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第 1 章 緒論 

1.1 はじめに 

 生体には体外から侵入した病原体や体内の腫瘍細胞などの異常をきたした細胞を排

除することで、生体の恒常性を維持する免疫系が存在する (Iwasaki & Medzhitov, 2015; 

Maraskovsky et al., 2000)。生物の進化と共に免疫系は発達し、ヒトやマウスなどの哺乳

類は自然免疫と獲得免疫の二種類を有している (Ezekowitz & Hoffmann, 1996; Iwasaki & 

Medzhitov, 2015; Medzhitov & Janeway, 1997)。自然免疫は、マクロファージや好中球によ

る体内に侵入した病原体の貪食や、natural killer (NK) 細胞による病原体感染細胞や腫瘍

細胞に対する細胞傷害などにより、迅速かつ非特異的に異物を排除する免疫機構である 

(Ezekowitz & Hoffmann, 1996; Medzhitov & Janeway, 1997)。一方で獲得免疫は、T 細胞や

B 細胞が自然免疫による排除を免れた病原体や感染・腫瘍細胞を特異的に認識し、細胞

傷害や抗体産生により排除する強力な免疫機構である (Cyster & Allen, 2019; Iwasaki & 

Medzhitov, 2015)。 

自然免疫から獲得免疫への移行には、これらの異物を捕捉し、T 細胞が認識できるよ

うに抗原として提示することが必須である。それを担当するのが抗原提示細胞と呼ばれ

る、樹状細胞やマクロファージなどの単核貪食細胞である (Banchereau & Steinman, 

1998; Schlitzer et al., 2015)。その中でも樹状細胞は、高い抗原提示能および T 細胞刺激

能を有していることから、免疫の司令塔としての役割を果たす。そのため、生体内にお

ける樹状細胞の性状・機能を明らかにすることは、基礎免疫学の発展にとどまらず、感

染症やがんに対する免疫療法の確立を目指した橋渡し研究においても重要な知見を提

供する (Wculek et al., 2020; Zaneti et al., 2019)。 

 

1.2 樹状細胞 

 現在の樹状細胞研究は、1973 年にマウスの脾臓において樹状突起を持った、マクロ

ファージとは異なる新規の免疫細胞が報告されたことに始まる (Steinman & Cohn, 

1973)。その形態的特徴から名付けられた樹状細胞は、1982 年にヒト末梢血でも発見さ

れ (Van Voorhis et al., 1982)、さらに 1994 年に in vitro おいてヒト末梢血由来の単球から

樹状細胞 (monocyte-derived dendritic cell: MoDC) を分化誘導する手法が確立された 

(Sallusto & Lanzavecchia, 1994)。それ以降、ヒトおよびマウスにおける樹状細胞研究は急

速に発展し、生体内の樹状細胞は表現型や機能性の異なるさまざまな亜集団で構成され

ていることが明らかとなった。 
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 これまでの表現型、トランスクリプトームおよび発生学的観点からの解析により、樹

状細胞は、common dendritic cell progenitor (CDP) を共通の前駆細胞とする骨髄系樹状細

胞 (conventional dendritic cell: cDC) と形質細胞様樹状細胞 (plasmacytoid dendritic cell: 

pDC)、そして、単球を前駆細胞とする MoDC に大別される (Guilliams et al., 2014)。こ

の中で、免疫誘導組織であるリンパ組織で、中心的な役割を果たす樹状細胞が cDC で

ある。cDC はさらに CD8+ T 細胞への抗原提示能が高い 1 型 cDC (cDC1) と CD4+ T 細

胞への抗原提示能が高い 2 型 cDC (cDC2) に分類される (Vu Manh et al., 2015)。その機

能の重要性から cDC1 と cDC2 は、ヒトおよびマウスの双方で精力的に研究が進められ

ており、現在に至るまでヒトにおける CD141+IRF8+ cDC1 と CD1c+IRF4+ cDC2 は、マウ

スにおけるCD8+IRF8+ 樹状細胞とCD11b+IRF4+ 樹状細胞の同一亜集団であることが明

らかとなっている (Breton et al., 2016; Crozat et al., 2010; Schlitzer et al., 2013)。 

その一方で生物種の違いによりマウス樹状細胞で得られた知見が、ヒト樹状細胞の生

物学的特徴と一致しない点も報告されている。例えば、ヒトとマウス間の cDC で分類

に用いられる細胞表面分子は異なり、マウス cDC1 では広く CD8 が用いられてきたが、

ヒト cDC1ではCD8が発現していない (Collin et al., 2013; Villadangos & Shortman, 2010)。

近年ではケモカイン受容体 XCR1 がヒト・マウス共通の cDC1 特異的マーカーとして報

告されているが (Poulin et al., 2012)、ヒト末梢血の cDC1 の約 30%は XCR1 陰性とする

報告もあり、完全なマーカーであるとは言い難い。また、ヒト cDC2 特異的マーカーと

して知られる CD1c は、マウス cDC2 ではその発現が報告されていない (Heger et al., 

2020)。 

表現型の違いにとどまらず機能的な相違も報告されている。マウスでは CD8+ T 細胞

への抗原提示能が cDC1 で顕著であることに対し、ヒトでは cDC2 と cDC1 が同等の効

率で CD8+ T 細胞へ抗原提示し得る (Cohn et al., 2013)。この相違は CD8+ T 細胞への抗

原提示に係る I 型主要組織適合遺伝子複合体 (major histocompatibility complex type I: 

MHC-I) 経路の遺伝子発現が、マウス cDC1 に比べヒト cDC1 では低いことが反映され

ていると考えられている (Collin & Bigley, 2018)。 

さらにヒトとマウスの樹状細胞の大きな相違点として、ヒトでは存在が確認されてい

る樹状細胞について、マウスでは同一細胞が見出されていない事例も知られている。そ

の たる例が、DC3 と呼ばれる樹状細胞である (Villani et al., 2017; Villar & Segura, 2020)。

DC3 は樹状細胞と単球の性状を併せ持つ、特殊な樹状細胞として近年報告された 

(Bourdely et al., 2020; Dutertre et al., 2019)。さらに、腫瘍における浸潤性 T 細胞の存在量
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との正の相関や (Bourdely et al., 2020)、自己免疫疾患の病態との関連など (Dutertre et al., 

2019)、DC3 は免疫系において正と負の両方に働くことが示唆されているため、現在

も注目されている樹状細胞亜集団である。しかしながら、これらの知見はヒトの生体試

料を用いた一部の研究で断片的に示唆された性状であり、DC3 の生体内での分化機構

や、分化後の動態など多くのことは明らかになっていない。以上のように、マウス-ヒト

間の生物学的特徴の違いが様々な観点で存在することから、ヒト樹状細胞についてのよ

り深い知見が必要といえる。 

ヒトの生体試料を用いた樹状細胞研究の多くは、比較的簡便に採取できる末梢血を用

いている。しかし末梢血中の樹状細胞は、生体内の樹状細胞の一部であり、免疫応答が

起きる組織中の樹状細胞についても知見が必要である。一部の研究では、外科的手術の

一環で摘出されたリンパ組織や、美容整形手術で採取された末梢組織における樹状細胞

を研究対象としているが、これらの入手には制約がある。また、ヒトへの薬剤や抗原の

投与を行った樹状細胞研究も存在するが、倫理的な側面からごく一部の研究しか存在し

ない。したがって、DC3 を含むヒト樹状細胞の生体内での機能、分化機序、動態の解析

や、薬剤の投与や病原体の感染などの実験的介入を伴う研究を行う上では、小動物モデ

ルが必要である。 

 

1.3 ヒト化マウス 

従来のマウスの代替モデルとして期待されているモデルが、生体内にヒト免疫系を構

築したヒト化マウスである (Shultz et al., 2012)。ヒト化マウスはこれまで、ヒト造血系

を解析する in vivo モデル、ヒト免疫不全ウイルスやヒト T 細胞白血病ウイルスなどの

ヒト指向性病原体の感染モデル、ヒト腫瘍の移植によるがん免疫研究のモデルとして活

用されてきた (Terahara et al., 2013; Tezuka et al., 2014; M. Wang et al., 2018)。 

 マウスにおけるヒト免疫系の構築には、異種であるヒト免疫細胞が排除されない環境

が必須である。そこで重要となるのがレシピエントマウスの免疫が働かないことであり、

1988 年に免疫不全マウスを用いて構築されたヒト化マウスの報告以降、多様な系統の

免疫不全マウスが確立されてきた (Rongvaux et al., 2013)。初期のヒト化マウス研究では、

DNA 依存性プロテインキナーゼ遺伝子 (Prkdc) の変異によりマウス T 細胞と B 細胞が

欠失した、重度複合免疫不全を示す CB17/Icr-Prkdcscid (SCID) マウス (Bosma et al., 1983) 

が用いられていた (Mosier et al., 1988)。しかしこのヒト化 SCID マウスは、レシピエン

トマウスの NK 細胞の存在によりヒト血液細胞の生着が悪い課題があった。その後新た
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なレシピエントマウスとして、I 型糖尿病を発症する non-obese diabetic (NOD) マウス 

(Kikutani & Makino, 1992)と SCID マウスを交配した NOD/SCID マウスが樹立された 

(Gerling et al., 1992)。NOD/SCID マウスは、SCID マウスの特性に加えマウス NK 細胞の

活性が低下しているため、ヒト化 NOD/SCID マウスではヒト化 SCID マウスと比べヒト

造血細胞の生着の向上が認められた (Greiner et al., 1995)。しかし依然として、残存する

マウスの NK 細胞の応答によりヒト T 細胞の分化が乏しいことや、ヒト造血細胞の生

着率も十分とはいえない課題が残っていた。 

 現在世界的に普及しているヒト化マウスでは、NOD/SCID マウスの課題である残存

NK 細胞の完全な欠失を実現した、NOD.Cg-Prkdcscid Il2rgtm1Sug (NOG) マウス (Ito et al., 

2002)、NOD.Cg-Prkdcscid Il2rgtm1Wjl (NSG) マウス (Shultz et al., 2005)、NOD.Cg-Rag1tm1mom 

Il2rgtm1Wjl (NRG) マウス (Pearson et al., 2008)、C.Cg-Rag2tm1Fwa Il2rgtm1Sug (BRG) マウス 

(Traggiai et al., 2004) などの高度免疫不全マウスがレシピエントマウスとして用いられ

ている。これらの高度免疫不全マウスは、NK 細胞の分化に必要なサイトカイン受容体

の共通𝛾𝛾鎖がノックアウトされていることが特徴で、作製したヒト化マウスではヒト造

血細胞の高率の生着や、ヒト T 細胞の分化向上が実現した。また、樹状細胞についても

リンパ組織の脾臓および骨髄でヒトと同様の表現型を示した cDC1、cDC2 および pDC

の分化が確認された (Tanaka et al., 2012; Traggiai et al., 2004; Watanabe et al., 2009)。しか

しながらヒト化マウスでは、これらの樹状細胞の分化能が低いという課題が存在した。 

 

1.4 ヒト化マウスを用いたヒト樹状細胞研究の課題 

 ヒト化マウスにおける樹状細胞の存在頻度が低い要因の一つに、樹状細胞を含む骨髄

系細胞の分化・成熟に関するサイトカインが欠乏していることが挙げられる (Brehm et 

al., 2013; Manz, 2007)。ヒト化マウスにおけるヒト免疫細胞の分化・維持には、主にマウ

スサイトカインがヒト免疫細胞のサイトカイン受容体に交差反応することに依存して

いる。しかしながら、マウス-ヒト間で交差反応性を持つサイトカインの種類は限局し

ており、骨髄系前駆細胞の恒常性や発生に関わるとされる IL-3、IL-6、granulocyte 

macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF)、granulocyte colony-stimulating factor (G-

CSF) はマウス -ヒト間でのアミノ酸配列の相同性が低いことが知られている 

(Rongvaux et al., 2013)。現在 もヒトの生体に近い免疫系を構築していると考えられて

いる、ヒト中絶胎児の胸腺および肝臓組織を共移植して構築したヒト化マウス (倫理的

な側面から世界的に稀なヒト化マウス) であっても、健常人と比べて血中の cDC2 の頻
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度は低いことが報告されている (Li et al., 2019)。このことからもヒト化マウス内で産生

されるサイトカイン環境では十分な数の樹状細胞の分化は困難である。 

 この課題を克服するため、ヒト化マウスに対して、樹状細胞の分化に関与するヒトサ

イトカインを生体内に導入することが試みられてきた。これまで、IL-3、IL-4、IL-15、

GM-CSF、stem cell factor (SCF) など多種多様なサイトカインがヒト化マウスに導入され

てきたが (Billerbeck et al., 2011; Chen et al., 2012; Rongvaux et al., 2014)、cDC1 および cDC2

の分化の向上には不十分であった。現在は、前駆細胞 CDP から樹状細胞への分化に関

わる FMS-like tyrosine kinase 3 ligand (FLT3L) を導入することで、cDC1 と cDC2 の顕著

な分化誘導が実現されている (Ding et al., 2014; Minoda et al., 2017; Pearson et al., 2018)。

しかしながら、これらの研究では、cDC1 と cDC2 以外の骨髄系細胞については十分な

検証がなされておらず、DC3 の分化については未だ不明である。未だ生体内の DC3 を

解析可能にする動物モデルが存在しない現状では、ヒト化マウスにおける DC3 の分化

の実現が望まれており、その検証が必要であるといえる。 

 

1.5 本研究の目的と意義 

 以上の背景を踏まえ、本研究では、ヒトサイトカインを誘導することで樹状細胞亜集

団の分化を向上させたヒト化マウスを構築し、DC3 が分化しうるか明らかにすること

を目的とした。 

 第 2 章では、これまで検討がなされていない組み合わせのヒトサイトカインを流体力

学的遺伝子導入法によりヒト化マウスに強制発現させ、古典的な樹状細胞亜集団および

その他の樹状細胞亜集団の分化が向上するか検討した。そして第 3 章では、第 2 章で構

築したマウスモデルにおいて DC3 が分化しうるか検証した。 

 本研究は、ヒト化マウスにおいて DC3 が分化しうるか検証した研究である。すでに

ヒト化マウスでは cDC1 および cDC2 の存在や性状が明らかにされている。一方で、DC3

はヒトでの分化機構や、分化後の動態など多くのことがまだ明らかになっておらず、そ

もそもヒト化マウスではその存在すら明らかになっていない。したがって、DC3 が分化

したヒト化マウスは、生体内におけるその分化機構や、分化後の動態を明らかにするツ

ールとして非常に有用である。さらには、病原体の感染に対する DC3 の応答を研究す

る動物モデルとしての活用も期待できる。 
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第 2 章 ヒト化マウスへのサイトカインの導入によるヒト樹状細胞分化誘導の検討 

 本章は、Iwabuchi R, Ikeno S, Kobayashi-Ishihara M, Takeyama H, Ato M, Tsunetsugu-Yokota 

Y, Terahara K. Introduction of Human Flt3-L and GM-CSF into Humanized Mice Enhances the 

Reconstitution and Maturation of Myeloid Dendritic Cells and the Development of Foxp3+CD4+ 

T Cells. Front Immunol (2018) 9:1042.で報告された内容を使用して構成されている。 

 

2.1 緒言 

 本研究では、所属研究室で従来から使用されているヒト化NOD/SCID/Jak3null (NOJ) マ

ウスを使用する (Terahara et al., 2013)。ヒト化 NOJ マウスは世界的に用いられているヒ

ト化 NSG マウスと同等の表現型を示すことが認められている (Okada et al., 2008)。その

ため、ヒト化 NSG マウスと同様に、ヒト化 NOJ マウスにおいてもヒト骨髄系細胞の分

化・成熟に関与するサイトカインが十分ではないと考えられた。そこで本章では、ヒト

化 NOJ マウスにヒトサイトカインを導入することで、ヒトに存在する古典的な樹状細

胞やその他の樹状細胞亜集団の分化誘導を試みた。 

 ヒト化 NOJ マウスに導入するヒトサイトカインは、樹状細胞の発生学的観点から選

定した。第 1.4 節で述べた通り、FLT3L は骨髄系前駆細胞から樹状細胞に分化する過程

で必須のサイトカインとして知られている。また、本研究では cDC1 や cDC2 に限らず、

多様な樹状細胞亜集団の分化を実現させるために、FLT3L の他に骨髄系前駆細胞に作用

するサイトカインを付加する必要があると考えた。その中で、GM-CSF は単独で樹状細

胞の分化を向上させることはないものの、骨髄系前駆細胞の維持に重要であることが知

られている (Kingston et al., 2009)。また GM-CSF に加えて、IL-3 や SCF を導入したヒト

化マウスでは、樹状細胞や単球、顆粒球など多様な骨髄系細胞の分化が報告されている 

(Miller et al., 2013; Rongvaux et al., 2014)。そのため、多様な樹状細胞亜集団の分化をヒト

化マウスで実現させる上で GM-CSF も必要であると考えた。これらのことから、FLT3L

および GM-CSF が樹状細胞亜集団の分化を向上させうる、 小かつ必須のサイトカイ

ンであると考えた。本章では、これらの組み合わせにより、ヒト化 NOJ マウスでどの

ような樹状細胞亜集団が分化誘導されるか検討した。 
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2.2 実験方法及び材料 

2.2.1 ヒト臍帯血からの造血幹細胞の分離 

ヒト臍帯血は、インフォームド・コンセントを受けたドナー検体を日本赤十字社関東

甲信越臍帯血バンク (東京) と杉浦ウィメンズクリニック (東京) から入手した。その

使用については、国立感染症研究所 (東京) 内の医学研究倫理審査委員会より承認され

た。初めに、臍帯血を室温で 1220 ×g、30 分間遠心し、血漿と赤血球分画の間にある白

血球層を回収した。次に Lymphocyte Separation Medium 1077 (PromoCell, Heidelberg, 

Germany) 15 ml の上に、等量の PBS (ナカライテスク, 京都) に混合した白血球層 30 ml

を積層し、室温で 630 ×g、40 分間遠心した。遠心後、Lymphocyte Separation Medium 1077

の上層にある臍帯血単核球層を回収した。臍帯血単核球は PBS で血小板がなくなるま

で洗浄した。次に CD133 MicroBead Kit (Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA) を使用して、

臍帯血単核球から造血幹細胞を分離した。分離した造血幹細胞の一部はフローサイトメ

トリーで解析し、CD34+ 細胞の頻度が 90%以上のものを実験に使用した。 

 

2.2.2 マウス 

熊本大学エイズ学研究センター 岡田誠治教授によって樹立された NOJ マウスを用

いた (Okada et al., 2008)。NOJ マウスは国立感染症研究所の動物施設内の Specific-

Pathogen Free 環境下にて維持繁殖され、この使用については国立感染症研究所内の動物

実験委員会の承認を受けている。 

 

2.2.3 ヒト化マウスの構築 

1.0-1.5×105個の造血幹細胞を、20 μl の R-10 培地 (RPMI1640 (富士フイルム和光純薬, 

大阪 ), 10% FBS (ニチレイバイオサイエンス , 東京 ), 1% GlutaMAX Supplement 

(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA), 100 µg/ml penicillin (ThermoFisher Scientific), 

100 µg/ml streptomycin (ThermoFisher Scientific)) に懸濁し、30 ゲージのシリンジを用い

て生後 2 日以内の NOJ マウスの肝臓に移植した。第 2.3 節に記載の実験うち、原則すべ

ての実験で移植後 15-17 週齢のヒト化 NOJ マウスを用いた。ただし、第 2.3.5 項 (Fig. 

