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In　situ　 demonstration　 of　dendritic　 cell　 migration　 from　 rat　 intestine　 to　mesenteric

　　　　lymph　 nodes:relationships　 to　maturation　 and　role　of　chemokines.

　　　 (ラ ッ ト生体内における樹状細胞の腸管 よ り腸間膜 リンパ節への移行に関す る解析:

　　　　　　　　　　　樹状細胞成熟度 とケモカインの影響についての検討)

内容の要旨

小　林

　 樹状細胞 は強力な抗原提示細胞 であ り、所風 リンパ系器 官へ と移

動 しつつ成黙 する ことが知 られ ているが、移行先 を決定す る因子 に
つい て紐告 は少ない。 本研究では 、樹状 細胞が腸 管壁か らリンパ管

を経 由 し腸間膜 リンパ節へ移行す る動態を生 体観察 し、成 熟度の違
いや、細胞 上の接着分子 或いはケモ カイ ンやそ の受容体 の関与 につ

き検肘 した。

　 Wistarラ ッ トを用 い、腸 問膜 リンパ節除 去後 の腸 管 リンパ 液及び

脾臓 よ り樹状 細胞 を採取 した。 リンパ 液の未熟 樹状細胞 はTNF・α、

lL・4およびGMLSFを 用いて成熟騰導 させ た。桝状 細胞の貧食能 はラ

テ ックス ミクロスフYア を用い、細胞衷 面抗原 の表出は フ ローサイ

トメ トリー を用い解析 した。榔状細胞 を蛍光 色素CEDSEで 標識後 に

小腸漿膜 下 に局所注入 し経時的に腸岡膜 リンパ 節への移行 細胞数 を

観察 し、腸 岡膜 リンパ 節 の凍 結標 本 にて 定量 した。細 胞接 着 分子

lCAM・1及 びCDIIb/c,ケ モ カ イ ン6Ckine(CCL21L　 SDF・l　a

(CXCL127,MIP3a(CCL20)の 関 与 を検 肘 した。 ま たケ モカイ

ンに 対す る遊 走 能は ポ リカー ポネー ト・フィル ター を用 い解 析 し

た。

　 腸管由来未熟樹状細 胞の食食能 は維持 され ていた が,成 熟誘導 さ
れた細 胞の食食能は 低下 していた。脾臓細胞 の寅 食能はそ の中nnの

状態であった。未 熟樹状細 はMHCQ,　 icnM-i.、　CDIlb'oの 表出 を認

めたが共刺激分子の表 出は低 く、成熟誘 導 され た樹状 細胞 では共刺

激分子お よびA4{C　IIの表出が増加 し、脾瞭細胞 はそ の中間的パ ター
ンを示 した。未熟樹状細 胞は、局t$48時 間 におい て腸 間膜 リンパ節

へ最 大移行 したが、成 熟及 び騨 臓 桝状 細胞 は.24時 間 後 に最 大 と

なった。ICAM・1やCDl1Nclに 対 する抗体投 与は樹状細 胞の移 行に影

響を与 えなかった。成 熟樹状細胞 はCCL21へ の遊 走能を示 し、　CCR7
の脱感 作に よ り腸岡膜 リンパ節への移行 が阻害 され た。脾臓 細胞は

caziへ 弱い遊 走能を示 したがCCR71脱 感作に よ り移 行は抑制 されな

かった。 未熟樹状細胞 はCCL20へ の遊走能 を示 し、 リンパ節 移行は

CCR6の 阻害 によって抑制 され た。腸岡膜 リンパ節ではccuo発 現 を

seめ 、一方CCR6とCCR7のmRNAは 未熟 及び成 熟樹状細 胞 両者で確

陽 され たが、前者は未熟 細胞におい て、後者 は成 熟細 胞 において強

く発現 して いた。

　 従来樹 状細胞は刺激 下でのみ末梢か らリンパ節 へ移行す る と考 え

られていたが、腸 管 リンパ由来の樹状細胞 は無刺 激の状態 で も、定

常的に移 行 してい るこ とが明 らか になった。 脾臓細胞 が成熟 細胞 の

移行動 怨 と類似 している ことは.成 熟度 が移 行速度 を規定す る主た

る因子 であ ることを示唆 してい る。 また本 研究は腸聞 膜 リンパ節へ
の移行 にケモ カイ ンとその リガ ン ドが重 要な役割 を果 たす こ とを示

した。

繍文審査の要旨

　 本研究 では.w状 細胞が腸管壁か ら リンパ管を経由 し腸岡膜 リンパ

節へ移行す る動態 を生体観察 し、成熟度の違 い、細胞上 の接着分子或
いはケモ カイ ンとその受容体の関与につき検酎 した。

　 Wistarラ ッ トを用 い、腸岡膜 リンパ節除去後の腸管 リンパ液及 び脾

臓 よ り樹状 細胞 を採取 しTNF・a,1レ4fsよ ぴGM-CSFを 用 いて成熟誘

導させ た。樹状細胞の貧食能は ラテ ックス ミクロス フsア を用 いて測

定 し、未熟樹状 細胞 の食食能は維持 されていた が、成 熟誘導 され た細

胞 の食食能 は低下 し脾臓 由来樹状細胞の 食食能 はその 中間 的な状態

であった ことが明 らか となった。細胞 表面抗原 の表出 はフローサ イ ト

メ ト9一 を用い解折 し、未 熟樹状細胞 ではMHCII,【CAM・1,　 CDIINc
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の表出を認め たが共 刺激分子の表出 は低 く、成熟瞬導 され た樹状 細胞

