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緒 言 

 
Natural Killer T（NKT）細胞は、 CD1d分子上に提示された「糖脂質」を認識する多様性の乏しいインバリアント

T細胞抗原受容体（TCR）（Vα14Jα18/Vβ8,7,2）を有する細胞集団である。抗原認識により迅速にサイトカイン産生

などの様々なエフェクター機能を発揮することで、感染症や腫瘍形成に対して防御的に働く一方で、自己免疫疾患やア

レルギー・生活習慣病などの免疫関連疾患に対しては、対象疾患により防御的な反応もしくは有害な反応を示すことが

知られている［1～3］。このように様々な免疫関連疾患に関わる細胞であることから、NKT細胞は疾患の制御や新規治

療への応用の標的として非常に重要である。最近の研究により、NKT細胞は、IFNγを産生するNKT1細胞、IL-4を

産生するNKT2細胞、IL-17を産生するNKT17細胞の3つの異なるサブセットが存在することが明らかとなった［4］。
この事実は、NKT 細胞が関与する多彩な免疫応答には、それぞれ異なった NKT 細胞サブセットが優位に関わる可能

性を示唆するものである。では、そのような各NKT 細胞サブセットは、どのように分化してくるのだろうか？ NKT
細胞は、胸腺において、コンベンショナルなCD4T細胞、CD8T細胞と同様に、CD4＋CD8＋ダブルポジティブ(DP)細
胞から分化成熟することが知られている。そして最近の研究から、興味深いことに、NKT 細胞は、胸腺内での分化の

過程で、エフェクター機能を有する各NKT細胞サブセット（i.e. NKT1、NKT2、NKT17細胞）へと分化を遂げるこ

とがわかった。これは、ナイーブT 細胞として末梢へと排出されるコンベンショナルCD4T 細胞、CD8T 細胞の分化

過程と大きく異なるものである。しかし、その分化のメカニズムの詳細は良くわかっていない。 
本研究では、胸腺における正の選択、負の選択の際に発現誘導されることが知られている CD69 という分子に着目

し、NKT細胞サブセットへの運命決定におけるCD69分子の関与について解析を行った。その結果、未成熟NKT2前

駆細胞に発現するCD69は、これらの細胞がS1P1依存的に胸腺外へ移出するのを抑制することで胸腺内に留め、NKT2
細胞への分化を完遂させる働きをすることが判明した。一方、NKT1細胞、NKT17細胞の分化はCD69による制御は

受けないことがわかった。この結果は、NKT 細胞の胸腺内分化運命決定は、これまで考えられていたよりも初期の段

階で起こることを示すものである。またCD69 が、成熟分化過程にある細胞の胸腺内での滞在時間を制御することで、

その分化成熟に寄与することを初めて報告したものであり、科学的な意義は大きいと考える［5］。 
 

方法および結果 

 
1． CD69欠損マウスにおけるNKT細胞の分化 
各NKT 細胞サブセットへの分化に、CD69 分子が関わっているかを調べるために、CD69 欠損マウスを用いて解析

を行った（図 1）。CD69 欠損マウスの胸腺では、NKT2 細胞の割合、絶対数共に顕著に減少し、NKT1 細胞の割合、

絶対数は顕著に上昇することがわかった。NKT17 細胞の割合、絶対数には変化は見られなかった。一方、CD69 欠損

マウスにおけるNKT2細胞の低下は、脾臓、肺などの末梢組織においても見られたが、NKT1細胞の亢進は、末梢組 
織では見られなかった。NKT細胞サブセットは、遺伝背景の異なるマウス間で大きく異なることが知られている。 
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そこで次にC57BL/6バックグラウンドのCD69欠損マウスを解析したところ、NKT2細胞の顕著な低下は見られた

