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氏名 佐藤 佳代子

序論

マ ク ロ フ ァ
ー ジガラク ト

-

ス 型 C 型 レ クチ ン ( M G L ､ C D 3 0 1) は ガラ ク ト -

ス 型 の糖認識部位 を持

つ 分子量約 4 2 k D a の II 型膜貫通 タ ン パ ク質で ある. 近年 M gl 遺伝子 の類似遺伝子 の ク ロ
ー

ニ ン グによ

り マ ウ ス にお い て 二 種類 の M G L がある ことが明らか になり ､
M G L l ､ M G L 2 と命名され て い る

｡
これ

まで の研 究に より
､
M G L l 及び 2 は正常 マ ウ ス の組織 レ ベ ル にお い て皮膚 ､ 胸腺

､
牌臓などで高発現

して い る こ と ､ 細胞 レ ベ ル に お い て は マ ク ロ フ ァ ー ジや未成熟樹状細胞 に発 現 して い る ことな どが明

らか に されて きた ｡ M glI 遺伝子欠損 マ ウス が作成されたが M G L l 欠損に基 づく表現形の違 い は これま

で 確認され て い なか っ た ｡ 遅延 型過敏症( D T H) は感作､ 惹起 ､ 組織新生 の 各段 階で T 細胞と マ ク ロ フ

ァ
ー ジ及びそ の 類縁細胞が主要な細胞 と して機能 して い る ｡

D T H 感作時に
_
M G L l/2 陽性細胞 がリ ン パ

節に集積する こ とが見 い だされ ､
こ の 過程 に M G L l/2 が関与 して い る こと を明ら か に してきた ｡

し か

し
､ 抗原 によ っ て誘導され る組織新生 を マ ウ ス 皮膚に形成する モ デル が確立され て い なか っ た為､ 感

作過程以外 ､ 特に D T H 後期の 組織新生過程 にお ける M G L l/2 陽性細胞や M G L l 分子 の 役割に つ い て

は明 らか にな っ て い なか っ た ｡ そ こ で ､ 本研究で は マ ウ ス を用 い た抗原 に より誘導され る組織新生 モ

デ ル を確立 し ､ そ の新生組織中の M G L l/2 陽性細胞 の分布 と性 状を解析 し､ こ の 細胞 の 特徴的な機能

が IL - 1 (x の 産生 で ある ことを示 した o
さらに

､
M g11 遺伝子欠損マ ウス で は抗原 に より誘導され る新生

組織が形成されず ､
そ の 過程に M G L l が必須で あること を見 い だ した｡

抗原により誘導される組織新生 モデ ルの 確立及び M G L l/2 陽性細胞の分布とサイ トカイ ン産生

(背景) D T H の 後期に は組織新生 が誘導され る場合が ある｡ こ の 過程は抗原 に より誘導され ､
T 細胞



が引き金を引く と考えられる ｡
そ の 後､

マ ク ロ フ ァ
ー ジが サイ トカイ ン を産生 して繊維芽細胞 の 集積

及び活性化 を促 し ､ 結合組織性マ トリ ッ ク ス の新生及び再構築を引き起こす ことが知られて い る
｡
一

般に マ ク ロ フ ァ
ー

ジ の 分布 や細胞相互 作用 は レ ク チ ン を含む様 々 な細胞表面分子 に より制御され て い

ると考えられ て い る こと か ら
､
組織新生過程 に おける M G L l/2 陽性細胞 の 役割を明らか にす る ことを

本研究の 目的と した｡ そ の ため にまず抗原 に より組織新生 を誘 導する マ ウ ス D T H モ デ ル を確立 した｡

さらに
､
M G L l/2 陽性細胞 の機能 を探る事を目的に ､

こ の 細胞 の サイ トカイ ン産生能を解析 した｡

( 方法) B S A を化学修飾 して 作製 した A z o b e n z e n e - a r s o n at e d a c e ty 1 at ed B S A ( A B A - A c B S A) は高 い 抗原性

を持 つ と考えられ る｡ A B A - A c B S A を完全 フ ロ イ ン トア ジ ュ バ ン トと共 に免疫 した c 5 7 B L/6 マ ウ ス に

対 し､ 空気 を背部皮下注 し空気嚢 を形成させ 翌 日空気嚢内に抗原 を投与 し ､
D T H を誘発 した｡ 惹起 5

日 目に空気嚢内に抗原 を投与する ことで 再惹起 し ､ 炎症を再燃させ る こ とで持続的な組織破壊及び そ

れ に伴う組織修復を誘導 した ｡ 炎症 局所の皮膚を採取 し凍結切片を作製 し､ M G L l/2 や c D ll b な どに

対す る抗体を用 い て免疫組織染色 を行 い そ の 分布 を経時的 に観察 した ｡ 同時に新生組織か ら表面 マ ー

カ
.