では共刺激分子お よびMF3CIIの 表出が増加 し、脾臓由来樹状 細胞 はそ

の 中 間 的 パ タ ー ン を 示 し た。 樹 状 細 胞 を 蛍 光 色 索CFDSE

(carlwxyOuorescein　diacetaze　succinimidyl　ester〕で標臓後 に小 腸漿膜下

に局所注入 し経時的 に腸 問膜 リンパ節へ の移 行細胞 数 を観察 し、腸 間

膜 リンパ節の凍結標本 にて定量化 した。またケモカイ ンに対 す る遊走

能はポ リカーボネー ト・フ ィル ター を用 い解析 した。未熟樹 状細胞 で

は、局 注48時 聞後に腸間膜 リンパ節 へ破大移行 したが、成熟及 び脾臓

由来榔状細胞では、局 注24時 間 後に最 大 となn,lCAM・ 巳及 びCDIIWc

に対す る抗 体 投 与は 樹状 細胞 の リンパ節 へ の移 行 に影 響 を 与 えな

かった.成 熟樹釈 細胞 は㏄L21へ の遊走能 を示 し,CCR7の 脱感 作によ

り腸 岡映 リンパ節への移行 が阻害 された.脾 臓由来樹状 細胞 はccui
への弱い遊走能 を示 したがCCR7の 脱感 作ではそ の移 行は抑制 され な

かった。未 熟樹状 細胞 はCCL20へ の遊走能 を示 し、CCR6の 脱感 作にて

腸 間膜 リンパ節 への移行 は抑 制 され た。 更に 、腸問 膜 リンパ 節 での

CCL20螢 自の 発現 が 確認 され た。 未熟 及 び成 熟 樹状 細 胞 にお け る

CCR6とCCR7の 発現がmRNAレ ベルで確認 され たが、前者は未熟 耕状

細胞 において、後者 は成熟柑 状細胞 におい て強 く発 現 していた。

　 これ らの結果 より、従来樹状細胞 は刺激 下でのみ末梢か ら リンパ節
へ移行 する と考え られ ていたが、腸管 由来 の樹状細胞 は未刺 激の状 態

で も、定 常的 に移 行 してい るこ とが 明 らかに さn,ま た牌臓 由来樹状

細胞 の移行 動態が成 熟樹状細胞 の移 行動 態 とquaし てい るのは成熟

度が移行 動態を規定す る主 たる因子であ ること、腸 問膜 リンパ節へ の

移行 にケモカイン とその リガン ドが重要な役割 を果 たす こと、な どが

示唆 され た。

　審査 では、本研究にお いて胸 管 ドレナー ジによって得 られ た樹状細
胞の性 格について質疑が なされ た。一般の未 処皿の ラッ トにおい て同

様の 処置 を行った場合 に はほ とん ど樹状細 胞が とれ ないが本 研究 に

お いて腸問膜 リンパ 節除去 ラ ッ トでは有意 な数での 樹状細胞 が採取

され たこ と、食食能や表 面抗原 の状態か ら得 られたrｻ状 細胞は未熟の

状態 に近 い樹状 細胞で あると推 測 され ること、腸 管膜 除去 ラッ トの腸

管を観察 した ところ炎症反応 な ど病理 学的 所見に乏 しか った ことか

ら非刺激 下で樹状 細胞が採取 された と予想 され るこ と、な どが述べ ら

れ 、了解 された。

　 また、臨床 との閲連 での質問 に対 して、ヒ トで も未 熟に近い状態の
樹状 細胞が微 環 し免疫 寛容 に関わ ってい る との文献 的轍告が 見 られ

ること、担痛息者にお いてはガン細胞 と反応 させ抗原 提示を させ るた

めには寅食 能を有す る未熟 な樹状 細胞 が良 いが 、T;細胞 と反応 し活性

化 させ るためには成熟化 した樹状 細胞 が望 ま しい こ と、な どが述べ ら

れた。

　なお 、臨文中の組織写真 につい ては改 善の必 要が盟 まれ ること、㎞
Y11(0で成 熟誘 導を行 った樹状細胞 の他にin　vivaに て成 熟誘導 を行 った

樹状 細胞で も表面抗原 の解析 を行 うこ とも望 まれ るこ とな どの指摘

があ った。

　以上の審 査の結 果.本 研究は 、将来免疫反応 の異常 に よって惹起 さ
れ るア レル ギー疾 患、炎症性腸 疾患の病態解明 へ と至る腸管御状細胞

につ いての基 本的 性格 を明 らかに した もの として消 化器病学 上有意

義な研究 である と評衝 された。
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