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新規白血病性形質細胞様樹状細胞株(PMDC05)の

性状解析と樹状細胞分化の検討
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機能再建医学講座血液学分野

(主任 :柑溜義爾教授)

Characterization of Novel Leukemic Plasmacytoid Dendritic Cell Line(PMDC05)

and Analysis of Dendritic Cell Differentiation

Norihiro WATANABE
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【目的】ヒト樹状細胞 はendriticcells:DC)は,骨髄系樹状細胞 (myeloidDC:mDC)と形貿

細胞様樹状細胞 (piasmacytoidDC:PDC)の2つのサブセットに大別され,それぞれ,骨髄系

またはリンパ系より発生すると考えられている.しかしながら,樹状細胞サブセットの由来に

ついての詳細は明らかとされていない.本研究では,形質細胞様樹状細胞白血病芽球より樹立

した細胞株である,PMDC05の特徴を明らかにするとともに,樹状細胞系統におけるpDCから

mDCへの形質転換の可能性について検討 した.

【方法】本研究室で樹立したpDCとmDCの両方の性格を有するPMDC05について,細胞表

面抗原,遺伝子発革&,抗原提示能,サイ トカイン産生能について検討し,PMDC05のpDC様分

痩,mDC様分画について比較するとともに,形質転換についても検討した.

監結果】pMDC05はBDCAlとCD123の発現様式により,2つの分画に大別された.PMDC05

の BDCAUCD123+分画は,核の偏在,核周明底の形態を示 しており,表面形質として

CD7/CD62Lを発現 し,また,TLR7/TLR9/preTα/A-like14,1mRNAを発現 していることから,

pDC株細胞であることがわかった.この細胞分画は,CpG-Aの刺激によりⅠFNαを産生した.

さらに,BDCAl山CD123+細胞は細胞増殖能,高い抗原提示能を有し,CDllも/CDllc/CD舶RO

陽性,TLR3/TLR8mRNAを発現 し,LPSの刺激によりIL-12p70を産生するBDCAl+cD123m

細胞へと形質転換することが示された.

【結論】本研究におけるデ-タは,形質細胞様樹状細胞白血病の白血病細胞におけるpDCか
らmDCへの樹状細胞系統内形質転換の可能性を示 しており,これは,lt二常胸腺肉樹状細胞でも
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報書聖されているごとく,正常DCの分化におけるpDCからmDCへの移行を示唆していると考
えられる.

キ-ワ-ド:白血病憎灘…質細胞様樹状細胞株,形質細胞様樹状細晩 骨髄系樹状細胞,形質転換

緒 言

樹状細胞 (dendriticcell:DC)は,抗原を取り

込み,それをナイ-ブT細胞に提示することによ

り免疫反応を開始することから,プロフェッショナ

ルな抗原提示細胞として機能するとされている.

ヒト血液樹状細胞は,骨髄系樹状細胞 (myeloid

DC:mDC)と形質細胞様樹状細胞 (pまasmacytoid

DC:PDC)の2つに大別される1)2).これら2つ

の DCサブセットに共通の機能は,抗原をT細胞

に提示し,T細胞を活性化することであるが,義

面形磐,抗原認識機構,サイトカイン産生様式に

は多くの差異がある.

mDCはlineageマ-カ-陰性,CDllb,CD且le,

CD13,CD33のような骨髄系マ-め-陽性を示し,

血液樹状細胞抗原 (blooddendriticCellantigen:
BDCAト1陽性によって特徴付けられる3)4).ま

た,mDCは強力な抗原提示能を有し,ウイルス/

微生物抗原を認識した際には,ナイ-ブT細胞を

インタ-フェロン Gnterferon:IFNトγ産生 Thl

細胞へと分化させ,thymicstromaHymphopoietin

(TSLP:IL-7様サイトカイン)を認識した際に

は,インターロイキン Gnterleukin:王L)-4/IL-

5/IL-13/腺癌壊死因子 (tumornecrosisfactor:

TNFト α産生 Ⅵ12細胞へと分化させる5巨 8). 〟

方,pDCはlineage陰性,mDCに認められるよう

な骨髄系マーカ-陰性を示し,CD123(IL-3レ

セプタ- α鎖)を高発現している3)4).pDCはウ

イルス刺激により多巌の 王FN-αを産生し,これ

によってmDCのIL-12産生を促し,結果として

ナイーブT細胞をThlへと分化させる9)10).ま

た,invitroにおけるsurvivalfactorである王L-3

とCD40Lの刺激では,IFNαを産生せず,結果と

してナイ-ブT細胞をTh2へと分化させると考

えられている9).以上のように,それぞれの DC

サブセットは,刺激の種類により異なるT細胞誘

導を行ない適切な免疫反応を開始するという,棉

能における柔軟性を有していると考えられてい

る.

ヒト樹状細胞は,他の血液細胞と同様に造血幹細

脂 (hematopoieticstemcel豆:HSC)より発生する.

HSCはまずcommonmye豆oidprogenitor(CMP)

とcommon豆ymphoidprogenitor(CLP)に分化
し,大きく骨髄系とリンパ系に分かれる 11)12)

mDCは骨髄系マーカー陽性であり,骨髄系細胞

である単球に願粒球マクロファージコロニ-刺激

因子 (granuiocyte一macrophageColonystimulat-

ingfactor:GM-CSF),IL-4を加えて培養するこ

とにより誘導可能であること13),また,invivoに

おいても単球が mDCに分化するという報菖もあ

ることから輔,cMPより発生すると考えられて

いる15) -一方,pDCはリンパ系の転写因子である

pre-T一ccllantigenα(preTα),A-like14.1,SpiB

等を発現していることから,CLPより発生すると

考えられている16)17).HSCにおけるDNA結合阻

割 夫I子 (inhibitorofDNAbinding:Id)2または

‡d3の過剰発現により,T細胞やB細胞への分化

が阻害されるのと同様に,pDCへの分化も阻害さ

れるという報告からも,pDCがリンパ系由来であ

ると考えられる18).しかしながら,マウスモデル

実験において pDCが CMPから誘導可能である

こと,また,Fms-liketyrosinekinase31igand

(Fi卜3L)の刺激によって,HSCから直接 mDC

とpDCが誘導できるという報告も散見されるこ

とから,DCサブセットの発生 弓}化については

末だ解明されていない部分が多い 19)~21)

