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略語表 

 

BALF 

BDCA 

BLN 

BM 

CCL 

CCR 

CD 

CFSE 

E2 

FcεRIα 

Flt3L 

GM-CSF  

HDM 

ICOSL 

IFN 

Ig 

IL  

ILC 

M-CSF 

MHC 

mRNA 

OVA 

bronchoalveolar lavage fluid 

blood dendritic cell antigen  

bronchial lymph node  

bone marrow  

chemokine (c-c motif) ligand  

chemokine (c-c motif) receptor  

cluster of differentiation  

5,6-carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester  

17β-estradiol 

Fc epsilon receptor 1 alpha 

FMS-like tyrosine kinase 3 ligand 

granulocyte-macrophage colony-stimulating factor 

house dust mite 

inducible costimulatory ligand 

interferon 

immunoglobulin 

interleukin  

innate lymphoid cell 

macrophage colony-stimulating factor 

major histocompatibility complex 

messenger ribonucleic acid 

ovalbumin 
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RT-PCR 

SSC 

TCR 

Th 

Treg 

TSLP 

reverse transcription polymerase chain reaction 

side scatter  

T cell receptor 

helper T cell 

regulatory T cell 

thymic stromal lymphopoietin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5 
 

Ⅰ 要旨 

 

【背景・目的】 

アレルギー性気管支喘息は、変動性をもった喘鳴や呼吸困難、繰り返し起こ

る咳を臨床症状とする疾患である。小児喘息の有病率や重症度は女児に比べて

男児で高いが、思春期を過ぎた成人喘息では逆転して女性の方が高くなること

から、年齢に関連した性ホルモンの変化が性差に関与している可能性が示唆さ

れている。実際に、女性ホルモンであるエストロゲン補充療法や妊娠、生理周

期の変化で喘息症状が悪化しやすいとの報告もある。免疫学的には、喘息患者

における気道炎症の亢進には特に 2 型ヘルパーT 細胞（Th2）型免疫応答が関与

しており、末梢血の Th2 サイトカイン産生 T 細胞は、男性患者よりも女性患者

において増加する。Th2 細胞の誘導には、抗原提示細胞である樹状細胞が重要

な役割を担っており、抗原吸入後の喘息患者の気道では、吸入前に比べて樹状

細胞の集積が顕著であることが明らかとなっている。しかし、Th2 型免疫応答

の性差に対する樹状細胞の役割については不明である。 

そこで本研究では、成人喘息女性で亢進する Th2 型免疫応答に対する樹状細

胞の役割に着目し、喘息モデルマウスを用いて、肺における主要な樹状細胞サ

ブセットである cluster of differentiation （CD）11bhigh(hi) 樹状細胞と CD103+ 

樹状細胞の性依存的役割および樹状細胞機能に対する性ホルモンの影響につい

て解析を行った。 

 

【方法】 

喘息モデルマウスは、6～8 週齢のオスおよびメスの C57BL/6 マウスを用い、

0 および 5 日目に卵白アルブミン（OVA）と水酸化アルミニウムの混合液を腹
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腔内投与した後、26 日目に OVA を吸入させて作製した。 

はじめに、OVA 吸入後のメサコリンに対する気道反応性および気管支肺胞洗

浄液中の炎症細胞を測定し、オスとメスにおける気道炎症の差を評価した。次

に、OVA 吸入前および吸入後 1～3 日以内のオスとメスの肺および気管支リン

パ節を採取し、樹状細胞数の経時的変化を CD11bhi 樹状細胞と CD103+ 樹状細

胞に分けて解析した。 

肺 CD11bhi 樹状細胞および CD103+ 樹状細胞の気管支リンパ節への移動能

に関する性差を調べるために、肺樹状細胞上の CCR（chemokine (c-c motif) 

receptor）7 発現を解析した。加えて、OVA 抗原取り込み能の性差を調べるた

めに、蛍光標識 OVA を気管内に投与した後に気管支リンパ節樹状細胞の両サブ

セットにおける蛍光強度を測定した。続いて、Th2 細胞分化誘導能の性差を調

べるために、気管支リンパ節細胞から分離した CD11bhi 樹状細胞または

CD103+ 樹状細胞と OVA ペプチド特異的 T 細胞受容体を発現する CD4+ T 細胞

を共培養し、培養上清中の Th2 サイトカイン産生量の測定および CD4+ T 細胞

の分化増殖割合の解析を行った。さらに、気管支リンパ節樹状細胞の両サブセ

ットにおける Th2 細胞分化誘導関連分子の発現をオスとメスで比較した。 

In vitro 実験においては、骨髄細胞から CD103+ 骨髄由来樹状細胞を作製し、

OVA または IL-33 存在下における CD86 および major histocompatibility 

complex（MHC）Ⅱ発現への 17β-エストラジオールの影響を解析した。さらに、

Th2 細胞分化および活性化能に対する CD86 発現を介した 17β-エストラジオー

ルの影響を評価するために、17β-エストラジオール存在下で作製した CD103+ 

骨髄由来樹状細胞と CD4+ T 細胞を共培養して、CD4+ T 細胞上の IL-33 受容体

発現および培養上清中の Th2 サイトカイン産生量を測定した。 
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【結果】 

喘息モデルマウスにおけるOVA吸入後のメサコリンに対する気道反応性はオ

スよりもメスで亢進しており、気管支肺胞洗浄液中の炎症細胞数においてもオ

スよりもメスで有意に増加した。 

オスおよびメスの肺における総樹状細胞数および CD11bhi 樹状細胞数は、吸

入前と比較して OVA 吸入後 16～20 時間にかけて増加し、16 時間後においては

オスよりもメスでその数が有意に増加していた。一方、CD103+ 樹状細胞数は

OVA 吸入後の数の変化が認められなかった。肺 CCR7+ 樹状細胞の割合は

CD103+ 樹状細胞のオスよりもメスで増加していたが、CD11bhi 樹状細胞にお

いてはそのような性差は認められなかった。さらに CCR7+ 樹状細胞数の比較で

は、いずれの樹状細胞サブセットにおいてもオスよりもメスでの増加が認めら

れた。 

気管支リンパ節における樹状細胞に着目すると、オスおよびメスの CD11bhi 

樹状細胞数および CD103+ 樹状細胞数は、吸入前と比較して吸入後 20～24 時

間にかけて増加し、20 時間後においてはそれらの数がオスよりもメスで有意に

増加していた。さらに、CD103+ 樹状細胞の OVA 抗原取り込み能および CD86

発現、MHCⅡ発現は、オスよりもメスで亢進していた。一方で、CD11bhi 樹状

細胞ではオスとメスの間に差は認められなかった。CD103+ 樹状細胞の Th2 細

胞分化誘導能はオスとメスともに CD11bhi 樹状細胞よりも亢進しており、さら

に、メスの CD103+ 樹状細胞はオスの CD103+ 樹状細胞に比べて高い分化誘導

能をもつことが明らかになった。 

In vitro 実験では、OVA 存在下において、17β-エストラジオールを添加して

作製した CD103+ 骨髄由来樹状細胞上の CD86 発現および MHCⅡ発現は、17β-

エストラジオール無添加で作製した CD103+ 骨髄由来樹状細胞と比較して有意
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に亢進していた。さらに、17β-エストラジオールを添加して作製した CD103+

骨髄由来樹状細胞による Th2 細胞分化および活性化能は、無添加群と比較して

有意に亢進したが、その差は抗 CD86 抗体によって完全に消失し、17β-エスト

ラジオール添加群と無添加群ともに抗 CD86 抗体による Th2 細胞分化抑制が認

められた。 

 

【結論】 

本研究結果から、喘息モデルのメスマウスの肺および気管支リンパ節におけ

るCD11bhi 樹状細胞数およびCD103+ 樹状細胞の数がオスよりも亢進している

こと、ならびにメスの CD103+ 樹状細胞の Th2 細胞分化誘導能および抗原取り

込み能がオスよりも亢進していることが明らかとなった。さらに Th2 細胞分化

誘導能の亢進には、CD86 発現を介して 17β-エストラジオールが関与すること

を証明した。 
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Ⅱ 研究背景 

 

