM1 抗体の投与によって NK 細胞を除去し

たマウスに Nb を感染させた場合に，肺の遺伝子発現にどのような影響が生じるか 

qPCR によって解析した．その結果，好酸球を誘引する Eotaxin-1/ CCL11 と好中球を誘

引する KC/ CXCL1 の遺伝子発現が，NK 細胞の除去により有意に上昇することが明ら

かになった（Fig 40）．なお，定常状態のマウスに抗アシアロ GM1 抗体の投与した場合

には，Eotaxin-1/ CCL11 や KC/ CXCL1 の発現は変動しなかった（Fig 41）．以上の結果

から，寄生虫感染において NK 細胞は Eotaxin-1/ CCL11 や KC/ CXCL1 の発現に抑制

的に作用することが示唆された． 
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B A 

Figure 4.  HTVi 法による IL-4 の一過性過剰発現 

 HTVi 法に従い，コントロールベクター（5 µg）または pLIVE-IL-4 ベクター（5 µg）を

尾静脈より注入した．A: HTVi 法実施後 5 日目のコントロールマウスおよび IL-4 過剰

発現マウスから肝細胞を分取し，qPCR によって IL-4 の発現量を比較した．B: 同マウ

スの血清を採取し，ELISA によって IL-4 の濃度を定量した． 

数値は平均値 ± 標準誤差を示す（n=3）． 
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Figure 5.  IL-4 過剰発現による肝臓血液細胞の変化 

 コントロールマウスおよび IL-4 過剰発現マウスから肝臓血液細胞を分取し，フローサイ

トメトリーにより解析した．図中の数字はゲート内の細胞の占める割合を示す．R1 はコ

ントロールマウス中の cNK 細胞（CD11b+ CD49b+ FceR1α- CD3e- CD19-），R2は IL−4 過

剰発現マウス中の IL4-NK 細胞（B220+ CD49b+ FceR1α- CD3e- CD19-）細胞をそれぞれ示

す．同実験を複数回行ったうち，代表的な結果を示す（n=3）． 
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Figure 6.  cNK 細胞および IL4-NK 細胞の表面マーカー発現 ① 

 コントロールマウスおよび IL-4 過剰発現マウスから肝臓血液細胞を分取し，NK 細胞に

おける各種表面マーカー発現をフローサイトメトリーにより解析した．R1（グレー）は

コントロールマウス中の CD11b+ CD49b+ FceR1α- CD3e- CD19- 細胞，R2（実線）は IL−4 

過剰発現マウス中の B220+ CD49b+ FceR1α- CD3e- CD19- 細胞をそれぞれ示す．同実験を

複数回行ったうち代表的な結果を示す（n≦3）． 

* P < 0.05，** P < 0.01，*** P < 0.001，n.s. 有意差なし（not significance）． 
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Figure 7.  cNK 細胞および IL4-NK 細胞の表面マーカー発現 ② 

 コントロールマウスおよび IL-4 過剰発現マウスから肝臓血液細胞を分取し，NK 細胞に

おける各種表面マーカー発現をフローサイトメトリーにより解析した．R1（グレー）は

コントロールマウス中の CD11b+ CD49b+ FceR1α- CD3e- CD19- 細胞，R2（実線）は IL−4 

過剰発現マウス中の B220+ CD49b+ FceR1α- CD3e- CD19- 細胞をそれぞれ示す．同実験を

複数回行ったうち代表的な結果を示す（n≦3）． 

* P < 0.05，** P < 0.01，*** P < 0.001，n.s. 有意差なし（not significance）． 
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Table. 1  cNK 細胞および IL4-NK 細胞の表面マーカー発現  

 HTVi 法実施から 5 日目の肝臓血液細胞を分取し，NK 細胞における各種表面マーカー

発現をフローサイトメトリーにより解析した．a cNK cells はコントロールマウス中の 

CD11b+ CD49b+ FceR1α- CD3e- CD19- 細胞，b IL4-NK cells は IL−4 過剰発現マウス中の 

B220+ CD49b+ FceR1α- CD3e- CD19- 細胞をそれぞれ示す． 

数値は平均値 ± 標準誤差を示す（n=3）． 

* P < 0.05，** P < 0.01，*** P < 0.001． 

** P < 0.01，*** P < 0.001． 
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野生型マウスの脾臓より単離した cNK 細胞（CD11b+ CD49b+ FceR1α- CD3e- CD19-），

および IL-4 過剰発現マウスの肝臓より単離した IL4-NK 細胞（B220+ CD49b+ FceR1α- 

CD3e- CD19-）をサイトスピンによりスライドガラスに貼り付け，May-Grünwald-Giemsa 

染色により形態を観察した．図中のスケールバーは 20 µm を表す． 

 

 

Figure 8.  cNK 細胞および IL4-NK 細胞の形態 
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Figure 9.  定常状態に存在する NK 細胞の存在比率 

 コントロールマウスから肝臓血液細胞を分取し，フローサイトメトリーにより解析し

た．図中の数字はゲート内の細胞の占める割合を示す．CD11b- NK は（CD11b- CD49b+ 

FceR1α- CD3e- CD19-）を，cNK は（CD11b+ CD49b+ FceR1α- CD3e- CD19-）をそれぞれ

示す．右図は定常状態に存在する NK 細胞における CD11b+/- の存在比率を示し，数

値は平均値を示す（n＝7）．ここでは，Student’s t-test を行った．** P < 0.01． 
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Figure 10.  CD11b- NK 細胞および IL4-NK 細胞の表面マーカー発現  

コントロールマウスおよび IL-4 過剰発現マウスから肝臓血液細胞を分取し，NK 細胞

における各種表面マーカー発現をフローサイトメトリーにより解析した．IL4-NK 細胞

（グレー）は IL−4 過剰発現マウス中の B220+ CD49b+ FceR1α- CD3e- CD19- 細胞，

CD11b- NK 細胞（破線）はコントロールマウス中の CD11b- CD49b+ FceR1α- CD3e- 

CD19- 細胞をそれぞれ示す． 
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Figure 11. cNK 細胞および IL4-NK 細胞の形態 

 野生型マウスの脾臓より単離した CD11b- NK 細胞（CD11b- CD49b+ FceR1α- CD3e- 

CD19-），および B220high/ IL-18Rαlow NK 細胞（B220+ IL-18Rα- CD49b+ FceR1α- CD3e- 

CD19-）をサイトスピンによりスライドガラスに貼り付け，May-Grünwald-Giemsa 染色

により形態を観察した．図中のスケールバーは 20 µm を表す． 

  