本 研 究 宴 で は ,PDCleukemia患者 22)の白血病

細胞 より, 白血病性形質細胞様樹状細胞株

(pMDCO5)の樹立に成功した 23).本研究では,

このユニークな細胞株である PMDC05の性状を

解析し,これまでの DCの発生 ･分似 二関する知

見とは異なる,pDCからmDCへの樹状細胞系統
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泰 1 本研究で使用した蛍光標識モノクロ-ナル抗体

_i･:･･二 _∩._____工こi:
lgGI BD
HLA-ABC BD
BDCAI MB
CD62L BD

蛍光標識

FEuoresceH1isoth10ClanateFITC

Phycoeryth｢m PE lgGI BD
CDla lm
CDld Ph
CD2 BD

CD3 BD
CD4 BD
CD7 lm

CDlla lnl
CDllb BD
CDllc BD

CD13 BD
CD14 BD

CD-16 BD
CD19 BD

CD20 BD
CD33 BD
CD40 lm
CD45RA fm
CD45RO lnl
CD54 BD
CD56 BD
CD58 BD
CD80 BD
CD83 1m
CD86 BD
HLA-DR BD

BDCA▲1 MB

CD123 Ph

BD､BDBioscEenCeSLSanJose.CA.USA

MB MllteniBLOteCBergischGladbachTGermany_

lm.hllmunOteCh.Marse州e.France.Ph.BDPharmingen.SaロDiegoCA.USA

内分化の可能性について報菖する.

材料と方法

使用したサイ トカイン.試薬.抗体

本研究で用いたサイ トカイン,試薬は以下に示

す.瀬粒球 マクロファージコロニー刺激因子

(granulocyte一macrophagecoionystimulaもing

factor:GM-CSF)(キリンビール株式会社医薬カ

ンパニ-,東京), インタ-ロイキン3(inter-

leukin3:王L-3日キ リンビ-ル株式会社医薬カン

パニー), リボポリサッカライド (毎opolysaccha-

ride:LPS)(Sigma-Aldrich,St,Louts,MO),

HiNlインフルエンザウイルス (新潟大学大学院

医歯学総合研究科国際感染医学講座公衆衛生学分

野,斎藤玲子講師より供与),CpG-A (ODN2216:

Invivogen,SamDiego,CA),CpG-B (ODN2006:

北海道システム ･サイエンス株式会社,札幌).ま

た,プロ-サイ トメ トリ-解析で使用 した抗体に

ついては,表 lに示す.
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泰2 本研究で使用したPCRプライマ-

roduct ForwardDrlmer(5.- 3■1 ReverseDmllerr5●-3' roductsFZelb

TLRI TTGGGCACCCCTACAAAAG

TLR2 GTGCCCATTGCTCTTTCAC

TLR3 TGGAAGAAAGGGACTTTGAGG

TLR4 TTCTCAACCAAGAACCTGGAC

TLR7 CATGCTCTGCTCTCTTCAACC

TLR8 CTGCTGCAAGTTACGGAATG
TLR9 GAAGGGACCTCGAGTGTGAA

preT.( TGGATGCCTTCACCTATGG
):暮Ike141TGCAAGTCAGGCCACAAG

Sp旧 GGAGGAAGACTTACCGTTGGA
ILT7 ccGATGTTCACTTTCCTTCTG

MXI TTC C A C C T G A A G A A G G G T T A CA

GAPDH ATC A T C C C T G C C T C T A C T G G

TTTAGGAACGTGGATGAGACC

CATTGGATGTCAGCACCAGA

GCAAACAGAGTGCATGGTTC

CAGGGCTAAACTCTGGATGG

TGGGGAGATGTCTGGTATGTG

CATATTTGCCCACCGTTTG

GTGCTGCCATGGAGAAGTG

AGGTCAGGAGCAGGTCAAAC

GCCAAACACATGCGTCAC

TGCTTGGAGGAGAACTGGA

GACTTCTTTTGTGCTGGATTGA

TGATTTTCTAACAGGGGCAGAG

TTCCTCTTGTGCTCTTGCTG

メイ ･ギムサ染色による形態観察

対象となる細胞のサイトスピン標本を作製した

のち,May-Griiwald､seosinmethyieneblue

solutionmodifiedとGiemsa'sazureos豆nmethy1-

enebluesolution(MerckkGaA,Darmsもadも,

Germany)を用いて,プロ トコ-ルに従ってメ

イ･ギムザ染色を行なった.

フローサイトメトリー解析とセルソーティング

プロ-サイ トメ トリ-解析は,既報の方法 24)

で行なった.すなわち,対象細胞にγ-blocking

agentを加え4oC,ユ0分間反応させ,蛍光標識モ

ノクロ-ナル抗体を加え,4℃,20分間反応後,

PBSで細胞を洗浄し,FACScamまたは FACSAria

(BDBiosciences,Samlose,CA)を用いて解析し

た.デ-タはCe11Questso触are(BDBiosciences)

または FACSDivasoftware(BDBiosc豆ences)を

用いて処理した.末梢血pDCとmDCのソ-ティ

ングは,正常入 ドナ-末梢血よりLymphoprep

(Axis-ShieldPoeAS,Oslo,Norway)を用いた比

重遠心法により単極球を分離 し,FITC標識抗

CD鐘抗体と PE標識抗 BDCA4抗体,または,

F汀C 標 識 抗 BDCAl抗 体 と PE標 識 抗

CD3/14/19/56抗体を用いて,それぞれ pDC

(cl)4+ⅠミDCA4+)とml)C (Ⅰ引)CAl十el)3/14/

19/561)杏, FACSAriaを用いてソ-ティンダし

た.回収された細胞の純度はすべて99%以上であ

った.

mRNAの定量解析

mRNAの定量解析はポ リメラーゼ連鎖反応

(poiymerasechainreaction:PCR)により行なっ

た TR王zoiReagent(invitrogen,Carsbad,CA)を

用いて対象細胞より totalRNA を抽出 した後,

TaKaRaRNA PCRTMK豆t(AMV) vcr.3.0

(TAKARABⅠOINC,Shiga,Japan)を用いて逆転

写反応を行ない,cDNAを合成した.合成された

cDNAを鋳型に,FastSYBR(をt㌧-GreenMasterMix

(AppliedBiosystems,FosterCity,CA)を用い,

StepOneTMReal-TimePCRSystem (Applied
Biosystems)により,リアルタイム産凝 PCRを

行なった.使用したプライマ弓 ま,衰 2に示す.

