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Abstract 

 

	
 Natural killer 細胞（NK 細胞）は、抗腫瘍・抗ウイルス反応を増強する IFN-γを産生す

ると共に、腫瘍細胞やウイルス感染細胞に対して傷害性を示す主要な免疫細胞である。近年、

NK 細胞には様々なサブセットが存在することが明らかになってきたが、個々のサブセット

の機能には不明な点が多い。本研究では、マウス成熟 NK細胞集団が Ly6Cの発現量により、

Ly6Clow NK細胞と Ly6Chigh NK細胞の分画に分かれることを見いだし、それら細胞集団に

ついて詳細に解析した。	
 

	
 移植実験から Ly6Chigh NK細胞は Ly6Clow NK細胞から生じることが明らかとなった。ま

た、成熟した NK細胞は、活性化により IFN-γを産生すると共に、脱顆粒し granzyme Bを

放出することで標的細胞を傷害するが、Ly6Chigh NK細胞は Ly6Clow NK細胞よりも IFN-γ

や granzyme Bの産生量、および脱顆粒マーカーである CD107aの発現量が低いことが分か

った。さらに、NK 細胞の生存や増殖を促進するサイトカインである IL-15 存在下で増殖能

を測定したところ、Ly6Chigh NK細胞は Ly6Clow NK細胞よりも増殖能が低いことを見いだ

した。以上により、Ly6Chigh NK細胞は休眠状態にある成熟 NK細胞であると考えられる。 

	
 一般的に、分化した細胞はその状態が保たれるが、興味深いことに、Ly6Chigh NK細胞を

IL-15存在下で培養すると、Ly6Clow NK細胞へと変化し、IFN-γおよび granzyme Bの産生
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量が Ly6Clow NK 細胞と同程度にまで上昇した。さらに、IL-15 を強制発現させたマウス生

体内においても Ly6Chigh NK細胞は Ly6Clow NK細胞へと変化した。また、ウイルス感染を

模倣したマウスにおいては IL-15の産生量が上昇し、Ly6Chigh NK細胞が Ly6Clow NK細胞

へと変化した。以上の結果は、休眠状態の Ly6Chigh NK細胞はウイルス感染時に活性の高い

NK 細胞へ変化する可塑性を持った細胞であることを示唆している。このような報告は未だ

かつて無く、本研究は NK細胞の新たな特徴を明らかにしたものである。	
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Abstract 

 

NK cells are cytolytic and cytokine-producing effector cells that play crucial roles in the 

clearance of tumors and virus-infected cells. NK cells are classified into distinct 

populations according to the differentiation stages, but the roles of the each cell 

population and the factors that regulate the development and homeostasis of NK cells 

are unclear. In this study, I reveal that mouse mature NK cells (NK1.1+CD11b+CD3e-) in 

the spleen are subdivided into two populations based on the expression level of Ly6C, i.e. 

Ly6Clow and Ly6Chigh subsets. Ly6Chigh NK cells are in an inert state as evidenced by the 

production of lower levels of IFN-γ and cytotoxic granules than those of Ly6Clow NK cell. 

Moreover, the proliferative potential of Ly6Chigh NK cells is lower than that of Ly6Clow 

NK cells when cultured with IL-15. I further found that Ly6Chigh NK cells are derived 

from Ly6Clow NK cells by adoptive transfer experiments. These results strongly suggest 

that Ly6Chigh NK cells are resting cells in the steady state.  

 However, Ly6Chigh NK cells are reverted in vitro by IL-15 to Ly6Clow NK cells 

with strong effector functions. Moreover, Ly6Chigh NK cells also revert to Ly6Clow NK 

cells in vivo by injection of IL-15 inducers, poly I:C and CpG. Taken together, these 
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results suggest the plasticity of mature NK cells, i.e., Ly6Chigh NK cells are mature 

resting cells derived from Ly6Clow NK cells in the steady state and can be reactivated by 

IL-15. This study is the first to demonstrate the plasticity of more mature and resting 

NK cells in the mouse immune system. 
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第一章  序論  

 

NK 細胞は腫瘍やウイルス感染に対する初期免疫反応に貢献する  

	
 高等動物が持つ免疫系は、自然免疫系と獲得免疫系に大別される (Medzhitov, 2001)。自

然免疫系とは感染開始時から機能する生体防御機構であり、特定の病原体に対する特異性は

ない。傷口から病原体が侵入したり、汚染された空気や食物を体内に取り込んだりしても、

大抵の場合は発症までには至らず、病原体は数日で排除される。これは、自然免疫系の働き

によるものである。一方、獲得免疫系は病原体の侵入が自然免疫系では防げなかった場合、

自然免疫系に続いて惹起される反応である。自然免疫系との最も重要な相違点は、抗原特異

性の有無である。獲得免疫系において中心的な役割を担う T細胞や B細胞は、ランダムな遺

伝子再構成を経た多様な受容体を持つ。樹状細胞に代表される抗原提示細胞により提示され

た抗原を認識する細胞のみが増殖、活性化されるため、抗原特異的な免疫反応を起こすこと

ができるのである。 

	
 ナチュラルキラー細胞（NK細胞）は、T細胞や B細胞に次ぐ第三のリンパ球であり（図

1-1）、抗原提示なしに標的細胞を傷害（natural killing）できる細胞として発見された (Sun 

and Lanier, 2011; Vivier et al., 2008)。T細胞や B細胞の様に抗原特異的な受容体を持たず、

免疫応答の初期から働くことから、自然免疫系の細胞に分類される（図 1-1） (Sun and 
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Lanier, 2011; Vivier et al., 2008)。リンパ器官、非リンパ器官に関わらず、体内の様々な部

位に存在し、腫瘍細胞やウイルス感染細胞に対して傷害性を示す	
 (Cerwenka and Lanier, 

2001; Vivier et al., 2008; Yokoyama and Plougastel, 2003)。また、NK細胞は IFN-γの主な

産生源である (Cerwenka and Lanier, 2001; Vivier et al., 2008; Yokoyama and Plougastel, 

2003)。IFN-γは自然免疫担当細胞であるマクロファージや樹状細胞を活性化し、T細胞の活

性化を補助する分子の産生を促進する。それにより、後に続く獲得免疫系が惹起される。 

 

NK 細胞による抗原認識のシステム  

	
 NK細胞は、細胞膜表面に発現する多数の受容体を用いた、T細胞や B細胞とは異なる独

自のシステムで標的細胞を認識している (Cerwenka and Lanier, 2001; Lanier, 2005; Sun 

and Lanier, 2011; Yokoyama and Plougastel, 2003)。NK細胞に発現する受容体は、活性化

受容体と抑制性受容体に大別される（図 1-2）。活性化受容体は腫瘍細胞やウイルス感染細

胞上に発現する糖鎖やタンパク質を認識し、細胞傷害や IFN-γなどのサイトカインの産生を

誘導する。一方、抑制性受容体は自身の MHCクラス I分子等を認識し、細胞傷害やサイト

カイン産生を抑制する。これは、自身の正常な細胞を傷害しないための仕組みである。MHC

クラス I 分子の発現低下はガン化やウイルス感染でしばしば見られる現象であり、NK 細胞

はその様な細胞に対して攻撃するように制御されている。 
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NK 細胞は脱顆粒して標的細胞のアポトーシスを誘導する  

	
 NK 細胞は細胞傷害性顆粒を含む良く発達した大きな細胞質を持つ。標的細胞を認識して

活性化した NK 細胞は、脱顆粒して perforin や granzyme B というタンパク質を放出する 

(Andrade et al., 1998; Russell and Ley, 2002)。perforinは標的細胞膜上で孔を形成し、

granzyme Bの標的細胞膜内への流入を促進する。セリンプロテアーゼである granzyme B

は caspaseを切断、活性化し、標的細胞のアポトーシスを誘導する。in vitroにおいて、NK

細胞は炎症性サイトカインがなくとも、受容体を介して標的細胞を認識すれば傷害すること

ができる。生体内では、感染などが起こると、自然免疫担当細胞であるマクロファージや樹

状細胞から炎症性サイトカイン（I型 IFNや IL-12、IL-18など）が分泌される。NK細胞は

それらに応答して強く活性化し、細胞傷害能も大きく上昇する (Vivier et al., 2008)。 

 

NK 細胞の分化・成熟  

	
 NK 細胞は他の血球と同じく造血幹細胞に由来し、骨髄で分化・成熟する (Kim et al., 

2002; Yokoyama et al., 2004)。胎仔胸腺、胎仔肝臓中に T/NK細胞共通前駆体が存在するこ

とから、T細胞の近縁と考えられている（図 1-1） (Douagi et al., 2002; Michie et al., 2000)。

NK 細胞の前駆細胞は、IL-2 や IL-15 の受容体のサブユニットの一つである CD122 を発現

するようになる (Kim et al., 2002; Yokoyama et al., 2004)。次いで NK前駆細胞は、未熟
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NK 細胞へと分化し、NK 細胞の主要な表面マーカーである NK1.1 や NKG2 ファミリー分