が、NKT1細胞数に変化は見られなかった。以上の結果から、CD69欠損マウスで見られるNKT細胞サブセット分化

障害は、NKT2 細胞の胸腺内分化異常に起因すると考えられた。BALB/c マウスの胸腺でみられた NKT1 細胞数の上

昇は、NKT2細胞数が減少したことによる二次的な影響と考えられる。 
 

 
図1．CD69欠損マウスにおける各NKT細胞サブセットの割合 

CD69野生型BALB/c、並びにCD69欠損BALB/cマウスの胸腺、脾臓、肺におけるNKT
細胞の割合（左）と、各NKT細胞の割合を示す。CD69欠損マウスでは、いずれの臓器に

おいてもNKT2細胞の割合が顕著に低かった［5］。 
 
2．NKT2前駆細胞の早期胸腺外移出 
では、なぜCD69分子はNKT2細胞の分化に必要なのだろうか。 

胸腺細胞は細胞表面にS1P1を発現することで、胸腺外へと移動することが知られている。一方CD69 分子はS1P1と

直接会合することで、S1P1 の細胞外発現を抑制し、胸腺細胞の胸腺外への移動を抑制する。つまり、CD69 の欠損は

S1P1の細胞表面への発現をもたらすことで、細胞の胸腺外への移動を促す可能性が考えられた。しかし成熟NKT2細

胞にはCD69の発現が無いことから（Data not shown）、CD69欠損によって、NKT2細胞自身が早期に胸腺外へと排

出されるとは考え難い。そこで私たちは、CD69を欠損することにより、NKT2細胞の「前駆細胞」が特異的に細胞外

に排出されているのではないかと考えた。この仮説を検証するために、はじめにCD24＋NKT細胞（Stage0）がS1P1

を発現し得るのかを調べることにした。CD24＋NKT細胞（Stage0）と正の選択前のDP細胞をソーティングにより調

整し、S1pr1（S1P1をコードする）mRNAの発現を調べたところ、S1pr1 mRNAの発現はDP細胞では見られず、正

の選択によって CD24＋NKT 細胞（Stage0）に誘導されることがわかった。しかし CD69 を欠損した Stage0 細胞で

は、その発現量が著しく低いことがわかった（図 2a）。この結果は、CD69 欠損により S1P1を発現した CD24＋NKT
細胞（Stage0）が胸腺外へ排出されたことを示唆するものである。次に、早期に胸腺外に移動したCD24＋NKT細胞の

末梢組織（脾臓）における検出を試みた。正の選択から時間が間もない細胞を検出することが可能なRAG2-GFPマウ

スを利用したところ、脾臓には、RAG2-GFPを発現したCD24＋CD44hiNKT細胞が存在することがわかった（図2b）。
この結果は、未成熟CD24＋NKT細胞は胸腺外に移動したことを示すものである。 
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図2．未成熟CD24＋NKT細胞の胸腺外への移出 

a）ソーティングにより精製したCD24＋（Stage 0）NKT細胞の発現するS1pr1 mRNA量を定量的

RT-PCR法により測定したところ、CD69欠損細胞で顕著に低かった［5］。 
b）脾臓における未成熟CD24+NKT細胞をフローサイトメトリーを用いて検出した。未成熟CD24＋

NKT細胞はCD44hiの表現系を示し、一部の細胞はRAG2-GFPを発現していた［5］。 
 
3．S1P1の発現抑制によるCD69欠損NKT2細胞分化の回復 
つづいて、CD69 欠損による胸腺外への細胞排出を抑制することで、NKT2 細胞の分化障害が抑制されるか検討し