 

B220high/ IL-18Rαlow NK 細胞CD11b- NK 細胞
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 Figure 12.  cNK 細胞および IL4-NK 細胞の各組織における分布 

 コントロールマウスおよび IL-4 過剰発現マウスから肝臓，脾臓，腸間膜リンパ節，骨

髄，末梢血の血液細胞を採取した．フローサイトメトリー解析により，CD45 陽性細

胞中の cNK 細胞（CD11b+ CD49b+ FceR1α- CD3e- CD19-）および IL4-NK 細胞（B220+ 

CD49b+ FceR1α- CD3e- CD19-）の存在比率を定量した．数値は平均値 ± 標準誤差を示

す（n＝3）．* P < 0.05，** P < 0.01，n.s. 有意差なし（not significance）． 
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Figure 13.  cNK 細胞および IL4-NK 細胞の増殖活性 

 HTVi 法実施から 4 日目のコントロールマウスおよび IL-4 過剰発現マウスに対し，1 

mg の EdU（PBS 400 µl で懸濁）を腹腔投与した．2 時間後，肝臓と脾臓の血液細胞

を採取し，コントロールマウス中の cNK 細胞（CD11b+ CD49b+ FceR1α- CD3e- CD19-），

IL-4 過剰発現マウス中の IL4-NK 細胞（B220+ CD49b+ FceR1α- CD3e- CD19-）における 

EdU 陽性細胞の比率を定量した．同実験を 3 回行い，ヒストグラムはそのうち代表

的な結果を示す．図中のグレーは EdU 非投与群（ネガティブコントロール），実線は 

EdU 投与群を示し，数値は EdU 陽性率を表す．グラフは cNK 細胞（白）と IL4-NK 

細胞（黒）における EdU 陽性率を示す． 

数値は平均値 ± 標準誤差を示す（n＝3）．* P < 0.05，** P < 0.01． 
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Figure 14.  CD11b- NK 細胞の増殖活性 

 Fig. 13 で行なった Edu 投与実験において，コントロールマウスの肝臓および脾臓の

血液細胞中の CD11b- NK 細胞（CD11b- CD49b+ FceR1α- CD3e- CD19-）について，EdU 

陽性細胞の比率を定量した．同実験を 3 回行い，そのうち代表的な結果をヒストグラ

ムに示した．図中のグレーは EdU 非投与群（ネガティブコントロール），実線は EdU 

投与群を示し，数値は EdU 陽性率を表す． 
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Figure 15.  cNK 細胞移植実験の概要 

 cNK 移植実験の概要を示す．HTVi 法に従って，CD45.1 コンジェニックマウスにコ

ントロールベクター（5 µg）または pLIVE-IL-4 ベクター（5 µg）を尾静脈より注入し

た．24 時間後，野生型マウスの脾臓から単離した cNK 細胞（CD11b+ CD49b+ FceR1α- 

CD3e- CD19-，4x105 - 1x106 cells/ 匹）を両マウスに移植した．3 日後，肝臓と脾臓の血

液細胞を採取し，フローサイトメトリー解析によって，コントロールマウスおよび IL-4 

過剰発現マウス中に存在するドナー由来の NK 細胞（CD45.2+）の表面マーカー発現

を比較した． 

  

 



 

46 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

0
1
2
3
4
5
6

0
1
2
3
4
5
6

0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
1.2

0

1

2

3

0

1

2

3

0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
1.2

0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
1.2

0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
1.2

Liver

Spleen

B220

B220

CD11b

CD11b

IL-18Rα

IL-18Rα

IL-21Rα

IL-21Rα

(normalized to donor cells in control)

re
la

tiv
e 

ex
pr

es
si

on

control IL-4 control IL-4 control IL-4 control IL-4

control IL-4 control IL-4 control IL-4 control IL-4

* ***

******
**

re
la

tiv
e 

ex
pr

es
si

on P = 0.119

P = 0.104 P = 0.0585

B220 CD11b IL-18Rα IL-21Rα

control IL-4

Liver

Spleen

control IL-4

C
D

49
b

CD45.2

C
D

49
b

0.382.66

1.82.42

B A 

Figure 15. で示したスキームに従い，cNK 細胞の移植を行った．A は，cNK 細胞を移

植したコントロールマウス，IL-4 過剰発現マウスの肝臓と脾臓の全 NK 細胞（CD49b+ 

FceR1α- CD3e- CD19-）に占める，ドナー由来の NK 細胞（CD45.2+）の存在比率を示

す．B のヒストグラムは，両マウス中のドナー由来の NK 細胞における表面マーカー

発現を示す．図中のグレーはコントロールマウス，実線は IL-4 過剰発現マウス中の 

CD45.2+ NK 細胞を示す．A，B 共に同実験を 3 回行ったうち代表的な結果を示す．C 

のグラフの数値は各表面マーカーにおける MFI の値を，コントロールマウスの値で正

規化した平均値 ± 標準誤差を示す（n＝3）．* P < 0.05，** P < 0.01，*** P < 0.001．    

Figure 16.  IL-4 過剰発現による cNK 細胞の表面マーカー発現の変化 
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Figure 17.  cNK 細胞 / CD11b- NK 細胞同時移植実験の概要 

 cNK 細胞 / CD11b- NK 細胞同時移植実験の概要を示す．HTVi 法に従って，CD45.1 コ

ンジェニックマウスに pLIVE-IL-4 ベクター（5 µg）を尾静脈より注入した．24 時間

後，野生型マウスの脾臓から単離した cNK 細胞（CD11b+ CD49b+ FceR1α- CD3e- CD19-，

4x105 - 1x106 cells/ 匹）および CD11b- NK 細胞（CD11b- CD49b+ FceR1α- CD3e- CD19-，

4x105 - 1x106 cells/ 匹）を同細胞数ずつ混濁し，尾静脈より移植した．なお予め cNK 細

胞は CFSE によって標識し，移植に用いた．移植後 1 日および 3 日目に肝臓と脾臓

の血液細胞を採取し，フローサイトメトリー解析によってドナーの cNK 細胞由来

（CD45.2+/ CFSE+）および CD11b- NK 細胞由来（CD45.2+/ CFSE-）の NK 細胞の表面

マーカー発現を比較した． 
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Figure 18.  cNK 細胞 / CD11b- NK 細胞同時移植後の各ドナー由来の NK 細胞の 