アレルギー性気管支喘息は、変動性をもった喘鳴や呼吸困難、繰り返し起こ

る咳を臨床症状とする疾患である。成人喘息患者を対象とした疫学調査で、総

患者数は 88 万 8 千人と報告されており、そのうち約 70％は抗原特異的

Immunoglobulin （Ig）E が存在するアトピー型、約 30％は抗原が必ずしも明

らかでない非アトピー型とされている。この疾患を生理学的にみると、可逆性

の気道狭窄や気道過敏性の亢進が特徴的で、持続する気道炎症は気道閉塞とそ

れに続く気道リモデリングを惹起し、非可逆的な気流制限をもたらす。1）組織

学的には、好酸球やＴ細胞、肥満細胞などの炎症性細胞の浸潤と、気道上皮の

剥離を伴う気道の炎症が特徴的である。このような特徴的所見は、浸潤した炎

症性細胞と気道組織の構成細胞が分泌する様々な炎症性メディエーターおよび

サイトカインの相互作用で生じる。1）喘息における免疫応答は、特に 2 型ヘル

パーT 細胞（Th2）型免疫応答が優位になることでアレルギー性炎症が引き起こ

されるが、Th1およびTh17細胞、制御性T細胞（Treg）、2型自然リンパ球（ILC2）

なども複雑に関与し合って形成されている。1）気道から取り込まれた抗原は、

抗原提示細胞により処理され、その一部が細胞表面に提示されると、ナイーブ T

細胞がそれを認識して活性化し、Th2 細胞へと分化して、Th2 型サイトカイン

を産生する。Th2 型サイトカインのうち Interleukin（IL）-5 は、好酸球の骨髄

での分化および増殖、循環血中での特異的な活性化、気道局所への遊走、延命

に深く関与する。IL-4 および IL-13 は、B 細胞に作用して IgE 抗体産生を促し、

好酸球の選択的浸潤に関与する。1） 

生物学的な性は、細胞や分子、免疫学的な違いで定義づけられており、医学

の分野においても疾患の重症度や治療反応性に関わる重要な調節因子として認
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識されている。2）3）さらに、性は、気管支喘息における有病率や重要度、治療効

果、副作用とも深く関与しており 4）、救急外来受診後の喘息再発率が男性患者よ

りも女性患者で高いことや 5）、全身的な炎症状態における気道過敏性の亢進に性

が関与していることが報告されている。6）加えて、小児喘息の有病率や重症度

は女児よりも男児で高いが、成人喘息では反対に男性よりも女性で高いことか

ら、年齢に関連した性ホルモンの変化が性差に関与する可能性も報告されてい

る。7）8）9）実際に、女性の喘息患者の 80％において女性ホルモンであるエスト

ラジオールまたはプロゲステロン、副腎皮質ホルモンであるコルチゾールのう

ちいずれか 1 つ以上の濃度が非喘息女性に比べて高いこと 10）や、エストロゲン

薬を単独使用した閉経後の女性は、ホルモン療法を行っていない閉経後の女性

と比較して新たに喘息と診断される割合が高いこと 11）12）、妊娠や生理周期の変

化で喘息症状が悪化しやすいことが報告されている。13）臨床症例における免疫

学的検討では、喘息患者の末梢血リンパ球を刺激すると IL-13 を産生する T 細

胞が男性患者よりも女性患者で増加していることから 14）、女性患者で亢進する

Th2 型免疫応答が、女性患者で重症化する喘息病態の形成に重要である可能性

が示唆されている。15） 

 喘息マウスモデルにおいても、喘息病態への性の影響が確認されている。OVA

誘導性喘息モデルマウスの気管支肺胞洗浄液（BALF）における CD4+ T 細胞数

や好酸球数の増加、脾臓および気管支リンパ節（BLN）における Th2 サイトカ

イン産生量の増加は、オスマウスよりもメスマウスで顕著に認められる。16）17）

18）さらに、卵巣摘出またはエストラジオール拮抗薬処理したマウスでは OVA

吸入後に肺へ浸潤する好酸球数が減少し、卵巣摘出したメスマウスへエストラ

ジオールを追加投与することにより BALF 中好酸球数が再び増加する。16）19） 

 樹状細胞は、最も卓越した抗原提示細胞である。アレルギー性気管支喘息の
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重症化に重要な役割を担い、抗原存在下でナイーブ T 細胞を Th1 や Th2、Th17

細胞に分化させることができる。20）抗原吸入 4～5 時間以内の喘息患者では、

血中を循環している骨髄性樹状細胞が気道壁に移動し 21）22）、抗原に対する免疫

応答が起こりやすい状態がつくられる。ヒトの骨髄性樹状細胞は、細胞表面分

子である BDCA1（CD1c）または BDCA3（CD141）陽性のサブセットが知ら

れており、Th2 型免疫応答が亢進している喘息患者の気道上皮では、Th2 型免

疫応答が緩徐な喘息患者や健常人と比較して、BDCA1+ 骨髄性樹状細胞の集積

が亢進している。23）アトピー性皮膚炎患者の成熟 BDCA1+ 骨髄性樹状細胞は、

健常人のそれと比較して、IFN-γ 産生が少なく IL-4 を多く産生する Th 細胞を

誘導する。24）さらに、アレルギー性鼻炎患者では、局所的な抗原曝露によって

鼻粘膜および皮膚での骨髄性樹状細胞数および形質細胞様樹状細胞数が増加し

ている。25）一方で、喀痰中の骨髄性樹状細胞の BDCA3 発現は抗原曝露で増加

し、BDCA3+ 骨髄性樹状細胞数の増加とハウスダスト抗原量は相関を示すこと

が報告されている 26）ことから、BDCA1+ 骨髄性樹状細胞および BDCA3+ 骨髄

性樹状細胞の両サブセットが喘息免疫応答に関与している可能性が示唆される。

しかし、樹状細胞サブセットの男女差については未だ解明されておらず、Th2

型免疫応答の男女差へどのように関与しているのか不明である。 

 マウスを用いた最近の研究では、ヒト BDCA1+ 骨髄性樹状細胞および

BDCA3+ 骨髄性樹状細胞のマウスホモログである CD11b+ CD103-（CD11b+）

樹状細胞および CD11b- CD103+（CD103+）樹状細胞が、抗原曝露後初期の Th2

反応に重要な役割を担う可能性が示唆されている。27）28）29）喘息モデルマウス

において樹状細胞を消失させることにより、リンパ節での Th2 サイトカイン産

生および気道腔への好酸球浸潤は減少する。30）さらに、CD11b+ 樹状細胞また

は CD103+ 樹状細胞を選択的に消失させると、いずれの場合も喘息免疫応答が
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有意に減弱する 31）32）ことから、CD11b+ 樹状細胞および CD103+ 樹状細胞の両

樹状細胞サブセットが、抗原吸入時の免疫応答の誘導に重要な役割を果たして

いる可能性が示唆される。 

 本研究では、成人喘息女性で亢進する Th2 型免疫応答に対する樹状細胞の役

割を明らかにすることを目的として、喘息モデルマウスを用いて、肺における

主要な樹状細胞サブセットである CD11bhi 樹状細胞と CD103+ 樹状細胞の数

や機能における性依存性の解析と、樹状細胞機能に対する性ホルモンの影響を

評価した。 
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Ⅲ 研究目的 

 

本研究では、成人喘息女性で亢進する Th2 型免疫応答に対する樹状細胞の役

割に着目し、喘息モデルマウスを用いて、肺における主要な樹状細胞サブセッ

トである CD11bhi 樹状細胞と CD103+ 樹状細胞の役割および樹状細胞機能に

対する性ホルモンの影響について解析するため、[1]～[7]の点における性差を明

らかにし、[8]および[9]では女性ホルモンの一つである 17β-エストラジオールに

よる樹状細胞の機能変化について明らかにする。 

[1] OVA 吸入後の気道炎症 

[2] 肺および気管支リンパ節における CD11bhi 樹状細胞数と CD103+ 樹状細胞

数の OVA 吸入後の経時的な変化 

[3] 樹状細胞の遊走や分化、活性化に関与するケモカインおよびサイトカインの

肺内発現量 

[4] CD11bhi 樹状細胞および CD103+ 樹状細胞の肺から気管支リンパ節への移

動能 

[5] CD11bhi 樹状細胞および CD103+ 樹状細胞の OVA 抗原取り込み能 

[6] CD11bhi 樹状細胞および CD103+ 樹状細胞の Th2 細胞分化誘導能 

[7] CD11bhi 樹状細胞および CD103+ 樹状細胞における Th2 型免疫反応誘導に

関与する分子発現 

[8] Th2 型免疫反応誘導に関与する分子発現への影響 

[9] Th2 細胞分化誘導能および活性化能への影響 
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Ⅳ 研究方法 