子群および Ly49ファミリー分子群を発現するようになる (Kim et al., 2002; Yokoyama et 

al., 2004)。NKG2ファミリー分子群や Ly49ファミリー分子群は NK細胞の活性化受容体あ

るいは抑制性受容体として働く。最終的には CD11b の高発現と共に、perforin および

granzyme B経路による細胞傷害性、サイトカイン産生能を有する、成熟した NK細胞に分

化する (Kim et al., 2002; Yokoyama et al., 2004)。このように、NK細胞は発生段階の違い

により、様々な表面マーカーの発現パターンを示す（図 1-3）。 

	
 CD122を発現する NK前駆細胞は、IL-15存在下で培養すると機能的な NK細胞へと分化

する (Ogasawara et al., 1998)。また、IL-15受容体のノックアウトマウスおよび IL-15の

ノックアウトマウス、さらに IL-15の転写を制御する IRF-1のノックアウトマウスでは NK

細胞数が著しく減少し、細胞傷害能も顕著に低下する (Kennedy et al., 2000; Lodolce et al., 

1998; Ogasawara et al., 1998)。これらの事実から、IL-15が NK細胞の分化、維持に非常

に重要な役割を果たしていることが明らかとなっている。 

 

ヒト成熟 NK 細胞におけるサブセット  

	
 成熟 NK細胞は、かつて、抗原提示なしに標的細胞を傷害することのできる単一な集団で

あると考えられてきた (Herberman et al., 1975; Kiessling et al., 1975; Strowig et al., 
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2008)。しかし 1980 年代初期に、末梢血におけるヒト成熟 NK 細胞は CD56 の発現により

CD56bright NK細胞と CD56dim NK細胞の二つのサブセットに分けられることが明らかにさ

れた (Lanier et al., 1983)。各サブセットはそれぞれ異なった機能を持っており、CD56bright 

NK 細胞は主にサイトカインを産生する役割を、CD56dim NK 細胞は主に標的細胞を傷害す

る役割を担っている。さらに、CD56dim NK細胞は CD56bright NK細胞から分化することも

明らかとなっている (Cooper et al., 2001; Frey et al., 1998; Jacobs et al., 2001)。 

 

マウス成熟 NK 細胞におけるサブセット  

	
 CD56はマウスでは発現していないため、マウス成熟 NK細胞におけるサブセットは長ら

く同定されていなかった。しかし近年、マウス成熟 NK細胞もいくつかのマーカーによって

二つのサブセットに分けられることが明らかになった  (Hayakawa and Smyth, 2006; 

Huntington et al., 2007; Yu et al., 2009)。なかでも CD27を用いたサブセット解析がいくつ

か行われており、CD11b+CD27high NK細胞は CD11b+CD27low NK細胞よりも IFN-γ産生と

細胞傷害性が高いことが明らかになっている (Hayakawa and Smyth, 2006)。さらに、

CD11b+CD27low NK細胞は CD11b+CD27high NK細胞から分化することも明らかとなってい

る (Chiossone et al., 2009; Hayakawa and Smyth, 2006)。しかしながら、ヒト成熟 NK細

胞の様に各サブセットの機能的な違いは見いだされていない。 
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 本研究では、マウスの成熟 NK 細胞（NK1.1+CD11b+CD3e-）が Ly6C の発現によって、

Ly6Clow NK 細胞と Ly6Chigh NK 細胞の二つのサブセットに分かれることを見いだした。

Ly6C は Ly6 スーパーファミリーのメンバーで、GPI アンカー型細胞表面抗原である 

(Bamezai, 2004)。主にリンパ球、単球／マクロファージ、顆粒球、内皮細胞に発現しており、

詳細な機能は不明であるが、発現細胞の発生・成熟に関与していると考えられている 

(Hanninen et al., 2011; Jutila et al., 1994; Jutila et al., 1988)。さらに、メモリーT細胞の

マーカーとしても良く知られている  (Hanninen et al., 2011; Sun and Lanier, 2011; 

Walunas et al., 1995)。一方、NK細胞では Ly6Cの発現の違いに着目した詳細な解析は行

われていない (Sato et al., 1996)。本研究では、Ly6Clow NK細胞と Ly6Chigh NK細胞の生体

内における分布や表面マーカーの発現の違い、NK 活性、そして増殖能に差があることを見

いだした。さらに、両者の成熟段階に違いがあることや、サイトカイン刺激によって可塑性

を示すことを明らかにした。 
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図 1-1	
 NK細胞とその他免疫細胞との関係 
NK 細胞は T 細胞や B 細胞に次ぐ第三のリンパ球であり、T 細胞の近縁である。T
細胞や B 細胞の様に抗原特異的な受容体を持たず、免疫応答の初期から働くことか
ら、自然免疫系の細胞に分類される。 
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図 1-2	
 NK細胞による抗原認識のシステム 
NK細胞に発現する受容体は、活性化受容体と抑制性受容体に大別される。活性化受
容体は腫瘍細胞やウイルス感染細胞上に発現する糖鎖やタンパク質を認識し、細胞傷

害や IFN-γなどのサイトカインの産生を誘導する。一方、抑制性受容体は自身のMHC
クラス I分子等を認識し、細胞傷害やサイトカイン産生を抑制する。 
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図 1-3	
 NK細胞の成熟・分化 
NK細胞は発生段階の違いにより、様々な表面マーカーの発現パターンを示す。まず
NK細胞の前駆細胞は CD122を発現するようになる。次いで NK前駆細胞は、未熟
NK細胞へと分化し、NK細胞の主要な表面マーカーである NK1.1や NKG2ファミ
リー分子群およびLy49ファミリー分子群を発現するようになる。最終的にはCD11b
の高発現と共に成熟した NK細胞に分化する。 
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第二章	
 材料と方法  

 

マウス  

	
 C57BL/6J-Ly-5.2 マウスは日本クレア株式会社より購入した。C57BL/6J-Ly-5.1 マウス

（RBRC 00144）は理化学研究所バイオリソースセンターより購入した。実験に用いたマウ

スは SPF環境下にて維持し、10〜14週齢を用いた。本研究は、東京大学の実験動物指針に

基づいて実験を行った。 

 

フローサイトメトリー解析およびセルソーティング  

	
 各器官・組織より回収した血球を溶血させた後、非特異的に抗体が反応するのを防ぐ為に

Fcγ receptor（FcR, 2.4G2）にて 10分間氷上でブロッキングを行った。次に一次抗体および

アイソタイプコントロールを 20 分間氷上で反応させた。一次抗体は以下の通りである。

fluorescein isothiocyanate（FITC）を結合した抗体は、抗 CD11b抗体である。brilliant violet 

421 を結合した抗体は、抗 CD3e 抗体である。PE を結合した抗体は、抗 FcεR1α抗体、抗 

KLRG1抗体、抗 Ly49H抗体、抗 Ly49D抗体、抗 LY49A抗体、抗 NKG2A抗体、抗 CD45.1

抗体、抗 CD45.2 抗体である。PE/Cy7 を結合した抗体は、抗 Ly6C 抗体である。biotin を

結合した抗体は、抗 CD49b抗体、抗 CD27抗体、抗 NKp46抗体、抗 Ly108抗体、抗 NKG2D
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抗体である。これらの抗体は BioLegend社より購入した。また、PEを結合した抗 CD3e抗

体、抗 Ly49C/I抗体、Ly49F抗体、および biotinを結合した抗NK1.1抗体は BD Pharmingen

社より購入した。一次抗体反応後、二次抗体を 20分間氷上で反応させた。二次抗体には APC

が結合した streptavidin を用いており、BioLegend 社より購入した。細胞染色後、

fluorescence-activated cell sorter Canto II（BD Biosciences）と FlowJo 8.8.7ソフトウェ

ア（TreeStar, Ashland）を用いてフローサイトメトリー解析を行った。セルソーティング

はMoFlo（Beckman Coulter）にて行った。 

 

細胞培養と細胞増殖測定  

	
 C57BL/6J-Ly-5.2マウスの脾臓からセルソーティングにてNK細胞分取し、10% FBS、

2-ME（50 µM）、 HEPES （20 mM）、nonessential AA、sodium pyruvate、L-Gln、

gentamycinを含むRPMI-1640 mediumにて培養した。in vitroにおける絶対細胞数の測定で

は、分取した3×105 個の細胞をIL-15（100 ng/ml, eBioscience）存在下で培養し、６日後に

0.4% trypan blueを用いて生細胞数をカウントした。測定はtriplicateで行った。 
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ELISA 