2.9) の実験では移植後 4 週齢のヒト化 NOJ マウスを使用した。 
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2.2.4 ヒト FLT3L および GM-CSF 発現プラスミドの作製 

ヒト FLT3L 遺伝子 (FLT3LG; GenBank: NM_001459.3) およびヒト GM-CSF 遺伝子 

(CSF2; GenBank: NM_000758.3) のオープンレーディングフレームを、pEF-BOS-bsr プラ

スミド (Hachiya et al., 2001)にそれぞれサブクローニングして、ヒト FLT3L および GM-

CSF 発現プラスミドを作製した (Fig. 2.1)。作製したヒト FLT3L および GM-CSF 発現プ

ラスミド、ならびに pEF-BOS-bsr プラスミドで、ECOS Competent E. coli DH5α (ニッポ

ンジーン, 東京) を形質転換させた後、増幅させたものを NucleoBond Xtra Maxi EF 

(MACHEREY-NAGEL, Düren, Germany) を用いて精製した。 

 

2.2.5 流体力学的遺伝子導入法による in vivo transfection 

 ヒト化 NOJ マウスへのヒト FLT3L 遺伝子および GM-CSF 遺伝子は流体力学的遺伝子

導入法 (Liu et al., 1999) により、in vivo transfection (IVT) した。IVT には、ヒト FLT3L

プラスミドもしくはヒト GM-CSF プラスミドを 50 µg 単独で、もしくは両方を 50 µg ず

つ混合したものを TransIT-QR Hydeodynamic Delivery Solution (Mirus, Madison, WI, USA)  

(マウス体重 10 g あたり 1 ml、 大 2 ml) に溶解し、27 ゲージのシリンジを用いて尾静

脈に 4-7 秒以内に注射した。またコントロール群には 50 µg の pEF-BOS-bsr プラスミド

を用いた。 

 

2.2.6 血漿中サイトカインの測定 

ヒト化 NOJ マウス血漿中の FLT3L および GM-CSF を Cytometric Beads Array (CBA) 

法 (Jimenez et al., 2005) により定量した。IVT 直前および IVT 後 3、7、10 日目のヒト

化 NOJ マウスの尾静脈から 90 μl の末梢血を部分採血し、抗血液凝固剤の 50 mM EDTA-

2Na (ナカライテスク) を含有した 10 μl の PBS と混合した。この末梢血を室温で 800 

×g、3 分間遠心して血漿を回収した。その後、Human Soluble Protein Master Buffer Kit (BD 

Biosciences, San Jose, CA, USA) 付属の Assay Diluent で 1-25000 倍の範囲に希釈した。ヒ

ト FLT3L の定量では、ヒト FLT3L の捕捉抗体として、Function Bead Conjugation Buffer 

Set (BD Biosciences) を用いて Functional Bead A9 (BD Biosciences) を結合させた抗ヒト

FLT3L モノクローナル抗体 (40146; R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) を使用した。

また、ヒト FLT3L 検出抗体としてビオチン化抗ヒト FLT3L ポリクローナル抗体 (R&D 

Systems) と phycoerythrin (PE) 結合ストレプトアビジン (BioLegend, San Diego, CA, 

USA) を用いた。ヒト GM-CSF の定量では、市販の Human GM-CSF Flex Set (BD 
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Fig. 2.1 作製したヒト FLT3L プラスミドと GM-CSF プラスミド 
 

空の pEF-BOS-bsr プラスミドのマルチクローニングサイトに FLT3LG と CSF2 のオープ

ンリーディングフレームを挿入した。ヒト FLT3L プラスミドは FLT3LG を Not I と Sal 
I の間に挿入することで構築し、ヒト GM-CSF プラスミドは CSF2 を Not I と BamH I の
間に挿入することで構築した。 
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Biosciences) を用いた。なお、ヒト FLT3L の捕捉抗体に結合させた Functional Bead A9

は、Human GM-CSF Flex Set のヒト GM-CSF 捕捉抗体に結合している C9 Bead とは異な

る蛍光強度を示している。CBA は Human Soluble Protein Master Buffer Kit の説明書通り

に行った。データは FACSCanto II (BD Biosciences) により取得した後、PE の蛍光強度

を FCAP Array Software v3.0 (BD Biosciences) を用いて解析した。各サイトカインの標準

曲線は、組換えヒト FLT3L (R&D Systems) および GM-CSF (Human GM-CSF Flex Set 付

属のもの) を用いて設定し、それぞれの検出限界は 0.01 ng/ml 未満であることを確認し

た。 

 

2.2.7 細胞の調製 

 実験に使用した細胞は、ヒト化 NOJ マウスの脾臓と大腿骨・脛骨、また健康な日本

人ボランティアから採血した末梢血より調製した。なおヒト末梢血は、ボランティアの

インフォームド・コンセント、および国立感染症研究所内の医学研究倫理審査委員会の

承認を事前に受けた上で使用した。 

 ヒト化 NOJ マウスの脾臓は、IVT 後 10 日目に採取し、Spleen Dissociation Kit mouse 

(Miltenyi Biotec) と gentleMACS Dissociator (Miltenyi Biotec) を用いて分散処理をした。

分散後の脾細胞の一部は、Trucount tubes (BD Biosciences) を用いたフローサイトメトリ

ー解析による絶対数測定に供した。残りの細胞は ACK Buffer (0.15 M NH4Cl, 1 mM 

KHCO3, 0.1 mM EDTA-2Na; pH 7.2-7.4) による溶血を行った。その後 MACS Buffer (PBS, 

0.5% BSA, 5 mM EDTA-2Na) で洗浄し、同 Buffer で再懸濁後、フローサイトメトリー解

析またはソーティングまで氷上で維持した。 

 ヒト化 NOJ マウスの大腿骨・脛骨は、IVT 後 10 日目に採取した。27 ゲージのシリン

ジを用いて MACS buffer をこれらの骨の内部に流すことで骨髄細胞を回収した。骨髄細

胞の一部は、フローサイトメトリー解析による絶対数測定にそのまま使用した。残りの

細胞は ACK Buffer による溶血を行った。その後 MACS Buffer で洗浄し、同 Buffer で再

懸濁後、フローサイトメトリー解析またはソーティングまで氷上で維持した。 

ヒト末梢血は、臍帯血の処理と同様の方法で末梢血単核球を分離した。次に末梢血単

核球から EasySep Human T Cell Enrichment Kit (StemCell Technologies, Vancouver, BC, 

Canada) を用いて、ヒト T 細胞を分離した。分離した T 細胞は R-10 培地に再懸濁し、

混合リンパ球反応実験まで 37℃、5% CO2の条件下で維持した。 
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2.2.8 フローサイトメトリー解析・FACS 

細胞のフローサイトメトリー解析には、Table 2.1 に示す蛍光標識モノクローナル抗体、

非特異的な抗体結合のブロッキングのための FcR Blocking Reagent (Miltenyi Biotec)、死

細胞標識のための LIVE/DEAD Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit (ThermoFisher Scientific) 

を Staining Buffer (PBS, 2% FBS, 0.01% NaN3) に混合し、合計 100 μl に調製した染色用

混合液を使用した。この染色用混合液に細胞を懸濁し、30 分間氷上で染色した。その後

細胞を Staining buffer で洗浄し、フローサイトメトリー解析に供した。細胞の絶対数測

定では、Trucount tubes (BD Biosciences) に溶血前の脾細胞懸濁液または骨髄細胞懸濁液 

20 μl と染色用混合液 100 μl を添加・混合し、20 分間室温で染色した。その後 ACK 

buffer 300 μl を添加・混合し、5 分間の溶血処理直後にフローサイトメトリー解析に供

した。 

ソーティングでは、前述の染色用混合液に用いるバッファーを Sorting buffer (HBSS 

(ナカライテスク), 2% FBS, 5 mM EDTA-2Na, 25 mM HEPES (ナカライテスク), 100 µg/ml 

penicillin, 100 µg/ml streptomycin) に変更した。細胞染色は、1×106細胞あたり 100 μl の

染色用混合液で細胞を再懸濁し、30 分間氷上で染色した。その後細胞を Sorting buffer

で洗浄し、5×106 細胞あたり 1 ml の同 Buffer で再懸濁した後に、ソーティングに供し

た。 

データは FACSCanto II もしくは FACSAria III (BD Biosciences) を用いて取得し、デー

タ解析は FlowJo software v10.0.7 (BD Biosciences) を用いた。 

  

2.2.9 ヒト樹状細胞亜集団の形態学的解析 

 ヒト化 NOJ マウス骨髄細胞からセルソーターを用いて単離したヒト樹状細胞亜集団

を、Shandon Cytospin 3 centrifuge (ThermoFisher Scientific) を用いてスライドガラスに塗

抹し、メイ‐グリュンワルド/ギムザ染色を施した。メイ‐グリュンワルド/ギムザ染色

では、May-Grünwald stain solution (富士フイルム和光純薬) および Giemsa’s stain solution 

(富士フイルム和光純薬) を使用した。各塗抹標本について、Keyence オールインワン蛍

光顕微鏡 BZ-X810 (キーエンス, 大阪) を用いて検鏡および画像取得を行った。 
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Table 2.1 第 2.2.8 項で使用したモノクローナル抗体一覧 

 
  

Name Clone Fluorochrome Source

CD1c L161 Alexa Fluor 700 BioLegend

CD3 HIT3a APCc BioLegend
CD4 RPA-T4 PerCPd BioLegend
CD11b ICRF44 FITCe BioLegend

CD11c Bu15 PE BioLegend

CD14 RMO52 ECD Beckman Coulteri

CD19 HIB19 APC eBioscience

CD33 P67.6 APC-Cy7f BioLegend

CD34 581 FITC BioLegend

CD38 HIT2 PerCP BioLegend

CD40 5C3 FITC BioLegend

hCD45a HI30 Pacific Blue BioLegend

mCD45b 30-F11 FITC BioLegend

CD80 2D10 PE BioLegend

CD86 IT2.2 PerCP-Cy5.5g BioLegend

CD123 6H6 PE-Cy7h BioLegend

CD141 M80 Brilliant Violet 785 BioLegend

CD303/BDCA-2 AC144 FITC Miltenyi Biotec

HLA-DR L243 PerCP BioLegend

Isotype control

mouse IgG1 MOPC-21 FITC, PE, PerCP BioLegend

mouse IgG2a 7T4-1F5 ECD Beckman Coulter

mouse IgG2a MOPC-173 PE, PerCP BioLegend

mouse IgG2b 27-35 PE BD Biosciences

mouse IgG2b MPC-11 PerCP-Cy5.5 BioLegend

rat IgG2a RTK2758 FITC BioLegend
a human CD45
b mouse CD45
c allophycocyanin
d peridinin-chlorophyll protein
e fluorescein isothiocyanate
f allophycocyanin-cyanin 7
g peridinin-chlorophyll protein-cyanin 5.5
h phycoerythrin-cyanin 7
i Brea, CA, USA
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2.2.10 ヒト樹状細胞亜集団と他家 T 細胞の混合リンパ球反応の検討 

 ヒト末梢血由来の T 細胞を、PBS で希釈した 0.5 μMの Carboxyfluorescein succinimidyl 

ester (CFSE; Molecular Probes, Eugene, OR, USA) と再懸濁し、37℃、5% CO2の条件下で

20 分間 CFSE 標識を行った。R-10 培地で洗浄し、同培地で再懸濁後、CFSE の細胞内へ

の取り込みのための前培養を 37℃、5% CO2の条件下で 20 分間行った。前培養後、R-10

培地で 2 回洗浄を行い、残余 CFSE の除去を行った。CFSE 標識 T 細胞は、セルソータ

ーを用いて単離したヒト化マウス脾臓由来の樹状細胞亜集団と、T 細胞 : 樹状細胞 = 

10 : 1 の比率で R-10 培地 200 μl に混合懸濁した。その後、U 底 96-well プレート内で

37℃、5% CO2 の条件下で培養した。培養開始から 5 日目に細胞を回収し、フローサイ

トメトリー解析により CFSE の蛍光強度を測定した。 

 

 

2.2.11 統計解析 

データの正規性ならびに分散に基づき、2 群間の有意差検定では unpaired t-test もしく

は Mann-Whitney U test を用いた。3 群間の有意差検定では one-way ANOVA もしくは

Kruskal-Wallis test を使用し、その後多重比較検定として Holm-Sidak’s multiple comparison 

test もしくは Dunn’s multiple comparison test を行った。また、相関解析には Spearman’s 

rank correlation coefficient を選択した。すべての解析において Prism software v6 (GraphPad 

Software, San Diego, CA, USA) を使用し、P–value < 0.05 を統計学的有意とした。 
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2.3. 結果および考察 

2.3.1 in vivo transfection によるヒト FLT3L および GM-CSF の誘導 

 流体力学的遺伝子導入法による IVT (in vivo transfection) は、マウスの生体内にプラス

ミド DNA を簡便かつ高効率に導入できる手法である (Liu et al., 1999)。そのため免疫学

研究においても、マウスの生体内にサイトカインを安価に誘導する方法として用いられ

てきた (Chen et al., 2009; Chen et al., 2012)。本研究においても、ヒト化 NOJ マウスにヒ

ト FLT3L および GM-CSF の発現させるために、本手法による IVT を試みた。 

 定常状態 (Day 0) のヒト化 NOJ マウスにおける血漿中のヒト FLT3L および GM-CSF

を定量した結果、すべてのマウスで各サイトカイン濃度は検出限界以下 (< 0.01 ng/ml) 

であった (Fig. 2.2)。次に、ヒト化 NOJ マウスに、FLT3L 発現プラスミドの単独導入 (F

群)、GM-CSF 発現プラスミドの単独導入 (G 群)、もしくは両方のプラスミドの同時導

入 (F+G 群) の IVT を行ったところ、いずれの群においても導入したサイトカイン遺伝

子と一致するサイトカインが、少なくとも IVT 後 3 日目に検出された。IVT 後 3 日目の

FLT3L の幾何平均濃度は、F 群で 2,533 ng/ml、F＋G 群で 2,762 ng/ml であった。また

GM-CSF の幾何平均濃度は、G 群で 4.5 ng/ml、F＋G 群で 7.6 ng/ml であった。IVT 後 3

日目以降、各サイトカインの濃度は経時的に減衰したが、少なくとも IVT 後 10 日目ま

で検出限界以上の濃度のサイトカインの発現が認められた。また IVT 後 3、7、10 日目

すべての時点で、各群間の同一サイトカインの濃度に有意な差は認められなかった。 

 IVT により発現した FLT3L と GM-CSF の濃度を比較すると、同一の発現ベクターを

用いて両サイトカインを発現させたにも関わらず、FLT3L の濃度は GM-CSF の濃度よ

りもはるかに高かった。この違いはサイトカインの半減期の違いが影響していると考え

られる。ヒトの FLT3L と GM-CSF の半減期は文献による比較ができなかったが、マウ

スでは、血中の FLT3L の半減期が約 1.4 時間であるのに対し (Tu et al., 2014)、GM-CSF

はわずか 12 分程度という報告がなされている (Daro et al., 2000)。生物種の違いはある

ものの、これらの報告から IVT により発現した FLT3L の濃度が GM-CSF より高い一因

として、サイトカインの半減期の違いによると考えられた。ただし、相対的に濃度が低

い GM-CSF であっても、IVT 未実施の定常状態と比べて濃度は高いと考えられる。ヒト

では、定常状態における血漿中の FLT3L および GM-CSF はかろうじて検出可能な濃度

であることが報告されている (FLT3L: < 100 pg/ml (Lyman et al., 1995)、GM-CSF: < 10 

pg/ml (Carraway et al., 2000))。また、他グループの研究で、ヒト FLT3L 発現プラスミド

を IVT したヒト化 NSG マウス (Chen et al., 2009) や、ヒト GM-CSF が安定的に発現し
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ているヒト化 NSG-SGM3 マウス (Billerbeck et al., 2011) と比較しても、ヒト化 NOJ マ

ウスにおける同サイトカインの濃度は約 100 倍の濃度であった。したがって、ヒト化

NOJマウスで発現したヒトFLT3LおよびGM-CSFの濃度が高値であるとの前提の上で、

以降の解析を実施した。なお、IVT 後 10 日目には FLT3L、GM-CSF ともに濃度が大幅

に低下したが、サイトカインがまだ検出可能な濃度であったこと、また、ヒト化 NSG マ

ウスへ同様に IVT を行った Chen らは導入されたサイトカイン濃度が大幅に低下した

IVT 後 9 日目に実験を行ったことから (Chen et al., 2009)、本研究に関しても同時期の

IVT 後 10 日目に樹状細胞亜集団について解析を行うこととした。 
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Fig. 2.2 IVT 後のヒト化 NOJ マウスにおけるヒト FLT3L および GM-CSF の発現 
 
ヒト化 NOJ マウスにヒト FLT3L 発現プラスミド (F 群)、ヒト GM-CSF 発現プラスミド 
(G 群)、もしくはその両方 (F＋G 群) を IVT により導入した。IVT 前および IVT 後 3、
7、10 日目に得た血漿サンプルを採取し、各サイトカイン濃度を定量した。データは、

各ヒト化マウス個体の値と幾何平均値を示す (F 群: n = 6、G 群: n = 5、F＋G 群: n = 10)。 
各時点における IVT 群間の比較は Mann-Whitney U test を使用したが有意な差は認めら

れなかった。 
 
Fig. 2.2 was referred from the article: Iwabuchi et al., (2018). Frontiers in immunology, 9, 1042., under CC BY 4.0. / 

with minor modification of graph names and Y-axis titles. 
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2.3.2 定常状態のヒト化 NOJ マウスにおけるヒト樹状細胞様亜集団の性状解析 

 ヒト樹状細胞亜集団は、細胞表面マーカーの発現に基づき分類がなされている (Fig. 