     存在比率の変化 

Figure 17. で示したスキームに従い，cNK 細胞 / CD11b- NK 細胞の同時移植を行っ

た．A では，移植後 1 日目および 3 日目のドナー由来の NK 細胞全体（CD45.2+）

に占める，cNK 細胞（CD45.2+/ CFSE+）および CD11b- NK 細胞（CD45.2+/ CFSE-）由

来の細胞の存在比率について，同実験を 3 回行ったうち代表的な結果を示す．Bのグ

ラフの数値は，移植後 1 日目および 3 日目における CD11b- NK 細胞（CD11b-），cNK 

細胞 (CD11b+)由来の NK 細胞の存在比率の平均値を示す（n=3）．  

** P < 0.01，*** P < 0.001． 
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cNK 細胞 / CD11b- NK 細胞同時移植後，1 日目および 3 日目におけるそれぞれのド

ナー由来の NK 細胞の表面マーカーの発現をヒストグラムで示す．図中の実線は 

cNK 細胞（CD45.2+/ CFSE+），破線は CD11b- NK 細胞（CD45.2+/ CFSE-）由来の NK 細

胞を示しており，同実験を 3 回行ったうち代表的な結果を示す． 

  

 

Figure 19.  cNK 細胞 / CD11b- NK 細胞同時移植後の各ドナー由来の NK 細胞の 

     表面マーカー発現の変化 
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Figure 20.  脾臓血液細胞移植実験の概要 

 脾臓血液細胞移植実験の概要を示す．HTVi 法に従って，野生型 Balb/c 系統マウスに 

pLIVE-IL-4 ベクター（5 µg）を尾静脈より注入した．24 時間後，野生型および IL-4Rα 

欠損マウスから採集した脾臓血液細胞（2x107 cells/ 匹）を CFSE でそれぞれ標識し，

尾静脈より移植した．3 日後，肝臓と脾臓の血液細胞を採取し，フローサイトメトリ

ー解析によって，ドナー由来の NK 細胞（CFSE+ NKp46+ CD3e- CD19-）の表面マーカ

ー発現および CFSE の蛍光強度を比較した． 
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Figure 21.  IL-4 過剰発現マウスへの移植後の野生型および IL-4Rα  欠損マウス由来 

          の NK 細胞の表面マーカー発現および CFSE 蛍光強度の変化 

表面マーカー 

 

Figure 20. で示したスキームに従い，脾臓血液細胞の移植を行った．A では，移植後 3 

日目のドナー由来の NK 細胞（CFSE+ NKp46+ CD3e- CD19-）の存在比率および表面マ

ーカーの発現および CFSE の蛍光強度を示す．ヒストグラム中の実線は野生型マウス

由来，破線は IL-4Rα 欠損マウス由来の NK 細胞を示しており，同実験を 3 回以上行

ったうち代表的な結果を示す．Bのグラフの横線の数値は，移植後 3 日目の野生型マ

ウス由来および IL-4Rα 欠損マウス由来の NK 細胞における CFSE の MFI の平均

値を示す（n≧3）．*** P < 0.001． 
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Figure 22.  IL-4，IL-13 受容体の模式図  

 IL-4 および IL-13 の受容体の模式図を示す．IL-4 の受容体は IL-4Rα と γ−chain の

複合体からなる Type I レセプター，IL-4Rα と IL-13Rα の複合体からなる Type II レ

セプターの 2 種類が存在し，STAT6 を介してシグナルが伝えられる．Type II レセプ

ターには IL-13 も結合するため，IL-4 と IL-13 は一部の生理機能が共通している． 
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Figure 23.  HTVi 法による IL-13 の一過性過剰発現 

HTVi 法に従い，コントロールベクター（20 µg）または pLIVE-IL-4 ベクター（20 µg）

を尾静脈より注入した．HTVi 法実施後 5 日目のコントロールマウスおよび IL-13 過

剰発現マウスから血清を採取し，ELISA によって IL-13 の濃度を定量した． 

数値は平均値 ± 標準誤差を示す（n=3）． 
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Figure 24.  IL-13 過剰発現に伴う肝臓内の NK 細胞の変化 

コントロールマウスおよび IL-13 過剰発現マウスから肝臓血液細胞を分取し，フロー

サイトメトリーにより解析した．A は IL-13 過剰発現マウスの肝臓血液細胞を示して

おり，図中の数字はゲート内の細胞の存在比率を示す．B のヒストグラムは，コント

ロールマウスおよび IL-13 過剰発現マウス中の NK 細胞の表面マーカー発現を示す．

図中のグレーはコントロールマウス中の cNK 細胞（CD11b+ CD49b+ FceR1α- CD3e- 

CD19-），実線は IL−13 過剰発現マウス中の CD11b+ 細胞（CD11b+ CD49b+ FceR1α- 

CD3e- CD19-），破線は IL−13 過剰発現マウス中の CD11b- 細胞（CD11b- CD49b+ 

FceR1α- CD3e- CD19-）細胞をそれぞれ示す．同実験を複数回行ったうち，代表的な結

果を示している（n≧3）． 
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Figure 25.  IL-4 単独存在下で培養した cNK 細胞の生存率の推移 

 単離した cNK 細胞（1x106 cells）を IL-4（50 ng/ml）だけを添加した条件で 4 日間培

養し，24 時間毎に生存率を測定した．図中の数値は，各時点での CellTiter-Glo kit 

(Promega) の測定値を培養開始直後の測定値で割返した値の平均値 ± 標準誤差を示す

（n=3）． 
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コントロールマウスおよび IL-4 過剰発現マウスの肝臓より切片を作成し，免疫組織染

色を行った．マクロファージマーカーとして CD68（緑，A-E），活性化した NK 細胞

マーカーとして Granzyme B（赤，B,D,E）を染色した．Hoechst によって核（青，B,D,E）

を同時に染色した．図中のスケールバーは 50 µm を示す． 

  

 

Figure 26.  コントロールマウスおよび IL-4 過剰発現マウスにおける 

      肝臓内マクロファージおよび NK 細胞の分布 
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Figure 27.  マクロファージの除去による IL4-NK 細胞の増殖能の変化 