-

の 異な る細胞 を回収 し､ フ ロ ー

サイ トメ トリ ー に より解析 した｡ また ､ 新生組織 の細胞 を M G L l/2

陽性細胞と陰性細胞 に分 け､ R T I P C R に より M G L l/2 の 発現 とサイ トカ イ ン産 生 の 関係 に つ い て調 べ た ｡

( 結果及び考察) 炎症惹起後皮下組織の さらに 下部に 4 日 を ピ
.

-

ク とする抗原依存的細胞浸潤､ 結合

組織新生が起 こ っ た ｡ 再度の惹 起に より炎症 を慢性化 させ ると組織新生 が持続的に認 められ ､
マ ウ ス

を用 い た抗原依存的組織新生 を誘導する モ デル を確立で きた ｡ また新生組織内に M G L l/2 陽性細胞が

存在 し ､
M G L l/2 陽性細胞数と新生組織 の 厚 さに は相 関が あ っ た こ とか ら ､

こ の 細胞が組織新生 に 関

与 して い ると考えられ た｡

M G L l/2 陽性細胞 の 分布 は
一

過 性 の 新生組織が誘導される際に は新生組織全体に分布 して い る の に

対 し ､
再惹起により組織新生 が持続 した場合には ､ 新生組織 の 上部に局在 して い る こ とが分か っ た｡

こ の 再惹起後の新生組織におい て ､
M G L l/2 陽性細胞 は C D 1 4 ､ C D 6 8 ､ F 4/8 0 ､ M H C cla s s II な ど の マ

ク ロ フ ァ
ー ジ の 細胞 表面 マ

ー カ ー

を発現 して い る に もか か わらず ､ 別 の マ ク ロ フ ァ
ー ジ の マ ー カ ー で

ある C D l l b は陰性 と いう特徴を持 つ 細胞群で ある事が判明 し､ これまで に報告され て い ない マ ク ロ フ

ァ
ー ジ の 亜集団で あ る可能性 が示 された ｡

さらに M G L l/2 陽性細胞 で は I L - 1 (x m R N A が検出 できた の に対 し ､
M G L l/2 陰性 細胞 で は ほ とん ど

確認 され なか っ た｡ Ⅰし 1 α は真皮と新生組織の M G L l/2 陽性細胞 に も発現 して い る ことを免疫組織染色

に より確認 した ｡ 以上 の 結果か ら M G L l/2 陽性細胞は C D l l b 陽性細胞 と異なる役割をも つ マ ク ロ フ ァ

ー ジで あり
､ 組織修復に対 し IL -1 α 産 生を通 して 関与 して い るこ とが示唆され た ｡

一般に抗原 依存的

組織新生 は マ ウス で は誘導され にく い とされて い るが ､ 本研究で化 学修飾により抗原性 を高めた抗原

を用 い ､ 再惹 起 を行 う ことで 持続す る新 生粗筋 を誘導する こ とが で きた ｡
また

､
マ ン ノ ー ス 型 レ クチ

ン を発現 して い る細胞 の免疫応答制御に お ける役割に 関 して は多数の 報告 があるが ､ 細胞表面 に ガラ

ク ト
-

ス 型 レ クチ ン を発現 して い る細胞集団に特果的な機能が発 見された の は これ が初め て で ある｡
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抗原依存的組織新生過程にお ける M G L l の役割