2.3)。古典的な樹状細胞亜集団には、血液やリンパ組織中に存在する cDC1、cDC2、pDC

が知られており、それぞれ CD141、CD1c、CD123 の発現を特徴としている (Collin et al., 

2013; Dzionek et al., 2000) (Fig. 2.3)。この他にも、末梢組織の樹状細胞の一部では、CD14

の発現を伴う亜集団が存在する (Boltjes & van Wijk, 2014; Collin et al., 2013)。ただし、

CD14 を発現する樹状細胞は、古典的な骨髄由来樹状細胞亜集団とは系列が異なる

MoDC (単球由来樹状細胞) と考えられており (Fig. 2.3)、通常の樹状細胞研究では解析

から除外されてきた。しかし本研究では、ヒト化マウスで分化した多様な樹状細胞亜集

団を検出するため、CD14 発現細胞を事前に除外せずに、CD141、CD1c、CD123 のマー

カー分子の発現に基づき樹状細胞亜集団の分類を試みた。 

 まず、サイトカイン非発現条件下のヒト化マウスにおいて、樹状細胞亜集団が分化し

うるか検討した。ナイーブのヒト化マウス、もしくは空ベクタープラスミドである pEF-

BOS-bsr を IVT したヒト化マウス (以降この処置をしたマウス群を E 群と呼ぶ) から採

取した脾細胞と骨髄細胞をフローサイトメトリーにより解析した。樹状細胞亜集団を同

定するため、まず、T 細胞・B 細胞を除外した CD45+CD3-CD19- 細胞を、CD123+CD33+/- 

細胞 (pDC 様亜集団) と CD123+/-CD33+ 骨髄系細胞に細分化した。さらに、CD123+/-

CD33+ 骨髄系細胞は、CD141+ 細胞 (cDC1 様亜集団) と CD1c+ 細胞 (cDC2 様亜集団) 

に細分化した (Fig. 2.4A)。分画した各亜集団を単離し、メイ‐グリュンワルド/ギムザ染

色による形態を観察した結果 (Fig. 2.4B)、cDC1 様亜集団および cDC2 様亜集団は、ヒ

ト末梢血 cDC に類似した、核が多分葉化した特徴を示した。また pDC 様亜集団は、ヒ

ト末梢血 pDC に類似した、丸みを帯びた形状と核がくぼんだ特徴を示した。次に、樹

状細胞亜集団に関連するマーカー分子 (HLA-DR、CD11c、CD303、CD4、CD11b および

CD14) の発現を解析した (Fig. 2.4C)。その結果、3 つの樹状細胞様亜集団すべてで抗原

提示細胞の特徴である HLA-DR (Poulter, 1983) の発現が認められた。CD4 は cDC およ

び pDC の双方で発現することが知られているが (Dzionek et al., 2000)、ヒト化マウスの

3 つの亜集団すべてで発現が認められた。CD11c と CD303 は、それぞれ cDC と pDC を

区別する特異的マーカーとして古くから用いられており  (Dzionek et al., 2000; 

MacDonald et al., 2002)、ヒト化マウスの骨髄系細胞 (cDC1 様亜集団と cDC2 様亜集団) 

と pDC 様亜集団は、これらのマーカーによって明確に区別できた。CD11b は、cDC2 で

発現が高いマーカーとして知られているが (Collin et al., 2013)、ヒト化マウスにおいて
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も cDC2 様亜集団で発現が高いことが認められた。CD14 は、一般的に単球/マクロファ

ージのマーカーと考えられているが、MoDC でも発現することが知られている (Segura 

et al., 2013; Ziegler-Heitbrock & Ulevitch, 1993)。本実験では、cDC1 様亜集団と cDC2 様亜

集団で CD14 の発現が認められた。 

これらの結果から、ヒト化マウスの pDC 様亜集団の表現型は、ヒト末梢血の pDC と

非常に類似していることが示された。ただし、近年 pDC と同様の表現型を示す

AXL+SIGLEC6+ DC (AS-DC) という樹状細胞亜集団が報告されている (Villani et al., 

2017)。そのため pDC 様亜集団は、機能の評価により pDC もしくは AS-DC であるか検

討する必要があると考えられる。cDC1 様亜集団と cDC2 様亜集団は、その大半が CD14

陰性の cDC1・cDC2 で構成されていることを想定していたが、実際は CD14 陽性の細胞

も多く存在する、不均一な細胞集団であった。したがって、cDC1・cDC2 亜集団におけ

るCD14陽性細胞がどのような条件で分化するのか、さらに検討する必要が示唆された。 
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Fig. 2.3 分化経路・表面マーカーの発現に基づくヒト樹状細胞亜集団の分類 
 
ヒト樹状細胞亜集団は、骨髄由来樹状細胞 (pDC、cDC1、cDC2) と単球由来樹状細胞 
(MoDC) に大別され、それぞれ造血幹細胞から分化した共通樹状細胞前駆細胞 (CDP) 
と共通単球前駆細胞を由来とする。各樹状細胞亜集団は異なる表面マーカーの発現を示

す。  
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Fig. 2.4 ヒト化 NOJ マウスにおけるヒト樹状細胞様亜集団の性状解析 
 
(A) フローサイトメトリー解析における cDC1 様亜集団、cDC2 様亜集団、pDC 様亜集

団の分画の代表例 
(B) 単離した各亜集団のメイ‐グリュンワルド/ギムザ染色 (スケールバー = 10 μm) 
(C) E 群のヒト化マウス脾臓における各亜集団のヒト樹状細胞関連マーカー分子の発

現を示す代表的なヒストグラム 
 

Fig. 2.4 was referred from the article: Iwabuchi et al., (2018). Frontiers in immunology, 9, 1042., under CC BY 4.0. / 

with minor modification of population names and order of populations.  
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2.3.3 サイトカイン発現後の樹状細胞様亜集団における CD14 陽性細胞の評価 

 サイトカイン非発現条件下で、cDC1・cDC2 様亜集団の中に CD14+ 細胞の存在が想

定より多く認められたので、この CD14+ 細胞の実態をより理解する必要があると考え

た。そこで、CD14+ 細胞の分化が、リンパ組織の違いやサイトカイン発現の違いに影響

を受けるのか検討した。また、cDC1・cDC2 様亜集団とは異なる細胞分画における CD14+ 

細胞との比較を行った。 

 まず、IVT 後 10 日目のヒト化マウスから採取した骨髄細胞・脾細胞をフローサイト

メトリー解析し、cDC1・cDC2 様亜集団に占める CD14+ 細胞の頻度を測定した (Fig. 2.5)。

その結果、骨髄では GM-CSF の単独発現下 (G 群) で cDC2 様亜集団に占める CD14+ 細

胞の頻度が上昇した (Fig. 2.5A、上段左)。なお、FLT3L 単独発現下 (F 群) で pDC 様亜

集団でも上昇が認められたが (Fig. 2.5A、上段右)、CD14+ 細胞の頻度は 5%未満と全亜

集団の中で 小の頻度であった。これらの場合を除くと、その他の条件における CD14+ 

細胞の頻度は、いずれも定常状態 (E 群) と同等もしくは減少することが認められた。 

次に、ヒト化マウスの骨髄系細胞を構成する、cDC1 様亜集団、cDC2 様亜集団、およ

び CD1c-CD141- 細胞の 3集団について、CD14 の発現強度を比較した。興味深いことに、

CD1c-CD141- 細胞では CD14 が高発現する細胞が認められた (Fig. 2.5B)。一方で、cDC1

および cDC2 様亜集団では、骨髄と脾臓ともにサイトカインの発現に関わらず、CD14

は低-中程度の発現であった。 

cDC1 および cDC2 様亜集団に存在する CD14 を低-中程度発現する細胞は次の (i) ～ 

(iii) の可能性が考えられた。(i) 樹状細胞の他に、骨髄系細胞を構成する免疫細胞とし

て単球が知られている。単球はさらに、CD14 の発現強度に基づき、古典的単球、中間

的単球、非古典的単球の 3 種類に分類され、古典的単球および中間的単球の CD14 発現

強度は非古典的単球よりも高いことが知られている (Ziegler-Heitbrock et al., 2010)。した

がって、cDC1 および cDC2 様亜集団における CD14+ 細胞は非古典的単球が含まれるこ

とが示唆された。(ii) 末梢組織や炎症環境で分化する MoDC は、CD1c または CD141 を

発現すること (Boltjes & van Wijk, 2014; Collin et al., 2013)、さらに MoDC は単球からの

分化の過程で CD14 の発現が低下することが知られている (Sallusto & Lanzavecchia, 

1994)。そのため CD14+ 細胞は、MoDC の可能性も考えられた。(iii) 興味深いことに、

近年のヒト末梢血中の樹状細胞を single cell RNA-sequencing (scRNA-Seq) で解析した研

究において、cDC2 の中に、炎症性マーカー遺伝子とともに CD14 mRNA を発現する亜

集団が存在することが報告されている (Villani et al., 2017)。この報告から、少なくとも
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cDC2 は、環境要因により CD14 を発現する可能性が考えられた。本章の実験では、CD14+ 

細胞が (i) ～ (iii) のいずれの細胞であるか特定することは困難であったが、(ii) や 

(iii) のように、cDC1 や cDC2 とは異なる樹状細胞亜集団である可能性が示唆された。 
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Fig. 2.5 ヒト化マウス骨髄系細胞集団における CD14 陽性細胞の分化 
 
解析に用いた細胞は各 IVT 群のヒト化マウスの骨髄および脾臓から調製した。 
(A) CD141+ 細胞 (cDC1 様亜集団)、CD1c+ 細胞 (cDC2 様亜集団)、および CD123+ 細胞 

(pDC 様亜集団) に占める CD14+ 細胞の頻度 
頻度の比較は各 IVT 群間 (n = 5-12) で行った。有意差 (*P < 0.05、**P < 0.01、***P 
< 0.001) は、Kruskal-Wallis test に続いて Dunn’s multiple comparison test を用いて決定

した。 
(B) cDC1 様亜集団、cDC2 様亜集団、および CD1c-CD141- 骨髄系細胞における CD14 発

現を示す代表的なヒストグラム 
Fig. 2.5 was referred from the article: Iwabuchi et al., (2018). Frontiers in immunology, 9, 1042., under CC BY 4.0. / 

with minor modification of population names and order of graphs and legends.   
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2.3.4 樹状細胞様亜集団の分化に及ぼすサイトカイン発現効果の評価 

 前 2.3.3 項より、サイトカイン発現条件下でも CD14+ 細胞が実質的に存在したことを

受けて、cDC1 様亜集団、cDC2 様亜集団、pDC 様亜集団を CD14- 細胞分画と CD14+ 細

胞分画に細分化した。その上で、骨髄および脾臓中の各細胞集団について、細胞の絶対

数とヒト白血球に占める頻度を測定し、各細胞集団の分化に及ぼすサイトカイン発現の

効果を評価した (Fig. 2.6、2.7)。なお、細胞の絶対数は、各ヒト化マウス個体のヒト白

血球の再構成レベルに依存する懸念が考えられたが、骨髄細胞および脾細胞におけるヒ

ト白血球の割合 (キメリズム) は、各 IVT 群間で有意な差はないことを確認している 

(Fig. 2.8)。ただし、各細胞集団の分化に及ぼすサイトカイン発現の効果は、リンパ組織

ごとに異なったため、リンパ組織ごとに結果の詳細を記述する。 

 骨髄 (Fig. 2.6)：各亜集団の全細胞に着目すると (Fig. 2.6、上段)、GM-CSF の発現下 

(G 群または F+G 群) で cDC2 様亜集団と pDC 様亜集団の絶対数・頻度の増加が認めら

れた。一方で、cDC1 様亜集団では増加が認められなかった。そこで、各亜集団を CD14- 

細胞 (Fig. 2.6、中段) と CD14+ 細胞 (Fig. 2.6、下段) に分けて、増加の要因を検討した。

その結果、cDC2 様亜集団の絶対数の増加は CD14+ 細胞に起因することが認められた。

一方で、pDC 様亜集団では、CD14- 細胞と CD14+ 細胞の両方で頻度の増加が認められ

た。ただし、頻度の平均値を比較すると、GM-CSF の発現による実質的な増加は、CD14+ 

細胞 (0.3%) ではなく、CD14- 細胞 (17.5%) によるものであることが認められた。 

GM-CSF とは対照的に、FLT3L の発現下 (F 群および F+G 群) では、cDC1 様亜集団

の絶対数・頻度の増加が認められた (Fig. 2.6)。また、この増加には CD14- 細胞の増加

が大きく寄与していることが考えられた (Fig. 2.6、中段)。興味深いことに、FLT3L と

GM-CSF の同時発現 (F+G 群) では、cDC1 および cDC2 様亜集団の頻度の上昇がすべ

ての分画で認められた。 

以上の結果を総合すると、FLT3L および GM-CSF の発現は、cDC1 様亜集団と cDC2

様亜集団の分化の向上に、相加的な効果を発揮することが示唆された。一方で、pDC 様

亜集団に対してはその効果が認められなかった。 

 脾臓 (Fig. 2.7) ：骨髄と同様に、FLT3L と GM-CSF の同時発現 (F+G 群) では、cDC1

様亜集団と cDC2 様亜集団の絶対数・頻度がすべての分画で上昇した。一方で、骨髄で

認められた GM-CSF 単独発現 (G 群) における cDC2 様亜集団の増加は、脾臓では認め

られなかった。また、骨髄では認められなかった FLT3L 単独発現下 (F 群) における

cDC2様亜集団の分化の向上は、CD14- 細胞とCD14+ 細胞の両方で認められた (Fig. 2.7)。
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なお、pDC 様亜集団については、どのサイトカイン発現条件においても分化の向上は認

められなかった。 

 以上の結果から、樹状細胞様亜集団の分化に及ぼす、FLT3L または GM-CSF 単独発

現の効果は、リンパ組織ごとに異なることが明らかとなった。その要因には、1 次リン

パ組織である骨髄と、2 次リンパ組織である脾臓では、組織の役割に基づく免疫細胞の

流出・流入の違いや、各組織の微小環境の違いが影響していると考えられる。一方で、

FLT3L および GM-CSF の同時発現下では、どちらの組織でも cDC1 および cDC2 様亜集

団の分化の向上が認められた。この結果は、樹状細胞の発生学的見地からも理にかなっ

ていることから (Kingston et al., 2009)、ヒト化マウスにおける骨髄系樹状細胞亜集団の

分化の向上には FLT3L および GM-CSF の同時発現が有効であることが示唆された。そ

の一方で、pDC 様亜集団については、骨髄・脾臓の両方で顕著な分化の向上を可能とす

るサイトカイン発現条件を見出すことができなかった。しかし、過去のヒト化マウスの

研究では、ヒト化 NOD/SCID マウスに対する組換えヒト FLT3L タンパクの投与が、骨

髄・脾臓における pDC の分化を向上したという報告が存在する (Ding et al., 2014)。そ

のため、Ding らの報告と本研究の結果の相違について、さらなる検討が必要と考えた。 
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Fig. 2.6 IVT 後のヒト化マウス骨髄におけるヒト樹状細胞様亜集団の分化 
 
骨髄における CD141+ 細胞 (cDC1 様亜集団)・CD1c+ 細胞 (cDC2 様亜集団)・CD123+ 細

胞 (pDC 様亜集団) の絶対数 (各細胞分画の左列のグラフ)、およびヒト白血球に占める

各亜集団の頻度 (各細胞分画の右列のグラフ) 
データは、各ヒト化マウス個体の値と絶対数の幾何平均値および細胞頻度の平均値を示

す (1 群あたり n = 5 ~ 12)。絶対数および頻度の比較は各 IVT 群間で行った。有意差 
(*P < 0.05、**P < 0.01、***P < 0.001) は、Kruskal-Wallis test に続いて Dunn’s multiple 
comparison test を用いて決定した。 
 
Fig. 2.6 was referred from the article: Iwabuchi et al., (2018). Frontiers in immunology, 9, 1042., under CC BY 4.0. / 

with minor modification of population names and order of graphs. 