た。S1P1アゴニストであるFTY720 は、S1P1に作用することでS1P1の内在化を誘導することが知られている。そこ

で、FTY720を5日間連続投与しS1P1の細胞外発現を抑制することで、CD69欠損マウスにおけるNKT2細胞の分化

障害が回復するかを解析した（図3）。その結果、FTY720投与群では、NKT細胞数の上昇が見られ、さらにCD69欠

損マウスにおける NKT2 細胞数の減少が回復することがわかった。以上の結果より、未成熟 CD24＋NKT 細胞上の

CD69 の発現は、これらの細胞を胸腺内に留めることで、成熟 NKT2 細胞への分化を誘導することがわかった。しか

し、なぜNKT2細胞分化だけが、CD69欠損の影響を受けるのかは不明であった。 
 

 
図3．FTY720投与によるNKT2細胞分化の影響 

FTY720を5日間投与後の、胸腺中のNKT細胞の割合（左図）と、各種NKTサブセットの割合

（右図）をフローサイトメトリー解析した。FTY720投与により、CD69欠損マウスで見られた

NKT2細胞の割合の低下は回復した［5］。 
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4．各NKT細胞サブセットの分化運命決定におけるTCRシグナルの関与 
各細胞の発現する CD5 レベルは、その細胞が受け取っている TCR シグナルの強弱を示す指標であることが知られ

ている。各種NKTサブセットのCD5発現量を調べたところ、NKT2細胞は顕著に高いことがわかった。この結果は、

「NKT2 細胞はその分化の過程において強い TCR シグナルを受け取っている」ことを示唆するものである。一方、

NKT1 細胞、NKT17 細胞の発現するCD5 の発現はNKT2 細胞よりも低いことから、NKT2 細胞に比べて弱いTCR
シグナルによって分化誘導されると考えられた（図 4）。以上の結果から、「各NKT 細胞サブセットの運命決定は、胸

腺内における正の選択の際に受け取るTCRシグナルの強さや長さの違いによるものである」可能性が示唆された。 

 
図4．各種NKTサブセットにおけるCD5の発現 

胸腺内に存在する各種NKTサブセット上に発現するCD5レベルをフローサイトメトリーにより

解析した。NKT2細胞はCD5の発現が顕著に高いことがわかった［5］。 
 

考 察 

 
NKT細胞はDP細胞から分化することが知られている。DP細胞は、CD1d分子に提示された糖脂質抗原由来のTCR

シグナルを受け取ることで、NKT細胞への分化過程を開始する。当研究により、強いTCRシグナルを受けとった未熟

NKT 細胞はCD69 とS1P1を高く発現するNKT2 前駆細胞へと分化することが示唆された。一方、弱いTCR シグナ

ルを受け取った未熟NKT細胞はNKT1前駆細胞へと分化すると考えられる。CD69欠損によってS1P1を細胞表面に

発現した NKT2 前駆細胞は胸腺外へと早期に移動してしまうために、NKT2 細胞への分化が完遂できないことがわか

った。しかし早期に胸腺外へ移動したNKT2前駆細胞は、末梢組織においてもNKT2細胞へと分化できないことから

（図 1）、NKT2 細胞の分化には、胸腺内にて、さらなる別の分化シグナルを受け取る必要があると考えられた。以上

の結果をまとめた、NKT 細胞の胸腺内分化のモデルを図 5 に示す。これらの研究成果は、CD69 分子が、成熟分化過

程にある細胞の胸腺内での滞在時間を制御することで、その分化成熟に寄与することを初めて報告したものであり、科

学的な意義は大きい。 
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図5．NKT細胞の胸腺内分化運命決定機構 

NKT細胞は、胸腺内で共通のDP細胞から分化する。糖脂質抗原由来のTCRシグナルを受け取るとCD24＋

NKT細胞となる。この分化の際に、強いTCRシグナルを受けとった細胞は、CD69とS1P1を高発現する 
NKT2前駆細胞となり、胸腺内でPLZFhiのNKT2細胞へ分化する。一方、弱いTCRシグナルを受けた細胞は

PLZFlowのNKT1細胞へと分化する。CD69欠損は、NKT2前駆細胞上にS1P1の発現を誘導し、これらの細

胞を早期に胸腺外に排出するために、NKT2細胞分化が完遂できない。さらに、野生型マウスにおいても、未

成熟CD24＋NKT細胞のまま、早期に胸腺外に排出されるものが存在することが明らかとなった［5］。 
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