GAPDH を内因性コントロ-ルとして用いた.比

較定巌には,比較Ct法を用いた 計算式は以下に

示す.RQ-2~△ユCt(Act-タ-ゲット遺伝 子

Ct一内在性コントロ-ルCt,AACt-サンプル

ACt-キャリプレータ-サンプルACt).

PMDC05への各種刺激

PMDC05の刺激に用いたサイ トカイン等の濃

度を以 ドに示す.王L-3(芝ong/mL),CpG-A/B

甘flg/mL),インフルエンザウイルス (1%),

GM-CSF(50mg/mL),LPS(0.5/[1g/mL).

PMDC05の細胞濃度は106cells/mLで功棚放した.
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図 1 日癖も病性形質細胞様樹状細胞株PMDCO5g)形態 ･表 面形質 ･遺伝 f-発現

A.PMDC05の形態をMay-G呈emsa染色により観察 した (冗1,000).B.PMDC05の表面形質をプロ
-サイ トメ トリ…により解析 した.図は陽性率を示す.C.PMDC05の遺伝 予発現をリアルタイムPCR

によって解析 した.内因性コン トロ- ルとして GAPDH を用い,GAPDHに尉する発現韻を縦軸に示
~上

抗原提示能の解析

pMDC05の抗原提示能は,既報25)の同種正常
人 ドナ-単核球を反応細胞とした混合 リンパ球培

養 (mixedlymphocytee混ture:MLC)を行なうこ

とにより評価した.すなわち,正常入 ドナー末梢

血よりLymphoprepを用いた比重遠心法により単

核球を分離し,96-weiHia仁bottommicroplates

(BDLabware,FranklinLakes,NJ)に105cel首S/

weliとなるように播種した.各種条件~Fで 培養し

た PMDC05に Y線照射装置 (PS-3000SBCs-

137,ポニ-二二に業株式会社 大阪)を搾約1て 60Gy

のγ線照射を行なった徽 各welHニ様々な濃度で

加え,共培養を開始した,5冒後,各 we旦1に3H-

thymid豆ne(Amersham,Buck豆nghamshire,United

氾ngdom)を0.5甚 i/mL添加し予24時間後,cell

harvester(Brande呈,Gaithersburg,MD)を用いて

細胞を回収し,responderの 3H-thymidineの取

り込み を液体 シ ンチ レ-シ ョンカウンタ-

(Beckman,Fu漫lerton,CA)で測定することによ

り,PMDC05の抗原提示能を評価 した すべて3

穴ずつで行なった.

サイトカインの定量

I)MnC05の庫生する lFN".ll_/12p70につい

てはそれぞれHulll三川Intel･reT･OnAIph;ii:.ⅠノISAkit

津BLBiomed妄ealLaboratories,P豆scaもaway,NJ),

Human IL-且2(pヲo) ELISA kit(Pierce

Biotechnology,Ine.,Rock如d,IL)を用いた,酵素

免疫測定法 (enzyme-linkedimmunosorbent

assay:ELISA)によって,プロトコ-舶 二従って

測定した.
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CDla CD40 CD80 CD83 CD86HLADR

I+ nostlmull

-& +lL3

-O-+CpG-a

-D-+Fluvirus

}■一十GM-CSF

･･･◆一十LPS

1000 5000 10000 25000

NoPTsl川11Uln!〔Y

図望PM抄CO5g)抗原提示能解析

A.PMDC05をIL-3,CpG-盟,FluvinlS,GM-
CSF,LPSで3捌綱別激し,組原提示分子の発現

率の変化を,プロ-サイトメトリ-により解析

した.B.刺激されたPMDC05の同種末梢血単

枝球に対する抗原提示能を∴ う開-thymidineを
用いたMLCを行なうことによって評価した.

すべて3穴ずつ行なった.

結 果

Pl･lnCtTi-)の表面形質.遺伝子発現解析

PMDCO5以外に形質細胞様樹状細胞株として

の報告はこれまでに 2登のみであり26)27),非常

にまれな細胞株である.今回 PMDC05の形態と

表面形質について詳 しい解析を行なった.メイ ･

ギムザ所見より,多くの細胞が桟の偏在,稜周明

庭を示 し,典型的な形質細胞様形態を有 していた

･凶 J＼･ 才､卜;･了 :∴ :i川1.･;,L!t了;i.El1.＼ 川(lJii.

樵,lE菌 pDCに認められるCD4,CD123,CD62L,

CO7l;肝 l･-.を示した.また.lI:.苗1111)Cの1■､用ULT,め

る BDCAlや CD45RO の発現 も軽度認められた

(図 IB).抗原提示に関わる分子としては,抗原提

60
50
40

15

J

E
g 10

5

0

⊂コIFN-l
l- IL112p7Cl

L1 6 12 4 6 12 4 6 1コ 4 6 12

CpG-A CpG-B FlL… rUS LPS

図3 PMDC05のIFNα,iL-12p70の産生能

PMDC05をCpG-A,CpG-B,Fluvirus,
LPSで4-12時間刺激し,上清中に産生される

IFNα,IL-12p70をEIJISA法によって測定した.