  

 

                
              

Whole

CD14+

CD14ｰ

IVT group

Ab
so

lu
te

 c
el

l n
um

be
rs

%
 c

el
ls

 o
f h

C
D

45
+

ce
lls

Ab
so

lu
te

 c
el

l n
um

be
rs

%
 c

el
ls

 o
f h

C
D

45
+

ce
lls

BM

∗∗

∗∗

∗

∗
∗∗

∗∗∗

∗

∗∗
∗

∗∗
∗

∗

∗

∗∗

∗

∗∗

pDC-like population
(CD123+)

cDC1-like population
(CD141+)

Ab
so

lu
te

 c
el

l n
um

be
rs

cDC2-like population
(CD1c+)

%
 c

el
ls

 o
f h

C
D

45
+

ce
lls

∗∗
∗

∗∗

∗
∗∗

∗

∗∗
∗



 

27 
 

 

 
 

Fig. 2.7 IVT 後のヒト化マウス脾臓におけるヒト樹状細胞様亜集団の分化 
 
脾臓における CD141+ 細胞 (cDC1 様亜集団)・CD1c+ 細胞 (cDC2 様亜集団)・CD123+ 細

胞 (pDC 様亜集団) の絶対数 (各細胞分画の左列のグラフ)、およびヒト白血球に占める

各亜集団の頻度 (各細胞分画の右列のグラフ) 
データは、各ヒト化マウス個体の値と絶対数の幾何平均値および細胞頻度の平均値を示

す (1 群あたり n = 5 ~ 12)。絶対数および頻度の比較は各 IVT 群間で行った。有意差 
(*P < 0.05、**P < 0.01、***P < 0.001) は、Kruskal-Wallis test に続いて Dunn’s multiple 
comparison test を用いて決定した。 
 
Fig. 2.7 was referred from the article: Iwabuchi et al., (2018). Frontiers in immunology, 9, 1042., under CC BY 4.0. / 

with minor modification of population names and order of graphs. 
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Fig. 2.8 Fig. 2.6、2.7 で使用したヒト化マウスにおけるキメリズム 
 
(A) 各ヒト化マウスの骨髄細胞に占めるヒト白血球の割合 
(B) 各ヒト化マウスの脾細胞に占めるヒト白血球の割合 
IVT 群間の比較は Kruskal-Wallis test に続いて Dunn’s multiple comparison test を使用した

が、有意な差は認められなかった。 
 
Fig. 2.8 was referred from the article: Iwabuchi et al., (2018). Frontiers in immunology, 9, 1042., under CC BY 4.0. 
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2.3.5 若齢ヒト化 NOJ マウスを用いた pDC の分化における FLT3L 発現効果の評価 

 第 2.3.4 項の実験では、ヒト化マウスへの FLT3L の発現 (F 群・F+G 群) は pDC 様亜

集団の分化には無関係であると考えられた。しかしながら、Ding らはヒト化マウスへ

の組換え FLT3L タンパクの投与が、cDC1 および cDC2 と同様に pDC の分化も向上さ

せることを報告している (Ding et al., 2014)。この pDC の分化の不一致の原因を考えた

ところ、実験に用いたヒト化マウスの週齢の違いが影響している可能性が考えられた。 

 そこで、Ding らと同様に造血幹細胞移植後 4 週齢の若齢ヒト化マウスを用い、この

マウスに FLT3L の IVT を行った。そして、IVT 後 10 日目の骨髄と脾臓における cDC1

様亜集団、cDC2 様亜集団、pDC 様亜集団の絶対数と頻度について、コントロール群 

(young E: yE 群) と比較した。その結果、骨髄では cDC2 様亜集団と pDC 様亜集団の頻

度が上昇した (Fig. 2.9A)。また、脾臓では cDC2 様亜集団と pDC 様亜集団の絶対数と

頻度の両方が顕著に上昇した (Fig. 2.9B)。この結果より、ヒト化マウスにおいても、

FLT3L の発現下で pDC 様亜集団の分化は向上しうることが示めされた。 

その一方で、若齢ヒト化マウスにおける FLT3L の発現下 (Fig. 2.9、yF 群) では、第

2.3.4 項で認められた cDC1 様亜集団の分化の向上 (Fig. 2.6、2.7、F 群) が認められなか

った。したがって、若齢のヒト化マウスを用いても、Ding らの報告のように、古典的な

樹状細胞亜集団すべての分化を向上することはできなかった。本実験と Ding らの実験

の違いは、ヒト化マウスの系統の違いを除くと、ヒト化マウスに導入した FLT3L の量

に違いがある。しかし、FLT3L の存在量の違いが生体内の pDC もしくは cDC1 のいず

れかの分化に偏極するという報告はないため、その可能性は考えにくい。 

興味深いことに、近年新たに開発されたヒト化マウスを用いた研究では、FLT3L が必

ずしも pDC の分化を向上するわけではないことが示唆されている (Anselmi et al., 2020)。

その研究のヒト化マウスは、FLT3L を含む数種のサイトカインを発現した間質細胞と造

血幹細胞を同時に移植することで作製されている。このヒト化マウスでは、コントロー

ル群と比較して、cDC1 および cDC2 の分化は向上した一方で、pDC の分化の向上は認

められなかった。この報告から、ヒト化マウスにおける FLT3L の発現が、古典的な樹

状細胞亜集団すべての分化の向上を実現できない場合もある可能性が示唆される。本研

究では、少なくともサイトカインの発現により pDC 様亜集団の分化の低下は起きてい

ない。また、ヒト化マウスの週齢依存的な成長に伴う細胞の収量の増加を考慮すると、

第 2.3.4 項で用いた 15-17 週齢のヒト化マウスを以降の実験で用いることが適している

と判断した。  
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Fig. 2.9 若齢ヒト化マウスを用いた pDC の分化における FLT3L 発現効果の評価 
 
造血幹細胞移植後 4 週齢の ヒト化マウスにヒト FLT3L 発現プラスミド (yF 群: n = 5) 
もしくは空ベクタープラスミド (yE 群: n = 4) の IVT を行った。解析に用いた細胞は

IVT 後 10 日目の各 IVT 群のヒト化マウスから採取した骨髄および脾臓から調製した。 
(A) 骨髄における cDC1 様亜集団・cDC2 様亜集団・pDC 様亜集団の絶対数 (左)、およ

びヒト白血球に占める各亜集団の頻度 (右)  
(B) 脾臓における cDC1 様亜集団・cDC2 様亜集団・pDC 様亜集団の絶対数 (左)、およ

びヒト白血球に占める各亜集団の頻度 (右)  
データは、各ヒト化マウス個体の値と絶対数の幾何平均値および細胞頻度の平均値を示

す。絶対数および頻度の比較は各 IVT 群間で行った。有意差 (*P < 0.05) は、Mann-
Whitney U test により決定した。 
 
Fig. 2.9 was referred from the article: Iwabuchi et al., (2018). Frontiers in immunology, 9, 1042., under CC BY 4.0. / 

with minor modification of population names and order of populations. 
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2.3.6 樹状細胞様亜集団の成熟度に及ぼすサイトカイン発現効果の評価 

 第 2.3.3 項から第 2.3.5 項までは、各亜集団の分化に及ぼすサイトカイン発現の効果

を、各亜集団の絶対数・頻度で評価した。次に本項では、サイトカインの発現が各亜集

団の成熟状態に影響を及ぼすか、CD40、CD80、CD86 の発現に基づき評価した。これ

らのマーカー分子の発現上昇は樹状細胞の成熟に関連していることが知られている 

(Cochand et al., 1999)。各マーカーの発現は、陰性細胞と陽性細胞に明確に区別すること

が困難であり、場合によってはアイソタイプコントロール抗体による蛍光のバックグラ

ウンドレベルが IVT 群間で異なっていた (Fig. 2.10A)。そのため、各マーカーの発現の

定量的な尺度には、正規化平均蛍光強度 (normalized mean fluorescence intensity; nMFI、

nMFI = テストマーカー抗体のMFI / アイソタイプコントロール抗体のMFI) を算出し、

各 IVT 群間で比較した (Fig. 2.10B)。サイトカイン発現による各マーカーの発現パター

ンは亜集団ごとに異なったため、亜集団ごとに結果の詳細を記載する。 

 cDC1 様亜集団: CD40 は定常状態 (E 群) でも高発現しており、サイトカインの発現

による差は認められなかった。CD80 の発現は GM-CSF の単独発現下 (G 群) で上昇し

たが、FLT3L との同時発現下 (F+G 群) では定常状態と差が認められなかった。CD86

はサイトカインの発現による発現の差は認められなかった。 

 cDC2 様亜集団: CD40 は cDC1 様亜集団と同様に定常状態 (E 群) でも高発現してお

り、サイトカインの発現による差は認められなかった。CD80 の発現は、FLT3L と GM-

CSF の同時発現下 (F+G 群) で上昇した。また、CD86 の発現も FLT3L と GM-CSF の同

時発現下 (F+G 群) で上昇した。 

 pDC 様亜集団: cDC1 および cDC2 様亜集団と異なり、CD40 の発現は GM-CSF の発

現下 (G 群および F+G 群) で上昇した。CD80 は定常状態 (E 群) ではほとんど発現が

認められなかったが、GM-CSF の発現下 (G 群および F+G 群) で発現上昇が認められ

た。CD86 の発現は FLT3L および GM-CSF の同時発現下でのみ上昇した。 

 T 細胞性の免疫誘導には樹状細胞の成熟化が必要である (Lutz & Schuler, 2002)。特に、

T 細胞の活性化に関与し、共刺激分子として働く B7 分子 (CD80・CD86) の発現上昇が

重要とされている (Lanier et al., 1995; Zheng et al., 2004)。しかし、FLT3L 単独では機能

的な樹状細胞を分化させるには不十分である可能性が指摘されていた (Lutz et al., 2017)。

本実験の結果からも、FLT3L 単独誘導下において有意な発現上昇を示した成熟関連マー

カーは認められなかった。それとは対照的に、GM-CSF 誘導下 (G 群または F+G 群) で

は、すべての亜集団において CD80 の発現上昇が認められた。また、GM-CSF は FLT3L
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と協調することで、cDC2 様亜集団と pDC 様亜集団の CD86 の発現を も上昇させた。

したがって、ヒト化マウスにおける樹状細胞様亜集団の成熟化には、FLT3L および GM-

CSF の同時発現がより効果的であることが示唆された。ただし、cDC1 様亜集団には効

果が乏しいことを考慮する必要がある。また、本実験では各亜集団から CD14+ 細胞を

除いて解析ができなかったため、CD14- 細胞と CD14+ 細胞の間で発現に差がある可能

性も残されている。 
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Fig. 2.10 IVT 後のヒト化マウスにおけるヒト樹状細胞様亜集団の成熟状態 
 
解析に用いた細胞は各 IVT 群のヒト化マウスの脾臓から調製した。 
(A) フローサイトメトリー解析によるヒト樹状細胞関連マーカー分子のテストマーカー

抗体およびアイソタイプコントロール抗体染色の代表的なヒストグラム 
(B) IVT 群間の正規化平均蛍光強度 (nMFI) の比較 

データは、平均±標準偏差を表している (E 群：n = 9、F 群：n = 6、G 群：n = 5、F 
+ G 群：n = 6)。有意差 (*P < 0.05、**P < 0.01、***P < 0.001) は、Kruskal-Wallis test
に続いて Dunn’s multiple comparison test によって決定した。 

 
Fig. 2.10 was referred from the article: Iwabuchi et al., (2018). Frontiers in immunology, 9, 1042., under CC BY 4.0. 

/ with minor modification of population names and order of populations. 
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2.3.7 分化した樹状細胞様亜集団の機能性の検討 

 第 2.3.4 項および第 2.3.6 項の結果から、FLT3L と GM-CSF の同時発現が樹状細胞様

亜集団の分化・成熟に効果的であることが示唆された。そこで、FLT3L と GM-CSF に

より分化誘導した cDC1 様亜集団と cDC2 様亜集団が機能的であるか検討した。機能的

な樹状細胞は T 細胞に対する増殖刺激能を有しており、他家のリンパ球と共培養する

と、リンパ球の増殖を誘導する混合リンパ球反応を示すことが知られている (Steinman 

& Witmer, 1978)。そこで、この混合リンパ球反応を利用し、cDC1 および cDC2 様亜集団

が機能的であるか検討した。 

 異なる 3 ドナーの造血幹細胞から作製したヒト化マウスに対して、IVT により FLT3L

と GM-CSF を発現させ、IVT 後 10 日目に脾臓から cDC1 様亜集団、cDC2 様亜集団、

pDC 様亜集団を単離した。そして各亜集団を、それぞれ CFSE で標識した他家ヒト末梢

血由来 T 細胞と共培養し、5 日目に T 細胞の CFSE の蛍光強度をフローサイトメトリー

で解析した。その結果、cDC1 および cDC2 様亜集団と共培養した T 細胞では CFSE の

蛍光強度の減衰 (細胞分裂) が認められた (Fig. 2.11A)。また、CFSE の蛍光強度が減衰

した細胞 (CFSElow 細胞) の頻度は、cDC1 様亜集団と共培養で平均約 55%、cDC2 様亜

集団との共培養で平均約 72%であった (Fig. 2.11B)。一方で pDC 様亜集団と共培養した

T 細胞ではほとんど CFSE の減衰が認められず (Fig. 2.11A)、CFSElow細胞の頻度は平均

約 6%であった (Fig. 2.11B)。これらの結果から、cDC1 および cDC2 様亜集団は T 細胞

に対する増殖刺激能を有していたことから、機能的な樹状細胞であることが示唆された。

そして、cDC2 様亜集団は cDC1 様亜集団よりも高い増殖刺激能を示したが、cDC2 様亜

集団が T 細胞共刺激分子をより高いレベルで発現することが要因と考えられる (Fig. 

2.10B)。一方で、pDC 様亜集団は T 細胞に対する増殖刺激能をほとんど有していなかっ

たが、pDC は混合リンパ球反応をほとんど示さないことが知られており (See et al., 2017; 

Villani et al., 2017)、本結果は既報の結果と一致する。 

 本実験では、cDC1・cDC2 様亜集団における、CD14- 細胞と CD14+ 細胞の増殖刺激能

の違いについては言及できない。しかし、これまでの実験の結果を総合すると、CD14- 

細胞はヒト cDC1 および cDC2 と同一の細胞であると考えられる。一方で CD14+ 細胞に

ついては、今後さらなるマーカー分子の発現解析や遺伝子発現解析、詳細な機能性の検

討により、CD14- 細胞と同等の亜集団であるのか、もしくは新たな樹状細胞亜集団であ

るか明らかにする必要がある。 
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pDC 様亜集団には、第 2.3.2 項で述べた通り pDC の他に AS-DC である可能性も考え

られた。しかしながら、pDC は増殖刺激能が乏しいことに対し、AS-DC は強い増殖刺

激能を有していることが知られている (Villani et al., 2017)。本実験において、ヒト化マ

ウスにおける pDC 様亜集団は T 細胞に対する増殖刺激能をほとんど示していないこと

から、pDC 様亜集団のほとんどがヒトの pDC と同一細胞であることが示唆された。 
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Fig. 2.11 ヒト化マウス脾臓の樹状細胞様亜集団の T 細胞増殖刺激能の検討 
 
FLT3L および GM-CSF の IVT 後 10 日目のヒト化マウスの脾臓から cDC1 様亜集団、

cDC2 様亜集団および pDC 様亜集団を単離し、CFSE で染色した他家ヒト末梢血由来 T
細胞と 5 日間共培養を行った。共培養 5 日目に回収した T 細胞の CFSE の蛍光強度を測

定した。 
(A) 異なる 3 ドナーのヒト化マウスから単離した各亜集団と共培養した T 細胞における

CFSE の蛍光強度を示したヒストグラム 
(B) 各亜集団と共培養した T 細胞の中で CFSE の蛍光強度が減衰した (CFSElow) 細胞の

頻度の比較 
頻度の比較は共培養条件間 (n = 3) で行った。有意差 (*P < 0.05) は、one-way 
ANOVA に続いて Holm-Sidak’s multiple comparison test を用いて決定した。  
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2.4 結言 

本章では、ヒト化 NOJ マウスに、流体力学遺伝子導入法を用いてヒト FLT3L および

GM-CSF を発現させ、ヒト樹状細胞亜集団の分化誘導を試みた。流体力学遺伝子導入法

によりヒト FLT3L 遺伝子およびヒト GM-CSF 遺伝子の導入を試みた結果、少なくとも

導入後 3 日目から 10 日目まで FLT3L および GM-CSF の発現に成功した。次に、ヒトに

おける主要な樹状細胞亜集団が、ヒト化マウスにおいても分化しうるか、サイトカイン

非発現条件下・発現条件下のそれぞれのヒト化マウスを用いて検討した。その結果、ヒ

ト cDC1、cDC2、pDC と類似した表現型・形態を示す樹状細胞様亜集団がサイトカイン

非発現条件下の骨髄と脾臓で認められた。また、サイトカインの発現条件下では、FLT3L

と GM-CSF の同時発現が、骨髄と脾臓の cDC1 様亜集団および cDC2 様亜集団の分化を

も向上させた。一方で、pDC 様亜集団については、骨髄・脾臓の両方で顕著な分化の

向上を可能とするサイトカイン発現条件は認められなかった。次に、サイトカインの発

現による各亜集団の成熟化に及ぼす効果を検討した結果、GM-CSF の発現下で、すべて

の亜集団において成熟化マーカーの一つである CD80 の発現上昇が認められた。また

FLT3L と GM-CSF の同時発現では、cDC2 様亜集団と pDC 様亜集団において別の成熟

化マーカーである CD86 の発現上昇が認められた。これらの結果から、樹状細胞様亜集

団の成熟化には FLT3L と GM-CSF の同時発現が効果的であることが示唆された。そこ

で FLT3L と GM-CSF の同時発現により分化誘導した cDC1 様亜集団と cDC2 様亜集団

の機能について検討した。それぞれを他家のヒト T 細胞と共培養したところ、どちらの

亜集団も T 細胞に対する増殖刺激能を示し、少なくとも一定の機能を有する樹状細胞

であることが確認された。 

以上より、ヒト化マウスへの FLT3L と GM-CSF の強制発現によって、機能的な cDC1

および cDC2 の分化を向上することに成功した。また pDC の分化を向上させるには至

らなかったが、サイトカイン非発現条件下と同程度に分化していることを確認した。興

味深いことに本研究では、過去のヒト化マウスの研究でも報告されているこれらの樹状

細胞亜集団に加え、従来の定義から cDC1 や cDC2 に分類されない CD14+ 細胞の分化が

認められた。そのため、この CD14+ 細胞の実態について更なる検証が必要であると考

えられた。 
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第 3 章 ヒト FLT3L・GM-CSF 発現ヒト化マウスを用いたヒト樹状細胞亜集団の解析 

3.1 緒言 

 本章では、第 2 章で作製したヒト FLT3L および GM-CSF を発現したヒト化マウスを

用いて、ヒト化マウスで DC3 が分化しうるか否か明らかにすることを目指す。 

 DC3 は、2017 年に Villani らによってその存在が示唆された樹状細胞亜集団である 

(Villani et al., 2017)。この研究では、ヒト末梢血に存在する樹状細胞亜集団を、scRNA-

Seq による網羅的な遺伝子発現解析の結果に基づき再分類を行った。その結果、従来

cDC2 と考えられていた亜集団には、CD14 mRNA を発現しない古典的な cDC2 の他に、

CD14 mRNA を発現する細胞集団が含まれており、これを便宜的に DC3 と呼称した。 

 これまでの研究で、末梢組織の真皮樹状細胞や、腫瘍腹水や関節滑液中の炎症性樹状

細胞は細胞表面に CD14 を発現することが既に報告されている (Segura et al., 2012; 