 

1. マウス 

オスおよびメスの C57BL/6 wild type（WT）マウスは CLEA Japan（Osaka, 

Japan）から、OT-Ⅰトランスジェニック（Tg）マウスおよび OT-Ⅱ Tg マウス

は Jackson Laboratory （Bar Harbor, ME, USA）からそれぞれ購入した。す

べてのマウスは東北医科薬科大学動物実験施設内の SPF（Specific pathogen 

free）環境下で飼育し、実験は東北医科薬科大学動物実験委員会の承認を得て実

施した。実験期間中は、実験動物の苦痛の低減に充分配慮した。 

 

2. 抗原感作と曝露 

6～8週齢のWTマウスを用いて、0と 5日目に 8 μgの卵白アルブミン（OVA）

と 4 mg の水酸化アルミニウム（Wako Pure Chemical Industries, Osaka, 

Japan）の混合液 500 μL を腹腔内投与して感作し，26 日目に 0.5％ OVA を 1

時間ずつ 4 時間間隔で 2 回吸入曝露した。18）33） 

 

3. 肺内白血球の採取 

OVA 感作した WT マウスにおける OVA 吸入前と吸入後の各タイミングの肺

内白血球は、これまでに報告されている方法で採取した。34）まず、心尖部より

冷たい生食 5 mL を注入して肺内血液を還流し、全肺を摘出しホモジネートした。

肺組織は、10％ fetal calf serum (FCS; Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, USA)、100 U/mL ペニシリン G、100 µg/mL ストレプトマイシン、10 mM 

HEPES、2 mM L-グルタミン、20 U/mL コラゲナーゼ D、1 µg/mL DNaseⅠ

を含む RPMI 1640 (Nakarai Tesque, Kyoto, Japan) に懸濁して 37℃で 1 時間
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培養した。続いて、40 µm のセルストレーナー （BD Falcon, Bedford, MA, USA)

に通し、40％ (v/v) パーコール(Pharmacia, Uppsala, Sweden) 4 mL に再懸濁

して 80％ (v/v) パーコール 4mL に乗せ、600×g 20 分 15℃で比重遠心した。

中間層の細胞を回収し、スライドガラスに乗せ、固定ならびに Diff-Quick 

(Sysmex Corp. Kobe, Japan) 染色してから顕微鏡でカウントした。肺内白血球

分画は、細胞 200 個以上をカウントして出た割合を総白血球数に掛けて算出し

た。 

 

4. 気管支肺胞洗浄液の採取 

気管支肺胞洗浄液（BALF）は、これまでに報告されている方法で採取した。

18）まず、OVA 吸入 3 日後または 5 日後のマウスの気管に挿入したカニューレを

通して 0.5 mL の PBS を注入し、BALF を回収して、450×g 10 分 4℃で遠心し

た。上清はサイトカイン測定のために-80℃で保存した。沈殿した細胞のうち

1×105 個の細胞を Diff-Quick 染色した後、200 個以上を顕微鏡でカウントして

白血球分画を算出した。BALF 中のエフェクターTh2 細胞数は、BDAriaⅡ フ

ローサイトメトリー（BD Biosciences, San Jose, CA）で解析した。 

 

5. 樹状細胞の採取 

OVA 感作した WT マウスの肺と気管支リンパ節（BLN）は、OVA 吸入 16 時

間または 20 時間後に採取した。肺内白血球と BLN 細胞の採取はこれまでに報

告されている方法を用いた。17）各樹状細胞サブセットの細胞数は、カウントし

た肺内白血球数と BLN 細胞数および BDAriaⅡフローサイトメトリーで解析し

た総細胞中の樹状細胞割合で算出した。別の実験では、autoMACS Separator

（ Miltenyi Biotec, Bergish Gladbach, Germany ）と抗マ ウス panDC 
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MicroBeads（Miltenyi Biotec）を用いて CD11c+ 細胞を濃縮し、BDAriaⅡフ

ローサイトメトリーで SSClow CD11chi MHCⅡhi CD11bhi CD103- 樹状細胞お

よび SSClow CD11chi MHCⅡhi CD11b- CD103+ 樹状細胞をソーティングした。

肺内樹状細胞の抗原取り込み能を解析する実験では、OVA 感作した WT マウス

に、Alexa Fluor647 で蛍光標識した OVA（100 µg; Thermo Fisher Scientific）

および LPS（0.1 µg; Sigma-Aldrich）、または非蛍光標識のエンドトキシンフリ

ーOVA（Hyglos GmbH, Bernried am Starnberger See, Germany）および LPS

を 50 µL の生食とともに気管内投与し、20 時間後の BLN を採取した。 

 

6. 肺と気管支リンパ節ホモジネートの調整 

RT-PCR測定のため、OVA感作したWTマウスのOVA吸入前および吸入後 3、

16、20時間の肺およびBLNを採取し、1% 2-メルカプトエタノールを含むBuffer 

RLT（QIAGEN, Valencia, CA, USA）中でホモジナイズした。 

サイトカイン測定のため、OVA 吸入 1 日後の肺を採取して、1% プロテアー

ゼインヒビター（Sigma-Aldrich）を含む 0.1% Triton-X PBS 中でホモジナイ

ズし、15,000×g 15 分 4℃で遠心後の上清を-80℃で保存した。 

 

7. 樹状細胞と T 細胞の共培養 

CD4+ または CD8+ 細胞は、OT-Ⅱまたは OT-Ⅰのオスおよびメスマウスの脾

細胞をそれぞれ採取し、抗マウス CD4 または CD8 MicroBeads（Miltenyi 

Biotec）を反応させた後、antoMACS Separator を用いて分離した。さらに、

CD3+ CD4+ CD11c- 細胞または CD3+ CD8+ CD11c- 細胞を、BDAriaⅡフローサ

イトメトリーを用いて分離し、それぞれ CD4+ T 細胞または CD8+ T 細胞として

実験に用いた。CD4+ T 細胞または CD8+ T 細胞の純度は、ソーティング後の細
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胞に対して 99％以上であった。 

これまでに CD4+ T 細胞からの Th2 サイトカイン産生量はオスとメスで異な

るという報告があることから 35）、樹状細胞の機能における性差を解析する実験

において、T 細胞の性の影響を最小限にするために、オスとメスの T 細胞を 1：

1 の割合で混合して共培養実験に用いた。樹状細胞と CD4+ T 細胞または樹状細

胞と CD8+ T 細胞を 1：3 の割合で混ぜ、OVA323-339または OVA257-264ペプチド

をそれぞれ添加し、10％ FCS、100 U/mL ペニシリン G、100 µg/mL ストレ

プトマイシン、2mM L-グルタミンおよび 50 µM 2-メルカプトエタノールを含

んだ RPMI1640 で培養した。その後、1 µg/mL の抗 CD3ε 抗体（Clone 145-2C11; 

BioLegend, San Diego, CA, USA）および5 µg/mLの抗CD28抗体（Clone 37.51; 

BioLegend）でコートしたマイクロウェルに移して培養した。別の実験では、

CD4+ T 細胞を 1 µM 5,6-carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester

（CFSE； Dojindo Laboratories, Kumamoto, Japan）と 10 分間反応

させてから、CD103+ 樹状細胞と 2 日または 4 日間共培養した。 

 

8. CD103+ 骨髄由来樹状細胞の作製 

CD103+ 骨髄由来樹状細胞は、これまでに報告されている方法を用いて作製

した。36）まず、0 日目にオスの WT マウスから骨髄細胞を採取し、10％ FCS、

100 U/mL ペニシリン G、100 µg/mL ストレプトマイシン、2mM L-グルタミ

ンおよび 50 µM 2-メルカプトエタノールを含みフェノールレッドなしの

RPMI1640 10mL に懸濁し、1.5×106 個/mL に調整した。次に、3 ng/mL 

granulocyte-macrophage colony-stimulating factor（GM-CSF； Wako pure 

Chemical Industries, Ltd., Osaka, Japan）および 200 ng/mL murine FMS-like 

tyrosine kinase 3 ligand（Flt3L； PeproTech Inc., Rocky Hill, NJ, USA）を
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添加して、vehicle、17β-estradiol（E2； 1×10-7M； Sigma-Aldrich）または