示分子である CD86,接着分 子である CD54,

CD58が房発現を示 した.lI三常 pDCの持微とし

て,ウイルスや微生物を認識する tol豊様受容体

(tol卜故ereceptor:TIJR)のうち,TLR7/9を南

発現 し28)29),さらに,リンパ系転写産物を発現 し

て い る ことが挙 げ られ る 16日7)3()), そ こで,

PMDC05におけるこれらの遺伝子発現の有無を,

リアルタイム定義PCRによって解析した.図1C

に示すように,PMDC05はTLR7mRNAを強く発

現 しており,また, リンパ系転写産物である pre

Tα,Alike14.1,SpiB,王LT7,MXlmRNAの発

現も確認された.さらに,mDCに優位に発現 して

いるとされる29),TLR3/8の発現も認められた.

PMDC05の機能解析

次 に, PMDC05の機 能 解 析 を行 な った.

PMDC05は抗原提示分子や接着分子を発現 して

いることより (図1B),PMDC05が抗原提示能を

有する可能性が考えられ 各種刺激が PMDC05

の抗原提示分子に与える影響をプロ-サイ トメト

リ-t'二よ一一)て解析した.1)Ml)Ct)5を11/3(Jl:.I.･tiJi;

pDCの invitroにおける suyv豆va呈faetoT)で刺激

することにより,CDlaの発現が軽度ではあるが

増強 し,CpG-B (TLR9の リガンド)の刺激によ
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図 4 PMDC05のBDCAICD123+分画とBDCAl+cD1231i画の形態 ･表面形質 .遺伝子発現

A.PMDC05はBDCAlとCD123の発現に基づき,BDCAl-CDま23+分画とBDCAl+cD123M分画

の2つの分画に分けられた.それぞれの分画をFACSAriaを用いてソーティングし,May-Giemsa染

色によって形態を観察した (Ⅹ1,000).また,それぞれの形態を,正常 pDCまたはmDCと比較した.

B,PMDC05をFITC標識抗 BDCAl抗体,CyChr標識抗CD123抗体,PE標識各種モノクロ-ナル抗

体で染色し,フローサイ トメ トリ-によりその発現を解析 した.BDCAUeD123+分画 旧 )と

BDCAま+cD123-分画 (｢)をゲー トし,それぞれの分画の表面形質を解析 した.図は陽性率を示す.

C.pMDC05のBDCAl~CD123+分画とBDCAl+cD且23~分画をFACSAriaを用いてソ-ティングし,

それぞれの分画の遺伝子発現豪をリアルタイムPCRによって比較した.GAPDH を内在性コントロ-

ル,BDCAl~CD123+分画をキャリプレータ-サンプルとして用いた.産室酎直 (RQ-2~上土Cりが1
より大きいものは,BDCAl+cD123M分画における発現量が多く,定量値が 1より小 さいものは,

BDCAl~CD123+分画における発現_鼠が多いことを示す.

って CDla,CD80が中等度増強 した.さらに,

LPS (TLR魂のリガンド)で刺激することによっ

て,CDla,CD80の強い発現増強が認められた

(図2A).インフルエンザウイルス (TLR7のリガ

ンド),GM-CSFの刺激では,抗原提示分子にほ

とんど変化は認められなかった.これらを刺激細

胞とし,同種正常ヒト単桟球との MLCを行なっ

たところ,PMDC05は,無刺激においても強い抗

原提示能を示し,さらにそれは,王L-3,インフル

エンザウイルスの刺激によって増強し,特に LPS

刺激によって顕著に増強した (図2B).

正常 pDCの最も特徴的な機能は,TLR7/9経由

刺激時における IFNαの産生である.そこで,

pMDC05が IFNα産生能を有するかどうか確認

する為に,PMDC05をインフルエンザウイルス,

CpG-A,CpG-B,LPSで刺激し,上清中に放出

されるIFNαを,EL王SA法を用いて検出した.同

様に,表面形質,遺伝子発現の解析結果から,
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図5 各種紬 敗によるBDCAl,CDi23党準星様式の変化

PMDC05をⅠL-3亨CpG-B,FluvirtlS,GM-CSF,LPSで3r澗音碑J激した後,FITC標識抗BDCAl抗
軌 CyChr標識抗 CD123抗体で染色し,その発現をフローサイ トメトリーにより解析 した. 卜段の数

字は,各分画における細胞の割合を示す.

PMDC05はmmCの特徴 も 有 す る と考 えられたの

で,正常 mDCの機能的特徴 で あ る 重し-12p70産

生についても検討した,その産生 星 は少ないもの

の,CpGIA刺激によって IFNαが,LPS刺激に

よってⅠL-12p70の産生が確認された (図3).

1illC;11と Cl)123の発現様式に基づく2つの細

胞集団

これまでの検討から,PMDC05はpDCとmDC

両者の特徴を有することが確認 された.そこで,

PMDC05におけるCD123(pDCに特徴的な発現)

と BDCA且(mDCに特徴的な発現)の発現様式

を,マルチカラ-プロ-サイ トメ 巨j-よって確

認 した ところ,PMDC05は多 くが BDCAU

CD123+ を示す一方,僅かなが ら BDCAl+

CD123~を示す分画も含むことが確認された (図

的 ).2つの細胞分画の形態の違いを確認する為,

FACSAriaを用いて各組胞集団をソーティングし,

メ イ ･ギ ムザ染色 を行 な った. 図 4Aよ り,

BDCA1-CD123+細胞は,前述のような典型的な

形質 細 胞様 形 態 を示 したの と比 較 す る と,

BDCAl+cD123-細胞は枝周明庭等の所見は認

められず,単球/mDC様の形態を示 していること

が確認 された,さらに,表面形質の違いをプロ-

サイ トメ トリ-により解析 した.lineageマーカ

-については,両分画ともに CD3,CD13,CD14,
CD16,CD19,cm20が陰性,CD33,CD56が陽性を

示 し, 違 い は認 め られ なか った.BDCAlー

CD123+分画はi王将 pDCに認められるような

CD7,CD62Lの陽性率が BDCAl+cD123-分画

よりも高く. ･Jj.CI)llb,CI111C,CI-)45ROL))よ

うな正常 mDCに認め られる分子の陽性率は,

BDCAl+cD123-分画で高いことが確認 された

(図4B).