Segura et al., 2013)。これらは単球から分化した樹状細胞 (MoDC) であるため、CD14 を

発現していると考えられてきた。一方で、血液やリンパ組織に存在する cDC1、cDC2、

pDC は、単球とは異なる骨髄系前駆細胞から分化することが明らかになっている 

(Guilliams et al., 2014)。そのため、前駆細胞の違いから、cDC1・cDC2・pDC と MoDC は

異なる系統の樹状細胞として区別されてきた。また表現型に基づく分類では、真正の樹

状細胞 (cDC1・cDC2・pDC) を CD14- 細胞、MoDC を CD14+ 細胞と定義されてきた。

そのため、DC3 の存在が示唆されるまでの樹状細胞研究では、真正の樹状細胞は CD14

を発現しないものと考えられてきた。 

 興味深いことに、第 2 章で作製した FLT3L・GM-CSF 発現ヒト化マウスでは、cDC1

および cDC2 に表現型が類似した CD14+ 細胞の分化が認められた (Iwabuchi et al., 2018)。

また、Villani らの報告を裏付ける形で、DC3 は細胞表面に CD14 を発現する cDC1 とも

cDC2 とも異なる真正の樹状細胞であることを、複数の研究グループが報告している 

(Bourdely et al., 2020; Dutertre et al., 2019)。しかし、生体内における DC3 の分化機構や、

免疫誘導組織における性状・機能について不明なことが多く、DC3 の解析が可能な動物

モデルの開発が望まれている (Villar & Segura, 2020)。そこで本章では、第 2 章で作製し

た FLT3L・GM-CSF 発現ヒト化マウスにおける CD14+ 細胞に着目し、DC3 と同等の亜

集団であるか検証した。 
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3.2 実験方法及び材料 

3.2.1 ヒト臍帯血からの造血幹細胞の分離 

第 2.2.1 項と同様の方法で行った。なお、本章では造血幹細胞を分離後の CD133- 臍

帯血単核球も実験で使用した。 

 

3.2.2 マウスおよびヒト化マウスの構築 

 第 2.2.2、2.2.3 項と同様の方法でヒト化 NOJ マウスを構築した。なお本章では、造血

幹細胞移植後 15-17 週齢のマウスをすべての実験に用いた。 

 

3.2.3 流体力学的遺伝子導入法による in vivo transfection 

 第 2.2.4、2.2.5 項と同様の方法で、ヒト FLT3L プラスミド及びヒト GM-CSF プラスミ

ド各 25 μg ずつを混合したものをヒト化 NOJ マウスに IVT した。 

 

3.2.4 細胞の調製 

 実験に使用した細胞は、第 3.2.1 項で分離した CD133- 臍帯血単核球に加えて、ナイ

ーブおよび IVT ヒト化 NOJ マウスの脾臓・全血、および健康な日本人ボランティアか

ら採血したヒト末梢血からも調製した。なお、ボランティアのインフォームド・コンセ

ントおよび国立感染症研究所内の医学研究倫理審査委員会の承認を事前に受けた上で、

ヒト末梢血を使用した。 

 ヒト化 NOJ マウスの脾臓は、ナイーブもしくは IVT 後 7 日目から採取し、Spleen 

Dissociation Kit mouse および gentleMACS Dissociator を用いて分散処理した。個々のヒ

ト化 NOJ マウス脾細胞をフローサイトメトリー解析に供する場合は、分散した脾細胞

を ACK buffer による溶血処理した後に、DC-staining buffer (PBS, 2% FBS, 5 mM EDTA-

2Na, 0.01% NaN3) で洗浄し、同 Buffer で再懸濁後、解析まで氷上で維持した。脾細胞か

ら樹状細胞亜集団および単球をセルソーターにより単離する場合は、造血幹細胞ドナー

が共通する複数匹のヒト化 NOJ マウス脾細胞を、分散処理後に 1 本のチューブにまと

めた。次に、このまとめた脾細胞から、EasySep Mouse/Human Chimera Isolation kit 

(StemCell Technologies) を使用してヒト白血球を濃縮分離した。さらに、この濃縮ヒト

白血球から、CD3 MicroBead (Miltenyi Biotec) および CD19 MicroBead (Miltenyi Biotec) 

を使用してヒト CD3-CD19- 細胞を濃縮分離した。濃縮したヒト CD3-CD19- 細胞は

Sorting buffer で再懸濁し、ソーティングまで氷上で維持した。 
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 ヒト化NOJマウスの全血は、イソフルラン吸入麻酔液 (Pfizer Inc, Pearl River, NY, USA) 

による全身麻酔下で、血液抗凝固剤のヘパリンナトリウム注射液 (エイワイファーマ, 

東京) 100 μl をあらかじめ入れた 26 ゲージのシリンジを用いて心臓採血により採取し

た。ヒト化 NOJ マウスの全血およびヒト末梢血は、臍帯血の処理と同様の方法で末梢

血単核球を分離した。ヒト化 NOJ マウス由来の末梢血単核球は DC-staining buffer で洗

浄し、同 Buffer で再懸濁後、解析まで氷上で維持した。ヒト由来の末梢血単核球につい

ては、EasySep Human Naïve CD4+ T Cell Isolation Kit II (StemCell Technologies) を使用し、

末梢血単核球からナイーブ CD4+ T 細胞を分離した。分離したナイーブ CD4+ T 細胞は、

Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMEM) -10 培地 (IMEM (ThermoFisher Scientific), 

10% KnockOut Serum Replacement (ThermoFisher Scientific), 1% GlutaMAX solution, 100 

µg/ml penicillin, 100 µg/ml streptomycin) に再懸濁し、混合リンパ球反応実験まで 37℃、

5% CO2の条件下で維持した。 

 CD133- 臍帯血単核球については、EasySep Human T cell Enrichment Kit を使用し、臍

帯血単核球から T 細胞を分離した。さらに、分離した臍帯血由来 T 細胞から、EasySep 

Human CD4+ T cell Isolation Kit (StemCell Technologies) を使用し、臍帯血由来 CD4+ T 細

胞を分離した。分離した臍帯血由来 CD4+ T 細胞は、R-10 培地に再懸濁し、staphylococcal 

enterotoxin B (SEB) 存在下共培養実験まで 37℃、5% CO2の条件下で維持した。 

 

3.2.5 フローサイトメトリー解析・FACS 

本章で使用した蛍光標識モノクローナル抗体は Table 3.1 に示した通りである。なお

使用したすべてのモノクローナル抗体はヒト抗原特異的な抗体である。また、抗体の非

特異的な結合を防ぐためのブロッキングには、抗マウス FcγII/III 抗体 (2.4G2) (Onodera 

et al., 2016)、および抗ヒト CD16 抗体 (3G8) に競合しない抗ヒト Fc 受容体抗体混合物 

(Human TruStain FcX, BioLegend) を使用した。死細胞の標識には、LIVE/DEAD Fixable 

Dead Cell Stain Kit (Aqua, Violet および Near-IR) を使用し、解析時に除外した。 

フローサイトメトリー解析では、初めに 1 サンプル当たり 大 1×106 細胞をブロッ

キング抗体が含まれた DC-staining buffer 100 μl で懸濁し、20 分間氷上でブロッキング

を行った。次に、DC-staining buffer でサンプルを 1 回洗浄した後に、DC-staining buffer 
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Table 3.1 第 3.2.5 項で使用したモノクローナル抗体一覧 

 

  

Name Clone Fluorochrome Source

CD1c L161 Alexa Flour 700 BioLegend

CD3 UCHT1 APC-Cy7, Brilliant Violet 605,
PerCP

BD Biosciences, BioLegend

CD4 OKT4 Brilliant Violet 605 BioLegend

CD5 UCHT2 PE BioLegend

CD8a RPA-T8 Alexa Flour 647, 700 BioLegend

CD14 RMO52 FITC Beckman Coulter

CD16 3G8 PerCP BioLegend

CD19 HIB19 Brilliant Violet 605, PE BioLegend

CD33 P67.6 APC-Cy7 BioLegend

CD45 HI30 Pacific Blue BioLegend

CD56 5.1H11 Brilliant Violet 605 BioLegend

CD80 2D10 PE BioLegend

CD123 6H6 PE-Cy7 BioLegend

CD141 M80 Brilliant Violet 785 BioLegend

CD163 GHI/61 PE BioLegend

CD301/CLEC10A H037G3 PE BioLegend

CD370/CLEC9A 8F9 APC BioLegend

IFN-γ 4S.B3 Brilliant Violet 785 BioLegend

IL-2 MQ1-17H12 PerCP-Cy5.5 BioLegend

IL-4 8D4-8 PE-Cy7 ThermoFisher Scientific

IL-6 MQ2-13A5 PE BioLegend

IL-17A eBio64DEC17 APC ThermoFisher Scientific

HLA-DR L243 Alexa Flour 488, PE BioLegend

S100A8 REA917 PE Miltenyi Biotec

S100A9 MRP 1H9 PE BioLegend

TNF-α MAb11 PE ThermoFisher Scientific

Isotype control

Mouse IgG1 kappa MOPC-21 APC, Brilliant Violet 785,
PerCP, PE, PE-Cy7

BioLegend

Mouse IgG2a kappa MOPC-173 APC, PE BioLegend

Mouse IgG2b kappa MPC-11 APC BioLegend

Rat IgG1 kappa RTK2071 PE BioLegend
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に蛍光標識抗体と LIVE/DEAD Fixable Dead Cell Stain Kit を添加した 100 μl の染色用混

合液でサンプルを再懸濁し、30 分間氷上で染色した。その後 DC-staining buffer で洗浄

し、フローサイトメトリー解析に供した。細胞内のタンパク質の染色では、上記の表面

染 色 を 行 っ た 後 に 、 eBioscience Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set 

(eBioscience/ThermoFisher Scientific) を用いて細胞の固定・透過処理を施し、細胞内タン

パク質の染色を行った。 

ソーティングでは、前述の染色用混合液に用いるバッファーを Sorting buffer に変更

し、1×106細胞あたり 100 μl の染色用混合液で細胞再懸濁し、30 分間氷上で染色した。

その後細胞を Sorting buffer で洗浄し、5×106 細胞あたり 1 ml の同 Buffer で再懸濁した

後に、ソーティングに供した。データは FACSAria III を用いて取得し、データ解析は

FlowJo software v10.7.1 (BD Biosciences) を用いた。 

 

3.2.6 in vitro における cDC2 の活性化 

 IVT 後 7 日目のヒト化 NOJ マウスの脾臓から 0.5-1.0×105 細胞の cDC2 (CD14-CD1c+ 

細胞) をセルソーターによって単離し、100 ng/mlのLPS (O55:B5, Sigma-Aldrich, St. Louis, 

Mo, USA) を含有する R-10 培地で 16 時間、37℃、5% CO2の条件下で培養した。培養後

細胞を回収し、再度細胞の表面染色を行った後、フローサイトメトリー解析を行った。 
 

3.2.7 ヒト樹状細胞亜集団と他家ナイーブ CD4+ T 細胞の混合リンパ球反応の検討 

ヒト末梢血単核球から調製した他家のナイーブ CD4+ T 細胞を 5 μ M の CellTrace 

Violet (CTV; ThermoFisher Scientific) で標識した。CTV 標識後、CD4+ T 細胞を IMEM-10

培地で 2 回洗浄した。 

次にヒト化NOJマウスの樹状細胞亜集団および単球を、1 wellあたり 180 μlの IMEM-

10 培地を加えた U 底 96-well プレートに 2000-2500 細胞ずつセルソーターを用いて分注

した。さらに、CD4+ T 細胞 : 分注細胞 ＝ 20 : 1 の比率になるよう 40000-50000 細胞の

CTV 標識他家ナイーブ CD4+ T 細胞を加え、37℃、5% CO2の条件下で培養した。培養

開始から 5 日目に、50 ng/ml の phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA; Sigma-Aldrich) およ

び 1 μg/ml のイオノマイシン (Sigma-Aldrich) で CD4+ T 細胞を再刺激した。再刺激開

始から 1 時間後に、5 μg/ml の brefeldin A (BFA; Sigma-Aldrich) で細胞内タンパク質輸

送を阻害した。BFA による阻害開始から 5 時間後に、各 well の共培養サンプルを回収

し、細胞内タンパク質の染色後、フローサイトメトリー解析を行った。 
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3.2.8 SEB 存在下におけるヒト樹状細胞亜集団と自家 CD4+ T 細胞の共培養実験 

ヒト化 NOJ マウスの樹状細胞亜集団および単球を、1 well あたり 180 μl の R-10 培地

を加えた U 底 96-well プレートに 500 細胞ずつセルソーターを用いて分注した。さら

に、T 細胞 : 分注細胞 ＝ 100 : 1 の比率になるよう 5×104 細胞の臍帯血単核球由来自

家 CD4+ T 細胞を加え共培養を行った。その際、SEB を終濃度 1 μg/ml で添加・混合し

た。SEB 添加から 1 時間後、5 μg/ml の BFA で細胞内タンパク質輸送を阻害した。BFA

による阻害開始から 5 時間後に、各 well の共培養サンプルを回収し、細胞内タンパク

質の染色後、フローサイトメトリー解析を行った。 

 

3.2.9 Bulk RNA-Seq 

 RNA-Seq による遺伝子発現解析では、セルソーターによって単離したヒト化 NOJ マ

ウスの樹状細胞亜集団および単球を用いた。各細胞を 大 540 細胞ずつ 0.2 ml マイク

ロチューブに入れた 2.7 μ l の低張性溶解バッファー (0.2% (v/v) Triton X-100 (Sigma-

Aldrich), 2 U/μl RNase inhibitor (ThermoFisher Scientific)) に溶解し、ドライアイスで急速

冷凍後 cDNA ライブラリーの作製まで-80℃で保存した。cDNA ライブラリーの作製は

SMART-Seq2 プロトコル (Picelli et al., 2014) に従い、冷凍細胞溶解液を 3 分間 72℃でイ

ンキュベーションした後、テンプレートスイッチングオリゴおよび SuperScript II reverse 

transcriptase (ThermoFisher Scientific) を含む反応液を加え cDNA 合成を行った。cDNA は

KAPA HiFi HotStart ReadyMix (KAPA Biosystems, Wilmington, MA, USA) を用いて 18 サ

イクルの PCR 反応により増幅した。増幅した cDNA は 0.8 倍容量の Agencourt AMPure 

XP beads (Beckman Coulter) を 用い て精 製し 、 Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA, USA) および Agilent High Sensitivity DNA Kit (Agilent 

Technologies) による cDNA のクオリティチェックを行った。そして増幅した cDNA の

量が 1 ng 以上のサンプルについて、Nextera XT DNA library preparation kit (Illumina, San 

Diego, CA, USA) を用いてシークシングライブラリー調製を行った。シークエンシング

ライブラリーは Illumina Miseq (Illumina) を用いて 75 bp のペアエンドリードの配列情

報を取得した。なお、シークエンスを行った各細胞サンプルは、造血幹細胞ドナーの異

なるヒト化マウス 3 群から単離した細胞を用いてバイオロジカルレプリケートを 3 と

した。ただし、単球サンプルのみ、1 サンプルで cDNA のクオリティチェック時に cDNA

の増幅が不十分であったため、シークエンスサンプルから除外し、バイオロジカルレプ

リケートは 2 となった。 
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3.2.10 RNA-Seq データの前処理および解析 

 得られたシークエンスデータは、Flexbar v.3.4.0 (Roehr et al., 2017) を用いて低クオリ

ティのリードやアダプター配列を除去した。このフィルタリングをされたシークエンス

リードは HISAT v2.1.0 (Kim et al., 2019) を用いて human reference genome GRCh38.p13 

(GENCODE release 32) のレファレンスゲノムにマッピングし、遺伝子に割り当てられ

たリード数は featureCounts v1.6.4 (Liao et al., 2014) で計測した。 

 任意のサンプルのペア間の遺伝子発現の差異は、多重仮説検定のための p 値のデフォ

ルト FDR 調整を使用して、R パッケージ DESeq2 v1.28.1 (Love et al., 2014) を使用して

評価した。クラスタリング分析には、まずカウント生値を分散安定化変換 (variance-

stabilizing transformation: VST) (Anders & Huber, 2010) により変換した値を用いた。次に、

R パッケージ biomaRt v2.28.0 (Durinck et al., 2009) で Gene Ontology の Biological Process

に含まれる「immune system process」 (GO: 0002376) にアノテーションされた遺伝子に

対応した 488 遺伝子について、樹状細胞亜集団と単球の間の発現に基づき、ユークリッ

ド距離と完全連結法を用いて階層的クラスタリングを行い、Z スコア変換後に R パッケ

ージ pheatmap v1.0.12 (Kolde, 2015) を用いてヒートマップを作製した。ヒト化マウスの

2 つの樹状細胞亜集団間の発現変動遺伝子を表示するボルケーノプロットは、閾値を

|Log2FC| > 1.5、adjusted p-value < 0.01 に設定し、R パッケージ EnhancedVolcano v1.6.0 

(Blighe et al., 2019) を使用して生成した。 

 主成分分析には、本研究で取得した RNA-Seq の遺伝子発現データと、SRA 

(https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/sra/) に寄託された bulk RNA-Seq のシークエンスデ

ータを使用した。SRA に寄託されたシークエンスデータは、parallel-fastq-dump v0.6.6 

(https://github.com/rvalieris/parallel-fastq-dump) を 用 い て 、 ヒ ト CD5+ cDC2 (SRA: 

SRR10056374, SRR10056375, SRR10056376, SRR10056377)、ヒト DC3 (SRA: SRR11832588, 

SRR11832589, SRR11832590, SRR11832591)、ヒト古典的単球 (classical monocyte: cMo; 

SRA: SRR6298336, SRR6298307, SRR6298370, SRR6298278)、ヒト中間単球 (intermediate 

monocyte: iMo; SRA: SRR6298307, SRR6298308, SRR6298371, SRR6298279)、ヒト非古典

的単球  (non-classical monocyte: ncMo; SRA: SRR6298338, SRR6298309, SRR6298372, 

SRR6298280) 、ヒトランゲルハンス細胞  (LC; SRA: SRR7896371, SRR7896374, 

SRR7896377)、ヒト monocyte-derived macrophage (MDM; SRA: SRR8787287, SRR8787291, 

SRR8787295)、およびヒト MoDC (SRA: SRR6815986, SRR6816010, SRR6815991) をダウ

ンロードし、本研究で取得したシークエンスデータと同様に前処理を行った。そしてこ
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れらのサンプルおよび本研究のヒト化マウス由来のサンプルの間で も変動が大きい