	
 C57BL/6J-Ly-5.2マウスの脾臓からセルソーティングにてNK細胞を分取し、IL-12（100 

ng/ml, PeproTech）、あるいはIL-18（100 ng/ml, MBL）で24時間刺激した。刺激している

間にNK細胞が死ぬのを防ぐ為に、全てのwellにIL-2（100 ng/ml, PROSPEC）を加えた。

ELISAキットは、IFN-γ（BD Biosciences）とgranzyme B（R & D）を用い、付属の説明書

に従って行った。解析はtriplicateで行った。 

 

CD107a 陽性細胞の解析  

	
 C57BL/6J-Ly-5.2マウスの脾臓より血球を採取し、CD49b+の分画を磁気細胞分離装置

（MACS, Miltenyi Biotec）を用いて分取した。分取した細胞はIL-18 （100 ng/ml）で刺激

した。刺激している間にNK細胞が死ぬのを防ぐ為に、IL-2（100 ng/ml）を加えた。16時間

培養後、CD11b, CD49b, CD3e, Ly6Cで染色し、effector target比1:1でYAC-1（RCB1165, 文

部科学省ナショナルリソースプロジェクトを介して理研BRCから提供された）と５時間共培

養した。共培養はIL-18（100 ng/ml） およびIL-2（100 ng/ml）存在下で行った。また、脱

顆粒した細胞を検出するためにCD107a抗体（PE, BioLegend）を加えた。共培養開始から1

時間後、monensin solution（10µM, BioLegend）を加え、残り4時間共培養した。共培養後、
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CD11b+CD49b+CD3e- Ly6Clow もしくはLy6Chigh NK細胞におけるCD107a陽性細胞の割合

をフローサイトメトリーにて解析した。 

 

細胞移植実験  

	
 C57BL/6J-Ly-5.2マウス（CD45.2+）の脾臓からセルソーティングにてNK細胞を分取し、

各サブセット5×105〜1×106 個の細胞をC57BL/6J-Ly-5.1マウス（CD45.1+）に尾静脈より

移植した。2週間後、レシピエントマウスの脾臓より血球を回収し、CD45.2+の細胞をフロー

サイトメトリーにて解析した。また、レシピエントマウスにIL-15を強制発現させた実験、

およびpoly I:C（100 µg, InvivoGen）、CpG（20 nmol, Hycult Biotech）を腹腔内に投与し

た実験では、移植後4日でフローサイトメトリーにて解析した。 

 

IL-15強制発現マウス  (hydrodynamic tail vein injection method) 

	
 マ ウ ス IL-15 の cDNA は 以 下 の プ ラ イ マ ー を 用 い て PCR に て 増 幅 し た 。

5’-gcgctagccaccatgaaaattttgaaaccatatatgag-3’ 、5’-cgctcgagtcaggacgtgttgatgaaca-3’ 

増幅後、NheIとXhoIサイトで切断し、pLIVE vector (Mirus, Madison, WI)に挿入した。

pLIVE-IL-15 (20 ng)は2 mlのTransIT-EE Hydrodynamic Delivery Solution (Mirus, 

Madison, WI)で希釈し、C57BL/6J-Ly-5.1マウスに尾静脈より投与した (Wooddell et al., 
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2008; Zhang et al., 1999)。コントロールにはpLIVE-SEAP (secreted alkaline phosphatase) 

(20 µg)を用いた。 

 

Real-time RT PCR 

	
 PBS、poly I:C（100 µg）もしくはCpG（20 nmol）をC57BL/6J-Ly-5.2マウスの腹腔内に

投与し、3時間後に脾臓の血球を回収した。Total RNAはRNeasy Mini Kit（QIAGEN）を

用いて抽出し、PrimeScript RT Master Mix（Takara Bio Ink）を用いて逆転写した。

Real-time RT-PCRはSYBR premix Ex Taq reagent（Takara Bio Ink）およびLightCycler 

480 （ Roche Applied Science ） を 用 い て 行 っ た 。 遺 伝 子 の 発 現 量 は 、 HPRT

（hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase）の発現を除算した後に、相対的発現

量としてグラフ化した。プライマー配列は以下の通り。 

IL-15；5’-tctcgtgctacttgtgtttccttc-3’ 、5’-catctatccagttggcctctgtt-3’ 

HPRT；5’-tgacactggtaaaacaatgc-3’ 、5’-tatccaacacttcgagaggt-3’ 

 

統計解析  

	
 データは平均値とSEM で示している。統計的有意差は、各器官・組織におけるNK細胞サ

ブセットの分布ではone-way ANOVA methodで検定を行った後、Tukey’s testを行った。そ
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の他はStudent’s t testで検定を行った。P<0.05で有意差があると見なした。統計解析は

GraphPad Prism（GraphPad Software, San Diego, CA）を用いて行った。 
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第三章	
 結果  

 

マウス成熟NK細胞におけるLy6Cの発現  

	
 C57BL/6J-Ly-5.2マウスの脾臓より血球を採取し、成熟NK細胞（CD11b+ NK1.1+ CD3e-）

におけるLy6Cの発現をフローサイトメトリーにて解析した。その結果、Ly6Cの発現量によ

り二つのサブセットに分かれることを見いだした（Ly6Clow NK細胞およびLy6Chigh NK細胞）

（図2-1-1）。次に、脾臓以外での組織・器官においても成熟NK細胞がLy6Chigh NK細胞お

よびLy6Clow NK細胞の二つのサブセットに分かれるかどうかを調べた。骨髄、肝臓、肺、末

梢血、リンパ節にて同様に解析した結果、全ての組織・器官にLy6Clow NK細胞およびLy6Chigh 

NK細胞が存在することが判明した（図2-1-2 A）。しかしながら、NK細胞発生の場である

骨髄に存在するLy6Chigh NK細胞の割合は、他の組織・器官における存在比率と比較すると

著しく低いことも明らかとなった（図2-1-2 A, B）。また、骨髄ほどではないものの、リン

パ節においてもLy6Chigh NK細胞の割合が低いことが分かった（図2-1-2 A, B）。リンパ節は、

免疫細胞の成熟の場としての役割を持つ (Junt et al., 2008)。これらの結果はLy6Chigh NK細

胞が主に末梢の組織・器官に存在することを示している。 
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Ly6Clow NK細胞およびLy6Chigh NK細胞における表面マーカーの発現  

	
 NK細胞は精巧な受容体群を持ち、それぞれの受容体からNK細胞の細胞傷害活性、サイト

カイン産生を制御するシグナルが伝達される。これらの受容体はNK細胞の応答を惹起し増

強する活性化型と、応答を抑制する抑制性に分類される (Cerwenka and Lanier, 2001; 

Lanier, 2005; Sun and Lanier, 2011; Yokoyama and Plougastel, 2003)。活性化受容体およ

び抑制性受容体の発現が、Ly6Clow NK細胞とLy6Chigh NK細胞において違いがあるか否かを

確かめた。まずマウス脾臓から血球を採取し、その後フローサイトメトリーにて解析した。

その結果、Ly6Clow NK細胞およびLy6Chigh NK細胞における活性化受容体の発現には特段大

きな差がないことが示された（図2-2-1）。一方抑制性受容体は、KLRG1、Ly49C/Iにおい

てLy6Chigh NK細胞の方がLy6Clow NK細胞よりも発現が高いことが判明した（図2-2-2）。

Ly49AはLy6Clow NK細胞の方がLy6Chigh NK細胞よりも発現が高かった（図2-2-2）。さらに、

NK細胞の活性化に関与することが報告されているCD43、CD69、Ly108の発現を比較した 

(Falco et al., 2004; Flaig et al., 2004; Moretta et al., 1991; Nieto et al., 1999)。その結果、

CD43とCD69には差は見られなかったが、Ly108の発現はLy6Clow NK細胞の方がLy6Chigh 

NK細胞よりも発現が高いことが判明した（図2-2-3 A）。以上の結果はLy6Chigh NK細胞の

活性はLy6Clow NK細胞の活性よりも低い可能性を示している。 
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 CD49bとCD27は、NK細胞の後期発生段階の指標となっている (Chiossone et al., 2009; 

Hayakawa and Smyth, 2006; Kim et al., 2002)。両者についても発現の違いを確かめた。図

2-2-3 B に示すように、どちらのサブセットもCD49bにおいては高い発現を示した。一方、

CD27の発現はLy6Clow NK細胞の方がLy6Chigh NK細胞よりも発現が高い傾向があることが

判明した（図2-2-3 B）。この結果は、Ly6Clow NK細胞とLy6Chigh NK細胞の分化ステージが

異なる可能性を示している。 

 