E2 + ICI182,780（1×10-7M； Tocris Bioscience, Ellisville, MO, USA）存在下

で培養した。ICI182,780 はエストロゲン受容体アンタゴニストである。9 日目

に非接着細胞を回収し、0 日目と同じように GM-CSF および Flt3L を含む完全

培地 10 mL に 3×106 個/mL になるように懸濁し、vehicle、E2 または E2 + 

ICI182,780 存在下で培養した。15 日目に非接着細胞を回収し、CD103+ 骨髄由

来樹状細胞として実験に使用した。CD103+ 骨髄由来樹状細胞は、vehicle、E2、

E2 + ICI182,780 存在下で、OVA またはマウスリコンビナント IL-33（R&D 

Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA）を添加し 24 時間培養した。別の実験

では、CD86/CD28 の共刺激分子をブロックするために、0.25 µL/mL の抗

B7-2/CD86 抗体（R&D Systems, Inc.）またはそのアイソタイプ抗体を添加し

て培養した。 

 

9. ELISA 法 

IL-4、IL-5、IL-13、IL-17A、IL-33 および IFN-γ 量は、ELISA kits（eBioscience, 

San Diego, CA, USA）を用いて測定した。IL-4、IL-5、IL-13 および IL-17A の

検出限界は 4 pg/mL、IL-33 は 25 pg/mL、IFN-γ は 15 pg/mL である。一方、

CCL20 量は ELISA kits（R&D System, Inc.）を用いて測定した。検出限界は

0.30 pg/mL である。さらに、肺ホモジネートにおいては、detergent-compatible 

protein assay kit（Bio-Red Laboratory, Hercules, CA, USA）を用いてタンパ

ク量を測定し、サイトカインおよびケモカイン量の値を除して濃度を算出した。

18） 
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10. フローサイトメトリー解析 

肺内白血球または BLN 細胞を、1％ FCS および 0.1％ アジ化ナトリウムを

含む PBS に懸濁し、1×106 個/ 100 µL に調整した。そして、抗 FcγRⅡ/Ⅲ mAb

（Clone93；BioLegend）を加えて 15 分間反応させた。樹状細胞サブセットま

たはマクロファージをゲートするために、FITC 標識した抗 I-A/I-E 抗体（Clone 

M5/114.15.2；BioLegend）、PE 標識した抗 CD11c 抗体（Clone N418；

BioLegend）、PerCP 標識した抗 CD11b 抗体（Clone M1/70；BioLegend）お

よび PE/Cy7 標識した抗 CD103 抗体（Clone 2E7；BioLegend）で染色した。

樹状細胞上の表面分子発現を評価する実験では、APC 標識した抗 CD40 抗体

（Clone 3/23；BioLegend）、抗 CD80 抗体（Clone 16-10A1；BioLegend）、抗

CD86 抗体（Clone GL-1；BioLegend）または Alexa Fluor 700 標識した抗 CCR7

抗体（Clone 4B12；eBioscience, San Diego, CA, USA）を用いた。樹状細胞上

の IL-33 受容体発現を調べる実験では、FITC 標識した抗 ST2 抗体（Clone DJ8；

MD Biosciences, Oakdale, MN, USA）、PE 標識した抗 CD11c 抗体、PerCP 標

識した抗 CD11b 抗体、PE/Cy7 標識した抗 CD103 抗体および APC/Cy7 標識し

た抗 I-A/I-E 抗体（Clone M5/114.15.2；BioLegend）で細胞を染色した。In vitro

実験における CD103+ 骨髄由来樹状細胞上の CD86 および MHCⅡ発現を評価

する実験では、FITC 標識した抗 I-A/I-E 抗体および APC 標識した抗 CD86 抗

体で細胞を染色した。さらに、共培養実験に用いる CD4+ T 細胞を単離するため

に、OT-Ⅱ Tg マウスの脾細胞を FITC 標識した抗 CD4 抗体（Clone GK1.5；

BioLegend）、PE 標識した抗 CD11c 抗体および PerCP 標識した抗 CD3ε 抗体

（Clone 145-2C11；BioLegend）で染色した。CFSE を用いた CD4+ T 細胞の

分化増殖実験では、OT-Ⅱ Tg マウスの脾細胞を PE 標識した抗 CD11c 抗体、

APC/Cy7 標識した抗 CD4 抗体（Clone GK1.5；BioLegend）および PerCP 標
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識した抗 CD3ε 抗体または APC 標識した抗 CD3ε 抗体（Clone 145-2C11；

BioLegend）で染色した。加えて、共培養実験に用いる CD8+ T 細胞を単離する

ために、OT-Ⅰ Tg マウスの脾細胞を FITC 標識した抗 CD8α 抗体（Clone 

53-6.7；BioLegend）、PE 標識した抗 CD11c 抗体および PerCP 標識した抗 CD3ε

抗体で染色した。CD103+ 骨髄由来樹状細胞と共培養した BLN CD4+ T 細胞上

の IL-33受容体発現を評価する実験では、FITC標識した抗ST2抗体およびAPC

標識した抗 CD3ε 抗体で細胞を染色した。BALF 中のエフェクターTh2 細胞を

評価する実験では、FITC 標識した抗 CD3ε 抗体（Clone 145-2C11；BioLegend）

または APC/Cy7 標識した抗 CD3ε 抗体（Clone 17A2；BioLegend）、PE 標識

した抗 CD44 抗体（Clone IM7；BioLegend）、PerCP 標識した抗 CD62L 抗体

（Clone MEL-14；BioLegend）、APC 標識した抗 ST2 抗体（Clone DIH9；

BioLegend）および Alexa Fluor 700 標識した抗 CD4 抗体（Clone RM4-5；BD 

Bioscience）を用いて細胞を染色した。陽性細胞集団および平均蛍光強度（MFI）

は、各抗体のアイソタイプ抗体および FMO（fluorescence minus one）コント

ロールを用いて定義した。死細胞は、LIVE/DEAD fixable blue dead cell attain 

kit（Thermo Fisher Scientific）で染色し、解析から除いた。これらのデータは

Diva（BD Biosciences）および FlowJo（Tree Star Inc., Ashland, OR, USA）

ソフトウェアを用いて解析した。 

 

11. リアルタイム RT-PCR 測定 

樹状細胞、肺ホモジネートおよび BLN ホモジネートの RNA 抽出は、

ReliaPrep RNA cell miniprep system（Promega Corporation, WI, USA）また

は RNeasy micro kit（QIAGEN, Valencia, CA, USA）を用いて行った。逆転写

は、PrimeScript RT reagent kit with gDNA Eraser（TaKaRa Bio Inc., Otsu, 
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Japan）を用いて行った。リアルタイム RT-PCR 測定は、遺伝子特異的なプラ

イマー、Power SYBR Green PCR Master Mix（Applied Biosystems, Foster 

City, CA, USA）および StepOnePlus Real-Time PCR system（Applied 

Biosystems）を用いた。使用した各遺伝子のプライマー配列を Table 1 に示す。

各遺伝子発現量は、スタンダードによる検量線を用いて、ハウスキーピング遺

伝子である HPRT で除して算出した。 

 

12. ウエスタンブロット法 

ウエスタンブロット法による測定は、これまでに報告されている方法を用い

た。37）調整した肺ホモジネートのサンプルは、アガロースゲルで電気泳動し、

PVDF メンブレンに転写した。検出には抗 alpha Tubulin 抗体（abcam, 

Cambridge, UK）および抗 IL-33 抗体（MBL CO., LTD, Nagoya, Japan）を 1

次抗体として用いた。さらに、2 次抗体として抗ウサギ IgG HRP 抗体および抗

マウス IgG HRP 抗体（GE Healthcare, Tokyo, Japan）を使用した。基質とし

て、AmershamTM ELCTM Prim Western Blotting Detection Reagent（GE 

Healthcare）を使用し、ImageQuant LAS 4000（GE Healthcare）で撮影した。 

 

13. 共焦点顕微鏡解析 

蛍光標識なしの OVA で感作したオスとメスの WT マウスに、Alexa Fluor 647

で蛍光標識した OVA を気管内投与し、20 時間後の BLN を採取した。BLN 細

胞は、CellMask green plasma membrane stain（Thermo Fisher Scientific）

および SYTO82 orange fluorescent nucleic acid stain（Thermo Fisher 

Scientific）で染色した。その後、10％ FCS、0.1％ アジ化ナトリウム、10mM 

HEPES を含む Opti-MEM（Thermo Fisher Scientific）で 1×105個/ 200 µL に



22 
 

なるように懸濁し、35 mm glass bottom dishes（Matsunami Glass Ind., Ltd, 

Osaka, Japan）に撒いた。観察は、油浸対物レンズ（60×UPLSAPO, numerical 

aperture 1.35）および Fluoview FV1000 confocal laser scanning microscopy

（Olympus, Tokyo, Japan）を用いて行い、FV1000 software version 4.2

（Olympus）で解析した。 

 

