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学位、論文の内容要旨

Dendritic ceU. SIRPαregulates homeostasis of denq.ritic cells in 
lymphoid-o茸gans

樹状細胞上の SIR~α はリンパ組織における樹状細胞の恒常性を制御する

神戸大学大学院医学研究科医三科学専攻

皮膚科学

(指導教員:錦織千佳子教授)

鷲尾健

(目的)

椴状細胞 (DendriticCells: DC)は全身に分布する抗原提示細胞であり、 T細胞を介

した免疫応答や免疫寛容の誘導に重要な役割を果たすことが知られている。 DCはそ

の機能により、 T細胞への強力な抗原提示能を有するコンペン、ンョナル DC(cDC)、

ならびにI型インターフエロンの産生に重要な形質細胞様DC(pDC)に大別される。

更に免疫応答の中心の場である牌臓やリンパ節などの二次リンパ組織においては、

cDCは機能的に異なった分画である CD8α陽性cDC(CD8+ cDC)ならびにCD8a陰

性cDC(CD8-cDC)に細分される。

Signal regulatory protein a (SIRPa)は、血球細胞、特にDCやマクロファージ

に強発現する 1回貫通型膜蛋白であり、SIRPaの細胞内領域がチロシンリン酸化を受

けることにより、 SIRPαは細胞質型チロシンホスファターゼである ShplやShp2を

活性化させる。一方 SIRPaの細胞外領域は免疫グロプリン様構造を有し、リガンド

である膜蛋白 CD47と結合することにより、SIRPaのりン酸化が促進されることが知

られている。マウス cDC分画のうち、SIRPaはCD8-cDCに特異的に発現しており、

全身性にSIRPαの細胞内領域を欠失させたマウスを用いた研究から、SIRPaは、CD8-

cDC、特にこれらの主分画である CD4+CD8-cDC (CD4+ cDC)の恒常性の制御に重

要であることが明らかとされた。しかしながら、 SIRPaはDC以外にもマクロファー

ジや好中球にも発現しており、 DCに発現する内因性のSIRPaがこれらの制御に重要

かどうかは明らかとなっていない。このため本研究では、 DC特異的に SIRPaを欠

損させたマウスを作製し、 SIRPaのDCの恒常性制御における役割を検討した。

(方法及び結果)