Ly6Chigh NK細胞は活性が抑制された状態である  

	
 NK細胞は免疫応答において様々な役割を果たしているが、中でも重要な役割のうちの一

つにIFN-γ産生が挙げられる (Cerwenka and Lanier, 2001; Vivier et al., 2008; Yokoyama 

and Plougastel, 2003)。そこで、Ly6Clow NK細胞とLy6Chigh NK細胞の活性を比較するため

に、両者のIFN-γ産生をELISAにて定量した。C57BL/6J-Ly-5.2マウス脾臓より血球を採取

し、セルソーターでCD11b+CD49b+CD3e- FcεR1α- Ly6ClowもしくはLy6Chighの分画を分取し

た。そして、分取した細胞を96穴プレートに5×104細胞ずつtriplicateで播種した。NK細胞

は、主にマクロファージや樹状細胞が分泌するIL-12やIL-18の刺激を受けると活性化される 

(Degli-Esposti and Smyth, 2005; Vivier et al., 2008)。そこで、播種した後IL-12もしくは

IL-18を加え、24時間培養した。また、培養している間の細胞死を防ぐため、全てのwellにIL-2
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を加えた (Kuribayashi et al., 1981; Meazza et al., 2011)。培養後、上清のみを回収し、

ELISAを行った。その結果、どちらのサイトカインで刺激した場合も、Ly6Chigh NK細胞は

Ly6Clow NK細胞よりもIFN-γの産生量が低いことが分かった（図2-3-1 A）。また、IL-2のみ

を加えたwellではIFN-γの産生は検出されなかった（図2-3-1 A）。標的細胞に対する傷害活

性は、NK細胞のもう一つの主要な役割である (Cerwenka and Lanier, 2001; Vivier et al., 

2008; Yokoyama and Plougastel, 2003)。活性化されたNK細胞は脱顆粒して標的細胞を傷害

するが、顆粒の中に含まれるgranzyme Bはcaspaseを切断することにより標的細胞のアポト

ーシスを誘導する (Andrade et al., 1998; Russell and Ley, 2002)。そこで、Ly6Clow NK細

胞とLy6Chigh NK細胞の細胞傷害能を比較するために、granzyme B産生をIFN-γと同様の手

法でELISAにて定量した。その結果、どちらのサイトカインで刺激した場合も、Ly6Chigh NK

細胞はLy6Clow NK細胞よりもgranzyme Bの産生量が低いことが分かった（図2-3-1 B）。さ

らに、マウスリンパ腫細胞株であるYAC-1とNK細胞との共培養を行い、CD107aの発現をフ

ローサイトメトリーにて解析した。CD107aはグリコシル化されたタンパク質で、顆粒の膜

に存在する。標的細胞を傷害するために脱顆粒しているNK細胞の細胞膜表面にはCD107a

が発現することが知られており、NK細胞の活性化マーカーとして用いられている (Alter et 

al., 2004)。granzyme Bの産生量と一致して、Ly6Chigh NK細胞はLy6Clow NK細胞よりも

CD107a陽性細胞の割合が低いことが分かった（図2-3-1 C）。これらの結果は、Ly6Chigh NK
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細胞における抑制性レセプターの発現がLy6Clow NK細胞における発現よりも高い、という結

果と一致する。 

	
 IL-15 は NK 細胞の生存と増殖に必須なサイトカインである (Kennedy et al., 2000; 

Meazza et al., 2011; Ogasawara et al., 1998)。そこで、Ly6Clow NK細胞と Ly6Chigh NK細

胞の生存・増殖能を比較するために、マウス脾臓より各サブセットを分取し、IL-15 存在下

で 6日間培養した。図 2-3-2 に示す通り、どちらのサブセットも IL-15存在下で生存してい

ることが明らかとなった。そして、Ly6Clow NK細胞は Ly6Chigh NK細胞と比べて顕著に高

い増殖能を有することが明らかとなった（図 2-3-2）。 

	
 以上の結果から、Ly6Chigh NK細胞は Ly6Clow NK細胞よりも低い活性と増殖能を持つこ

とが明らかとなった。 

 

Ly6Chigh NK 細胞は Ly6Clow NK 細胞から生じる	
 

	
 次に、Ly6Clow NK 細胞と Ly6Chigh NK 細胞の発生順序を明らかにするために、

C57BL/6J-Ly-5.2 マウスと C57BL/6J-Ly-5.1 マウスを用いた移植実験を行った。まず、

C57BL/6J-Ly-5.2マウス脾臓より Ly6Clow NK細胞もしくは Ly6Chigh NK細胞をセルソータ

ーにて分取した。次に、それぞれのサブセットを C57BL/6J-Ly-5.1マウスに尾静脈より移植

した。２週間後、レシピエントマウスの脾臓に存在するドナー由来の細胞（CD45.2+）の Ly6C
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の発現量をフローサイトメトリーにて解析した（図 2-4 A）。その結果、Ly6Clow NK細胞の 

30〜40 %は Ly6Chigh NK細胞	
 へと変化することが判明した（図 2-4 B, C）。一方、ほぼ全

ての Ly6Chigh NK細胞はその発現を保っていた（図 2-4 B, C）。これらの結果は、定常状態

において Ly6Chigh NK細胞は Ly6Clow NK細胞から生じ、Ly6Clow NK細胞は Ly6Chigh NK細

胞から生じないことを示している。 

 

Ly6Chigh NK 細胞は IL-15 存在下で Ly6Clow NK 細胞へと変化する  

	
 IL-15 は NK 細胞の分化や成熟に必須なサイトカインである (Meazza et al., 2011; 

Ogasawara et al., 1998; Walzer et al., 2005)。IL-15が Ly6Cの発現に影響を与えるかを明

らかにするために、C57BL/6J-Ly-5.2マウスの脾臓より Ly6Clow NK細胞および Ly6Chigh NK

細胞を分取し、IL-15存在下で培養した。そして、培養 0、2、4、6日目にて Ly6Cの発現を

フローサイトメトリーにて解析した。図 2-5-1の左の図が示す通り、Ly6Clow NK細胞におけ

る Ly6C の発現量は、いずれの時点においても低いままであった（Ly6Clow(low) NK 細胞）。

しかし、驚くべきことに、Ly6Chigh NK細胞における発現量は 2日目から徐々に下がり始め、

4日目には発現量が中間レベルの細胞が出現した（Ly6Cmid(high) NK細胞）（図 2-5-1、右の

図）。さらに、6日目にはほとんどの細胞が Ly6Clow NK細胞へと変化していた（Ly6Clow(high) 

NK細胞）（図 2-5-1、右の図）。 
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 先に示した通り、Ly6Clow NK細胞は Ly6Chigh NK細胞よりも高い活性を持つことが明ら

かとなっている。そこで、各サブセットを IL-15存在下で 4日間培養し、Ly6Clow NK細胞

より生じた Ly6Clow(low) NK 細胞と Ly6Chigh NK 細胞より生じた Ly6Cmid(high) NK 細胞や

Ly6ChighNK細胞 のままの細胞（Ly6Chigh(high) NK細胞）の活性を比較した。セルソーター

にて分取した Ly6Clow NK細胞および Ly6Chigh NK細胞を 4日間 IL-15存在下で培養し、再

びセルソーターにて目的の細胞を分取した。続いて IL-12 や IL-18 で刺激し、IFN-γ産生量

を ELISAにて定量したところ、Ly6Cmid(high) NK細胞の産生量は Ly6Chigh(high) NK細胞より

も高いことが明らかとなった（図 2-5-2）。さらに、Ly6Cmid(high) NK細胞と Ly6Clow(low) NK

細胞の産生量を比較すると、Ly6Clow(low) NK細胞の方が高いことが明らかとなった（図 2-5-2）。 

	
 次に、Ly6Clow NK細胞およびLy6Chigh NK細胞を IL-15存在下で7日間培養し、Ly6Clow NK

細胞より生じた Ly6Clow(low) NK細胞と Ly6Chigh NK細胞より生じた Ly6Clow(high) NK細胞の

活性を比較した。セルソーターにて分取した Ly6Clow NK細胞および Ly6Chigh NK細胞を 7

日間 IL-15存在下で培養し、再びセルソーターにて目的の細胞を分取した。続いて IL-12や

IL-18で刺激し、IFN-γの産生量を ELISAにて定量したところ、Ly6Clow(high) NK細胞の産生

量は Ly6Clow(low) NK細胞の産生量と同等であることを見いだした（図 2-5-3、上段）。同様

に granzyme Bの産生量を定量したところ、Ly6Clow(high) NK細胞の産生量は Ly6Clow(low) NK

細胞の産生量とほぼ同等であることが判明した（図 2-5-3、下段）。さらに、Ly6Clow(high) NK
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細胞における抑制性レセプターである NKG2A、KLRG1、Ly49C/Iの発現量を調べた。ELISA