( 背景) 新た に確立 した抗原依存的 な新生過程 に M G L l/2 陽性細胞 が存在 して い る こと及び M G L l/2

陽性細胞 は I L - 1 (x産 生 を介 して 組織新生に 寄与 して い る可能性 が示され た｡ こ の 組織新生 に 関与 して

い る の は主 と して M G L l だけを発現 して い る細胞 で あり
､
M G L l と 2 を両方発現 して い る細胞 は存在

して い るもの の 数は 少なか っ た｡ そ こで ､ 組織新生過 程 にお ける M G L l 分子 の役割を明らか にす るた

め
､ 鳩JJ 遺伝子欠損マ ウス 及び抗 M G L l 抗体を用 いて検討 した ｡ 同時に ､ 空気嚢内 に浸潤 した細胞 の

解析 により ､ 新生組織形成過程 を解 明す るために 重要 な細胞 の 動態 を明らか にす る こ とがで き ると考

えた
o
さらに

､
M G L l/2 陽性細胞を

_
= よ っ て 産生され る I L - 1 (x が こ の 過程にお い て どの ような役割を果た

して い るか を
､ 抗I L - 1 c(抗体及びリ コ ン ビナ ン トI L - 1 α(rI L - 1 α) を用い て解析 したD

(方法) 抗原 A B A - A c B S A を用 い て 抗原感作 ･ 空気嚢作製 ･ 惹起を行 い ､
M g11 遺伝子欠損状態 ､ 抗 M G L l

抗体 L O M -8 .7 及 び抗 I L l (x 抗体の 抗原依存的組織新生 に対する効果を検討 した. また､ 惹起後の 空気

嚢内に浸潤 して きた細胞を回収 し ､
フ ロ

ー

サイ トメ トリ
ー

により細胞 表面分子 の解析 を行 っ た｡

(結果及 び考察) M g11 遺伝子欠 損マ ウス で は A B A - A c B S A を抗

原 とす る 組織新生 は 誘導され ず ､ 抗原 依存的組織新 生過 程に

M G L l は必須で ある こ とが示され た ( 図) ｡ さらに抗 M G L l 活性

阻害抗体である L O M - 8 .7 投与 によ っ ても 同様に組織新生 形成抑

制 が見 られ た ため ､

【
M G L l が レ ク チ ン と して機能する こ とが組

織新生 にお い て 重要 で あると確認 され た ｡
惹起 後経時的に空気

嚢内に浸潤す る細胞 を回収 したと こ ろ､ M g11 遺伝子欠損 マ ウネ

の空気嚢内に は C D 4 5 陰性/ c D l l b 陰性とい う特徴を持つ 細胞が

野生型 マ ウ ス よりもは る か に 多く検出され た｡ 一 方 ､ M g 11 遺伝

子 欠損 マ ウス を用 い た これ ま で の 報告 同様 こ の モ デ ル に お い て

も ､
M g11 遺伝子 を欠損す る ことは抗原特異的な T 細胞反応性や

抗体産 生能 な どに は影 響を与 えな か っ た ｡ 抗原 依存的組織新生

は D T H の最終段 階と考えられ るため､ こ の M g11 遺伝子欠損に

よ る組 織新生 抑制 は 惹起 以降の 段階に よる と考えられた ｡
さ ら

に抗原 非依存的な組織新生 に対する M g11 遺伝子欠損の 影響を検

討するた め､ 同 じ空気 嚢型 モ デル に q ar r ag e e n a n を投与 して 組織

新生を誘導 したとこ ろ､ c ar r ag e e n a n に よる組織新生には M G L l

野生型
M G L l

遺伝子欠損

図 : 抗原 に より誘導され る 新生組織 を

示す
｡ 右 の M G L l 遺伝子欠損マ ウス で は

組織新生が誘導され ない ｡

は 関与 して い な い ことが分か っ た｡ したが っ て ､ 繊維芽細胞が活性化 して組織新生 を誘導する過程 に

は M G L l は 関与 して お らず ､ M G L l は惹起 時以降で繊維芽細胞 が活性化 す る前 の 限られ た過程で 必須

な役割を果た して い ると推測された ｡

抗原感作を行 っ た野生型 マ ウ ス に空気嚢 を作成 し ､ 組織新生誘導時 に抗 Ⅰし1 α抗体を投与す る と ､
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抗 M G L l 抗体投与時と同様 ､ 抗原依存的組織新生 が抑制された｡ I L - 1 (x は繊維芽細胞の増殖を促進する