正常 pDCと mDCの違いは,前述のように

TLRの発現様式 に も見 られ る. そこで次 に,

BDCA1-CD123+分画と BDCAl+cD123-分画

におけるTLRmRNA等の発現崖を, リアルタイ

ム定量 PCRによって比較 した.TLR7,TLR9

mRNAの優位な発現が BDCAl-CIM23+分画に

おいて認められ 一方,TLR3,TLR4,TLR8mRNA

の優位な発現が BDCAl+cD123-分画において

認められた (図4C).TLR3mRNAは BDCAl+

CD123~分画でのみ発現が認められた.pDCの特

徴の一つとされるリンパ系転写産物の発現につい

ては,preTα,スパike14.1,SpiBmRNAの優位な

発現がBDCAUCD123+分画において確認 され,

二L7〕うち lJTで1ー".A-1ikぐ14.1tllRNAに/)いては.

BDCAl+cfM23ー分画では発現が認められなか

った.しかし､～,lXl.ll:17111RNAL))発刷 (どちら
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図6 BDCAl~CD123+分画とBDCAl+cD123-分画の抗原提示能の比較

A.PMDC05をIL-3,CpG-B,Fluv血S,GM-CSF,LPSで3日間刺激した後,FITC標識抗 BDCAl

抗体,CyChr標識抗CD123抗恥 PE標識各種モノクロ-ナル抗体で染色した後,フローサイトメトリ

弓二より,BDCAUCD123+分画 (左図)とBDCAl+cD1231分画 (右図)の抗原提示分子の発現を

解析した.図は陽性率を示す.B.PMDC05をⅠL-3,CpG-B,Fluvirus,GM-CSF,lJPSで3日間刺激し

た後,F汀C標識抗 BDCAl抗体,CyChr標識抗 CD123抗体で染色し,FACSAriaを開いて BDCAl~
cD123+分画とBDCA1+cD123~分画 をソーティングした.回収したBDCAl-CD123+細胞 (左図)

とBDCAl+cD123-細胞 (右図)を抗原提示細胞とし,同種末梢血単棒球に対する抗原提示能を3H-

thymidineを用いたMLCを行なうことによって評価した.すべて3穴ずつ行なった.

も pDCに特徴的な発現)については,BDCA且+

CI)123M分画において強 く発現 していた.

liDCIL･11~Cl1123+ 分画と IH)C:ll+cl1123~分

画の抗原提示能

次 に,BDCA1-CD123+ 分画 と BDCA1+

CD1231分画の機能比較として,まず,抗原提示

能の検討を行なった,PMDC05を王L-3,CpG-盟,

インフルエンザウイルス,GM-CSF,IJPSで3日

間刺激 した後, 抗 BDCAl-FITC 抗 体 , 玩

CD123-CyChr抗体と,各種 PE標識抗体を用い

て染色することにより,BDCA1-CD123+分画と

BDCA1+cI)123~分画の抗原提示分子の発現を,

フローサイ トメ トリーにより解析 した.各種刺激

により,BDCAl~CD123+分画の割合の減少と

BDCAl+cD123-分画の割合の増加が確認 され

た 個 5).各種刺激後の BDCAl+cD123-分画

の抗原提示分子の発現は,BDCAl-CD123+分画

と比較すると,陽性率,蛍光強度ともに高 く,特

に CDlaの発現についてその違いが顕著であった
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図7 BDCAl-CD123+分 画 と BDCAl +

CD123∵分画の IFNα,IL-12p70産生能

の比較

PMDC05をIL-3で2日間刺激した後,F王TC

標 識抗 BDCAl抗体,CyChr標識抗CD123抗体

で 染 色 し, FACSAriaを用 い て BDCAl】

Cr)123十分画とBDCAl+cD123Jji画 をソ-

ティングした.回収 した各分画の細胞をCpG-

A (18時間),ⅠJPS(12時間)で削激し,姿二滴中

に産生されるIFNα,壬L-12p70をELISA法に
よって解析 した.

(図 6射 .また,CpG-B または LPSの刺激によ

るCD80の upFegu盈atiomが蘭分画において確認さ
れ た. 次 に, 各種 刺激後の PMDC05よ り,

FACSAriaを汚損､て BDCAU CD123+分画と

BDCAl+cD123-分画を分赦 し,両分画の抗原提

示 能 を MLC assayに よ って比 較検 討 した.

BDCAl+cD123~分画の抗原提示能は,BDCAl-

CD123+分画のそれと比較すると,強いことが確

認 されたが,BDCAl+cD123~分画の細胞におい

ては各種刺激による抗原提示能の増強は確認され

な か っ た (図 6B, 右 図 ). 一 方 , BDCAま仰

cD123+分画の抗原提示能は,BDCAl+cD123-

分画のそれよりも弱かったが,Ⅰレ 3,CpG-B,イ

ンフルエンザウイルス等の正常 pDC を刺さ乳 活

性化させる際に用いられる刺激によって増強 した

B
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図8 BDCAl+cD123-分画か ら BDCAU

CD123+分画への移行とIL-3刺激によ

る移行の促進

PMDC05を FITC標識抗 BDCA1抗体,

CyChr標識抗 CD123抗体で染色し,FACSAria

を用いて BDCAl-CD123十分画をソーティング

した,lL刑Tiした細胞を,ⅠL-3の刺激の有無で5
日間培務し,経時的にBDCAlとCD123の発現

様式をプロ-サイトメ巨)一により解析した.

図は,BDCAIXCDi23ドットプロット (A)

ど,各分画の細胞の静恰 摘)を示す.

(図6R 左図).