 コントロールリポソームまたはクロドロン酸リポソーム 30 µl を定常状態のマウスに

腹腔投与し，コントロールマウスおよびマクロファージ除去マウスを作成した．24 時

間後，両マウスに pLIVE-IL-4 ベクター（1 µg）を尾静脈より注入し，HTVi 法に従っ

て IL-4 を過剰発現させた．3 日後，両マウスの肝臓と脾臓から血液細胞を採取し，フ

ローサイトメトリー解析によって NK 細胞の変化を比較した．同実験を 4 回行い，

ドットプロットはそのうち代表的な結果を示す．数値は CD45 陽性細胞中の NK 細

胞（NK1.1+ CD3e- CD19-）の 割合を表す．左のグラフは CD45 陽性細胞中の NK 細

胞の割合，右のグラフは NK 細胞の絶対数を示し，横線の数値は平均値 ± 標準誤差

を示す（n＝4）．* P < 0.05，** P < 0.01． 

ここでは，Student’s t-test を行った．* P < 0.05，** P < 0.01． 
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Figure 28.  クロドロン酸リポソーム投与によるマクロファージと NK 細胞の変化 

コントロールリポソームまたはクロドロン酸リポソーム 30 µl を定常状態のマウスに

腹腔投与し，4 日後のマクロファージおよび NK 細胞の変化を解析した．A では免疫

組織染色を行い，マクロファージマーカーとして CD68（緑）を染色し，核を Hoechst

（青）によって染色した．図中のスケールバーは 50 µm を示す．B のグラフは，肝臓

および脾臓の血液細胞中の全 NK 細胞の絶対数，および B220high/ IL-18Rαlow NK 細胞

の絶対数を示し，数値は平均値 ± 標準誤差を示す（n≧4）． 

N.S. 有意差なし（not significance）．   
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Figure 29.  クロドロン酸リポソーム投与による肝障害マーカーの変化 

コントロールリポソームまたはクロドロン酸リポソーム 30 µl を定常状態のマウスに

腹腔投与し，4 日後の肝障害マーカーの変化を解析した．血清を採取し，ALT 濃度を

測定した．グラフの横線の数値は平均値を示す（n≧4）．** P < 0.01． 
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Figure 30.  IL-4 過剰発現に伴う Granzyme B+ 細胞の変化 

 コントロールマウスおよび IL-4 過剰発現マウスから肝臓血液細胞を分取し，IL-2（100 

ng/ ml）および Brefeldin A（5 µg/ml）存在下で 5 時間 37 ℃で培養した．その後表面

マーカーと共に細胞内染色を行い，Granzyme B+ 細胞を解析した．図中の数値は各集

団の存在比率を示し，太枠線は Granzyme B+ 細胞中の NK 細胞（Granzyme B+ CD49b+ 

CD3e-）を示す． 
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Figure 31.  IL-15 の中和による IL-4 応答性肝臓内マクロファージの有する 

           NK 細胞支持能の変化 

 野生型マウスの脾臓から単離した cNK 細胞（1x106 cells/well）と，HTVi 法実施から 4 

日目の IL-4 過剰発現マウスより単離した 肝臓内マクロファージ（1x106 cells/well）と

の共培養を行った．培養時に，isotype control抗体（1 µg/µl）または anti-IL-15/IL-15Rα 

complex 抗体（1 µg/µl）を添加した．48 時間後に細胞を回収し，生存している NK 細

胞の絶対数（NK1.1+ PI-）をフローサイトメトリー解析により定量した． 

数値は平均値 ± 標準誤差を示す（n＝4）．* P < 0.05． 
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Figure 32.  cNK 細胞および IL4-NK 細胞のサイトカイン産生 

 単離した cNK 細胞と IL4-NK 細胞のサイトカイン産生を，ELISA により比較した．

Aは単離した NK 細胞（5 × 104 cells/well）を IL-2（100 ng/ml）存在下，無刺激および 

IL-12（100 ng/ml），IL-21（100 ng/ml），NK1.1（20 µg/mlで一晩 well をコーティング）

によって刺激した 24 時間後の培養上清に含まれる IFN-γ の 濃度を定量した．B，C

は単離した NK 細胞（1 × 105 cells/well）を IL-2（100 ng/ml）または IL-15（100 ng/ml）

存在下，無刺激および IL-12（100 ng/ml），IL-21（100 ng/ml）で刺激した 24 時間後の

培養上清に含まれる B: IL-10，C: GM-CSF の 濃度を定量した．同実験を 3 回行った

うち代表的な結果を示しており，数値は平均値 ± 標準誤差を示す（n＝3）． 

*** P < 0.001，N.D. 検出できず（Not detected.），No stim. IL-2 のみ添加（Not stimulated）．  
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Figure 33.  cNK 細胞および IL4-NK 細胞の Granzyme B 産生と細胞傷害活性 

 単離した cNK 細胞と IL4-NK 細胞の細胞傷害活性を比較した．A は単離した NK 細

胞（5 × 104 cells/well）を IL-2（100 ng/ml）存在下，無刺激の条件下で 24 時間培養し

た上清に含まれる Granzyme B の 濃度を，ELISA により定量した．B は IL-2（100 

ng/ml）存在下，CFSE で標識した YAC-1 細胞（1 × 104 cells/well）と単離した NK 細

胞を様々な混合比率で共培養し，4 時間後に傷害された YAC-1 細胞の割合

（CFSE+PI+）をフローサイトメトリー解析により定量した．同実験を 3 回行ったうち

代表的な結果を示しており，数値は平均値 ± 標準誤差を示す（n＝3）． 

** P < 0.01，*** P < 0.001．   
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Figure 34.  IL-15 および IL-4 による cNK 細胞の表面マーカー発現の変化 

 単離した cNK 細胞（1 × 106 cells/well）を IL-15（100 ng/ml）単独，または IL-4（200 

ng/ml）を加えた条件で 4 日間培養し，フローサイトメトリーによって表面マーカー

の発現パターンを解析した．図中のグレーは単離してすぐの cNK 細胞，破線は IL-15 

単独存在下，実線は IL-4 添加条件で培養した NK 細胞の表面マーカー発現を示す．

同実験を 3 回行ったうち，代表的な結果を示す．  
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単離した cNK 細胞（1 × 106 cells/well）を IL-15（100 ng/ml）単独，または IL-4（200 

ng/ml）を加えた条件で 4 日間培養した．培養した NK 細胞（A: 2 × 104 cells/well，B: 