の結果と一貫して、これらの発現は明らかに減少していた（図 2-5-4）。一方、Ly6Chigh(high) 

NK細胞においては Ly6Clow(high) NK細胞よりも高い発現を維持していた（図 2-5-4）。 

	
 これまでに、マウス成熟 NK細胞は CD27の発現によってふたつのサブセットに分けられ

ることが報告されている。セルソーターにて分取した Ly6Clow NK 細胞および Ly6Chigh NK

細胞を IL-15存在下で培養し、0、4、6日後に CD27の発現をフローサイトメトリーにて解

析した。図 2-5-5 に示すように、培養 6 日後の CD27 の発現は Ly6Clow(low) NK 細胞、

Ly6Clow(high) NK細胞、Ly6Chigh(high) NK細胞において差がなかった。この結果は、CD27の

発現レベルが IL-15培養後の成熟 NK細胞の活性と一致していないことを示す。 

	
 IL-2は IL-15と同様、NK細胞の生存や増殖に必須なサイトカインである。そこで、Ly6Clow 

NK細胞および Ly6Chigh NK細胞を IL-2存在下で 6日間培養したところ、IL-15ほどではな

いが Ly6Cの発現が低下し、Ly6Chigh NK細胞から Ly6Cmid(high) NK細胞が出現することを

見いだした（図 2-5-6）。 

 

IL-15 強制発現マウスにおいて Ly6Chigh NK 細胞は Ly6Clow NK 細胞へと変化する  

	
 in vitro で観察された Ly6C の発現量の変化が in vivo でも起こるかを確かめるために、

IL-15を強制発現させたマウスに移植実験を行った。in vivoにて IL-15を強制発現させるた
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めに、本研究では hydrodynamic tail vein injection法を用いた。C57BL/6J-Ly-5.2マウス

の脾臓より Ly6Clow NK細胞および Ly6Chigh NK細胞を分取し、C57BL/6J-Ly-5.1マウスへ

尾静脈より移植した。レシピエントマウスである C57BL/6J-Ly-5.1マウスには、移植 6時間

前に pLIVE-IL-15 vectorを尾静脈より投与し（hydrodynamic tail vein injection法）、IL-15

を予め強制発現させた。各サブセットを移植してから 4日後、レシピエントマウスの脾臓か

ら血球を採取し、ドナー由来（CD45.2+）の NK細胞の Ly6Cの発現をフローサイトメトリ

ーにて解析した。その結果、Ly6Chigh NK細胞の約 30%が Ly6Clow NK細胞へと変化するこ

とが明らかとなった（図 2-6）。対照的に、Ly6Clow NK細胞を移植したマウスやコントロー

ル vectorを尾静脈より投与したマウスでは大きな変化は見られなかった（図 2-6）。 

 

poly I:C および CpG を腹腔内に投与したマウスにおいて Ly6Chigh NK 細胞は

Ly6Clow NK 細胞へと変化する  

	
 IL-15 はウイルス感染を起こしたときに積極的に樹状細胞やマクロファージから産生され

るサイトカインである。そこでウイルス感染を模倣するためにウイルスの構成成分である

poly I:Cや CpGを腹腔内に投与し (Eidenschenk et al., 2010; Lucas et al., 2007; Stonier 

and Schluns, 2010)、移植した各サブセットの Ly6Cの発現量を調べることにした。まず、

poly I:C や CpG によって IL-15の発現量が上昇することを確かめた。C57BL/6J-Ly-5.2マ
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ウスに poly I:Cあるいは CpGを腹腔内に投与し、3時間後に脾臓の血球を採取した。脾臓の

血球から total RNAを抽出し、cDNAに逆転写した後に Real-time RT-PCRにて IL-15の発

現量を測定した。図 2-7-1に示す通り、poly I:C、CpGのいずれを投与した場合でも、PBS

を投与した場合に比べ IL-15の発現が約 5倍に上昇していることが確認された。 

	
 次に、poly I:Cを腹腔内に投与した際の、NK細胞における Ly6Cの発現量に対する影響

を調べた。C57BL/6J-Ly-5.2マウスの脾臓より各サブセットを分取し、C57BL/6J-Ly-5.1マ

ウスに尾静脈より移植した。移植直後に poly I:Cを腹腔内に投与した。移植から 4日後、レ

シピエントマウスの脾臓から血球を採取し、ドナー由来（CD45.2+）の NK細胞の Ly6Cの

発現をフローサイトメトリーにて解析した（図 2-7-2 A）。その結果、移植した Ly6Chigh NK

細胞のおよそ 30%が Ly6Clow NK細胞へと変化した（図 2-7-2 B, C）。対照的に、Ly6Clow NK

細胞を移植したマウスや PBS を腹腔内に投与したマウスでは大きな変化は見られなかった

（図 2-7-2 B, C）。 

	
 poly I:Cや CpGはどちらもウイルスの構成成分であるが、それぞれの受容体は異なり、そ

れに続くシグナル経路も異なる。そのため、両者を時間差で立て続けにマウスに投与すると、

相乗効果的に働き、より強い炎症を模倣することができることが知られている (Napolitani 

et al., 2005; Zhu et al., 2008)。そこで、poly I:Cおよび CpGを腹腔内に投与した際の、NK

細胞における Ly6Cの発現量に対する影響を調べた。C57BL/6J-Ly-5.2マウスの脾臓より各
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サブセットを分取し、C57BL/6J-Ly-5.1マウスに尾静脈より移植した。移植直後に poly I:C

を腹腔内に投与した。２日後、CpGを腹腔内に投与した。移植から 4日後、レシピエントマ

ウスの脾臓から血球を採取し、ドナー由来（CD45.2+）の NK細胞の Ly6Cの発現をフロー

サイトメトリーにて解析した（図 2-7-3 A）。その結果、Ly6Chigh NK細胞の約半分が Ly6Clow 

NK細胞へと変化することが明らかとなった（図 2-7-3 B, C）。対照的に、Ly6Clow NK細胞

を移植したマウスや PBS を腹腔内に投与したマウスでは大きな変化は見られなかった（図

2-7-3 B, C）。 

	
 以上の結果により、Ly6Chigh NK細胞は IL-15が高発現される環境下で Ly6Clow NK細胞

へと変化することのできる可塑性をもった細胞であることが明らかとなった。 
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図 2-1-1	
 マウス成熟 NK細胞における Ly6Cの発現 
C57BL/6J-Ly-5.2 マウスの脾臓より血球を採取し、成熟 NK 細胞（CD11b+NK1.1+	
 

CD3e-）における Ly6Cの発現をフローサイトメトリーにて解析した。これは、3回
行われた実験のうち、代表的な結果である。 
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図 2-1-2	
 各組織・器官の成熟 NK細胞における Ly6Cの発現 
C57BL/6J-Ly-5.2マウスの脾臓（spleen）、骨髄（bone marrow）、肝臓（liver）、
肺（lung）、末梢血（peripheral blood）、リンパ節（lymph node）より血球を採取
し、成熟 NK細胞（CD11b+NK1.1+CD3e-）における Ly6Cの発現をフローサイトメ
トリーにて解析した。（A）Ly6C の発現レベルをヒストグラムにて表した。数値は
Ly6Chigh NK細胞の割合を示す。この結果は、3回行われた実験のうち、代表的なも
のである。 
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図 2-1-2	
 各組織・器官の成熟 NK細胞における Ly6Cの発現 
（B）各組織・器官における Ly6Chigh NK細胞の割合。バーはそれぞれの平均値を示
す（n = 3）。P値は one-way ANOVA検定の結果である。Tukey’s testの結果、骨
髄と脾臓、肝臓、肺、末梢血の間には、それぞれ有意差があった。さらに、リンパ節

と脾臓、肝臓、肺、末梢血の間にも、それぞれ有意差があった。
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図 2-2-1	
 Ly6Clow NK細胞および Ly6Chigh NK細胞における活性化受容体の発現 
C57BL/6J-Ly-5.2マウスの脾臓より血球を採取し、Ly6Clow NK細胞およびLy6Chigh 
NK細胞における活性化受容体の発現をフローサイトメトリーにて解析した。黒の実
線は各受容体の発現、グレーはisotype controlを示す。Ly6Clow NK細胞および
Ly6Chigh NK細胞はCD11b+NK1.1+CD3e-の細胞集団にゲートしてある。数値は平均