14. 気道反応性の測定 

気道反応性はこれまでに報告されている方法で測定した。38）39）Buxco whole 

plethysmography（Buxco Electronics, Sharon, CT, USA）を用いてベースライ

ンを引き、吸入した生食または 0～20 mg/mL メサコリン（Sigma-Aldrich）に

対する反応を各濃度 3 分間ずつ測定した。 

 

15. 統計学的解析 

統計解析は、GraphPad Prism 5 software（GraphPad Software, La Jolla, CA, 

USA）を用いて行った。2 群間の有意差検定は両側検定で対応のない 2 群間の

検定（Student’s t-test）を用いた。3 群間以上の有意差検定は ANOVA with a post 

hoc 検定（Turkey’ multiple comparison test）を用いた。P 値は 0.05 未満を有

意差ありと判定した。 
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Ⅴ 研究結果 

 

1. 抗原吸入後の気道炎症はメスマウスで亢進する 

気道過敏性の亢進は、喘息病態において最も深刻な症状のひとつである。そ

こでまず私は、OVA 誘導性喘息モデルマウスにおける気道反応性の性差を確認

した。OVA 吸入群では、抗原吸入 1 日後のオスとメスともにメサコリン濃度依

存的な気道反応性の亢進が観察されたが、対照群である生理食塩水吸入群では

亢進が認められなかった。さらに、OVA 吸入群のメスの気道反応性はオスに比

べて有意に亢進していた（Fig. 1A）。それから、OVA 吸入 3 日後の BALF 中の

IL-4、IL-5 および IL-13 産生量は、オスに比べてメスで有意に高く（Fig. 1B）、

OVA 吸入 5 日後の BALF 中の好酸球数（Fig. 1C）およびエフェクターTh2 細

胞数（Fig. 1D）は、オスよりもメスで有意に増加していた。これらの結果より、

OVA 吸入後の気道炎症は、オスに比べてメスで有意に亢進することが確認され

た。 

次に私は、OVA 吸入後 24 時間以内の肺における炎症細胞数をオスとメスで

比較した。Fig. 2A に示すように、オスおよびメスの肺内白血球数は OVA 吸入

より 16～20 時間後に増加し、16 時間後のメスの肺内白血球数はオスに比べて

有意に増加した。白血球の分画ごとに細胞数の性差を解析すると、単核球数は

OVA 吸入 16 時間後のオスよりもメスで有意に増加していたが、好酸球数、好

中球数およびリンパ球数には性差が認められなかった（Fig. 2B）。喘息モデルマ

ウスにおける OVA 吸入後の肺重量には性差が認められないこと（Fig. 2C）か

ら、肺内白血球数および肺内単核球数の性差が炎症の程度における性差を反映

している可能性が示唆された。 
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2. 肺の樹状細胞数はメスマウスで増加する 

Fig. 3A に示すように、単核球分画に含まれる総樹状細胞（CD11chi MHCⅡhi

樹状細胞）を主要なサブセットである CD11bhi 樹状細胞（CD11chi MHCⅡhi 

CD11bhi 樹状細胞）と CD103+ 樹状細胞（CD11chi MHCⅡhi CD11b- CD103+ 樹

状細胞）に分けて、OVA 吸入後の肺におけるそれぞれの樹状細胞数の経時的変

化を観察した。OVA 吸入前と比較して、オスの総樹状細胞数は吸入 20～24 時

間後にかけて、メスでは 16～20 時間後にかけてそれぞれ増加した。さらに OVA

吸入 16 時間後の総樹状細胞数は、オスよりもメスで有意に増加した（Fig. 3C）。

CD11bhi樹状細胞数は、総樹状細胞数と同様に、オスでは OVA 吸入 20～24 時

間後、メスでは OVA 吸入 16～20 時間後に増加が認められ、OVA 吸入 16 時間

後の細胞数はオスよりもメスで有意に増加した（Fig. 3B、3C）。対照的に、

CD103+ 樹状細胞数は OVA 吸入 16 時間後の肺においてオスよりメスで有意に

増加していたものの、OVA 吸入前と比較して 24 時間以内の細胞数の増加が認

められなかった（Fig. 3B・C）。同じく単核球分画に含まれるマクロファージ

（CD11chi MHCⅡlow SSChi cell）においても、OVA 吸入による細胞数の増加や

性差は認められなかった（Fig. 3D）。これらの結果から、肺内単核球数の増加と

一致して、OVA 吸入後早期の肺内樹状細胞数がオスマウスよりもメスマウスで

増加することが、抗原吸入後の炎症の性差に関与する可能性が示唆された。 

 

 

3. 樹状細胞の遊走、分化、活性化に関与する液性因子はメスマウスで増加する 

OVA 吸入後の肺内樹状細胞の動態の性差を明らかにするために、未熟な樹状

細胞や樹状細胞の前駆細胞、単球の遊走に関与するケモカイン mRNA 発現をオ

スとメスの間で比較した。Fig. 4A に示すように、OVA 吸入 3 時間後および 16
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時間後のCCL20発現はオスよりもメスで有意に亢進していたが、CCL2、CCL7、

CCL19 および CCL21 発現には性差が認められなかった。さらに、成熟樹状細

胞への分化や活性化に関与する Flt3L および IL-33 の mRNA 発現は、OVA 吸

入 3時間後および 16時間後のオスの肺に比べてメスの肺で有意に亢進していた

が、GM-CSF、M-CSF、TSLP 発現に性差は認められなかった（Fig. 4B）。一

方、IL-25 mRNA はオスとメスのいずれの肺においても検出されなかった（デ

ータなし）。加えて、CCL20 と IL-33 の肺内タンパク量は mRNA 発現と同様に、

オスよりメスで有意に増加していた（Fig. 4C）。さらに、IL-33 の前駆体であり

アレルギー性炎症に関与する Pro IL-33 の肺におけるタンパク量も、オスに比べ

てメスで有意に増加していた（Fig. 4D）。 

 

 

4. 肺から気管支リンパ節への移動能はメスの樹状細胞で亢進する 

肺で抗原を取り込んだ樹状細胞は、T 細胞への抗原提示を行うために気管支リ

ンパ節（BLN）へ遊走する。そこで、樹状細胞の BLN への移動に関与するケモ

カイン受容体の CCR7 発現およびそのリガンドであるケモカインの CCL19、

CCL21 発現の性差を確認した。Fig. 5A に示すように、肺の CD11bhi樹状細胞

における CCR7 発現細胞の割合は、OVA 吸入前後での変化および性差が認めら

れなかったが、CD103+ 樹状細胞では、吸入によって CCR7 を発現する樹状細

胞の割合が増加し、その割合はオスに比べメスで有意に高かった。肺における

CCR7+ 樹状細胞数を比較すると、オスとメスの CD11bhi 樹状細胞および

CD103+ 樹状細胞のいずれにおいても、OVA 吸入前に比べ吸入後において

CCR7+ 樹状細胞数の増加が認められ、さらに OVA 吸入 16 時間後におけるそれ

らの数はオスよりもメスで有意に増加した（Fig. 5B）。一方、CCL19 および
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CCL21 の mRNA 発現をオスとメスの BLN 組織で測定したところ、OVA 吸入

前と比較してOVA吸入 16時間後または 20時間後における発現亢進が認められ

たものの、いずれの時間においても性差は認められなかった（Fig. 5C）。これら

の結果より、CD11bhi 樹状細胞と CD103+ 樹状細胞の両サブセットにおいて、

オスよりもメスで BLN への移動能が優れている可能性が示唆された。 

 

 

5. 遊走性 CD103+ 樹状細胞の抗原取り込み能はメスで亢進する 

BLN には、常在性（CD11chi MHCⅡdim）樹状細胞と遊走性（CD11chi MHC

Ⅱhi）樹状細胞が存在する。まず、肺で OVA を取り込んだ樹状細胞が BLN へ移

動してきたことを確認するため、蛍光標識した OVA を気管内投与し、投与から

20 時間後の BLN 樹状細胞における OVA の蛍光強度を解析した。Fig. 6A に示

すように、常在性樹状細胞の OVA 取り込みは限定的で、遊走性樹状細胞が多く

の OVA を取り込んでいることが明らかになった。いずれの樹状細胞もオスとメ

ス間で OVA の取り込みに有意な差は認められなかったが、メスの遊走性樹状細

胞はオスのそれよりも多くの OVA を取り込んでいる傾向にあった。さらに、樹

状細胞の細胞膜と核を染色して共焦点顕微鏡で観察すると、気管内投与した蛍

光標識 OVA が細胞内に取り込まれていることが視覚的にも確認された（Fig. 