5 × 104 cells/well）を IL-2（100 ng/ml）存在下，無刺激および IL-12（100 ng/ml），IL-21

（100 ng/ml）で刺激した条件で 24 時間培養し，上清中の A: IFN-γ，B: IL-10 の濃度

を ELISA によって定量した．同様に，培養した NK 細胞（C: 5 × 104 cells/well，D: 2 × 

104 cells/well）を，新たな刺激は加えずに 4 日間の培養と同条件で 24 時間培養し，

上清中の C: GM-CSF，D: Granzyme B の濃度を ELISA によって定量した．同実験を 3 

回行ったうち代表的な結果を示しており，数値は平均値 ± 標準誤差を示す（n＝3）． 

** P < 0.01，*** P < 0.001，N.D. 検出できず（Not detected.）， 

n.s. 有意差なし（not significance），No stim. 4 日間の培養と同条件（Not stimulated）． 

  

 

Figure 35.  IL-4 による cNK 細胞のサイトカイン産生および Granzyme B 産生 

           の変化 

          NK 細胞支持能の変化 

 



 

66 

  

Figure 36.  IL-13 による cNK 細胞の表面マーカー発現，サイトカイン産生および  

      Granzyme B 産生の変化 

 単離した cNK 細胞（1 × 106 cells/well）を IL-15（100 ng/ml）単独，または IL-13（200 

ng/ml）を加えた条件で 4 日間培養した．Aのヒストグラムは，IL-15 単独（実線）お

よび IL-13 添加（破線）条件で培養した NK 細胞の表面マーカー発現を示しており，

同実験を 3 回行ったうち代表的な結果を示す．B では培養した NK 細胞（2 × 104 

cells/well）を IL-2（100 ng/ml）存在下，IL-12（100 ng/ml）で刺激した条件で 24 時間

培養し，上清中の IFN-γ の濃度を ELISA によって定量した．C, D では，同様に培養

した NK 細胞（C: 5 × 104 cells/well，D: 2 × 104 cells/well）を，新たな刺激は加えずに 4 

日間の培養と同条件で 24 時間培養し，上清中の C: GM-CSF，D: Granzyme B の濃度

を ELISA によって定量した．同実験を 3 回行ったうち代表的な結果を示しており，

数値は平均値 ± 標準誤差を示す（n＝3）． 

N.S. 有意差なし（not significance），No stim. 4 日間の培養と同条件（Not stimulated）． 
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Figure 37.  寄生虫感染による B220high /IL18Rα low NK 細胞の誘導 

 Nb（750 larvae/mice）を皮下注射し，寄生虫感染を実施した．A は左から順に，非感

染の野生型マウス，感染 10 日目の野生型マウス，感染 10 日目の IL-4Rα 欠損マウ

スを示す．ドットプロットは腸管膜リンパ節中の全 NK 細胞（NKp46+ CD3e- CD19-）

を示し，数値はそのうち B220low および B220high の NK 細胞の割合を表す．ヒスト

グラムは B220low NK 細胞（グレー）および B220high NK 細胞（実線）の IL-18Rα の

発現を示し，数値は B220high NK 細胞 のうち IL-18Rα 陰性の割合を示す．同実験を 6 

回行ったうち代表的な結果を示す．B は全 NK 細胞中の B220high /IL18Rαlow NK 細胞

の割合，C は B220high /IL18Rαlow NK 細胞の絶対数を示す．横線の数値は平均値 ± 標

準誤差を示す（n≦6）．* P < 0.05，** P < 0.01. 
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Figure 38.  cNK-like 細胞と IL4-NK-like 細胞の表面マーカー発現 

 Nb 感染 10 日目の野生型 Balb/c 系統マウスの腸間膜リンパ節に存在する，cNK-like 

細胞（NKp46+ B220low IL-18Rαhigh CD3e- CD19-）と IL4-NK-like 細胞（NKp46+ B220high 

IL-18Rαlow CD3e- CD19-）の表面マーカー発現をフローサイトメトリー解析によって比

較した．左のドットプロットに示した分画をそれぞれ cNK-like 細胞（グレー），

IL4-NK-like 細胞（実線）とし，右のヒストグラムで表面マーカー発現を示した．同実

験を 4 回行ったうち代表的な結果を示している．  
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Figure 39.  Nb 感染に伴う肺での IL4-NK-like 細胞の増加 

定常状態および Nb 感染 9 日目の野生型 Balb/c 系統マウスに存在する，肺組織 1 g 

当たりの全 NK 細胞数（NKp46+ CD3e- CD19-）および IL4-NK-like 細胞数（NKp46+ 

B220high IL18Rαlow CD3e- CD19-）を定量した．横線の数値は平均値を示す（n≧3）． 

N.S. 有意差なし（not significance），* P < 0.05. 
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Figure 40.  NK 細胞除去による Nb 感染マウスの肺での遺伝子発現の変化  

 Nb 感染マウスに対して，PBS または抗アシアロ GM1 抗体（αGM-1，50 µl/ 回）を Day 

-1，0，5 に腹腔投与し，NK 細胞を除去した（感染日を Day 0 とする）．A では，感

染 9 日目の肺組織 1 g 当たりの全 NK 細胞数（NKp46+ CD3e- CD19-）および 

IL4-NK-like 細胞数（NKp46+ B220high IL18Rαlow CD3e- CD19-）を定量した．横線の数値

は平均値を示す（n≧4）．B では，感染 9 日目の肺組織における遺伝子発現の変化を 

qPCR によって解析した．各遺伝子の発現量は HPRT の発現量で正規化しており，PBS 

投与群の平均値を 1.0 とした相対値で示しており，横線の数値は平均値を示す（n≧4）．

* P < 0.05，** P < 0.01．  
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Figure 41.  NK 細胞除去による定常状態のマウスの肺での遺伝子発現の変化 

 定常状態のマウスに対して，PBS または抗アシアロ GM1 抗体（αGM-1，50 µl）を投

与し，4 日目の肺組織における遺伝子発現の変化を qPCR によって解析した．各遺伝

子の発現量は HPRT の発現量で正規化しており，PBS 投与群の平均値を 1.0 とした

相対値で示しており，横線の数値は平均値を示す（n≧5）． 

N.S. 有意差なし（not significance）．  
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第 4 章 考察 
 