値（%）± 標準誤差を示す（n=3）。ヒストグラムは、3回行われた実験のうち、代
表的な結果である。 
* P < 0.05 
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図 2-2-2	
 Ly6Clow NK細胞および Ly6Chigh NK細胞における抑制性受容体の発現 
C57BL/6J-Ly-5.2マウスの脾臓より血球を採取し、Ly6Clow NK細胞およびLy6Chigh 
NK細胞における抑制性受容体の発現をフローサイトメトリーにて解析した。黒の実
線は各受容体の発現、グレーはisotype controlを示す。Ly6Clow NK細胞および
Ly6Chigh NK細胞はCD11b+NK1.1+CD3e-の細胞集団にゲートしてある。数値は平均

値（%）± 標準誤差を示す（n=3）。ヒストグラムは、3回行われた実験のうち、代
表的な結果である。 
** P < 0.01, *** P < 0.001 
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図 2-2-3	
 Ly6Clow NK細胞および Ly6Chigh NK細胞における各マーカーの発現 
C57BL/6J-Ly-5.2マウスの脾臓より血球を採取し、Ly6Clow NK細胞およびLy6Chigh 
NK細胞における各マーカーの発現をフローサイトメトリーにて解析した。黒の実線
は各マーカーの発現、グレーはisotype controlを示す。Ly6Clow NK細胞および
Ly6Chigh NK細胞はCD11b+NK1.1+CD3e-の細胞集団にゲートしてある。（A）NK細
胞の代表的な活性化マーカーの発現。（B）NK細胞の後期発生段階のマーカーの発
現。数値は平均値（%）± 標準誤差を示す（n=3）。ヒストグラムは、3回行われた
実験のうち、代表的な結果である。 
** P < 0.01, *** P < 0.001 
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図 2-3-1	
 Ly6Clow NK細胞および Ly6Chigh NK細胞における活性の比較 
C57BL/6J-Ly-5.2マウスの脾臓より血球を採取し、CD11b+CD49b+CD3e-FcεR1α- 

Ly6ClowもしくはLy6Chighの分画をセルソーターにて分取した。分取した細胞は5 × 
104 細胞ずつ播種し、IL-12（100 ng/ml）もしくはIL-18 （100 ng/ml）で刺激した。
24時間後、上清を回収し、IFN-γ（A）およびgranzyme B（B）の産生量をELISAに
て定量した。これらは、3回行われた実験のうち、代表的な結果である。 
** P < 0.01, *** P < 0.001	
 	
 N.D., 検出できず（not detected） 
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図 2-3-1	
 Ly6Clow NK細胞および Ly6Chigh NK細胞における活性の比較 
（C）C57BL/6J-Ly-5.2マウスの脾臓より血球を採取し、CD49b+の分画を磁気細胞

分離装置にて分取した。分取した細胞はIL-18 （100 ng/ml）で16時間刺激した。そ
の後、effector target比1:1でYAC-1と共培養し、CD11b+CD49b+CD3e-Ly6Clowもし

くはLy6Chigh NK細胞におけるCD107a陽性細胞の割合をフローサイトメトリーにて
解析した。1回の実験における共培養はtriplicateで行われており、右のグラフはそれ
らの平均値と＋標準誤差を示している。これらは、3回行われた実験のうち、代表的
な結果である。 
** P < 0.01 
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図 2-3-2	
 Ly6Clow NK細胞および Ly6Chigh NK細胞における細胞増殖能の比較 
C57BL/6J-Ly-5.2マウスの脾臓より血球を採取し、CD11b+CD49b+CD3e-FcεR1α- 

Ly6ClowもしくはLy6Chighの分画をセルソーターにて分取した。分取した細胞はIL-15
（100 ng/ml）存在下で6日間培養し、絶対細胞数を0.4% trypan blueを用いてカウン
トした。1回の実験における培養はtriplicateで行われており、グラフはそれらの平均
値と＋標準誤差を示している。この結果は、3回行われた実験のうち、代表的なもの
である。 
* P < 0.05 
  



 41 

 

 

 

A 

 
 
図 2-4	
 Ly6Chigh NK細胞は Ly6Clow NK細胞から生じる 
（A）C57BL/6J-Ly-5.2マウスの脾臓よりCD11b+CD49b+CD3e-FcεR1α- Ly6Clowもし

くはLy6Chighの分画をセルソーターにて分取し、C57BL/6J-Ly-5.1マウスに尾静脈よ
り移植した。2週間後、レシピエントマウスの脾臓より血球を採取し、ドナー細胞に
おけるLy6Cの発現をフローサイトメトリーにて解析した。 
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図 2-4	
 Ly6Chigh NK細胞は Ly6Clow NK細胞から生じる 
（B）移植したLy6Clow NK細胞（上段）およびLy6Chigh NK細胞（下段）におけるLy6C
の発現をヒストグラムで示す。CD45.2+CD11b+NK1.1+CD3e-の細胞集団にゲートし

て解析した。これらは、3回行われた実験のうち、代表的な結果である。（C）ドナ
ー細胞におけるLy6Clow NK細胞およびLy6Chigh NK細胞の割合。左のグラフ
（Ly6Clow i.v.）はLy6Clow NK細胞を移植した場合、右のグラフ（Ly6Chigh i.v.）は
Ly6Chigh NK細胞を移植した場合の結果である。バーはそれぞれの平均値を示す（n = 
3）。 
 
 
 



 43 

 

 
 

 
 
  
 
図 2-5-1	
  IL-15による培養後の Ly6Cの活性変化 
C57BL/6J-Ly-5.2マウスの脾臓よりCD11b+CD49b+CD3e-FcεR1α-Ly6Clowもしくは

Ly6Chighの分画をセルソーターにて分取し、IL-15存在下（100 ng/ml）で培養した。
そして、培養 0、2、4、6日目にて Ly6Cの発現をフローサイトメトリーにて解析し
た。左の図は Ly6Clow NK細胞を、右の結果は Ly6Chigh NK細胞を培養した結果で
ある。これらは、3回行われた実験のうち、代表的な結果である。 
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図 2-5-2	
  IL-15による培養後の活性変化 
セルソーターで分取したLy6Clow NK細胞およびLy6Chigh NK細胞をIL-15存在下で4
日間培養した。その後再びセルソーターにて、Ly6Clow(low) NK細胞、Ly6Cmid(high) NK
細胞、Ly6Chigh(high) NK細胞を分取した。分取した細胞は2 × 104 細胞ずつ播種し、

IL-12（100 ng/ml）もしくはIL-18 （100 ng/ml）で刺激した。24時間後、上清を回
収し、IFN-γの産生量をELISAにて定量した。これらは、3回行われた実験のうち、
代表的な結果である。 
*** P < 0.001	
 	
 N.D., 検出できず（not detected） 
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図 2-5-3	
  IL-15による培養後の活性変化 
セルソーターで分取したLy6Clow NK細胞およびLy6Chigh NK細胞をIL-15存在下で7
日間培養した。その後再びセルソーターにて、Ly6Clow(low) NK細胞およびLy6Clow(high) 
NK細胞を分取した。分取した細胞は2 × 104 細胞ずつ播種し、IL-12（100 ng/ml）
もしくはIL-18 （100 ng/ml）で刺激した。24時間後、上清を回収し、IFN-γ（上段）
とgranzyme B（下段）の産生量をELISAにて定量した。これらは、3回行われた実
験のうち、代表的な結果である。 
* P < 0.05	
 	
 N.D., 検出できず（not detected）, N.S., 有意差なし（not significance） 
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図 2-5-4	
  IL-15による培養後の抑制性受容体の発現変化 
セルソーターで分取したLy6Clow NK細胞およびLy6Chigh NK細胞をIL-15存在下で6
日間培養した。その後、Ly6Clow(low) NK細胞、Ly6Clow(high) NK細胞、Ly6Chigh(high) NK
細胞における抑制性受容体の発現をフローサイトメトリーにて解析した。黒の実線は

各受容体の発現、グレーはisotype controlを示す。これらは、3回行われた実験のう
ち、代表的な結果である。 
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図 2-5-5	
  IL-15による培養後の CD27の発現変化 
セルソーターで分取したLy6Clow NK細胞およびLy6Chigh NK細胞をIL-15存在下で
培養した。培養0、4、6日目にて、CD27の発現をフローサイトメトリーにて解析し
た。これらは、2回行われた実験のうち、代表的な結果である。 
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図 2-5-6	
  IL-2による培養後の抑制性受容体の発現変化 
C57BL/6J-Ly-5.2マウスの脾臓よりCD11b+CD49b+CD3e-FcεR1α-Ly6Clowもしくは