500 遺伝子を用いて主成分分析を行った。 

 ヒト化マウスの 2 つの樹状細胞亜集団における、樹状細胞特異的な遺伝子群の発現を

評 価 す る た め Gene set enrichment analysis (GSEA; https://www.broad.mit.edu/gsea) 

(Subramanian et al., 2005) による解析を行った。本解析では、正規化濃縮スコア 

(normalized enrichment score: NES) の絶対値が 1.00 以上、FDR (q) < 0.25 を有意な遺伝子

群の濃縮とみなした。本解析では Table 3.2 に示す Villani らが報告したヒト末梢血 cDC2

および DC3 で特異的と定義された遺伝子群を用いた (Villani et al., 2017)。 
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Table 3.2 GSEA に使用した DC3 遺伝子群および cDC2 遺伝子群のリスト 

 
  

cDC2>ALL DC3>ALL cDC2>DC3 DC3>DC2 cDC2>ALL DC3>ALL cDC2>DC3 DC3>DC2

CD1C S100A9 HLA-DPB1 BACH1 NFE2 TOP1MT SULT1A1

FCER1A S100A8 HLA-DQB1 CA5BP1 ASGR1 TOM1

CLEC10A VCAN HLA-DQA1 TSC2 BST1 KCNE3

ADAM8 LYZ HLA-DQA2 SHOC2 IL1RN PYGL

CD1D ANXA1 CD1C HPCAL1 NOD2 SLC11A1

FCGR2B PLBD1 HLA-DOB PVR NLRP3 HK3

CLEC4A RNASE2 P2RY14 RIPK2 LMNA ACSL1

SLC2A3 FCER1A ARL4C STIM1 CARD19 IER3

CD33 SLC2A3 CLIC2 ID1 IL27RA CFD

ETS2 CD163 CLEC17A IKBKE NLRP12 LMNA

CLIC2 CSF3R C10ORF128 KCNN4 RAB27A MSRB1

PEA15 MNDA CALHM6 EMP1 EREG TREM1

CACNA2D3 CD14 ASAP1 PLPPR2 PILRA

CD1E NAIP SLC41A2 GPBAR1 ASGR1

MBOAT7 CSTA SLAMF7 MKNK1 TXNRD1

C10ORF128 FCN1 CST7 KIAA0513 GLUL

NR4A2 CD1D PKIB FOXO3 PSTPIP1

GPAT3 FPR1 HSPA7 EMC3 CSF3R

ENTPD1 F13A1 CXCL16 YWHAG STAB1

CD2 CLEC10A RUNX3 TAB1 RETN

PER1 CES1 WDFY4 OSM SERPINA1

PID1 PID1 IL18R1 GABARAPL1 SLC7A7

AREG S100A12 FCGR2B ASPH CTSD

PTGS1 MTMR11 MYO1E PDLIM7 NEAT1

SMN1 SMN1 AXL QPCT CES1P1

CLEC17A LAT2 PEA15 RIN2 FPR1

ITGA5 RETN SIGLEC10 MRPS23 CD163

CREB5 TMEM173 CD1E PLXND1 S100A12

PTAFR AOAH GOLGA8B CLEC12A CYBB

NOD2 RAB3D IFITM1 TMEM176A F13A1

CCR6 CD36 ITGB2-AS1 PISD CES1

MGST1 FEZ1 PLA2G7 BST1

TREM1 INSIG1 TMEM141 MTMR11

HNMT SPATS2L NINJ1 CD36

CES1P1 GRIP1 AGTRAP MGST1

ADAM15 MCOLN2 BLVRA RAB3D

IL13RA1 SERTAD3 HBEGF PLBD1

MICAL2 PPP1R14A DMXL2 TMEM176B

ITGA5 UVRAG CARD19 CD14

CREB5 SIGLEC6 IL1B FCN1

IL1B KPNA6 NLRP12 RNASE2

NR4A2 LGMN SORL1 VCAN

MPP7 SPIB NFE2 S100A8

PTAFR SNRPN ADAM15 S100A9

HBEGF WFDC21P CCDC69
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3.2.11 in vivo ICS assay を用いたヒト化 NOJ マウスにおける炎症応答の検出 

 IVT 後 7 日目に 2 μg の LPS (O55:B5, Sigma-Aldrich) を混合した 200 μl の PBS を腹

腔内投与した。LPS 投与から 1 時間後、生体内の細胞内サイトカイン合成を測定する in 

vivo ICS assay (Liu & Whitton, 2005) を行うため、250 μg の BFA を混合した 500 μl の

PBS を静脈内投与した。BFA 投与から 5 時間後、ヒト化 NOJ マウスから脾臓を採取し、

直ちに分散処理・細胞内染色を行い、フローサイトメトリーによる細胞内の炎症性サイ

トカインの検出を行った。 

 

3.2.12 統計解析 

データの正規性ならびに分散に基づき、2 群間の有意差検定では unpaired t-test、ratio-

paired t-test、もしくは Mann-Whitney U test を用いた。3 群間の有意差検定では one-way 

ANOVA、repeated-measures one-way ANOVA もしくは two-way ANOVA を使用し、その

後多重比較検定として Holm-Sidak’s multiple comparison test を行った。すべての解析に

おいて Prism software v6 を使用し、P–value < 0.05 を統計学的有意とした。 
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3.3 結果・考察 

3.3.1 CD14 の発現に基づく樹状細胞亜集団の再分類 

 第 2 章で作製したヒト FLT3L・GM-CSF 発現ヒト化マウスモデルでは、CD14+ 細胞

が CD141+ 細胞集団と CD1c+ 細胞集団の両方で認められた。一方で、近年の DC3 の研

究では、CD141+ 細胞集団において CD14+ 細胞は報告されていない (Bourdely et al., 

2020; Dutertre et al., 2019)。この相違から、第 2 章の実験で検出した CD14+ 細胞には CD14

偽陽性細胞が含まれていた可能性が危惧された。そこで、他のマーカー分子を標識した

蛍光の漏れこみによるCD14偽陽性細胞の出現を減らすため、本章の実験では、抗 CD14 

モノクローナル抗体と共役する蛍光標識を ECD から FITC に変更してフローサイト

メトリー解析を行った。 

初めに、骨髄系細胞集団を CD45+CD3-CD19-CD56-CD33+ 細胞として分画し、さらに

CD141+ 細胞集団 (cDC1 様細胞)、CD1c+ 細胞集団 (cDC2 様細胞)、および CD1c-CD141- 

(double negative; DN) 細胞集団の 3 つの細胞集団に分画した (Fig. 3.1A)。これら 3 つの

細胞集団を、さらに CD14 陰性細胞と陽性細胞に細分化した (Fig. 3.1B)。なお CD14 に

対するゲーティングは、FITC-CD14 抗体のアイソタイプコントロール染色に基づいて

設定した (Fig. 3.1C)。その結果、過去の DC3 の研究と同様に、cDC1 様細胞では CD14

の発現が認められず、すべて cDC1 であることが示唆された。対照的に、cDC2 様細胞

では、CD14 を発現する細胞が認められた。ただし、この CD14+CD1c+ 細胞は、実験に

用いたすべてのヒト化マウスで検出されたが、その数は CD14 陰性の cDC2 と比較して、

約 150 倍も少なかった (Fig. 3.2A)。なお、DN 細胞集団では、典型的な単球の表現型を

示す CD14high 細胞が認められた。CD14+CD1c+ 細胞は、他の細胞集団よりも数が少ない

ものの (Fig. 3.2B)、サイトカイン非発現のヒト化マウスと比較すると、FLT3L と GM-

CSF の発現により分化が向上する細胞であることが認められた (Fig. 3.2C)。以上のこと

から、FLT3L・GM-CSF 発現ヒト化マウスでは、cDC1 と cDC2 に加え、cDC2 の特徴 

(CD1c の発現) を有しつつも CD14 を発現する細胞 (CD14+CD1c+ 細胞) の分化が確認

された。 
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Fig. 3.1 ヒト NOJ マウスにおけるヒト樹状細胞亜集団の分類 
 
解析に用いた細胞は IVT 後 7 日目の脾臓から調製した。 
(A) フローサイトメトリー解析における CD141+ 細胞集団、CD1c+ 細胞集団、CD1c-

CD141- 細胞集団の分画の代表例 
(B) フローサイトメトリー解析における cDC1、cDC2、CD14+CD1c+ 細胞、CD14high 単

球の分画の代表例 
(C) フローサイトメトリー解析における抗 CD14 モノクローナル抗体染色による cDC1、

cDC2、CD14+CD1c+ 細胞および CD14high 単球の分画 (上側)、および同一サンプルお

けるアイソタイプコントロール抗体を用いた染色 (下側) の代表例 
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Fig. 3.2 Fig. 3.1 で分画した各亜集団の頻度 
 
解析に用いた細胞はサイトカイン非発現のヒト化マウスもしくは IVT 後 7 日目のヒト

化マウスの脾臓から調製した。 
(A) CD1c+ 細胞集団に占める CD14+CD1c+ 細胞及び cDC2 の頻度 

頻度の比較 (n = 15) は ratio-paired t-test を用いて行い、有意差 (****P < 0.0001) を
決定した。 

(B) ヒト白血球に占める CD14+CD1c+ 細胞、cDC2、cDC1 および単球の頻度 
頻度の比較はすべての亜集団間 (n = 15) で行った。有意差 (***P < 0.001、****P < 
0.0001) は、 repeated-measures one-way ANOVA に続いて Holm-Sidak’s multiple 
comparison test を用いて決定した。 

(C) サイトカイン非発現のヒト化マウスおよび FLT3L・GM-CSF 発現ヒト化マウスに

おけるヒト白血球に占める CD14+CD1c+ 細胞の頻度 
頻度の比較 (非発現群：n = 5、IVT 群：n = 15) は Mann-Whitney U test を用いて行

い、有意差 (**P < 0.01) を決定した。  
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3.3.2 再分類した亜集団の表現型の解析 

 次に、Fig. 3.1B で分画した各亜集団について、樹状細胞および単球/マクロファージ

関連マーカー (CLEC9A、CLEC10A、HLA-DR、CD163、CD5) の発現をフローサイトメ

トリー解析した (Table 3.3、Fig. 3.3)。cDC1 および cDC2 特異的なマーカーとして、

CLEC9AおよびCLEC10Aがそれぞれ知られている (Heger et al., 2018; Poulin et al., 2012)。

ヒト化マウスの cDC1 および cDC2 においても、それぞれ CLEC9A、CLEC10A の発現

が認められた (Fig. 3.3A)。興味深いことに、CLEC10A の発現は CD14+CD1c+ 細胞でも

認められた。HLA-DR は抗原提示細胞のマーカーとして知られているが (Poulter, 1983)、

ヒト化マウスの CD14+CD1c+ 細胞、cDC2、cDC1、単球すべてで HLA-DR の発現が認め

られ、また CD14+CD1c+ 細胞の HLA-DR の発現レベルは単球よりも cDC2 に類似した。 

CD163 は単球/マクロファージ関連マーカーとして知られているが (Buechler et al., 

2000)、DC3 でも発現していることが報告されている (Bourdely et al., 2020; Dutertre et al., 

2019)。そして本実験の結果、CD14+CD1c+ 細胞および単球で CD163 の発現が認められ

た。ただし、CD163 を発現する細胞の頻度は、ヒト化マウスに移植した造血幹細胞のド

ナーによって大きく異なっていた (Fig. 3.3B)。CD5 は cDC2 関連マーカーとして知られ

ている (Yin et al., 2017)。ヒト化 NOJ マウスでは、cDC2 で発現が認められたのに対し、

CD14+CD1c+ 細胞では発現が認められなかった。 

 以上の解析結果から、ヒト化マウスにおける cDC1、cDC2 および単球は、それぞれヒ

ト末梢血の cDC1、cDC2 および単球と同様の表現型を示した (Table 3.3)。また、

CD14+CD1c+ 細胞は CD163+CD5- の表現型を示したことから、これまでに報告されてい

る DC3 の表現型と類似した (Table 3.3) (Bourdely et al., 2020; Dutertre et al., 2019)。ただ

し、DC3 で高く発現するとされている CD163 は、CD14+CD1c+ 細胞ではヒト化マウス

個体間ごとに発現レベルが異なった (Fig. 3.3B)。また個体間での CD163 の発現レベル

の変動は単球においても認められた (Fig. 3.3B)。一方、ヒト末梢血由来の単球では、ド

ナー間で CD163 の発現が大きく異なること、またその発現は生体内のサイトカインや

炎症性メディエーターの存在により容易に変動することが報告されている (Tippett et 

al., 2011)。したがって、CD14+CD1c+ 細胞の CD163 の発現の変動はヒト化マウス個体ご

との免疫環境の違いが影響していることが示唆された。 

興味深いことに、DC3 は FLT3L や GM-CSF の存在下で、分化が促進されることが報

告されている (Bourdely et al., 2020; Dutertre et al., 2019)。本研究のヒト化マウスでも、

CD14+CD1c+ 細胞の分化は FLT3L と GM-CSF の発現により亢進した (Fig. 3.2C)。この
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ことは、CD14+CD1c+ 細胞が DC3 と同一あるいは類似した細胞である可能性を支持す

る。ただし、ヒト化マウスの CD14+CD1c+ 細胞は、ヒト末梢血における DC3 よりも数

が少ない細胞集団であった (Fig. 3.2A、B) (Bourdely et al., 2020; Dutertre et al., 2019)。そ

の要因の 1 つには、フローサイトメトリー解析法の違いが影響していると考えられる 

(Fig. 3.4)。これまでの DC3 の研究では、本研究と同様に CD14+ 細胞を含めた上で樹状

細胞亜集団の分画を行っている。しかし、 終的な DC3 の分画は、CD14 以外のマーカ

ーの組み合わせ (CD5 および CD163 (Dutertre et al., 2019)または BTLA および CD163 

(Bourdely et al., 2020)) により行われていた。また、これらの研究における CD14 の扱い

は、分画した DC3 の表現型を確認するための、補助的なマーカーとして用いられてい

た。また、この分画法の手順の違いだけでなく、ヒト化マウスとヒトの生物種の差も

CD14+CD1c+ 細胞と DC3 の存在量の違いに影響していると考えられる。すなわち、本

研究のヒト化マウスでは、FLT3L と GM-CSF 以外のヒトサイトカインがないことを考

慮しなればならない。しかし、たとえ CD14+CD1c+ 細胞が少ない細胞集団であっても、

DC3 に類似した細胞集団がヒト化マウスで分化することを示唆されたことは非常に意

義がある。 
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Table 3.3 ヒト樹状細胞亜集団および単球における各マーカーの発現プロファイル 

 

 
  

Marker cDC1 cDC2 DC3 Monocyte
CLEC9A + - - -

CLEC10A - + + -
HLA-DR high high high low
CD163 - - + +

CD5 - high-low - -
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Fig. 3.3 Fig. 3.1 で分画した各亜集団の表現型の解析 
 
解析に用いた細胞は IVT 後 7 日目のヒト化 NOJ マウスの脾臓から調製した。 
(A) CD14+CD1c+ 細胞、cDC2、cDC1 および単球における樹状細胞および単球/マクロフ

ァージ関連マーカーの発現を示す代表的なヒストグラム 
各ヒストグラム右上のパーセンテージは、各亜集団におけるマーカー陽性細胞の頻

度の平均値 ±  標準偏差を示す (CLEC9A: n = 8, CLEC10A: n = 4, HLA-DR: n = 4, 
CD163: n = 16, CD5: n = 5)。 

(B) Fig. 3.3A に関連する個々のヒト化マウスにおける各亜集団の CD163 陽性細胞の頻

度 
同じシンボルは同一の造血幹細胞ドナー由来のヒト化マウス由来のサンプルを示す。

頻度の比較はすべての亜集団間 (n = 15) で行った。有意差 (*P < 0.05、***P < 0.001、
****P < 0.0001) は、repeated-measures one-way ANOVA に続いて Holm-Sidak’s multiple 
comparison test を用いて決定した。 
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Fig. 3.4 本研究および他研究における CD14+CD1c+ 細胞および DC3 の分画法の手順 
 
フローサイトメトリー解析において、本研究 (Iwabuchi et al)では、CD1c+ 細胞集団にお

ける CD14+ 細胞を CD14+CD1c+ 細胞として分画した。Dutertre らは、CD1c+ 細胞集団

における CD5- 細胞を DC3 亜集団として分画し、さらに CD14 と CD163 の発現に基づ

き、CD14+CD163+ 細胞を真正の DC3 とした。一方 Bourdely らは、CD1c+ 細胞集団に

おける BTLA-CD163+ 細胞を DC3 として分画し、DC3 分画で CD14 の発現が高いこと

を確認した。 
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3.3.3 cDC2 における CD14 可塑性の検討 

 第 3.3.2 項の結果から、ヒト化マウスの CD14+CD1c+ 細胞は cDC2 と表現型の異なる

細胞であることが明らかとなった。しかし本研究での CD14+CD1c+ 細胞と cDC2 の分画

は、あくまで CD1c+ 細胞集団において CD14 の発現の違いのみに基づいて行っている 

(Fig. 3.1B)。CD14 の発現に関するこれまでの研究で、樹状細胞を含む骨髄系細胞は、活

性化状態によりCD14の発現に可塑性があることが報告されている (Krakow et al., 2019)。

そのため、CD14+CD1c+ 細胞には、活性化により一時的に CD14 を発現した cDC2 が混

入している可能性も考えられた。そこで、cDC2 の活性化状態と CD14 発現の可塑性に

ついて検討した。 

 まず、ヒト化マウス脾臓から単離した cDC2 を TLR リガンドの 1 種である LPS の存

在下で 16 時間培養し活性化刺激を与えた。その後、フローサイトメトリー解析により、

活性化状態の指標として CD80 の発現強度の評価を行った (Fig. 3.5A)。その結果、LPS

無刺激条件と比較して、LPS 刺激条件では CD80 の発現レベルが約 3 倍の上昇が認めら

れ、cDC2 の活性化が確認された (Fig. 3.5B)。そこで、この LPS 刺激を与えた cDC2 に

おける CD14 の発現を評価したところ、ドナーの異なるヒト化マウス 3 群すべてで、

CD14 を発現する細胞は 0.05%未満しか認められなかった (Fig. 3.5C)。 

 以上の結果から、CD14 の発現レベルは、単なる cDC2 の活性化状態により変動する

ものではないと考えられた。また DC3 の研究においても、DC3 は cDC2 と単球のいず

れからも分化は認められず、cDC2 とも単球とも異なる前駆細胞から独立して分化する

ことが報告されている (Bourdely et al., 2020)。したがって、ヒト化マウスにおける

CD14+CD1c+ 細胞は、cDC2 とは異なる細胞亜集団であると仮定してさらなる解析を進

めた。 
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Fig. 3.5 LPS 刺激による cDC2 の表現型の変化の検討 
 
IVT 後 7 日目のヒト化マウスの脾臓から単離した cDC2 を LPS の存在下で培養し、培養

16 時間後の細胞を解析に用いた。 
(A) cDC2 における CD80 の発現を示す代表的なヒストグラム 

グレー：アイソタイプコントロール、青：LPS 無刺激、赤：LPS 刺激 
(B) cDC2 における LPS 無刺激および刺激条件間の CD80 の相対的な発現強度の比較 

発現強度の比較 (n = 3) は ratio-paired t-test を用いて行い、有意差 (*P < 0.05) を決

定した。 
(C) LPS 刺激後の cDC2 における CD14 の発現 

抗 CD14 モノクローナル抗体を用いた染色 (上段) およびアイソタイプコントロー

ル抗体を用いた染色 (下段) を行った異なる造血幹細胞ドナー由来のヒト化マウス

3 グループの cDC2 のフローサイトメトリー解析結果。 
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3.3.4 樹状細胞亜集団の CD4+ T 細胞との相互間作用能の評価 

 次に、ヒト化 NOJ マウスの CD14+CD1c+ 細胞および cDC が CD4+ T 細胞と相互作用

する機能的な樹状細胞であるか検討した。 

まず CD14+CD1c+ 細胞、cDC2、cDC1 および単球が CD4+ T 細胞に対する増殖刺激能

を有するか検討するため、各亜集団を他家ヒト末梢血由来 CD4+ T 細胞と共培養し、混

合リンパ球反応を評価した。ドナーの異なるヒト化マウス 3 群について、脾臓から単離

した各亜集団と、CTV で標識したナイーブ CD4+ T 細胞を 5 日間共培養した。共培養後

5日目にCD4+ T細胞におけるCTVの蛍光強度をフローサイトメトリーで解析した (Fig. 