表面マーカー発現から考察される IL4-NK 細胞の性状 

  本研究では，IL-4 過剰発現マウスにおいて，特徴的な NK 細胞 である IL4-NK 細

胞が劇的に増加することを見出した．IL4-NK 細胞の表面マーカー発現は cNK 細胞とは

大きく異なっていた．例えば IL4-NK 細胞は B220 の発現が高く，逆に CD11b の発現

が低かった．B220 は一部の未成熟な NK 細胞サブセットで高発現し，成熟した NK 細

胞では発現が低下する（Vosshenrich et al., 2007）．一方 CD11b は NK 細胞の成熟に伴い

発現が上昇する（Chiossone et al., 2009; Hayakawa and Smyth, 2006）．こうした今まで知ら

れている B220 と CD11b の発現パターンを考慮すると，IL4-NK 細胞は未成熟な NK 

細胞の一種である可能性が考えられた．しかし，IL4-NK 細胞は成熟した NK 細胞のマ

ーカーである CD49b の発現が高く，未成熟マーカーである TRAIL や IL-7Rα はほと

んど発現していなかった（Arase et al., 2001; Takeda et al., 2005）．さらに，成熟した NK 細

胞である cNK 細胞を IL-4 過剰発現マウスに移植した場合に IL4-NK 細胞へと変化し

たことから，IL4-NK 細胞は単なる成熟途中の NK 細胞ではないと考えられた．興味深

いことに，IL-4 の過剰発現マウスでは CD11b- NK 細胞のような未成熟な NK 細胞を含

むほぼ全ての NK 細胞が IL4-NK 細胞になっており，IL4-NK 細胞への変化は幅広い成

熟段階の NK 細胞に共通する機構によって誘導されると考えられた． 

  NK 細胞は，その細胞表面に数多くの活性化レセプターと抑制性レセプターを発現

しており，それらの発現量のバランスが  NK 細胞の活性化状態に大きく影響する

（Backström et al., 2004; Lanier, 2003）．IL4-NK 細胞は NK1.1，2B4，Ly108 などの活性

化レセプターを高発現し，一方で NKG2A などの抑制性レセプターの発現は低かった．

さらに May-Grünwald-Giemsa 染色の結果，細胞質が肥大し顆粒を溜め込んでいる様子が



 

73 

観察され，IL-4-NK 細胞は活性化した NK 細胞の一種であることが明らかになった．既

存の報告では，IL-4 が NKG2D などの活性化レセプターの発現を低下させることで，

NK 細胞の機能を抑制することが示されている（Brady et al., 2010; Gays et al., 2005）．

IL4-NK 細胞においても，全ての活性化レセプターが発現上昇しているわけではなく，

NKG2D や NKp46 などの発現は低下傾向にあった．上述したとおり，NK 細胞の活性

化状態には特定のレセプターの発現ではなく，各レセプターの発現量のバランスが重要

である．これまでの研究から，IL-4 は NK 細胞に対する活性化作用と抑制的な作用の

両方を持ち合わせていると考えられ，本研究で行った HTVi 法による IL-4 の過剰発現

では活性化作用がより強く働いた結果，活性化した NK 細胞が誘導されたと考えられる． 

  cNK 細胞と IL4-NK 細胞は，サイトカインレセプターの発現も異なっており，

IL4-NK 細胞は IL-4Rα，IL-21Rα を高発現するが，IL-18Rα の発現は低い．一部の未成

熟なものの中には CD11b や IL-18Rα の低い NK 細胞が存在するが，B220 や各種成熟

マーカーの発現パターンが IL4-NK 細胞とは異なっている．ごく少数存在する B220 や 

IL-18Rα の発現パターンがともに IL4-NK 細胞と一致する NK 細胞においても，活性化

した形態を示す NK 細胞は確認できなかったことから，IL4-NK 細胞は定常状態には存

在せず， IL-4 が強く産生された状況下で初めて誘導される NK 細胞だと考えられた． 

 

IL-4 応答性マクロファージによる NK 細胞の増殖促進メカニズム 

  IL4-NK 細胞は，IL-4 過剰発現マウスにおいて盛んに増殖していた．しかし，単離

した cNK 細胞を IL-4 のみを添加した条件で培養しても増殖せず，IL4-NK 細胞への変

化も認められなかった．よって IL4-NK 細胞の誘導，増殖には，IL-4 の下流で増強され

る間接的なメカニズムが必要と考えられた．本研究では，マクロファージに注目し，IL-4 
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過剰発現マウスの肝臓内マクロファージが劇的に増加していること，IL-4 応答性マクロ

ファージが NK 細胞の増殖に貢献していることを示した．さらに，IL-4 応答性マクロ

ファージと共培養した NK 細胞の生存率が IL-15 の中和によって抑制されたことから，

IL-4 応答性マクロファージが IL-15 の産生によって NK 細胞の増殖を促進しているこ

とが示唆された．近年，寄生虫感染などの Th2 応答時に，組織マクロファージが IL-4 シ

グナル依存的に増殖することが報告され，IL-4 によるマクロファージを介した寄生虫排

除メカニズムに注目が集まっている（Jenkins et al., 2011; Jenkins et al., 2013）．しかし，本

研究で明らかになったような，IL-4 応答性マクロファージによる IL-15 シグナルを介し

た NK 細胞の増殖，活性化メカニズムはこれまで全く報告されていない．IL-4 過剰発

現マウスでの IL4-NK 細胞の増加が非常に劇的であることを考慮すると，Th2 応答時に

マクロファージが増殖する重要な意義の一つとして，このメカニズムが何らかの意味を

持つ可能性は十分に考えられる． 

  IL-4Rα は様々な細胞で発現しており，in vivo で IL-4 が産生された場合，様々な間

接的な影響が生じる．本研究では IL-4 の下流で IL-15 が増強されることを明らかにし

た．増強した IL-15 は NK 細胞の増殖を促すだけではなく，細胞機能にも影響すると

予測された．IL-4 による NK 細胞の制御に関して，既存の研究でいくつかの矛盾した

知見が得られた背景には，こうした間接的な作用の捉え方の違いがあると考えられる． 

 