Ly6Chighの分画をセルソーターにて分取し、IL-2 存在下（100 ng/ml）で培養した。
そして、培養 6日目にて Ly6Cの発現をフローサイトメトリーにて解析した。これら
は、2回行われた実験のうち、代表的な結果である。 
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図 2-6	
  IL-15強制発現マウスにおいてLy6Chigh NK細胞はLy6Clow NK細胞へ変化
する 
	
 IL-15 あるいはコントロール vectorを C57BL/6J-Ly-5.1マウスに尾静脈より投与
した。6時間後、C57BL/6J-Ly-5.2マウスの脾臓より Ly6Clow NK細胞と Ly6Chigh NK
細胞を分取し、vectorを投与したマウスにそれぞれ尾静脈より移植した。4日後、レ
シピエントマウスの脾臓より血球を採取し、ドナー細胞における Ly6Cの発現をセル
ソーターにて解析した。左の図（Ly6Clow i.v.）は Ly6Clow NK細胞を、右の図（Ly6Chigh 

i.v.）は Ly6Chigh NK 細胞を移植したマウスの結果である。ヒストグラムは

CD45.2+CD11b+NK1.1+CD3e-の細胞集団にゲートしてある。これらは、3 回行われ
た実験のうち、代表的な結果である。 
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図 2-7-1	
 poly I:Cまたは CpG腹腔投与時の IL-15の発現変化 
C57BL/6J-Ly-5.2マウスに PBS、poly I:C（100 µg）、CpG（20 nmol）をそれぞれ
腹腔投与し、3時間後に脾臓の血球を採取した。脾臓の血球から total RNAを抽出し、
cDNAに逆転写した後に Real-time RT-PCRにて IL-15の発現量を測定した。IL-15
の発現量は HPRT の発現量を除算した後に、相対的発現量としてグラフ化した。バ
ーはそれぞれの平均値を示す（n = 3）。PBS投与時の平均値を 1としている。 
* P < 0.05, ** P < 0.01 
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図 2-7-2	
 poly I:C投与マウスにおいて Ly6Chigh NK細胞は Ly6Clow NK細胞へ変化
する 
（A）C57BL/6J-Ly-5.2マウスの脾臓より Ly6Clow NK細胞もしくは Ly6Chigh NK細
胞をセルソーターにて分取し、C57BL/6J-Ly-5.1 マウスに尾静脈より移植した。移
植直後に poly I:Cを腹腔内に投与した。4日後、レシピエントマウスの脾臓から血球
を採取し、ドナー由来（CD45.2+）の NK細胞の Ly6Cの発現をフローサイトメトリ
ーにて解析した。（B）左の図（Ly6Clow i.v.）は Ly6Clow NK細胞を、右の図（Ly6Chigh 

i.v.）は Ly6Chigh NK 細胞を移植したマウスの結果である。ヒストグラムは

CD45.2+CD11b+NK1.1+CD3e-の細胞集団にゲートしてある。これらは、3 回行われ
た実験のうち、代表的な結果である。 
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図 2-7-2	
 poly I:C投与マウスにおいて Ly6Chigh NK細胞は Ly6Clow NK細胞へ変化
する 
（C）ドナー細胞における Ly6Clow NK細胞および Ly6Chigh NK細胞の割合。左のグ
ラフ（Ly6Clow i.v.）は Ly6Clow NK細胞を移植した場合、右のグラフ（Ly6Chigh i.v.）
は Ly6Chigh NK 細胞を移植した場合の結果である。バーはそれぞれの平均値を示す
（n = 3）。 
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図 2-7-3	
 poly I:C/ CpG投与マウスにおいて Ly6Chigh NK細胞は Ly6Clow NK細胞
へ変化する 
（A）C57BL/6J-Ly-5.2マウスの脾臓より Ly6Clow NK細胞もしくは Ly6Chigh NK細
胞をセルソーターにて分取し、C57BL/6J-Ly-5.1 マウスに尾静脈より移植した。移
植直後に poly I:Cを腹腔内に投与した。さらに２日後、CpGを腹腔内に投与した。
移植から 4日後、レシピエントマウスの脾臓から血球を採取し、ドナー由来（CD45.2+）

の NK 細胞の Ly6C の発現をフローサイトメトリーにて解析した。（B）左の図
（Ly6Clow i.v.）は Ly6Clow NK細胞を、右の図（Ly6Chigh i.v.）は Ly6Chigh NK細胞
を移植したマウスの結果である。ヒストグラムは CD45.2+CD11b+NK1.1+CD3e-の細

胞集団にゲートしてある。これらは、3回行われた実験のうち、代表的な結果である。 
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図 2-7-3	
 poly I:C/ CpG投与マウスにおいて Ly6Chigh NK細胞は Ly6Clow NK細胞
へ変化する 
（C）ドナー細胞における Ly6Clow NK細胞および Ly6Chigh NK細胞の割合。左のグ
ラフ（Ly6Clow i.v.）は Ly6Clow NK細胞を移植した場合、右のグラフ（Ly6Chigh i.v.）
は Ly6Chigh NK 細胞を移植した場合の結果である。バーはそれぞれの平均値を示す
（n = 3）。 
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第四章	
 考察  

 

生体内における Ly6Clow NK 細胞と Ly6Chigh NK 細胞の発生順序  

	
 本研究により、マウス成熟NK細胞は Ly6Cの発現により Ly6Clow NK細胞と Ly6Chigh NK

細胞の二つのサブセットに分かれることが明らかとなった。どちらのサブセットもリンパ系、

非リンパ系に関わらず、体内の様々な組織・器官に存在していたが、骨髄における Ly6Chigh 

NK細胞の存在比率は ly6Clow NK細胞の存在比率よりも明らかに低かった。骨髄は一次リン

パ組織であり、NK細胞発生の場である (Kim et al., 2002; Yokoyama et al., 2004)。更に、

本研究では移植実験により、生体内で Ly6Clow NK細胞が Ly6Chigh NK細胞へと変化するこ

とを示した。一方で、Ly6Chigh NK細胞のほとんどは Ly6Cの発現を高く保っていた。これ

らの結果は、Ly6Chigh NK細胞は Ly6Clow NK細胞に由来することを示している（図 3-1）。 

 

Ly6Clow NK 細胞と Ly6Chigh NK 細胞における活性の比較  

	
 NK 細胞は、腫瘍やウイルス感染に対する初期免疫応答に貢献する免疫細胞である。NK

細胞の主な役割としては、抗腫瘍・抗ウイルス反応を増強する IFN-γを産生することや、腫

瘍細胞やウイルス感染細胞に対して傷害性を示すことが挙げられる	
 (Cerwenka and Lanier, 

2001; Vivier et al., 2008; Yokoyama and Plougastel, 2003)。本研究では、Ly6Chigh NK細
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胞による IFN-γや granzyme Bの産生量、および脱顆粒マーカーである CD107aの発現量が

Ly6Clow NK細胞よりも低いことを明らかにした。また、Ly6Chigh NK細胞と Ly6Clow NK細

胞における活性化受容体と抑制性受容体の発現量を比較し、Ly6Chigh NK細胞における抑制

性受容体の発現が Ly6Clow NK細胞よりも高い傾向にあることを明らかにした。この結果は、

Ly6Chigh NK細胞におけるNK活性が Ly6Clow NK細胞よりも低い、という結果と一致する。

さらに、IL-15で培養した場合、Ly6Chigh NK細胞の増殖能は Ly6Clow NK細胞と比べて顕

著に低いことが判明した。 

	
 以上の結果から、定常状態の Ly6Chigh NK細胞の活性は Ly6Clow NK細胞と比べて明らか

に抑制されており、休眠状態であることが明らかとなった（図 3-1）。 

 

ヒト成熟 NK 細胞との比較  

	
 ヒトでは、成熟した NK細胞は CD56の発現により CD56bright NK細胞と CD56dim NK細

胞の二つのサブセットに分けられることができ、各サブセットがそれぞれ違った機能を持っ

ていることが知られている (Caligiuri, 2008; Cooper et al., 2001; Frey et al., 1998; Jacobs 

et al., 2001)。CD56bright NK細胞は多量の IFN-γを産生するが、細胞傷害能はさほど高くな

い。一方、CD56dim NK細胞の細胞傷害能は高いが、IFN-γの産生量は少ない。さらに、CD56dim 

NK 細胞は CD56bright NK 細胞から分化することも明らかとなっている (Caligiuri, 2008; 
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Lanier et al., 1986)。マウス成熟 NK細胞では先行研究において、本研究の結果と同様に、