3.6A)。その結果、CD14+CD1c+ 細胞、cDC2 および cDC1 と共培養した CD4+ T 細胞で

は、単球との共培養条件と比較して明確な CTV の蛍光強度の減衰、すなわち CD4+ T 細

胞の増殖が認められた (Fig. 3.6B)。いずれの共培養条件も、CD4+ T 細胞単独培養と比

較して統計的に有意な増殖は認められなかったが、CD14+CD1c+ 細胞、cDC2 および

cDC1 の共培養条件では、すべてのドナーグループにおいて CD4+ T 細胞の増殖を誘導

し、 も低いサンプルでも 6 倍以上の増殖を示した (Fig. 3.6C)。 

 樹状細胞は、ナイーブ CD4+ T 細胞の増殖を誘導するだけでなく、機能的なヘルパー

T 細胞 (Th 細胞) への分極化を誘導する。そこで、本実験においてもナイーブ CD4+ T

細胞の増殖を誘導した CD14+CD1c+ 細胞、cDC2 および cDC1 がどのような分極化を誘

導するか検討した。これらの亜集団と 5 日間共培養したナイーブ CD4+ T 細胞に対し

て、PMA およびイオノマイシンによる再刺激を行った。その後、Th 細胞サブタイプ特

異的サイトカインの IFN-γ (Th1) および IL-4 (Th2) の細胞内染色を行い、これらのサイ

トカインの発現に基づいて分極化した CD4+ T 細胞の分類を行った (Fig. 3.7A)。その結

果、CD14+CD1c+ 細胞は、 も多く IFN-γ+CD4+ T 細胞を誘導し、cDC2 と比較して有意

な Th1 細胞への分極化を誘導した (Fig. 3.7B)。一方、Th2 細胞 (IL-4+CD4+ T 細胞) への

分極化は各亜集団で認められたが、亜集団間で有意な差は認められなかった (Fig. 3.7B)。

なお、Th17 細胞特異的な IL-17A の発現も評価したが、IL-17A+CD4+ T 細胞は Th1 細胞

および Th2 細胞と比較して非常に少なく、各亜集団間で有意な差も認められなかった 

(Fig. 3.8A、B)。 

 DC3 に関して、2 つの研究グループから DC3 は cDC2 と同様にナイーブ CD4+ T 細胞

を刺激し、増殖を誘導するという共通の見解が示されている(Bourdely et al., 2020; 

Dutertre et al., 2019)。しかし Th 細胞への分極化については、異なる報告がされている。

すなわち、Bourdely らはナイーブ CD4+ T 細胞が Th1 細胞に分極されることを示したの
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に対し (Bourdely et al., 2020)、Dutertre らは、Th17 細胞に有意に分極されるが、Th1 細

胞への有意な分極は起きないことを示した (Dutertre et al., 2019)。この違いは、実験に使

用した DC3 の状態の違いによるものと考えられる。Bourdely らは単離後に複数の TLR

リガンドで活性化した DC3 を実験に使用した (Bourdely et al., 2020)。一方で、Dutertre

らは単離後に刺激のない DC3 を使用した (Dutertre et al., 2019)。本研究では、第 2 章に

おいてヒト化マウスにおける FLT3L と GM-CSF の発現が樹状細胞亜集団の活性化/成熟

化を向上することを示している (Fig. 2.10B)。したがって、CD14+CD1c+ 細胞が Th1 細

胞を誘導する一方、Th17 細胞を誘導しない点は (Fig. 3.7B、Fig. 3.8B)、Bourdely らの

DC3 と同様の性質を示したためと考えられる。またこれらの結果は、ヒト化マウスの

CD14+CD1c+ 細胞が機能的な樹状細胞であり、cDC2 とは異なる機能を有することを示

唆している。 
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Fig. 3.6 ヒト化マウスの各樹状細胞亜集団の T 細胞増殖刺激能の検討 
 
IVT 後 7 日目のヒト化マウスの脾臓から CD14+CD1c+ 細胞、cDC2、cDC1 および単球を

単離し、CTV で標識した他家ヒト末梢血由来ナイーブ CD4+ T 細胞と 5 日間共培養を

行った。共培養 5 日目に、CD4+ T 細胞の CTV の蛍光強度を測定した。 
(A) フローサイトメトリー解析における CD4+ T 細胞の分画の代表例 
(B) フローサイトメトリー解析における各培養条件での CTV 標識された CD4+ T 細胞の

代表例 
(C) 各亜集団と共培養した CD4+ T 細胞の中で CTV の蛍光強度が減衰した (CTVlow) 細

胞の相対値の比較 
ヒト化マウスは造血幹細胞ドナーごとに、異なる色で示した (n = 3)。 
CD4+ T 細胞単独培養を 1 とし、他の培養条件間との比較をするため one-way ANOVA
に続いて Holm-Sidak’s multiple comparison test を行ったが、有意な差は認められなか

った。 
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Fig. 3.7 ヒト化マウスの各樹状細胞亜集団の Th1 細胞および Th2 細胞分極化誘導能の

評価 
 
CD14+CD1c+ 細胞、cDC2および cDC1 と 5 日間共培養したナイーブ CD4+ T 細胞を PMA
およびイオノマイシンで再活性化し、細胞内に産生されるサイトカインをフローサイト

メトリーで検出した。 
(A) フローサイトメトリー解析における IFN-γ+CD4+ T 細胞および IL-4+CD4+ T 細胞の分

画の代表例 
(B) 各亜集団と共培養した CD4+ T 細胞に占める IFN-γ+ 細胞および IL-4+ 細胞の頻度の

比較 
同一のシンボルは同一の造血幹細胞ドナーのヒト化マウスを示す (n = 3)。 
各共培養条件間の頻度の比較は one-way ANOVA に続いて Holm-Sidak’s multiple 
comparison test を用いて行い、有意差 (**P < 0.01) を決定した。  
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Fig. 3.8 ヒト化マウスの各樹状細胞亜集団の Th17 細胞分極化誘導能の評価 
 
CD14+CD1c+ 細胞、cDC2 および cDC1 と 5 日間共培養したナイーブ CD4+ T 細胞を PMA
およびイオノマイシンで再活性化し、細胞内に産生されるサイトカインをフローサイト

メトリーで解析した。 
(A) フローサイトメトリー解析における IL-17A+CD4+ T 細胞の分画の代表例 
(B) 各亜集団と共培養した CD4+ T 細胞を占める IL-17A+ 細胞の頻度の比較 

同一のシンボルは同一の造血幹細胞ドナーのヒト化 NOJ マウスを示す (n = 3)。 
各共培養条件間の頻度の比較をするため one-way ANOVA に続いて Holm-Sidak’s 
multiple comparison test を行ったが、有意な差は認められなかった。 
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3.3.5 抗原存在下における樹状細胞亜集団の CD4+ T 細胞刺激能の評価 

 第 3.3.4 項では、他家の CD4+ T 細胞を用いて、CD14+CD1c+ 細胞が機能的な樹状細胞

亜集団であることを明らかにした。そこで本項では、自家の CD4+ T 細胞を用いて、抗

原存在下における CD14+CD1c+ 細胞の CD4+ T 細胞に対する刺激能を、他の樹状細胞亜

集団と比較検討した。 

 本実験で用いた自家の CD4+ T 細胞は、ヒト化マウスの作製時に残余した臍帯血単核

球より分取した。そして、作製したヒト化マウスの脾臓から単離した CD14+CD1c+ 細

胞、cDC2、cDC1、単球それぞれと、SEB の存在下で 6 時間共培養した。この共培養実

験は、臍帯血のドナーが異なるヒト化マウス 3 群で行った。各亜集団による SEB を介

した CD4+ T 細胞の刺激・活性化を評価するため、共培養 6 時間後の CD4+ T 細胞におけ

る細胞内 IL-2 をフローサイトメトリーで解析した (Fig. 3.9A)。CD14+CD1c+ 細胞、cDC2

および cDC1 と共培養した CD4+ T 細胞では、SEB 非存在下 (Mock) と比較して、SEB

存在下で IL-2+CD4+ T 細胞の誘導が認められた (Fig. 3.9B)。次に、CD14+CD1c+ 細胞と

の共培養条件における IL-2 の発現細胞頻度を 1 としたときの、相対的な IL-2 発現細胞

頻度をその他の共培養条件と比較した。その結果、CD14+CD1c+ 細胞と、cDC2 および

cDC1 の間に大きな差は認められなかった。したがって、ヒト化マウスの CD14+CD1c+ 

細胞は、他の樹状細胞亜集団と同様に、抗原の存在下で自家の CD4+ T 細胞を刺激・活

性化できることが示唆された。 
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Fig. 3.9 SEB 存在下における樹状細胞亜集団の CD4+ T 細胞刺激能の評価 
 
IVT 後 7 日目のヒト化マウスの脾臓から CD14+CD1c+ 細胞、cDC2、cDC1 および単球

を単離し、ヒト化マウスとドナーが同一の自家 CD4+ T 細胞を SEB 存在下で共培養を

行った。共培養から 6 時間後、CD4+ T 細胞の細胞内 IL-2 をフローサイトメトリーで

解析した。 
(A) フローサイトメトリー解析における CD4+ T 細胞の分画の代表例 
(B) フローサイトメトリー解析における各培養条件での IL-2+CD4+ T 細胞の代表例 
(C) 各亜集団と共培養した CD4+ T 細胞における IL-2 の発現頻度の相対比較 

同一のシンボルは同一の造血幹細胞ドナーのヒト化マウスを示す (n = 3)。 
CD14+CD1c+ 細胞とその他の共培養条件間の頻度の比較は one-way ANOVA に続い

て Holm-Sidak’s multiple comparison test を用いて行い、有意差 (*P < 0.05、***P < 
0.001) を決定した。  
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3.3.6 樹状細胞亜集団の RNA-Seq によるトランスクリプトーム解析 

 次に、CD14+CD1c+ 細胞について、表現型に一部重複が認められた cDC2 および単球

との違いをトランスクリプトームの観点から検討した。ドナーの異なるヒト化マウス 3

群から、CD14+CD1c+ 細胞、cDC2 および単球を単離し、bulk RNA-Seq により各亜集団

の転写プロファイルを解析した。なお単球の 1 サンプルに関しては、cDNA のクオリテ

ィチェック時に cDNA の増幅が認められなかったため、シークエンスサンプルから除

外した。 

 初めに、CD14+CD1c+ 細胞の遺伝子発現が cDC2 もしくは単球のどちらに近いか検討

した。Gene Ontology の Biological Process に含まれる「immune system process」にアノテ

ーションされる遺伝子のうち、少なくとも 1 サンプルで発現している 488 遺伝子を用い

て、階層クラスタリングを行った (Fig. 3.10)。その結果、亜集団ごとにクラスターが形

成され、CD14+CD1c+ 細胞のクラスターは cDC2 に近いことが認められた。 

 次に CD14+CD1c+ 細胞と、ヒト由来の骨髄系細胞亜集団のトランスクリプトームを

比較した。ヒトのトランスクリプトームデータは、SRA にアップロードされているヒト

cDC2、DC3、単球亜集団、および単球由来細胞 (MoDC、マクロファージ、ランゲルハ

ンス細胞) のシークエンスデータを用いた。そして、各サンプル間で発現の変動が大き

い、上位 500 遺伝子を用いて主成分分析を行った (Fig. 3.11)。その結果、PC1 軸方向 (寄

与率 42%) で、CD14+CD1c+ 細胞 (hNOJ_CD14+) はヒト cDC2 および DC3 の近くに位

置し、一方で単球亜集団や単球由来細胞からは明確に分離していた。つまり、

CD14+CD1c+ 細胞は、樹状細胞に類似した遺伝子発現を示した。 

次に、CD14+CD1c+ 細胞のさらなる特徴づけを行うため、ヒト化マウスの CD14+CD1c+ 

細胞と cDC2 との間の発現変動遺伝子の同定を試みた  (Fig. 3.12)。その結果、

CD14+CD1c+ 細胞は CD14 および CD163 の発現が高く、cDC2 では CD1c および CD5 の

発現が高かった。この結果は、第 3.3.2 項の Fig. 3.3A に示した細胞表面マーカーの発現

傾向と一致していた。また CD14+CD1c+ 細胞では炎症に関連する S100A8、S100A9 (S. 

Wang et al., 2018) および IL-6 の発現上昇が認められた。さらに、CD14+CD1c+ 細胞は、

S100A12、TMEM176A および TMEM176B などの DC3 関連遺伝子 (Villani et al., 2017) の

発現上昇も認められた。 

そこで、ヒト化マウスの CD14+CD1c+ 細胞がヒト末梢血の DC3 に類似した転写プロ

ファイルを有するか検証した。この検証には、2 群間で発現の異なる遺伝子が特定の遺

伝子群に偏っているか解析する GSEA という手法 (Subramanian et al., 2005) を使用し
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た。GSEA では、Villani ら (Villani et al., 2017) によって近年報告された DC3 もしくは

cDC2 で特異的とされる遺伝子群 (DC3: DC3 > ALL、DC3 > cDC2; cDC2: cDC2 > ALL、

cDC2 > DC3) を用いて (Table 3.2)、ヒト化マウスの CD14+CD1c+ 細胞と cDC2 を比較解

析した。その結果、CD14+CD1c+ 細胞において DC3 の遺伝子群 (DC3 > ALL および DC3 

> cDC2) の有意な濃縮が認められた (Fig. 3.13A；DC3 > ALL: NES = 1.42, q = 0.027; DC3 

> DC2: NES = 1.74, q < 0.001)。一方で、cDC2 遺伝子群 (cDC2 > DC3) は、cDC2 におい

て有意に濃縮された (Fig. 3.13B; NES = -1.49, q = 0.026)。 

以上のトランスクリプトーム解析の結果から、ヒト化マウスの CD14+CD1c+ 細胞は

DC3 に類似した特徴的な転写プロファイルを有することが明らかとなり、cDC2 とは異

なる樹状細胞亜集団であることが支持された。ただし、cDC2 特異的とされる遺伝子群 

(cDC2 > ALL) の濃縮が、ヒト化マウスの cDC2 のみならず CD14+CD1c+ 細胞でも認め

られた結果については注意する必要がある (Fig. 3.13B；左)。この結果は CD14+CD1c+ 

細胞が DC3 と類似した転写プロファイルを示す細胞以外に、cDC2 に類似した転写プロ

ファイルを示す細胞を包括する可能性を示唆している。この点を明らかにするためには、

今後 CD14+CD1c+ 細胞のシングルセルトランスクリプトーム解析等が必要であると考

えられる。 
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Fig. 3.10 ヒト化マウスの CD14+CD1c+ 細胞、cDC2 および単球における遺伝子発現の

ヒートマップ 
 
Gene Ontology の Biological Process に含まれる「immune system process」にアノテーショ

ンされる遺伝子のうち、CD14+CD1c+ 細胞 (n = 3)、cDC2 (n = 3) および単球 (n = 2) の
中で少なくとも 1 サンプルで発現している 488 遺伝子の発現に基づき階層クラスタリ

ングを行った。また z-score normalization による正規化を行った値をヒートマップで可

視化した。 
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Fig. 3.11 ヒト化マウスの CD14+CD1c+ 細胞とヒトの骨髄系細胞亜集団の主成分分析 
 
ヒト化マウスの CD14+CD1c+ 細胞 (n = 3)、ヒト CD5+ cDC2 (n = 4)、ヒト DC3 (n = 4)、
ヒト古典的単球 (cMo; n = 4)、ヒト中間単球 (iMo; n = 4)、ヒト非古典的単球 (ncMo; n = 
4)、ヒト MoDC (n = 3)、ヒト単球由来マクロファージ (MDM; n = 3) およびヒトランゲ

