
平成２３年度採択分 
平成２６年３月１５日現在 

 

 

 

 

 

 

 

 
研究の概要 

従来、NKT 細胞は胸腺内で DN から DP ステージに分化すると T 細胞と分岐し、CD1d 分子による 

選択後、段階的に Th2/Th17 機能それから Th1 機能を獲得する linear model が定説であった。 

しかし、本研究で、1）Th1 型 NKT 細胞だけに分化する NKT 前駆細胞を、DP ステージ以前、CD1d 

選択以前の DN1 ステージに存在すること、2）前駆細胞の頻度・分化実証実験から DP 経路とは 

異なり DN 経路が NKT 細胞分化の主経路であることを発見した。さらに、NKT 前駆細胞特異的転 

写因子も発見し、NKT 細胞分化・機能の人為的制御を可能にした。 
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1．研究開始当初の背景 
 NKT 細胞は唯一種類の抗原受容 Vα14Jα18
（マウス）/Vα24Jα18（ヒト）を発現し、免
疫応答を制御する。IFNγ産生 Th1 型 NKT
細胞を標的にした肺がん治療第 2 相臨床試験
では、現行の分子標的療法に比べて平均生存
期間は数倍に延長する成果を挙げ先進医療 B
に採択された。NKT 細胞の分化発生を明ら
かにし、試験管内で任意の機能を持つ NKT 
細胞を大量に分化誘導できれば、さらなる治
療効果を期待できる。 
  
2．研究の目的 
 NKT 細胞系列を決定する遺伝子を同定し、
各分化ステージのゲノムワイドな遺伝子発
現やエピゲノム状況との関連性を明らかに
することで、分化と機能獲得機構を解明する。 
 
3．研究の方法 
 プレ NKT 細胞を同定し、分化プロセスを
分子生物学的な手法、次世代シークエンサー
を用いたゲノムワイドな遺伝子発現・エピゲ
ノム解析により明らかにする。これらを純度
の高い前駆細胞で行なうため、単一細胞
RT-PCR 法でプレ NKT 細胞特異的表面分子
を同定し、濃縮方法を開発する。さらに、NKT
クローン ES/iPS 細胞を用いた分化実験で
NKT 細胞系列決定に関与する遺伝子を
shRNA で検証する。さらに遺伝子改変マウ
スの解析を行なう。 
 
4．これまでの成果 
1) 機能を異にする NKT 細胞サブセットの

発見：胸腺内での NKT 細胞機能獲得は、従
来考えられてきた Th2/Th17 機能獲得ステー
ジから Th1 機能獲得ステージへと分化する
linear model と異なり、 10% を占める
Th2/Th17 型 NKT 細胞群と、90%を占める
IFNγを産生する Th1型 NKT細胞が存在し、
機能を決定する転写因子の発現により分類
できることを明らかにした。これは、機能の
異なる NKT 前駆細胞(プレ NKT 細胞)が存
在する可能性を示唆している。 
 
2) 新規“プレ NKT 細胞”とこれまでと異
なる NKT 細胞分化経路の発見：プレ NKT
細胞が、T 細胞前駆細胞とは異なる DN1e 画
分(DN1eP)に存在することを発見した。
NKT 細胞分化に重要な PLZF や SAP 遺伝子
欠損マウスでは DN1eP は消失した一方、従
来言われていた DP 分画のプレ NKT 細胞は
存在した。これは、DN1eP プレ NKT 細胞の
分化は PLZF/SAP 依存の新経路で、DP 経路
を経ずに NKT 細胞に分化できること、一方
これまで言われていた分化経路は PLZF／
SAP 非依存的であった。単一細胞 RT-PCR
解析を用いたプレ NKT細胞の存在頻度の測定
では、DN1e 分画では 3%、DP 分画で 0.04%
以下と大きな違いがあり、DN1eP 経路が
NKT 細胞の主要分化経路であることが判明
した。 
 プレ NKT 細胞特異的な遺伝子解析のため
に、DN1eP 特異的表面分子の同定に成功し
た。これらの抗体を用いて、プレ NKT 細胞
の存在率を 80%以上に濃縮する方法を開発
した。 
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3)DN1eP プレ NKT 細胞は Th1 型機能を発
現する NKT 細胞固有の前駆細胞：RNA-seq
法を用いたゲノムワイドな遺伝子発現プロ
ファイリングを行なった。 DN1ePプレ NKT
細胞と成熟 NKT 細胞間での主成分分析は、
Th1/2 型 NKT 細胞および Th1 型 NKT 細胞
と DN1eP 細胞は異なる細胞集団であること
を示した。DN1eP プレ NKT 細胞に発現が認
められた 546 遺伝子のうち、特異的遺伝子 25
遺伝子を抽出。一方、DN1eP プレ NKT 細
胞から分化誘導した NKT 細胞と成熟 NKT
細胞との比較では、Th1 型 NKT 細胞に類似
性が高く、実際に DN1eP 細胞からの分化誘
導で IFNγだけを産生する NKT 細胞に成熟し
た。この事実から、今回発見した DN1eP プ
レ NKT 細胞は、Th1 型 NKT 細胞固有の前
駆細胞であり、これまで常識であった DP ス
テージを経ることなく、異なる経路で分化す
ることが証明された。 
 前駆細胞で機能関連遺伝子に注目すると、
すでにDN1ePプレNKT細胞はTh1型NKT
細胞に類似しており、CD1d 分子で運命決定
される前からすでに IFNγ産生細胞への分化
が決定づけられていることが示唆された。通
常の T細胞と異なり、受容体発現がない前駆
細胞の段階で機能決定がなされているとい
う点は、免疫細胞機能決定に重大な問題提起
をすることになった。 
 
4)DN1eP プレ NKT 細胞の分化制御遺伝子の解
析: DN1eP 細胞に発現する遺伝子群の中か
ら NKT 細胞分化に関わる遺伝子を調べるた
めに、shRNA を用いた機能阻害実験を行っ
た。プレ NKT 前駆細胞で発現する複数の遺
伝子が NKT 細胞分化に強く影響することが
明らかになった。特定の遺伝子欠損マウスを
用いたキメラマウス解析では、DN1eP 細胞
の分化とサイトカイン産生パターンは Th1
型 NKT 細胞から Th2 型、Th17 型に変化し
た。このことから、この遺伝子は Th1 型 NKT
細胞系列決定に重要な転写因子であること
が示された。 
 
5．今後の計画 
プレ NKT 細胞特異的発現遺伝子について、
継続して系列決定と機能獲得に関わる遺伝
子同定と制御機構解析を行う。また、現在ま
でに見出したプレ NKT 細胞および NKT 細
胞特異的な発現遺伝子・分化/機能制御遺伝
子に関して時系列的発現解析・エピゲノム解
析を実施し、NKT 細胞の系列決定と機能獲
得について遺伝子レベルでの理解を目指す。
これら遺伝子情報プロファイリングから想
定される NKT 細胞機能予測システムを構築し、
iPS の選別、人為的 NKT 細胞生産に応用す
る。 
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