IL4-NK 細胞の持つ特徴的な機能 

  IL4-NK 細胞は，サイトカイン産生や細胞傷害活性においても，表面マーカー同様，

cNK 細胞とは大きく異なっていた．興味深いことに，IL4-NK 細胞は IL-12 に強く応答

し，cNK 細胞よりもはるかに多くの IFN-γ を産生した．IL-12 はTh1 応答の開始因子と
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して知られているサイトカインである（Macatonia et al., 1995）．また，IL4-NK 細胞は 

IL-10 についても，IL-12 刺激に応じて高い産生能を示した．IL-10 は Th1 応答と Th2 

応答の両方を抑制する作用があることが知られている（Kosaka et al., 2011; Sabat et al., 

2010）．さらに，IL4-NK 細胞は，無刺激な条件下でも GM-CSF を産生した．GM-CSF に

は様々な作用があるが，IL-4 と同時に作用することで樹状細胞の分化を促進し，IL-12 の

ヘテロダイマーの産生を促進することが報告されている（Hochrein et al., 2000）．これら

をふまえると，IL4-NK 細胞は過剰な Th2 応答を抑制する，あるいは Th1 応答の誘導

を助けることで，Th1 /Th2 バランスを制御する細胞であることが示唆された． 

 

IL4-NK 細胞の誘導における IL-4 と IL-15 のそれぞれの役割 

  IL-4Rα を欠損した NK 細胞は， IL-4 過剰発現マウスに移植しても IL4-NK 細胞 

と同様の表面マーカー発現パターンを獲得せず，ほとんど増殖しないことが明らかにな

った．一方で，単離した cNK 細胞を IL-4 と IL-15 を添加し培養することで，IL4-NK 細

胞と似た表面マーカー発現，細胞機能を獲得することが明らかになった．この時，B220，

CD11b，IL-4Rα，IL-21Rα については IL-4 を加えず IL-15 単独で培養した場合にも発

現の変動が確認され，Il-15 シグナル依存的な変化であると考えられた．一方で，IL-4 の

添加によって 初めて確認された IL-18Rα の発現低下については，IL-4 の直接的な刺激

に依存する変化であることが示唆された．移植実験で用いたレシピエントマウスは野生

型であり，マクロファージを介した IL-15 産生などの IL-4 の過剰発現による間接的な

作用は通常通り誘導されると考えられる．ところが，in vitro での解析結果から IL-15 依

存的だと考えられたマーカー変化や増殖活性の亢進が生じていないことを考えると，

IL-4 の NK 細胞に対する直接的な刺激が IL-15 などの間接的な作用に対する感受性を
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高めていることが示唆された．in vitro では，NK 細胞の生存のため 100 ng/ml という高

濃度の IL-15 を添加しているため，NK 細胞の感受性の強さにかかわらず十分な刺激が 

NK 細胞に与えられていると考えられる．一方，in vivo での IL-15 の作用亢進は比較的

穏やかであり，IL-4 の直接的な刺激による IL-15 への感受性の向上が必要であったと考

えられた．IL-15 は trans-presentation が行われるなど作用機序が複雑なサイトカインで

あり，IL-4 が IL-15 シグナルを増強するメカニズムについてはより詳細な解析を今後行

っていく必要がある． 

  なお，サイトカインや Granzyme B の産生亢進や IL-18Rα の発現低下など，高濃度

で IL-15 が存在する in vitro の条件下でも IL-4 による作用が認められた変化について

は，IL-4 がより直接的かつ強力に NK 細胞に誘導する現象だと考えられ，IL-4 シグナ

ルを受け取り十分に活性化した NK 細胞を区別する指標として有用であると思われた．   

 

寄生虫感染時に IL4-NK 細胞の果たす生理的役割 

  Nb を用いた寄生虫感染実験によって，生理的な Th2 応答においても，IL4-NK 細

胞と同じく B220high /IL-18Rαlow /IL-4Rαhigh /IL21Rαhigh を示す NK 細胞が誘導されるこ

とが明らかになった．さらに，NK 細胞を除去したマウスに Nb を感染させた場合に，

好酸球や好中球の浸潤に寄与する Eotaxin/ CCL11 や KC/ CXCL1 の遺伝子発現が亢進

することが明らかになった．Nb 感染時，好酸球や好中球は組織に浸潤し，Th2 応答を

増強することが報告されている（Hoeve et al., 2009; Chen et al. 2014）．IL4-NK 細胞はケモ

カインの産生を抑制することでこれらの細胞の浸潤をブロックし，過剰な Th2 応答の抑

制や Th2 型炎症の終結に関与している可能性が示唆された． 
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IL4-NK 細胞による ILC2 抑制機構 

  近年 Th2 応答に関わる細胞として新たに Type-2 Innate lymphoid cells (ILC2) が同

定され，注目を集めている（Moro et al., 2010）．ILC2 は IL-13 や IL-5 などの産生能が

非常に高く，Th2 応答の誘導に重要な役割を果たすことが次々に示されており，その機

能や制御機構が盛んに研究されている（Moro et al., 2010）．さらにごく最近，寄生虫感染

やぜんそくなどの Th2 応答において，ILC2 の過剰な活性化を抑制する因子として 

IFN-γ が重要な役割を果たすことが報告された（Moro et al., 2016）．本研究で報告した

 IL4-NK 細胞は，Th2 応答時に誘導される細胞でありながら高い IFN-γ 産生能を有する

ことが示されており，IL4-NK 細胞による Th2 応答抑制機構の標的が ILC2 細胞であり， 

IFN-γ 産生を介して ILC2 の機能を抑制するメカニズムが存在する可能性は十分に考え

られる．今後は ILC2 との相互作用にも留意し，IL4-NK 細胞の生理的役割についての

理解をより深めていくことが望まれる．  

 

IL-4 と IL-13 の生理活性の違いと IL4-NK 細胞の関連性 

  IL-4 と IL-13 は共に Th2 応答の開始因子として重要なサイトカインであり，これ

らが惹起する Th2 応答によって Nb は排虫される（Maizels et al., 2009; Urban et al., 

1998）．IL-4 と IL-13 はレセプターの一部を共有しており，様々な生理活性が共通して

いる．しかし，IL-4 と IL-13 両方のシグナルが失われる IL-4Rα 欠損マウスでは排虫が

起こらないのに対し，IL-4 欠損マウスでは通常通り排虫が起こる（Barner et al., 1998; 