成熟 NK細胞の中でも後に出現する分画は IFN-γ産生能や細胞傷害能が抑制されていること

が明らかとなっている。さらに、それらの増殖能が低いことも明らかとなっている 

(Hayakawa and Smyth, 2006; Huntington et al., 2007; Robbins et al., 2002)。これらの結

果はヒト成熟 NK細胞とは異なっており、これまでの研究では、マウス成熟 NK細胞におけ

る各サブセットの生理学的意義は不明のままであった。 

 

Ly6Chigh NK 細胞の生理学的意義  

	
 本研究によって、Ly6Chigh NK 細胞は IL-15 存在下で培養すると、Ly6Clow NK 細胞

（Ly6Clow(high) NK細胞）へ変化することが明らかとなった。さらに、Ly6Clow(high) NK細胞

における IFN-γと granzyme Bの産生量は、IL-15培養後の Ly6Clow NK細胞（Ly6Clow(low) NK

細胞）における産生量と同等であることも判明した。このように Ly6Chigh NK細胞が Ly6Clow 

NK細胞へ変化する現象は、IL-15を強制発現したマウスや、IL-15の発現を促進する poly I:C

と CpGを腹腔内投与したマウスにおいても観察された。IL-15は NK細胞の生存に必須なサ

イトカインであり、定常状態でも産生されている。そのような状況下では、活性の強い

Ly6Clow NK細胞は休眠状態である Ly6Chigh NK細胞へと移行する。しかし poly I:Cや CpG

の腹腔内投与時のような IL-15の産生が増加したときは、Ly6Chigh NK細胞は再活性化され
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る。これらの結果は、Ly6Chigh NK細胞は IL-15が高発現される環境下で活性の高い Ly6Clow 

NK 細胞へと変化することができる可塑性を持った細胞であることを示している（図 3-1）。

poly I:Cや CpGはウイルスの構成成分であるが、ウイルス感染によって強い炎症が惹起され、

Ly6Clow NK細胞のみでは対応しきれない場合に、Ly6Chigh NK細胞が再活性化されるので

はないだろうか。つまり、Ly6Chigh NK細胞は「免疫応答に備えた休眠細胞」であると考え

られる。このような報告は未だかつて無く、本研究は NK細胞の新たな特徴を明らかにした

ものである。また、これまでマウス成熟 NK細胞は、主に CD27の発現レベルによって二つ

のサブセットに分けられてきた。しかし、IL-15による成熟 NK細胞の再活性化は CD27の

発現によって追跡することは出来なかった。上記の現象は Ly6Cを用いた本研究だからこそ

見いだせた特徴であると言える。 

 

他のサイトカイン存在下での培養  

	
 IL-2は IL-15と同様、NK細胞の生存や増殖に必須なサイトカインである。そこで、Ly6Clow 

NK 細胞および Ly6Chigh NK 細胞を IL-2 存在下で培養したところ、IL-15 ほどではないが

Ly6Cの発現が低下し、培養 6日目で Ly6Chigh NK細胞から Ly6Cmid(high) NK細胞が出現す

ることを見いだした。IL-2 の受容体はα鎖、β鎖、γ鎖から構成されているが、IL-15 受容体

とβ鎖とγ鎖を共有している (Meazza et al., 2011)。IL-15ほど強い作用ではないが、IL-2に
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よっても Ly6Chigh NK細胞から Ly6Cmid(high) NK細胞が出現するのは、このことと何らかの

関係があるのかも知れない。 

 

メモリーCD8+T 細胞との類似性  

	
 Ly6C は主にリンパ球、単球／マクロファージ、顆粒球、内皮細胞に発現しており、詳細

な機能は不明であるが、発現細胞の発生・成熟に関与していると考えられている (Hanninen 

et al., 2011; Jutila et al., 1994; Jutila et al., 1988)。興味深いことに、ナイーブ T細胞にお

ける Ly6C の発現は低く、メモリーCD8+ T 細胞では Ly6C の発現が高いことが明らかにさ

れている (Hanninen et al., 2011; Sun and Lanier, 2011; Walunas et al., 1995)。NK細胞

とCD8+ T細胞には、多くの共通した性質が存在する (Bezman et al., 2012; Sun and Lanier, 

2011)。NK 細胞も T 細胞もリンパ球系に分類され、共通の前駆体から分化する。そして、

両者の分化や維持には IL-15の存在が重要な役割を果たしている。さらに、いくつかの細胞

表面分子を共有していることや、標的細胞の認識機構こそ違うものの標的細胞傷害のメカニ

ズムは同じであること、ウイルス感染時に IL-12に応答して IFN-γを大量に産生することな

ども挙げられる。一般的に、メモリーCD8+ T 細胞の寿命は長く、一次感染後の活性は抑制

されていることが知られている。そして、同じ抗原に再び感染した時に再活性化される 

(Kaech et al., 2003; Wherry and Ahmed, 2004)。定常状態では活性が抑制されており、刺激
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に応じて再活性化されるという性質をふまえると、Ly6Chigh NK 細胞はおそらくメモリー

CD8+ T細胞と類似の細胞であると考えることができる。 

 

「メモリー」NK 細胞の存在と類似性  

	
 NK 細胞はこれまで自然免疫系で働く細胞であると考えられてきた。しかしながら、最近

になり、NK 細胞にもメモリー機能が存在し獲得免疫系に寄与しているという報告がされた 

(O'Leary et al., 2006; Sun et al., 2009)。Sun et al., 2009によると、サイトメガロウイルス

感染のマウスモデルでは、ウイルス特異的な Ly49H 受容体を持つ NK 細胞が、T 細胞と同

様に、感染後に脾臓で 100 倍、肝臓で 1000 倍に増殖する。さらに、NK 細胞の半減期は 2

週間とされているが、Ly49H+ NK 細胞は感染後数ヶ月もの間、リンパ器官および非リンパ

器官に存在し続ける。このような「メモリー」NK 細胞は、再活性化された場合には迅速に

細胞傷害性を示し、サイトカインを産生する。そして、「メモリー」NK細胞を非感染マウス

へ移植した後にウイルスに感染させると、強力な二次増殖が起こり、防御性免疫が生じる。

興味深いことに、このような「メモリー」NK 細胞は Ly6C の発現が高いことが判明してい

る。さらに、同じグループの研究者は、リンパ球が減少したマウスに成熟 NK細胞を移植す

ると、自己複製をする寿命の長い NK細胞が出現することも明らかにしている (Sun et al., 

2011)。そのような NK 細胞はリンパ器官および非リンパ器官において半年以上も存在する
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と共に、機能も維持していることが示されており、ウイルスに感染させると強力に反応する。

しかしながら、この「長生き」NK細胞におけるLy6Cの発現は明らかにされていない。Ly6Clow 

NK細胞がどのようなメカニズムで Ly6Chigh NK細胞になるのか、また、「メモリー」NK細

胞や「長生き」NK 細胞と本研究が示した Ly6Chigh NK 細胞にどのような関係があるのか、

今後更なる研究が必要である。 
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図 3-1 本研究により明らかになったこと 
Ly6Chigh NK細胞は Ly6Clow NK細胞と比べて抗腫瘍・抗ウイルス活性が低い細胞集
団であることが示された。また、Ly6Chigh NK 細胞は Ly6Clow NK 細胞から生じる
NK細胞であることが明らかとなった。これらの結果から、Ly6Chigh NK細胞は休眠
状態にある成熟 NK 細胞であると考えられる。一方、Ly6Chigh NK 細胞は IL-15 が
高発現される環境下で活性の高い Ly6Clow NK 細胞へと変化することができる可塑
性を持った細胞であることが明らかとなった。 
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第五章	
 結論  

 

	
 本研究により、Ly6Chigh NK細胞は Ly6Clow NK細胞と比べて抗腫瘍・抗ウイルス活性が

低い細胞集団であることが示された。また、Ly6Chigh NK細胞は Ly6Clow NK細胞から生じ

る NK細胞であることが明らかとなった。これらの結果から、Ly6Chigh NK細胞は休眠状態

にある成熟 NK細胞であると考えられる。 

	
 一方、Ly6Chigh NK細胞は IL-15が高発現される環境下で活性の高い Ly6Clow NK細胞へ

と変化することができる可塑性を持った細胞であることが明らかとなった。IL-15は NK細胞

の生存に必須なサイトカインであり、定常状態でも産生されている。そのような状況下では、

活性の強い Ly6Clow NK細胞は休眠状態である Ly6Chigh NK細胞へと移行する。しかし poly I:C

や CpGの腹腔内投与時のような IL-15の産生が増加したときは、Ly6Chigh NK細胞は再活性

化される。つまり、Ly6Chigh NK細胞は「免疫応答に備えた休眠細胞」であると考えられる。

このような報告は未だかつて無く、本研究は NK細胞の新たな特徴を明らかとしたものであ

る。	
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