サイ トカイ ン で あり ､ 組織新生時に重要な役割を果た して い る
｡
I L - 1 α は新生組織内で M G L l/2 陽性細

胞 に発 現 して い た こと か ら､ M g11 遺伝子欠損状態におけ る組織新生 の 抑制は I L - 1 α の 産 生 と分 泌 の低

下が原 因で あると考えられた ｡
そ こ で

､
M g11 遺伝子欠損 マ ウス に 惹起後 I L - 1 α を投与 した とこ ろ､ 組

織新生 が誘導される ことが分 か っ た
｡
さ らに rI L -1 α を投与 した M g 11 遺伝子欠損マ ウス か ら惹起時 に回

収 された浸潤細胞 は ､ 数と細胞表 面 マ ー

カ
ー

の どちらにお い て も野生型 マ ウ ス と 同様の 結果を示 し､

M g 11 遺伝子欠損に基 づく組織新生抑制はI L - 1 α レ ベ ル の低下が主要な原 因で あると考えられ た｡

I L - 1 α に応答 して 組織新生 を誘導す る細胞 またはその 前駆細胞が M g11 遺伝子欠 損マ ウス に お い て は

空気嚢内に浸潤細胞 と して浮遊状態 で存在して い ると考えられた ｡ そ こで M g11 遺伝子欠損マ ウス から

空気嚢 内浸潤 細胞 を回収 し ､ 蛍光標識 後 I L - 1 α と共 に空気嚢内 に 投与 した ｡
そ の 結果 ､ 新生 した組織

に 浸潤 細胞 の 存在が確認 で き ､
さら に新生組織内 の 蛍光標識 され た細胞 は繊維 芽細胞 の マ ー カ ー

で あ

る E R / T R - 7 を発現 して い た ｡ 以上 の結果 か ら､ M g11 遺伝子欠損状態に おける組織新生形成抑制は ､ 炎

症に伴 っ て 空気嚢内 に浸潤 して き た細胞 が ､ 本来 は M G L l を発現す る細胞が産生す る IL - 1 α に より繊

維 芽細胞に分化 し組織新生 を誘導する はずで ある の に Ⅰし1 α の レ ベ ル が低下 して い るた めに浮遊状態

で存在 して い ることが原因で あると考えられた｡ これは M g11 遺伝子欠損に基 づく表現形 の違 い を明 ら

か に した最初の 報告で ある｡ 繊維芽細胞 は形 態､ 増殖率､ サイ トカイ ン 産生 ､
コ ラ

ー ゲ ン合成な どで

組 織特異性があり組織新生 を理解す る上で 重要な細胞 で あるが ､
そ の 定義が暖昧で あり機能も未知の

部分 の 多い細胞 で ある ｡ 本研究に より M g11 遺伝子欠損 マ ウス か ら繊維芽細胞 の 前駆体と期待 され る細

胞が確認 され たこ とは ､ 繊維 芽細胞 の 多分化能 を理解する 上で重要 な発見で あると考えられるo

結論

本研 究 にお い て ､
マ ウ ス を用 い た抗原 依存的組織新生 モ デ ル を確立 した ｡

組織新生過 程 に お い て

M G L l/2 を発 現 して い る細胞 が新た な マ ク ロ フ ァ ー ジ の亜集団 と して存在 して い る こと及 びそ の 亜集

団が I L - 1 α を産生分泌する とい う特徴を有 して い る ことが示 され た｡ 抗 M G L l 抗体投与や M g11 遺伝子

欠損状態にお い て抗原 依存的組織新生が抑制 され る こと ､
M g 11 遺伝子欠損 マ ウス に I し 1 α を投与す る

こ とで こ の抑制が解除され る ことな どから ､ 鳩ノブ 遺伝子 欠損は抗原依存的組織新生 を抑制するが ､
こ

れ は M G L l/2 陽性細胞 か ら産生され る Ⅰし1 α レ ベ ル の低下 に より繊維芽細胞 の 活性化 が誘導され な い

こ とが原 因と考え られた｡ 以上 の 結果 から ､
マ ク ロ フ ァ

ー ジ細胞 表面に発 現 して い る M G L l は細胞 の

組 織内分布 の制御 を介 して局 所的なサイ トカ イ ン レ ベ ル を調節する ことで 抗原依存的な細胞性免疫反

応 の後期 の病態形成を コ ン ト ロ
ー ル す る分子の ひ と つ で あるこ とが示された｡

本 研究 の 成果 は ､ 細胞性免 疫応答後期 に お ける病態形成 の 過程 を理解す る上 で重要 な発見で あり ､

マ ク ロ フ ァ
ー ジ細胞表 面に発 現 して い る レ クチ ン が この 過程に必須で ある こ とを示 した初めて の 例 で

ある
｡
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