Lawrence et al., 1996）．このことから，Nb の排虫には IL-4 よりも IL-13 が重要である

と考えられている．一方，上述したように，IL-4C の投与が NK 細胞からの IFN-γ 産

生を促すのに対し，IL-13 では同様の効果が得られないことが明らかになっている
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（Morris et al., 2006）．興味深いことに，HTVi 法により IL-13 を過剰発現させても 

IL4-NK 細胞のような活性化 NK 細胞は誘導されず，in vitro で cNK 細胞を IL-13 で

刺激しても IL-4 のような活性化作用は確認できなかった．これらを合わせて考えると，

IL-4 に比べ IL-13 の方が Th2 応答を惹起する作用が強いのは，IL-4 だけが IL4-NK 細

胞を誘導し，NK 細胞由来の IFN-γ 産生を増強する作用があるためではないかと考えら

れた．IL-13 に IL-4 の様な NK 細胞活性化作用がない理由については，NK 細胞が 

IL-13Rα を発現しておらず，Type II レセプターを持たない可能性などが考えられるが，

現在までに具体的な知見は得られていない．今後，NK 細胞への作用の違いやそれが生

じる要因に着目することで，Th2 応答における IL-4 と IL-13 の生理的役割の違いがよ

り詳細に解明されることが期待される． 

  

NK1/ NK2 パラダイムと IL4-NK 細胞との関連性 

  マクロファージにおける M1/ M2 細胞のように，NK 細胞においても NK1/ NK2 パ

ラダイムの存在が提唱されている．Peritt らは，ヒトの PBMC を IL-12 と抗 IL-4 抗体

の存在下で培養すると IFN-γ や IL-10 の産生能が高い NK1 細胞が誘導され，IL-4 と抗 

IL-12 抗体の存在下で培養すると IL-5 や IL-13 の産生能が高い NK2 細胞が誘導され

ることを報告した（Peritt D et al., 1998）．さらに，Katsumoto らによってマウスにおいて

も同様に，NK1/ NK2 細胞が誘導可能であることが示された（Katsumoto T et al., 2004）．

本研究で見出した IL4-NK 細胞と NK2 細胞は，誘導に IL-4 が要する点で共通してい

る. しかし，NK2 細胞の IFN-γ 産生や IL-12 への応答性が抑制されているのに対し，

IL4-NK 細胞ではむしろ亢進されており，機能面で両者は大きく異なっていた．生理的

意義の観点からも，NK2 細胞が Th2 応答を促進すると考えられるのに対し，IL4-NK 細
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胞は過剰な Th2 応答を抑制することが示唆されている．こうした違いは，IL-4 の他に

関与する因子の違いを反映していると考えられ，IL-4 による NK 細胞の制御が非常に

複雑なことを示唆している．生体内での IL-4 の使い分けについては，状況に応じて IL-4 

以外にどんな因子が作用するかに留意し，慎重に解析を進めていく必要がある． 

 

IL4-NK 細胞のがん治療への応用可能性 

  IL4-NK 細胞は，cNK 細胞に比べ非常に高い Granzyme B 産生を示し，YAC-1 細胞

に対して強い細胞傷害活性を発揮した．これは，Th2 応答時に NK 細胞が細胞傷害活性

を発揮するメカニズムの存在を示唆している．生体はがんを排除するために Th1 応答を

惹起する．対して，がんは Th1 応答を抑制し Th2 応答優位にすることで，NK 細胞や

キラー T 細胞の機能抑制，M2 マクロファージを介した血管新生の亢進などを誘導し，

自身に有利な環境を形成する（Mantovani et al., 2002; Sredni et al., 1996）．しかし本研究か

ら，IL-4 は IL-15 と協調することで Th2 優位な条件下でも NK 細胞を活性化できるこ

とが明らかになった．これまでにも，大腸がん細胞株 colon 26 細胞に IL-4 を発現させ

た場合に腫瘍形成能が低下することが報告されており，IL-4 が特定の条件下で抗腫瘍効

果を発揮することが示唆されている（Itsuki and Suzuki, 1996）．こうした IL-4 の抗腫瘍

効果が，IL4-NK 細胞の誘導によって発揮されている可能性は十分に考えられる．加え

て，本研究では IL-4 と IL-15 を用いることで in vitro で IL4-NK 細胞を誘導すること

に成功している．同様の培養系をヒトの末梢血由来の NK 細胞に適用することで，細胞

療法への応用を視野に入れた実践的な研究が可能になる．がんに対抗して Th1 応答を増

強させることを目指す従来のアプローチとは異なり，がんの形成した微小環境で NK 細

胞を活性化させるという，新基軸による治療法の開発が期待される． 
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  本研究では，IL-4 の過剰発現により誘導される NK 細胞として， IL4-NK 細胞を

報告した（Fig 42）．IL4-NK 細胞は成熟途中の未成熟な NK 細胞ではなく，IL-4 により

特殊な活性化が誘導された NK 細胞であると考えられた．IL4-NK 細胞の増殖，活性化

には，IL-4 の直接的な作用とその下流で増強する IL-15 が重要であり，IL-4 によって 

IL-15 が増強する仕組みとして，IL-4 応答性に増殖した組織マクロファージを介する新

たなメカニズムの存在を明らかにした．また，cNK 細胞を IL-4 と IL-15 を添加した条

件で培養することで，in vitro で IL4-NK 細胞を誘導することに成功した．IL4-NK 細胞

は高いサイトカイン産生能と細胞傷害活性を有しており，Th1 /Th2 応答のバランス制御

に関わるとともに，Th2 応答時に高い抗腫瘍活性を発揮できる細胞であることが示唆さ

れた．さらに，生理的な Th2 応答である寄生虫感染によって，IL4-NK-like 細胞が IL-4 

依存的に誘導されることを明らかになり，その生理的意義として好酸球や好中球といっ

た Th2 応答誘導性の細胞の組織浸潤を防ぐことで，過剰な Th2 応答の抑制や Th2 型

炎症の終結に関与する可能性が示された．本研究は IL-4 および NK 細胞のこれまで知

られていなかった新しい機能や生理的役割を報告するものであり，Th2 応答に関わる疾

患の発症メカニズム解明や新たながん治療法開発に至るまで，幅広い領域への貢献が期

待される意義深いものである． 
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Figure 42.  本研究で明らかになったこと 

 本研究によって初めて明らかになった，IL-4 による NK 細胞の新規活性化メカニズム

の概要，および想定される生理的役割や応用可能性を模式図で示す． 
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