ルハンス細胞 (LC; n = 3) について、すべてのサンプル間で発現変動の大きい 500 遺伝

子を用いて主成分分析を行った。 
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Fig. 3.12 ヒト化マウスの CD14+CD1c+ 細胞と cDC2 の間の発現変動遺伝子を示すボル

ケーノプロット 
 
|Log2(fold change)| > 1.5、かつ p 値 < 0.01 の遺伝子を有意な発現変動遺伝子と見なし、

赤のプロットで示した。 
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Fig. 3.13  GSEA によるヒト化マウスの CD14+CD1c+ 細胞および cDC2 の比較 
 
ヒト化マウスの CD14+CD1c+ 細胞および cDC2 について、Villani らが公表した DC3 お

よび cDC2 の遺伝子群の濃縮を比較した。 
(A) DC3 特異的な遺伝子群 (DC3 > ALL, DC3 > cDC2) を用いた比較 
(B) cDC2 特異的な遺伝子群 (cDC2 > ALL, cDC2 > DC3) を用いた比較 
統計学的有意性は、デフォルトパラメータを用いて GSEA ソフトウェアによって計算

された、NES と q 値に基づき、|NES| ≥ 1.00 および q < 0.25 を有意と判定した。 
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3.3.7 樹状細胞亜集団の生体内における炎症応答の評価 

 第 3.3.6 項のトランスクリプトーム解析の結果、CD14+CD1c+ 細胞は潜在的に炎症関

連の機能を有していることが示唆された。そこでヒト化マウスに LPS を投与し、急性

炎症を模した環境下における CD14+CD1c+ 細胞の応答を検証した。また PBS を投与し

たヒト化マウスをコントロール (Mock) 群とした。生体内における各亜集団の炎症応答

の評価は、in vivo ICS assay (Liu & Whitton, 2005) による細胞内の炎症関連タンパク質お

よびサイトカインの検出により行った。in vivo ICS assay を行うにあたり、LPS もしくは

PBS を投与してから 1 時間後に、BFA を静脈内投与した。それから 5 時間後に脾臓を

採取し、CD14+CD1c+ 細胞、cDC2、cDC1、単球についてフローサイトメトリー解析を

行った。 

 まず、LPS の投与が脾臓における各亜集団の細胞数に与える影響を検討した。ヒト白

血球に占める各亜集団の頻度を LPS 群と Mock 群で比較した結果、LPS 投与により

CD14+CD1c+ 細胞の有意な増加が認められた (Fig. 3.14)。この結果は、LPS の投与によ

る急性炎症に応答した CD14+CD1c+ 細胞が、脾臓に集積したことを示唆している。 

 次に、各亜集団の、炎症関連タンパク質 (S100A8、S100A9) および炎症関連サイトカ

イン (IL-6、TNF-α) の発現をフローサイトメトリーで解析した (Fig. 3.15)。S100A8 お

よび S100A9 は自己免疫疾患や感染症による炎症に応答して、好中球、単球、マクロフ

ァージで産生されるタンパク質として知られている (Silvin et al., 2020; S. Wang et al., 

2018)。また近年の研究では、健常人の末梢血由来の DC3 において、S100A8 および

S100A9 の mRNA が高く発現していることが示されている (Bourdely et al., 2020; Dutertre 

et al., 2019; Villani et al., 2017)。本実験の結果、ヒト化マウスでは、LPS 投与および非投

与のいずれの条件でも、CD14+CD1c+ 細胞は cDC1 や cDC2 と比較して、S100A8 および

S100A9 産生細胞の頻度が非常に高かった (Fig. 3.16A、B、赤・青の***, ****を参照)。

一方で単球における S100A8 および S100A9 産生細胞の頻度と比較すると、同等もしく

はそれ以下であった (Fig. 3.16A、B、赤・青の*, **を参照)。また、CD14+CD1c+ 細胞と

単球において、LPS の有無による S100A8 および S100A9 産生細胞の頻度に変動は認め

られなかった。 

次に、炎症性サイトカインの IL-6 および TNF-αの発現について評価した。LPS 非投

与時における IL-6 の発現については、CD14+CD1c+ 細胞における IL-6 産生細胞の頻度

が cDC1 や単球よりも有意に高かった一方で、cDC2 とは有意な差が認められなかった 

(Fig. 3.16C、赤の***, ****を参照)。LPS 投与時では、cDC1 を除くすべてのサブセット
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において IL-6 産生細胞の頻度が有意に上昇した (Fig. 3.16C、黒の#, ##, ####を参照)。

さらに、CD14+CD1c+ 細胞はすべての亜集団の中で も多くの IL-6 産生細胞で構成され

ていた (Fig. 3.16C、青の*, **, ****を参照)。IL-6 とは対照的に、LPS 非投与時における

TNF-αの産生は、CD14+CD1c+ 細胞でもほとんど認められなかった (Fig. 3.16D)。一方で、

LPS 投与時では、個体間でばらつきはあるものの、CD14+CD1c+ 細胞における TNF-αの

産生細胞の頻度が有意に増加し (Fig. 3.16D、黒の###を参照)、他の亜集団と比較して

も TNF-α産生細胞の頻度が高かった (Fig. 3.16D、青の**, ***を参照)。 

 第 3.3.4 項では、CD14+CD1c+ 細胞はナイーブ CD4+ T 細胞に対して炎症に関連する

Th17 細胞の分極化を誘導しなかったが (Fig. 3.8)、本項の結果より CD14+CD1c+ 細胞は

炎症環境下において も強力な炎症反応を示す樹状細胞亜集団であることが示唆され

た。また、ヒト化マウスの CD14+CD1c+ 細胞における S100A8 および S100A9 の恒常的

な発現や炎症環境下における TNF-αの顕著な産生能は、DC3 と一致した。したがって、

ヒト化マウスの CD14+CD1c+ 細胞と DC3 の類似性は表現型や転写プロファイルだけで

なく、炎症に関連した性状でも認められた。 
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Fig. 3.14 LPS 投与・非投与ヒト化マウスの脾臓における各亜集団の頻度の比較 
 
IVT 後 7 日目のヒト化マウスに、LPS もしくは PBS を腹腔内投与し、投与から 6 時間

後の脾臓から調製した細胞を解析に使用した。 
ヒト白血球に占める CD14+CD1c+ 細胞、cDC2、cDC1 および単球の頻度について、LPS
群 (n = 5) と Mock 群 (n = 5) を比較した。有意差 (*P < 0.05) は、Mann-Whitney U test
により決定した。 
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Fig. 3.15 LPS 投与ヒト化マウス脾臓における各亜集団の細胞内炎症関連タンパク質お

よびサイトカインの発現 
 
CD14+CD1c+細胞、cDC2、cDC1 および単球における細胞内炎症関連タンパク質および

サイトカインのフローサイトメトリー解析の代表例 
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Fig. 3.16 各亜集団における細胞内炎症関連タンパク質およびサイトカイン産生細胞の

頻度の比較 
 
各亜集団に占める細胞内炎症関連タンパク質およびサイトカイン産生細胞の頻度。 
(A) 各亜集団に占める S100A8+ 細胞の頻度 
(B) 各亜集団に占める S100A9+ 細胞の頻度 
(C) 各亜集団に占める IL-6+ 細胞の頻度 
(D) 各亜集団に占める TNF-α+ 細胞の頻度 
同一条件のヒト化マウスにおける CD14+CD1c+ 細胞 (n = 5) と各亜集団 (すべて n = 5) 
の比較は、repeated-measures two-way ANOVA に続いて Holm-Sidak’s multiple comparison 
test を用いて行い、有意差 (*P < 0.05、**P < 0.01、***P < 0.001、****P < 0.0001) を決

定した。また、同一の亜集団における LPS 群 (n = 5) と Mock 群 (n = 5) の比較につい

ても repeated-measures two-way ANOVA に続いて Holm-Sidak’s multiple comparison test を
用いて行い、有意差 (#P < 0.05、##P < 0.01、###P < 0.001) を決定した。 
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3.4 結言 

 本章では、FLT3L・GM-CSF 発現ヒト化マウスで認められた CD14+ 細胞が、ヒトの

DC3 と同等の細胞であるか検証した。CD14+ 細胞の検出に適した蛍光標識抗体による

染色で、各樹状細胞亜集団をフローサイトメトリーで解析したところ、cDC2 が大半に

占める CD1c+ 細胞の一部において、CD14 の発現が認められた。この CD14+CD1c+ 細

胞は、cDC2とは異なる表現型を示し、その表現型はDC3と類似した。このCD14+CD1c+ 

細胞は、他家のナイーブ CD4+ T 細胞に対する増殖刺激能や、抗原の存在下で自家の

CD4+ T 細胞を活性化させる機能を示し、機能的な樹状細胞亜集団であることが確認さ

れた。さらに CD14+CD1c+ 細胞は、ナイーブ CD4+ T 細胞を顕著に IFN-γ+ Th1 細胞

へと分極化させ、cDC2 と異なる機能を示した。また、この Th1 細胞への分極化の誘導

は、Bourdely らが報告している DC3 の特徴と一致した  (Bourdely et al., 2020)。

CD14+CD1c+ 細胞、cDC2、単球についてのトランスクリプトーム解析を行った結果、

これまでの他の研究グループによる表現型・機能解析の結果と同様、CD14+CD1c+ 細

胞は cDC2 および単球とは異なる細胞集団であることが確認された。また、CD14 を発

現する単球由来樹状細胞やマクロファージとも異なる遺伝子発現を示したことから、単

球由来の樹状細胞ではないと結論付けた。さらに、GSEA 解析により、CD14+CD1c+ 細

胞の特徴的な転写産物は DC3 のそれと重複し、炎症関連の機能を有していることが示

唆された。そこで、ヒト化マウスに LPS を投与し、急性炎症を模した環境下における

CD14+CD1c+ 細胞の応答を検証した。その結果、DC3 と同様に、CD14+CD1c+ 細胞は

S100A8 および S100A9 を恒常的に発現し、また炎症環境下で TNF-αを高レベルで産生

することが認められた。 

以上の結果は、CD14+CD1c+ 細胞が、cDC2 とは異なる炎症性の樹状細胞亜集団であ

ることに加え、DC3 により近い樹状細胞亜集団であることを支持する。ただし、本研究

で用いたヒト化マウスモデルは、FLT3L と GM-CSF 以外のヒトサイトカインが発現し

ていないという点で、ヒトの生体内の条件とは大きく異なることも考慮しなければなら

ない。ヒトにおける DC3 の分化レベルと同程度の CD14+CD1c+ 細胞の分化レベルをヒ

ト化マウスで実現するためには、発現させるサイトカインの種類や量の更なる検討が必

要である。また、本研究で解析した CD14+CD1c+ 細胞は、脾臓で前駆細胞から分化した

細胞だけでなく、末梢血から脾臓に流入したすでに分化済みの細胞も含まれていると考

えられる。本研究では血中を循環する樹状細胞が少なかったため、血中の CD14+CD1c+ 

細胞と比較ができなかったが、シングルセル解析を行うことで脾臓の CD14+CD1c+ 細
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胞の由来が推定できると考えられる。またこの解析は、脾臓の CD14+CD1c+ 細胞におけ

る、CD163 の発現のばらつきや GSEA の結果から示唆された細胞の不均一性の原因に

ついても明らかにできると考えられる。 
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第 4 章 結論 

 本研究では、ヒトサイトカインを発現させることで樹状細胞亜集団の分化を向上させ

たヒト化マウスを構築し、これまでヒト化マウスで報告されていない DC3 が分化しう

るか否か検証した。 

 第 2 章では、これまで検討がなされていないサイトカインの組み合わせである、ヒト

FLT3L と GM-CSF をヒト化マウスに導入し、樹状細胞亜集団の分化誘導を試みた。マ

ウスの体内にサイトカインを発現させる手段として、流体力学的遺伝子導入法を用い、

ヒト化マウスにヒト FLT3L および GM-CSF を強制発現させた。ヒト化マウスにヒト

FLT3L 発現プラスミドおよびヒト GM-CSF 発現プラスミドを、単独または同時に IVT

した結果、少なくとも IVT 後 3 日目から 10 日目まで FLT3L および GM-CSF の発現に

成功した。次に、ヒトにおける主要な樹状細胞亜集団が、ヒト化マウスにおいても分化

しうるか、サイトカイン非発現条件下・発現条件下のそれぞれのヒト化マウスを用いて

検討した。その結果、ヒト cDC1、cDC2、pDC と類似した表現型・形態を示す樹状細胞

様亜集団が、サイトカイン非発現条件下のリンパ組織で認められた。また、サイトカイ

ンの発現条件下では、FLT3L と GM-CSF の同時発現が、リンパ組織の cDC1 様亜集団

および cDC2 様亜集団の分化を も向上させた。興味深いことに、これらの亜集団には

CD14- 細胞と CD14+ 細胞の存在が認められ、FLT3L および GM-CSF の同時発現はどち

らの細胞の分化の向上にも寄与した。なお、どのサイトカインの発現条件下でも pDC 様

亜集団の分化の向上は認められなかった。次に、サイトカインの発現が各亜集団の成熟

化に及ぼす効果を検討した結果、GM-CSF 単独もしくは FLT3L との同時発現下で、各

亜集団の CD80・CD86 の発現上昇を特徴とする成熟化が認められた。さらに cDC1 様亜

集団と cDC2 様亜集団は、T 細胞に対する増殖刺激能を示したことより、機能的な樹状

細胞であることが示唆された。以上の結果から、ヒト化マウスへの FLT3L と GM-CSF

の導入によって、機能的な cDC1 および cDC2 の分化の向上に成功した。さらに従来の

樹状細胞の定義では cDC1 や cDC2 に分類されない CD14+ 細胞の分化が認められた。 

第 3 章では、第 2 章で作製したヒト FLT3L・GM-CSF 発現ヒト化マウスで認められた

CD14+ 細胞が、近年ヒトで報告されている DC3 と同等の樹状細胞であるか検証した。

まず、フローサイトメトリーによる樹状細胞および単球/マクロファージ関連マーカー

の発現を解析した結果、cDC2 様亜集団に存在する CD14+CD1c+ 細胞の表現型が DC3 と

類似した。そこで、CD14+CD1c+ 細胞について CD4+ T 細胞との相互間作用を評価した

結果、cDC1 や cDC2 と同様に CD4+ T 細胞を刺激・活性化し、機能的な樹状細胞である
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ことが示唆された。さらに CD14+CD1c+ 細胞は、顕著な Th1 細胞への分極化を誘導し、

DC3 で報告されている機能と一致した。RNA-Seq によるトランスクリプトーム解析で

は、CD14+CD1c+ 細胞は、cDC2 や CD14 陽性の単球関連細胞とは異なる転写プロファ

イルを示した。さらに CD14+CD1c+ 細胞の特徴的な転写産物は、DC3 の特徴的な転写

産物と重複し、炎症関連の機能を有していることが示唆された。そこで、ヒト化マウス

に LPS を投与し、急性炎症を模した環境下における CD14+CD1c+ 細胞の応答を検証し

た。その結果、CD14+CD1c+ 細胞は、恒常的に炎症関連タンパク質の S100A8 および

S100A9 を発現した。また、炎症環境下では炎症性サイトカインである IL-6 および TNF-

αを産生する細胞が も多くみられる細胞集団であり、これらの特徴も DC3 と一致し

た。これらの表現型・トランスクリプトーム・機能性の解析から、ヒト化マウスの

CD14+CD1c+ 細胞は DC3 と同等の性状・機能を示す樹状細胞であることが明らかとな

った (Fig. 4)。 

 以上のように、本研究では、ヒト FLT3L と GM-CSF を発現したヒト化マウスで分化

誘導した CD14+CD1c+ 細胞が、DC3 と同等の樹状細胞であることを明らかにした (Fig. 

4)。本研究によって、生体内の DC3 を解析可能とする動物モデルがヒト化マウスで実

現可能であることを示したといえる。ただし、本ヒト化マウスモデルは、ヒトにおける

DC3 の分化レベルと同程度に、CD14+CD1c+ 細胞の分化を誘導できていない。その要因

には、本ヒト化マウスモデルでは、FLT3L と GM-CSF 以外のヒトサイトカインが発現

しておらず、ヒトの発生条件が異なることが挙げられる。しかしその反面、本ヒト化マ

ウスモデルに、さらに別種のサイトカインを導入し、CD14+CD1c+ 細胞の分化がさらに

向上するか検討することで、DC3 の分化に関わる新たなサイトカインの発見につなが

ると考えられる。 

本ヒト化マウスモデルの CD14+CD1c+ 細胞について、さらなる詳細な解析は必要で

あるものの、ヒト化マウスで DC3 の分化が可能であることは確かな事実である。マウ

スではヒトの DC3 と同一の細胞が見つかっていない現状を鑑みると (Villar & Segura, 

2020)、ヒト化マウスは DC3 の生体内での分化機構や、分化後の動態を明らかにする上

で有用な動物モデルである。これまでの DC3 に関する研究では、in vitro の実験により

DC3 の前駆細胞が近年同定されていることから (Bourdely et al., 2020; Cytlak et al., 2020)、

この前駆細胞を移植したヒト化マウスを作製することで、骨髄中の前駆細胞が DC3 に

分化し、組織へと供給されるメカニズムを明らかにすることができると考えられる。ま

た、ヒトの生体試料で発見された DC3 は血液と骨髄由来の DC3 のみであり、2 次リン
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パ組織での DC3 の分化は不明であった。本研究では脾臓において DC3 の分化を確認で

きたことから、今後ヒト化マウスモデルを用いた、全身のリンパ組織における DC3 の

局在・動態の解明ができると考えられる。加えてヒト化マウスでは病原体の感染実験が

行えるため、病原体の感染に対する DC3 の分化・動態を解析する動物モデルとしての活

用も可能である。基礎免疫学のみならず、免疫療法への応用も望まれる樹状細胞研究の

発展には、これらの観点について知見を得ることが必須であり、本研究で示した DC3 が

分化したヒト化マウスモデルの活用がその端緒になると期待する。 
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Fig. 4 本研究で明らかにしたヒト化マウス CD14+CD1c+ 細胞の性状・機能のまとめ 
 
本研究で行った表現型・トランスリプトーム・機能性の解析から、ヒト化マウスの

CD14+CD1c+ 細胞はヒトのDC3と同等の樹状細胞亜集団であることが明らかとなった。 
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