6B）。次に、BLN 樹状細胞における常在性樹状細胞と遊走性樹状細胞の割合を

比較すると、オスマウスの BLN 樹状細胞のうち 81.3 ± 2.8%が、メスマウスの

BLN 樹状細胞のうち 79.2 ± 5.6% がそれぞれ遊走性樹状細胞であり、BLN にお

ける常在性樹状細胞と遊走性樹状細胞の割合に性差は認められなかった（Fig. 

6C）。遊走性樹状細胞を CD11bhi 樹状細胞と CD103+ 樹状細胞のサブセットに

分けて解析すると、メスの CD103+樹状細胞における OVA 蛍光強度はオスより
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も高いが、CD11bhi樹状細胞ではそのような性差が認められなかった（Fig. 6D）。

これらの結果より、BLN における遊走性樹状細胞が T 細胞への抗原提示に関与

しており、特に、遊走性 CD103+ 樹状細胞における抗原取り込み能がオスより

もメスで亢進している可能性が明らかとなった。 

 

 

6. 気管支リンパ節の遊走性樹状細胞数はメスマウスで増加する 

次に私は、BLN における遊走性樹状細胞数を解析した。Fig. 7A に示すよう

に、OVA 吸入後の遊走性樹状細胞の総数およびその樹状細胞サブセットである

CD11bhi 樹状細胞数、CD103+ 樹状細胞数は、オスとメスともに OVA 吸入 20

～24 時間後に増加し、その後 72 時間にかけて減少した。さらに OVA 吸入 16

時間後または 20 時間後の細胞数はオスよりもメスで有意に増加していた（Fig. 

7B、7C）。 

 

 

7. CD103+ 樹状細胞の Th2 細胞分化誘導能はメスマウスで亢進する 

BLN 遊走性樹状細胞の Th2 細胞分化誘導能における性差を調べるために、

BLN より CD11bhi 樹状細胞と CD103 樹状細胞を分離し、OT-II Tg マウスまた

はOT-I Tgマウスの脾臓よりOVAペプチド特異的TCRを発現するT細胞（CD3+ 

CD4+ CD11c- 細胞または CD3+ CD8+ CD11c- 細胞）をそれぞれ分離した。分離

したオスとメスの樹状細胞は、形態学的な違いが認められなかった（Fig. 8A）。

次に、分離した樹状細胞および T 細胞に OVA ペプチドを添加して、共培養実験

を行った。培養開始から 6 日後の培養上清中の IL-4、IL-5、IL-13 は、オスと

メスともに CD11bhi 樹状細胞と CD4+ T 細胞との共培養よりも CD103+ 樹状細
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胞と CD4+ T 細胞との共培養において高く産生されており、メス CD103+ 樹状

細胞との共培養における産生量はオス CD103+ 樹状細胞とのそれに比べて有意

に高かった（Fig. 8B）。一方、CD11bhi 樹状細胞との共培養では培養上清中の

Th2 サイトカイン産生量の性差が認められなかった（Fig. 8B）。CD4+ T 細胞か

ら産生される IFN-γ 産生量は、Th2 サイトカイン産生量よりも 10～100 倍多か

ったが、CD11bhi 樹状細胞と CD103+ 樹状細胞のどちらの樹状細胞と共培養し

た場合でも培養上清中の IFN－γ 量に性差は認められなかった（Fig. 8B）。さら

に、CD4+ T 細胞から産生される IL-17A 産生量は他のサイトカインに比べて 40

～4000 倍少なく、その産生量には CD11bhi 樹状細胞と CD103+ 樹状細胞どち

らの樹状細胞と共培養した場合でも性差が認められなかった（Fig. 8B）。加えて、

Fig. 8C に示すように、メスの CD103+ 樹状細胞はオスのそれと比べて CD8+ T

細胞から IL-5 を多く産生させたが、CD11bhi 樹状細胞ではそのような性差は認

められなかった（Fig. 8C）。一方、両サブセットとも CD8+ T 細胞による IFN-γ

産生量に対して樹状細胞の性による違いは認められなかった（Fig. 8C）。最後に、

CD103+ 樹状細胞の CD4+ T 細胞分化増殖能の性差を明らかにするため、CFSE

ラベルした CD4+ T 細胞を用いて解析したところ、メス CD103+ 樹状細胞と共

培養した CD4+ T 細胞の分化増殖は、培養開始 2 日後と 4 日後のいずれにおいて

も、オス CD103+ 樹状細胞と共培養したそれらと比較して有意に亢進していた

（Fig. 8D、8E）。これらの結果から、CD11bhi樹状細胞と比べて CD103+ 樹状

細胞に強い Th2 細胞分化誘導能があり、メスにおけるその亢進は Th2 型免疫応

答の性差に主要な役割をもつ可能性が示唆された。 
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8. CD103+ 樹状細胞における Th2 細胞分化誘導に関与する分子発現はメスマ

ウスで亢進する 

メスの CD103+ 樹状細胞がオスの CD103+ 樹状細胞よりも Th2 細胞分化を促

進している可能性をさらに裏付けるため、Th2 細胞分化誘導への関与が報告さ

れている分子発現の性差を BLN 樹状細胞サブセットごとに評価した。メス

CD103+ 樹状細胞におけるCD86およびMHCⅡ発現はオスに比べて有意に亢進

していたが、CD40、CD80、FcεRIα、OX40L、Jagged2、ICOSL および TSLPR

発現に性差は認められなかった。一方、CD11bhi 樹状細胞においては、いずれ

の分子発現にも性差が認められなかった（Fig. 9A、9B および 9C）。さらに、IL-33

受容体発現は、メス CD11bhi樹状細胞に比べてメス CD103+ 樹状細胞で有意に

高く、オスではサブセット間の差が認められなかった（Fig. 9D）。これらの結果

より、メスの CD103+ 樹状細胞はオスの CD103+樹状細胞よりも Th2 細胞分化

誘導能が亢進しており、メスマウスにおける CD103+ 樹状細胞は CD11bhi樹状

細胞よりも IL-33 による活性化を受けやすい可能性が示唆された。 

 

 

9. 17β-エストラジオールは CD103+ 骨髄由来樹状細胞の CD86 および MHCⅡ

発現を亢進させる 

女性ホルモンは樹状細胞の Th2 型免疫反応を促進させる可能性が報告されて

いる。40）41）CD103+ 樹状細胞における Th2 細胞分化誘導関連分子発現への性ホ

ルモンの影響を調べるために、女性ホルモンであるエストロゲンの中で最も活

性が高い 17β-エストラジオール（E2）を用いて検討を行った。骨髄細胞より作

製した樹状細胞は CD11b を発現せず CD103 を発現していた（Fig. 10A）。E2

を添加して作製した CD103+ 骨髄由来樹状細胞では、E2 無添加で作製した
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CD103+ 骨髄由来樹状細胞と比較して、OVA 存在下における CD86 および MHC

Ⅱ発現が亢進し、OVA + IL-33 存在下でさらにそれらの発現が亢進した（Fig. 