IinCJ･lllC11123+ 分画と lil)C.Lll+cr)123~分

画のサイ トカイン産生能

PMDC05は CpG-Aの刺激により IFNαを,

LPSの刺激によりIL-12p70を産生することが確

認されたので (図3),次に,各分画におけるサイ

トカイン産生能を検討 した.まず,十分な細胞数
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図9 IL-3刺激によるPMDC05のpDC様表面形質からmDC様表面形質への形質転換

PMDC05を王L-3で4日間培斉し,経時的に表面形質の変化をプロ-サイトメ トリ-により解析し

た,A.BDCAlxCD123ドットプロット 下段の数字は,BDCAl-CD123十分画とBDCAl+cD123~

分画の割合を示す.B.PMDC05における正常 pDCに特徴的なマ-カ- (CD123,CD7,CD62L,

cD45RA)または正常 mDCに特徴的なマ-カ- (BDCAl,CD45RO,CD2,CDllb,CDllC)の発現軌

図は陽性率を示す.C.BDCAlとCD123の発現に基づいたPMDC05の各分画における,東面形質の変

化.図は陽性率を示す.

を得る為に,PMDC05を,正常pDCのIFNα産生

能に影響を与えない IL-39)で2日間刺激し,そ

の後,FITC標識抗 BDCAl抗体,CyChr標識抗

CD123抗体を用いて染色し,FACSM aを用いて

BDCA1-CD123+分画とBDCAl+cD123-分画

を分離した後,CPG-A または LPSで刺激した.

BDCAl~CDま23+分画を CpG-Aで刺激すると
IFNα産生が,BDCAl+cD123-分画をLPSで刺

激するとⅠレ 12p70が産生することが確認された

(図7).

l主llC.ll~CI)12.3+分画からBDCAl+cr)123~分

画への形質転換

これまでの検討から,PMDC05は無刺激状態に

お い て BDCAl-CD123+分 画 と BDCAl+

CD123-分画の大きく2つの分画が存在すること

が示されており,また,刺激によってそれぞれの

分画の割合に変化があることが示された (図5).

この割合の増減が,2つの異なる細胞集団の増殖

能の違いであるのか,BDCA1-CD123+分画から

BDCAl+cD123-分画への形質転換であるのか

を検討する為に,PMDC05の BDCAl-CD123十
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分画とBDCA及+cD旦23-分画をFACSAriaを用

いて分離 し,無刺激で培務 した.経時的に抗

BDCA巨 FITC抗体,抗 CD123-CyChr抗体を用
いて染色 し,プロ-サイトメ トリ-によって表面

形質の変化を検討したところ,図8に示すように,

BDCAl-CD123+分画は増殖能を有 しながらもす

培養5日目には,BDCAl+cD123W分画の存在が

確認 されたことから,BDCAl+cD123弓}画は
BDCAUCD123+分画から形質転換を起こしたも

のであると考えられた.一風 分離 したBDCAl十

CD123∵分画は,その後増殖することなく,アポ

トーシスを起こした くデータ非掲載上 さらに,無

刺激状態で確認された形質転換は,ⅠL-3の刺激

によって促進 された (図 8).

‡L-3刺激 PMDC05の形質転換に伴う表面形質

の変化

次に,王L-3刺激 PMDC05における,pDC様性

質を有するBDCAl-CD123+分画から,mDC様

性質を有する BDCAl+cI)123~分画への形質転

換に伴う表面形質の経時的変化を,プロ-サイト

メ トリ-によって確認 した.対象とした抗原は,

pDC で陽性,mDCで陰性 と報言i;-されている

CD123,CD45RA,CD62L,CD7と,pDCで陰性,

mDCで陽性 と報告されている BDCAl,CD45RO,

CD2,CDllb,CDlleである4)31),まず,CD123と

BDCAまの発革封二着冒して解析すると,刺激前の

PMDC05では,BDCAINCD123+分画,BDCAl+

CD123弓 }画の割翻 まそれぞれ 66.140/0,上580/0

であったが,王L-3によって刺激す ることで,

BDCA1-CD123+分画の割合が漸減 し,対照的に

BDCAl+cD123~分画の割合は漸増 し,4日後に

は 30%にまで増加 した (図9A).この変化に伴

い,PMDC05の CD123,CD7の陽性率は減少しサ

llDCAl,Ll)llb.Cl)11°,し､1145RO(∫)陽性.率が増加

した (図9Ii').er)GL)IJ.ぐ11･15RA,Cl)lJLJ)陣l牛率は

変化 が認 め られ なか った,次 に,CD123と
BDCAlの発現様式によって分けられるそれぞれ

の分画について,同様の表面形質の変化を検討し

た.これまで述べてきた BDCAUCD123+分画,

BDCAi+cD123M分画に加えて,その中間体であ

ると考えられるBDCAl+cD123+分画について

も解析 した.図9Cに示すように,IL-3紬 敗によ

って CD45RO陽性細胞とCDlib陽性細胞の割合
が BDCAl-CD123+分画車と BDCAl+cDi23+

分画中に増加 した.BDCAl+cD123-分画中にお

いては,CD7陽性細胞の減少と,CDま1b陽性細胞

の増加が確認 された.無刺激状態 はayo)で

CD123陽性 分画 中で陽性 率 の 高 い CD7と

CD62L,BDCAl+cD123∵剃画中 で 陽性率の商い
CD45ROとCDllcの陽性準については,ⅠL-鋤き事j

激で変化 しなかった.

考 察

従来 CD4+cD56+hematodermicneoplasm

(blasticNKlyr叩homa/leukemia)と呼ばれてき

た疾患の中に,pDCの特徴を有する腫癌細胞から

なる自血病/リンパ腫が存在するということがサ

様々な研究者によって明らかとされ 32上 関),近

年,WHO-EORTC分類において,PDCleukem毒a

という疾患概念が提唱 された35)3隼 これまでに,

PMDCO5以外に CI)4+cD56+hematodermic

neoplasm または pDCleukemiaより樹立された

pDC細胞株は2例のみである26)27).末梢血では

その割合が少なく,詳細な解析が国難であるpDC

の性状解析や,上記疾患の病態解析にこれらの

pDC細胞株が有効に用いられている.