本研究では最初に、マウス Sirpa遺伝子配列の転写開始領域をターゲットとした



loxP配列を有する SIRPα-floxed(SirpafJ/f1) マウスを作製した。続いて Sirpa凹マ

ウスをDC特異的に Creリコンビナーゼを発現する CDllc-Creマウスと交配するこ

とでDC特異的 SIRPaコンディショナルノックアウトマウス (SirpatillCマウス)を

作製した。さらに全身性にCreリコンビナーゼを発現するCMV-CreマウスをS左pa日Jf1

と交配させることで全身性にSIRPαを欠失させたマウス(Sirp;rl-マウス)も作製し、

これらのマウスを本研究に用いた。なお、コントロールにはSirpafJ/f1マウスを使用し

た。

まず、 SirpalillCマウスにおける DC特異的な Sirpa遺伝子の欠損を確認するため、

マウス牌臓から cDC、pDC、T細胞、 B細胞をセルソーターを用いて単離し、それぞ

れの分画より DNAを抽出して PCR法を用い Sirpa遺伝子の欠損を確認した。その

結果、 SirpatillCマウスではcDCならびにpDC分画特異的なSirpa遺伝子の欠損を認

めた。次にDC、マクロファージにおける SIRP，αの発現をフローサイトメトリーを用

いて検討した。 SirpalillCマウスでは、 DC上のSIRPαの発現は認められず、マクロフ

ァージや単球で、はその発現は保たれていたことから、 Sirpad.DCマウスでのDC特異的

なSIRPaの欠失が確認できた。

続いて、 DC特異的なSIRPaの欠失がDC自身の恒常性に与える影響をフローサイ

トメトリーにより検討した。 SirpatIDCマウスやSirp;rlーマウスの牌臓では、 cDCの比

率及ひ鞄対数は著明に減少していたが、 pDC分画の減少は認められなかった。さらに

SirpatillCマウスやSirp;rl-マウスでは、 cDC分画において CD4+cDCが著明に減少し

ていた一方、CD4-CD8-cDC分画、CD8+cDC分画の減少は認められなかった。また、

CD4+cDCはマウス牌臓内では白牌髄辺縁領域のbridgingchannelと呼ばれる領域に

存在することが知られているが、マウス牌臓凍結切片を免疫組織染色で検討したとこ

ろ、 SirpalillCマウスならびに S主p;rlーマウス牌臓では、 bridgingchannelにおける

CDllcの発現、特にCD4+cDCに特異的な細胞表面マーカーである 33Dlの発現の著

しい減少が認められた。さらに、 SirpalillCマウス及び Sirp;rl-マウスのリンパ節にお

いても、牌臓と同様にcDC、特にCD4+cDCの比率も明らかに減少していた。以上の

結果から、DC内在性のSIRPαがCD4+cDCの恒常性の制御に重要であることが示さ

れた。

一方、表皮には DCの亜分画であるランゲノレハンス細胞 (LC)が存在し、 SIRPα

はLCにおいても強発現することが知られている。 Sirpa'ιDCマウス及びSirp;rlーマウ

ス表皮においては、 LCの数が半減しており、表皮LCにおいても LC上のSIRPαが

自身の恒常性の維持に重要な役割を果たすことが示唆された。

近年Notch2受容体を介したシグナノレがcDCの恒常性の制御に重要であり、特に細

胞表面にESAMを発現する cDCの恒常性の制御に重要であることが報告されている。

フローサイトメトリーを用いた解析では、マウス cDCにおいて ESAMはSIRPa陽

性分画に優位に発現しており、 SirpatillCマウス牌臓においては、 ESAM陽性cDCの

選択的減少を認めた。さらに、 Notch受容体シグナルの標的遺伝子である Heslの発

現は、 SirpatillCマウス牌臓で著明に減少していた。

加えて、 G蛋白質共役受容体である EBI2とそのリガンドである 7a，25-0HCも、

CD4+cDCの恒常性の維持に重要であることが最近になり明らかとされた。フローサ

イトメトリーを用いた解析では、 EBI2の発現は SIRPα陽性cDCに選択的に発現し

ており、 S均 atillCマウス牌臓において EBI2陽性 cDCの数が著しく減少することが

明らかとなった。一方、 S均 atillCマウス牌臓における 7a，25・OHCの産生に必須な酵

素である CH25Hや CYP7Bl、また分解に重要な酵素である HSD3B7の発現の減少

を認めなかった。

(結論)

DC特異的にSIRPαの発現が欠損したSirpatillCマウス、ならびに全身性にSIRPaを



欠損させた S左pg-l-マウスを用いた検討により、 DC上に発現する内因性のSIRPaが

二次リンパ組織においてcDC、特に CD4+cDCの恒常性の維持に重要であることが明

らかとなった。また表皮LCにおいても内因性のSIRPaが表皮LCの恒常性の維持に

重要であることが示された。
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【研究目的】

樹状細胞 (DendriticCells: DC)は全身に分布する抗原提示細胞であり、 T細胞を介した免疫応

答や免疫寛容の誘導に重要な役割を果たすことが知られている。 DCはその機能により、コンベン

ショナルDC(cDC)、形質細胞様DC(pDC)に大別され、さらにcDCはCD4陽性cDC(CD4+ cDC) 

等に細分される。 DC上に発現する免疫グロプリン様膜蛋白質である SIRPaは、これまでの全身性

1;: SIRPaの細胞内領域を欠失させたマウスを用いた研究から、 CD4+cDCの恒常性の制御に重要

であることが報告されている。しかしながら、 SIRPaはDC以外にもマクロファージや好中球にも

発現しており、 DCに発現する内因性のSIRPaがこれらの制御に重要かどうかは不明な点が多い。

本研究ではDC上に発現する内因性のSIRPaがその恒常牲に如何に関与するかについて明らか

にすべく、コンディショナルノックアウトマウスを用いた検討を行った。

【研究方法および結果、考察]