10B）。E2 によるそれらの分子発現の亢進は、エストロゲン受容体アンタゴニス

トの前添加で消失した（Fig. 10B）。一方、E2 無添加で作製し、15 日目にのみ

E2 を添加した CD103+ 骨髄由来樹状細胞では、OVA 存在下においても CD86

および MHCⅡ発現の亢進が認められなかった（Fig. 10C）。興味深いことに、

IL-33 単独存在下では、E2 による CD86 および MHCⅡ発現亢進が認められな

かった（Fig. 10B）。これらの結果から、E2 は抗原存在下において Th2 細胞分

化を誘導する分子発現を亢進し、E2 を CD103+ 骨髄由来樹状細胞の活性化段階

ではなく分化段階から作用させることが重要である可能性が示唆された。 

 

 

10. 17β-エストラジオールは CD103+ 骨髄由来樹状細胞の Th2 細胞分化誘導お

よび活性化能を亢進する 

次に、E2 添加で作製した CD103+ 骨髄由来樹状細胞による Th2 細胞分化誘

導および活性化能を確認するため、CD103+ 骨髄由来樹状細胞と BLN CD4+ T

細胞との共培養実験を行い、CD4+ T 細胞上 IL-33 受容体発現および培養上清中

Th2 サイトカイン産生量をもって評価した。E2 添加で作製した CD103+ 骨髄由

来樹状細胞は、E2 無添加群と比較して、OVA 存在下における CD4+ T 細胞上の

IL-33 受容体発現が亢進した。その発現亢進は、エストロゲン受容体アンタゴニ

ストの前添加で消失した（Fig. 11A）。さらに、E2 添加で作製した CD103+ 骨

髄由来樹状細胞との共培養上清中では、E2 無添加群と比較して、Th2 サイトカ

イン産生量が増加した（Fig. 11B）。これらの結果から、E2 が CD103+ 骨髄由

来樹状細胞による Th2 細胞への分化および活性化を促進させている可能性が示
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唆された。 

 

 

11. 17β-エストラジオールによる樹状細胞の CD86 発現亢進が Th2 細胞分化誘

導および活性化を促進する 

さらに私は、E2 によって亢進する CD103+ 樹状細胞の Th2 細胞分化誘導お

よび活性化能における CD86 分子の影響を解析した。E2 添加で作製した

CD103+ 骨髄由来樹状細胞と CD4+ T 細胞との共培養では、E2 無添加で作製し

た CD103+ 骨髄由来樹状細胞との共培養と比較して、CD4+ T 細胞からの Th2

サイトカイン産生量が多かった。E2 添加群と無添加群ともに抗 CD86 抗体によ

り Th2 サイトカイン産生が抑制され、抗 CD86 抗体の存在下では E2 により認

められた Th2 サイトカイン産生の増加は完全に消失した（Fig. 11C）。これらの

結果から、E2 が CD103+ 骨髄由来樹状細胞上の CD86 発現亢進を介して Th2

細胞への分化および活性化を促進させる可能性が示唆された。 
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Ⅵ 考察 

 

本研究は、喘息モデルにおける Th2 型免疫応答亢進の性差に対して、BLN 

CD103+ 樹状細胞の数および機能的な性差が重要な役割を担う可能性を示唆し

た最初の報告である。これまで私たちは、OVA 刺激された BLN 細胞から産生

される IL-5 および IL-13 はオスマウスに比べてメスマウスで多い一方で、抗

CD3/CD28 抗体により刺激された BLN 細胞から産生されるそれらには性差が

認められないことを報告している。35）これらの結果は、喘息における Th2 サイ

トカイン産生量の性差に抗原提示細胞が関与する可能性を示唆している。BLN

樹状細胞に関して、Nembrini らは、OVA 誘導性喘息モデルマウスにおいて、

1-2×105 個の樹状細胞が OVA 吸入 24 時間後のリンパ節で観察され、そのうち

1.5-4×104個が FITC 標識 OVA を取り込んでいる遊走性樹状細胞であったと報

告している。42）さらに彼らは、リンパ節の遊走性樹状細胞数は OVA 吸入 24 時

間後をピークに増加し、48 時間後にはピーク時の半分まで減少することを示し

た。42）加えて、Plantinga らは、ハウスダストマイト（HDM）誘導性喘息モデ

ルマウスにおいて、HDM 曝露 3 日後の BLN 樹状細胞のうち 60％が遊走性

（CD11chi MHCⅡhi）樹状細胞、40％が常在性（CD11chi MHCⅡdim）樹状細胞

であることを報告している 43）。しかしながら、いずれの報告においてもマウス

の性による違いには言及されていない。本研究では、OVA 吸入 20～24 時間後

をピークに BLN 遊走性樹状細胞数が増加し、48～72 時間後にはピーク時の半

分以下まで減少したが（Fig. 7B）、OVA 吸入 20 時間後の BLN における遊走性

樹状細胞割合には性差が認められなかった（Fig. 6B）。樹状細胞数の性差に関す

るMelgertらの報告によると、喘息のメスマウスにおけるT細胞分化は、CD11chi 

MHCⅡhi 細胞として定義された多くの炎症性骨髄性樹状細胞が肺からリンパ節
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へ移動することよって誘導される。44）本研究結果もこれと一致して、CD11chi 

MHCⅡhi と定義した樹状細胞数が肺および BLN において、オスよりもメスで

増加した（Fig. 3C、7C）。 

 抗原への反応で活性化した気道上皮由来のCCL2やCCL20などのケモカイン

は、単球や樹状細胞前駆細胞を肺へ誘引する役割をもつ。45）肺の TSLP、IL-25

および IL-33 は、主に気道上皮細胞から産生され 46）、ナイーブ T 細胞から Th2

細胞への分化誘導に関与する B7-1、B7-2 および OX40L を発現させる。47）-50）

樹状細胞の分化に関して、肺 CD11b+樹状細胞は、M-CSF および GM-CSF サイ

トカイン量に依存するが、Flt3 と Flt3L の相互作用を必要としない。一方で、

CD103+ 樹状細胞は Flt3 シグナルの段階的な作用に依存して分化する。27）しか

し、Plantinga らは、Flt3L-/- マウスが CD11b+ および CD103+ 樹状細胞を消失

しており、HDM 曝露後の喘息マウスと比較して、BALF 中の好酸球、好中球、

リンパ球浸潤が有意に減少することを報告している。43）本研究では、肺組織中

の Flt3L および IL-33 発現はオスよりもメスで亢進していたが、TSLP 発現レ

ベルに性差が認められず（Fig. 4B）、IL-25 は検出されなかった（data not 

shown）。これらの結果より、喘息の肺において性に関連した Th2 志向型の樹状

細胞数の増加または機能の亢進は、肺内樹状細胞の近傍に IL-33 または Flt3L

を分泌する細胞を必要とする可能性が示唆された。 

 樹状細胞上に発現する CCR7 は、肺からリンパ節への移動に必須なケモカイ

ン受容体である 51）。CCR7 発現には樹状細胞の発生過程が影響しており、肺に

おいて Flt3L 非依存的に単球から分化する Ly-6Chi CD11b+ 樹状細胞や CD14hi 

CD11b+ 樹状細胞は Ccr7 発現レベルが低い。27）一方で、肺 CD103+ 樹状細胞

は Ccr7 発現レベルが高く、リンパ節への移動能は CD11b+ 樹状細胞よりも

CD103+ 樹状細胞で高いことが報告されている。28）さらに、Besnard らにより、
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肺樹状細胞上の CCR7 発現および樹状細胞活性化は IL-33 により誘導されるこ

とが報告された。52）近年の Chen らの報告でも、肺において、IL-33 の受容体

である ST2 を発現した細胞数が IL-33 の経気道曝露により増加することが分か

っている。53）本研究において、メス CD103+ 樹状細胞での IL-33 受容体の発現

亢進は、メスの肺組織中の IL-33 発現の亢進を伴っていた（Fig. 4B、4C、4D、

9D）。さらに、肺における CCR7+ CD103+ 樹状細胞数および割合の増加もメス

マウスで観察された（Fig. 5A、5B）。これらの結果から、メスの肺における IL-33

産生亢進は、CD103+ 樹状細胞の活性化および CCR7 発現の亢進を誘導し、BLN

における CD103+ 樹状細胞数の性差を導く可能性が示唆された（Fig. 7B、7C）。 

 CD11bhi 樹状細胞および CD103+ 樹状細胞は、肺および縦隔リンパ節におけ

る主要な樹状細胞サブセットである。Nakano らは、抗原存在下における

CD103+ 樹状細胞は Th2 反応を担う一方で、CD11bhi 樹状細胞は Th1 反応を担

うこと 28）を報告している。Zhou らの報告では対照的に、CD11b+ 樹状細胞は

Th2 反応を担う。32）さらに、BLN の CD103+ 樹状細胞は、CD11bhi 樹状細胞

とは対照的に、CD8+ T 細胞へ吸入抗原の交差提示を行う。54）55）本研究におい

ても、CD103+ 樹状細胞の交差提示活性に従い、Th2 サイトカインは CD4+ T

細胞からだけでなく（Fig. 8B）CD8+ T 細胞からも産生され（Fig. 8C）、メス

CD103+ 樹状細胞における Th2 細胞分化誘導能の亢進が確認された。一方、

CD11bhi 樹状細胞の Th2 細胞分化誘導能に性差は認められなかった（Fig. 8B）

が、肺および BLN 樹状細胞の絶対数に性差があること（Fig.3C、7C）から、

CD11bhi 樹状細胞により分化した Th2 細胞数は結果的にオスよりもメスで増加

する可能性が示唆された。 

Th2 細胞分化誘導能の亢進においては、樹状細胞上の CD40、CD80、CD86、

CD252（OX40L）発現が Th1、Th2、Th17 細胞への分化や活性化に必要であ
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り 56）、OX40L、Jagged2、ICOSL、TSLPR や FcεRI の発現が樹状細胞による