本 研 究 室 で は ,PDCleukemia症例 22)の白血病

細 胞 か ら,pDCの性質を肯する細胞晩 PMDC05

を樹立することに成功 した23).正常 pDCまたは

PDCleukemia腫癌細胞は,豆ineagew,HI遇~DR+,

cI)4+,CD45RA+,CD123+の他に,特異的表面

形質とされる BDCA2+,BDCA4十によって特徴

付けられる26).pMDC05の表面形質は,lineage-,

HLA-DR+,CD4+,CD123+を示 した が ,

CD45RA,BDCA2は陰性,BDCA鋸 こついては ▲

部陽性を示 した,BDCA2は正常 pDCをin涌ro

で培養することによって downregulationすると

いう報言連音があり37),また,BDC朗 はinvitroにお

ける培務によって,pDC以外の細胞にも発現する

ことが知られている為37),新鮮 pDCまたは緋鮮
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白を鮎病細胞における有用なマ-カーにはなり得 る

が,培養後においては,pDC特異的マ-カ-とは
言えないと考えられる.本研究室で経験 した pDC
le故emia症例の新鮮白血病細胞 は,BDCA2+,

BDCA4+を示 していた 22)那,株化 を目指 して培

養したことによって,BDCA2,BDCA4抗原の発
現に変化があったものと考えられ る. -:jjJ,正常

pDC または pDCleukem豆a症 例 に 関 して ,
CD45RA抗原が陰性を示すとい う報 告 はなく,
PMDC05がCD45RAを発現しないことに関して

は,後述するpDC様細胞からmDC様細胞への形
質転換が関係すると考えられる.正常 pDCの特
徴として挙げられる,TLR7/9mRNAの発現, リ

ンパ系転写因子の preTα,スパ豆ke掴.1,SpiB,IIJT7,

MXlmRNAの発現は,PMDC05においても確認

され,それに加え,mDCの特徴とされるTLR3/8

mRNAの発現も認められた.PMDC05の機能と

しては,DC特有の強力な抗原提示能を有し,IL-

3,インフルエンザウイルス,LPSの刺激によって

挽原提示能は増強した.王L-3,インフルエンザウ

イルスは正常 pDCの刺激因子として知られ,蕊

た,LPSはmDCの刺激因子として知られている.

PMDC05はこれらの異なる刺激に対 して反応す

ることから,PDC,mDC両者の特徴を併せ持つと

考えられた.抗原提示能の他に DCの機能的特徴

的としては,特産の刺激において特定のサイトカ

インを産生し,適切な免疫反応を惹起するという

機能における柔軟性を有することである,特に,

pDCはTLR7/9経由刺激によってIFNαを,mDC

はTLR4経由索那敦によって は-12p70を産生する

ことが知られている.PMDC05は,CpG-A別洩

によって IFNαを,LPS刺激によって IL-12p70

を産生することが明らかとなった.以上より,

PMDC05はその表面形質,遺伝子発革む 機能の面

から,pDCとmDCの両者瑚隻贋を兼ね備えてい

る細胞株であると考えられた.

一方,血液DCサブセットであるpDC,mDCは

造血幹細胞から発生するが,その後の分化過程に

ついては,様々な報箆があり,未だ明らかとはな

っていない,Zun豆gaらほウイルス感染モデルマウ

スを用いた実験において,骨髄 pDCがウイルス

刺激によって mDC に形質転換 し得 ることを機器

している38).また,Schm豆焦らは,ヒト胸腺 pDC

を 王L-3で紬 数することでmDCに形質転換する

ことを報告 している39㌧ さらに,Fit-3L処理を

受 けた正常 入 ヒト末梢血中の pDC において,

CD5+cD56+を示すpDCサブセットが,pDCか

ら mDCに形質転換する際の中間体であるという

報告もあることから頼,pDCとmDCの発生 ｡

分化における関連性については,非常に興味深い
ものがある.

PMDC05は,前述のようにpDCとmDCの両
方の性質を有する細胞株である.PMDC05の中

で,BDCAl~CI)123+の表面形質を示す分画は,

形質細胞様の形態 を示 し,CD7+,CD62L+,

CDllbN,CDllcMの pDC様の表面形質を有して

いた.一方,BDCAl+cD123~分画の形態は,単

球/mDC様形態 を示 し,CD息lb+,CDllc+,

CD45RO十の mDC様の表面形質を有 していた.

また,これら2つの分画におけるTLR遺伝子発

現の比較検討より,BDCAl-CD123+勤堕‖ま

TLR3㌦ TLR7/9 を優 位 に発 現 して お り,

BDCAl+cD123-分画はTLR3/呂を優位に発現

していた.さらに,BDCAl+cD123叫分画はリン

/､系マーカーである plでT(1,A-like14.ItllRNA

を発現 しておらず,SpiBの発現も弓銅 っゝた.正常

pDC の 遺伝子 発現様式 は rmJR3~/TLR7++

/TLR8-/TLR9十十/preTα+轟 -likel損 +/SpiB+

で特徴づけられ,正常 mDCの遺伝子発現様式は

TLR3+/TLR7ソTLR8+/preTαソA-like14.1~

/SpiB～で特徴づけられることから,BDCAU

CD123+分画はpDCに,BDCA且十cD1231分画
はmDCに類似する性磐を持つことが示された.