本研究者らは最初に、マウス&相a遺伝子配列の転写開始領域をターゲットとしたloxP配列を

有する SIRPα-floxed(Sirpaf11fl) マウスを作製した。続いてSirpaf11f1マウスとDC特異的に Cre

リコンビナーゼを発現する CDllc-Creマウスと交配することでDC特異的SIRPαコンディショナ

ルノックアウトマウス (SirpがDCマウス)を作製した。さらに全身性に Creリコンビナーゼを発現

する CMV-C.l・eマウスをSirpaf11flと交配させることで全身性にSIRPaを欠失させたマウス(Sirpa-'-
マウス)も作製し解析を行った。 Sirpa山マウスにおいてDC特異的にSIRPaの欠損が出来てい

ることは各免疫細胞のゲノムDNAを用いたPCR法ならびに、フローサイトメトリーによる蛋自

発現解析によって確認した。

まず、作製したマウスの表現系について明らかにすることを目的として牌細胞を用いたフローサ

イトメトリーを行った。その結果、 Sirpafillcマウスや正面早計マウスの牌臓では、 cDCの比率及び

絶対数は著明に減少していたが、 pDC分聞の減少は認められなかった。さらに晶pafillcマウスや

Sirpa-'-マウスでは、 cDC分画においてCD4+cDCが著明に減少していた。 Sirpafillcマウスと

S丘pa-'-マウスではCD4+cDCの減少は間程度であり、 DC内因性のSIRPaが恒常性に寄与するも

のと考えられた。また凍結牌臓切片を用いた免疫染色では、これらの変異マウスでは樹状細胞の位

置異常や、特に CD4+cDCに特異的な細胞表面マーカーである 33Dlの発現の著しい減少が認めら

れた。

さらに、末梢リンパ節においても同様に Sirpafillcマウス及び、Sirpa-'-マウスでは、牌織と同様に

cDC、特に CD4+cDCの比率が著明に減少していた。ランゲルハンス細胞 (LC)は表皮における

DCの車分画と考えられているが、正益増a"DCマウス及びSirpa-/ーマウス表皮においては、 LCの数が

半減しており、表皮LCにおいてもLC上のSIRPαが自身の恒常性の維持に重要な役割を果たす

ことが示唆された。

SIRPaと同様に CD4+cDCの恒常性に寄与するシグナルとしては、 No句h2受容体を介したシグ

ナルが非常に重要であるとの報告があり、特に細胞表面に ESAMを発現する cDCの恒常性に

Notchシグナルが関与すると考えられている。ここで研究者らはフローサイトメトリーを用いた解

析により、 ESAMは SIRPα陽性分画に優位に発現しており、 S勾 a"DCマウス牌臓においては、



ESAM陽性cDCの選択的減少を見出した。さらに SirpaaDCマウス牌臓では、 Notch受容体シグナ

ルの標的遺伝子である Heslの発現が著明に減少していた。

G蛋白質共役受容体である EBI2とそのリガンドである 7a，25-0HCも、近年CD4+cDCの恒常

性の維持に重要であるとの報告があり、特にDCの位置の制御を司ると考えられている。 ESAMと

同じく、 EBI2もSIRPα陽性分画に優位に発現しており、 SirpaaDCマウス牌臓においては、 EBI2

陽性cDCの選択的減少を認めた。

【結論】

本研究により、申請者らはDC上に発現する内因性のSIRPαが二次リンパ組織においてcDC、

特に CD4+cDCの恒常性の維持に重要であることを明らかにした。

本研究は、 DCにおける膜蛋白質SIRPαの役割を解明するため、従来にない細胞特異的なコン

ディショナルノックアウトマウスにおける表現型の解析を行ったものであるが、 DCに内在性の

SIRPαがその恒常性に果たす役割について重要な知見を得たものとして価値ある業績であると認

める。よって、本研究者は、博士(医学)の学位を得る資格があると認める。