しかし,pDCの特徴とされる MX弟ILT7につい

ては,BDCAま+cD且231分画において優位に発現

していた,MXまは,Ⅰ型 IFNによって誘導される

園子であり,Ⅰ型 IFNの産生の指標とされている

因子であるので,IFNα産生細胞であるpDCのみ

ならず,Ⅰ型 IFNによって他の細胞でも誘導され

ること細,様々な腫疲細胞株においても発現 し

ていることから,MXlが BDCArCD123+分画

よりもBDCAl+cD123-分画において優位に党
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現 していることが,BDCAl -CD123+分画 の

pI)C様性質,または BDCAl+cD且23M分画の
mDC様性質を否定することにはならないと考え

られる.また,ll:1､7LJ~)発現に関しては､確かに

はT7は pDCで陽性,mDCで陰性を示すとされ

るが,pDCを王L-3で刺激することによって,そ

の発車馴まdownregulationすることから31),後述

の形質転換と関係があるのかもしれない.さらに,

PMDC05は白血病細胞株であることから,正常

pDCとは異なる遺伝子発現様式を示す可能性も

考えられる.

PMDC05における,これら2つの異なる表現系

を持つ分画をさらに特徴付ける為に,その機能に

ついて検討した.BDCAl-CD123+分画の抗原提

示能は,IL-3,CpG-盟,インフルエンザウイルス

CD123~分画の抗原提示能はこれら刺激によって

増強することはなかったが,無刺激時の抗原提示

能は,BDCAl-CD123+分画のそれよりも強力で

あった.また,pDCの特徴である IFNα産生能,

mDCの特徴であるIL-12炉70産生能を,これら2

つの分画について検討したところ,BDCAl側

CD123十分画は CpG-Aの刺激によって IFNα産

生能の増強が,BDCAl+cD123弓滴は LPS刺激

によって IL-12p70産生能の増強が認められた

那, その産生量は軽度であった.BDCAl~

CI)123+分画におけるIL…1紬70産生,BDCAl+

CD123仙分画におけるIFN甜産生は認められなか

った.PDCl飢lkemia症例の白血病細胞は,刺激に

よってIFNαを産生するとされているが,すべて

の症例において確認されるわけではなく,その産

生巌は正常 pDCと比較するとごく微量であるこ

とから42)頼,pMDC05において考慮すべきは,

その産生競ではなく,各分画が異なる刺激に対し

て異なるサイトカインを産生したことであると考

える.以上,各分画の機能をまとめると,1)

til)し､＼lt=llJ:L .十 ∴ 1! :lH P(Itt,.(､ ∫

ルエンザウイルス刺激で増強し得る抗原提示能を

有し,CpG-A刺激によってIFNαを産生する.2)

BDCAl+cD1231分画は,無刺激で強力な抗原提

示能を有 し,LPS刺激によって IL-12p70を産生

する.したがって,機能の点からも,BDCAIw

CD123+分画は pDCに繋葦似しており,BDCAi+
CD1231 分 画 は mDCに類似していると考えられ

た.

これ らの検 討か ら,PMDC05の中には,

BDCA1mCD123+を示 す pDC 様 細 胞 と,

BDCA1+cD123-を示すmDC様細胞が混在して

いる (heterogeneousな状態)と考えられたが,

染色体分析の結果から,PMDC05はモノクロ-チ

ルであることが確認されている23)#また,それぞ

れの分画を sorting して培養することにより,

BDCAl+cD1231分画は BDCAUCD123十分画

より移行していることが確認され,これはすなわ

ち,pDC様細胞がmDC様細胞に形質転換したこ

とを示している.さらに,PMDC05において認め

られた形質転換には,pDCで陽性かつmDCで陰

性を示すCD7,CD62Lのdownregulation,pDCで

陰性かつ mDCで陽性を示す CD45RO,CDllb,

C1)llLIU)ul)t･(､tLrllti.ltioll,Jr伴うことが確認された.

1TJ,巨/)ように,Ⅰ)Ml)C05はI)I)C様細胞からIlll)L'

様細胞への形質転換を起こしながら増殖する為,

一般的に知られているpDCまたはpDC首eukemia

腺 癌 細 胞の性質とは若干異なり,CD45RAの陰性

化 (pDCで陽性,mDCで陰性)が認められたの

かもしれない.また,形質転換は各種刺激によっ

て誘発 ･促進されることから,無刺激状態におい

ても何らかのサイ トカイン等を分泌し,それが

BDCAi+cD123~分画におけるILT7mRNAの優

位な発現を招いたのかもしれない.PMDC05を用

いた以上の研究結果より,pDCからmDCへの分

化の可能性が示唆された,

末梢血中や胸腺中の樹状細胞サブセットは,一

般的に未熟樹状細胞と考えられており,抗原刺激

によって成熟すると考えられている. 胸腺未熟

pDCはpreTαや A-1豆ke14.1mRNA等のリンパ系

であることを示す転写因子を発現しているとされ

ているが,成熟 pDC,または活性化 pDCにおい

てはこれらの転写因子の発現が認められず,mDC

に認められるCl)11｡/JIl,が発現するとされてい

る 17)細 頼 . したがって,本研究で確認された,

BDCAUCD123ヰ分画からBDCAi+cD1231分
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画への形質転換に伴う,preTα,A-1ike且損 mRNA

瑚 胃朱とCDllcの発現増強が,pDC様細胞から

mDC様細胞への形質転換ではなく,豆mmature

pDCの成熟による変化であることを否定するこ

とは難しい.しかし,胸腺,血中,牌臓,リンパ節

中に存在するDCサブセットの表面形質や遺伝子

発現が異なると考えられており16)17洩)46)チまた,

先行研究においては詳細な機能解析が行なわれて

いないことに加え,本研究で認められた,TLR発

現様式,抗原援示能,サイトカイン産生能の差異

を考慮すると,PMDC05において認められた

BDCAUCD123+分画からBDCA1+cD123-分

画への移行は,pDC様細胞からmDC様細胞への

形質転換ととらえるのが妥当であると考えられ

る.

DCサブセットであるmDCとpDCは,抗原刺

激の種類によりT細胞を異なる方南に分化させ

るという機能における柔軟性を有しており,これ

によって,適切な免疫反応を惹起できる.本研究

から,DCは機能における柔軟性だけではなく,

刺激によりpDCが mDCに形質転換するような,

分化における柔軟性も併せ持つことによって,よ

り最適な免疫反応を誘導している可能性が示唆さ

れた.
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