Th2 細胞分化誘導の亢進に関与する。57）58）59）本研究では、CD103+ 樹状細胞

上の CD40、CD80、OX40L、Jagged2、ICOSL、TSLPR、FcεRI の mRNA お

よびタンパク発現に性差は認められなかったが（Fig. 9B、9C）、CD86 発現が

オスよりもメスで亢進しており、Th2 細胞の分化誘導を亢進させている可能性

が示唆された（Fig. 9A、11A、11B）。 

 エストロゲンは、その受容体との相互作用により免疫反応を亢進させる。40）

60）Yang らの報告では、マウスの脾臓の CD11c+ 樹状細胞において、E2 が T 細

胞分化に関与する共刺激分子や MHCⅡを正に制御する可能性が明らかになっ

た。41）本研究では、E2 添加して作製した CD103+ 樹状細胞上の CD86 および

MHCⅡ発現が OVA 存在下で亢進し、OVA + IL-33 存在下でさらに亢進した（Fig. 

10B）。これは Rank らの報告と一致する。61）さらに、CD103+ 樹状細胞の作製

開始から終わりまで E2 を添加し続けることが、抗原曝露時のメス CD103+ 樹

状細胞を活性化および成熟化させ、メスにおいて Th2 細胞分化誘導が亢進する

要因であると考えられた（Fig. 10B、10C）。さらに、E2 は OVA 存在下で樹状

細胞上の CD86 および MHCⅡ発現を増加させたが、IL-33 単独存在下ではその

ような影響が認められなかった（Fig. 10B）。このことから、IL-33-ST2 系を介

した CD103+ 樹状細胞活性化への E2 の関与は限定的である可能性が示唆され

た。この点に関しては、細胞内シグナル伝達促進の機序に関するさらなる研究

が必要である。 

 本研究では、性に関連した喘息フェノタイプにおいて重要な役割を担う樹状

細胞の病態生理学的な特徴が明らかとなった。近年、CD103+ 樹状細胞は、アジ

ュバントのない無害な抗原に対しては Treg を誘導し、吸入抗原に対し免疫寛容

的な役割をもつことが報告されている。62）63）喘息に対する CD103+ 樹状細胞の
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役割を完全に理解するためには、さらなる研究が必要である。さらに、マウス

CD103+ 樹状細胞のヒトホモログである BDCA3+ 樹状細胞が喘息女性患者で亢

進する Th2 サイトカイン産生に重要な役割をもつのかは依然解明されていない。

これまでのマウスを用いた研究結果だけではヒトへの応用という点で限界があ

ることから、臨床的な研究を行うことが必須である。それらは、女性の喘息患

者に対するより効果的な治療への応用や喘息症状の増悪予防に貢献できるもの

と考えている。 
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Ⅶ 結論 

  

 本研究は、喘息モデルのメスマウスにおける CD103+ 樹状細胞が、メスで亢

進する Th2 型免疫応答に重要な役割を担う可能性を示唆した最初の報告である。

本研究結果から、メスの BLN CD103+ 樹状細胞の数および Th2 細胞分化誘導

能、抗原取り込み能がオスよりも亢進していることが明らかとなり、さらに Th2

細胞分化誘導能の亢進には E2 が CD86 発現を介して関与することを証明した。

本研究により、喘息における性に関連した免疫メカニズムを理解するための基

盤情報を得ることができた。
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Ⅹ Figure/Table  

 

 

Figure 1. Sex-based differences in airway inflammation. 

(A) Airway responsiveness in male and female sensitized mice were measured one day 
after OVA (OVA/OVA) or saline (OVA/Saline) challenge using whole body 
plethysmography. (B) IL-4, IL-5, and IL-13 levels in the BAL fluids 3 days post OVA 
challenge were measured by ELISA. (C) The amount of cells in each leukocyte fraction, 
and (D) the number of effector Th2 cells in the BAL fluids 5 days post OVA challenge 
was measured. Data are shown as the mean ± SEM based on at least two independent 
experiments (n = 7–13).Open bar and circles, male mice; closed bar and circles, female 
mice. *, p < 0.05 compared to male mice; **, p < 0.01 compared to male mice; NS, not 
significant. 
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Figure 2. Sex-based differences in inflammatory cell infiltration in the lung. (A) The 
number of white blood cells in the mice lungs were counted before (Pre) and 12, 16, 20, 
and 24 h after (Post) ovalbumin (OVA) challenge. (B) The lung white blood cells pre and 
16 h post OVA challenge were stained with Diff-Quick, and then observed using a 
microscope. The number of leukocyte fractions was estimated by multiplying the total 
leukocyte number by the proportion of each fraction. (C) Lungs weights of mice were 
measured one day after OVA challenge. Data are shown as the mean ± SEM based on at 
least two independent experiments (n = 7–13).Open bar and circles, male mice; closed 
bar and circles, female mice. *, p < 0.05 compared to male mice; **, p < 0.01 compared 
to male mice; ##, p < 0.01 compared to the level before OVA inhalation; NS, not 
significant.  
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Figure 3. Sex-based differences in the number of dendritic cells in the lung. (A) Flow 
cytometric gating for SSClow CD11chi I-A/I-Ehi dendritic cells (DCs) and SSChi CD11chi 
I-A/I-Elow cells (macrophages) from the mouse lungs. Positive populations are defined 
based on fluorescence minus one (FMO) controls. (B) Representative profile of the 
expression of CD11b and CD103 on DCs in the lung of male and female mice 16 h after 
OVA challenge. (C) Number of total DCs, CD11bhi DCs, and CD103+ DCs in the lung 
were counted pre and 12, 16, 20 and 24 h post OVA challenge. (D) Number of 
macrophages in the lung were counted pre and 12, 16, 20 and 24 h post OVA challenge. 
Data are shown as the mean ± SEM based on at least three independent experiments (n 
= 8–12). Open circle, male mice; closed circle, female mice. *, p < 0.05 compared to male 
mice; #, p < 0.05 compared to the level before OVA inhalation. 
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Figure 4. Sex-based differences in cytokine and chemokine expression in the lung. The 
mouse lungs were excised pre, and 3 and 16 h post OVA challenge. (A) Chemokine 
mRNA expression and (B) cytokine mRNA expression in the lungs were determined by 
real-time RT-PCR. (C) CCL20 and IL-33 protein levels in the lung 16 h post OVA 
challenge were measured by ELISA. (D) Pro IL-33 and Tubulin protein levels in the 
lung 16 h post OVA challenge were measured by Western blot. Data are shown as the 
mean ± SEM based on two to three independent experiments (n = 6–14). Open bar, male 
mice; closed bar, female mice. *, p < 0.05 compared to male mice; **, p < 0.01 compared 
to male mice. 
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Figure 5. Sex-based differences in the migration capacity of pulmonary DCs to the BLN. 
(A) The percentages of CCR7+ population in the pulmonary CD11bhi DCs and CD103+ 
DCs, and (B) the total numbers of CCR7+ CD11bhi DCs and CCR7+ CD103+ DCs in the 
lungs pre and 16 h post OVA challenge. (C) CCL19 and CCL21 mRNA expression in the 
BLN pre and 16 and 20 h post OVA challenge was quantitated by RT-PCR. Data are 
shown as mean ± SEM based on three to six mice. Experiments were repeated twice 
with similar results. Open bar and circles, male mice; closed bar and circles, female 
mice. **, p < 0.01; NS, not significant. 
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Figure 6. Sex-based differences in Th2 priming ability of DCs in the BLN. Male and 
female mice were sensitized by intraperitoneal injections with non-labeled OVA and 
then intratracheally administered with Alexa Fluor 647-conjugated OVA. DCs were 
prepared from the BLN of male and female mice. (A) Sex-based differences in OVA 
uptake by CD11chi I-A/I-Edim BLN-resident DCs and CD11chi I-A/I-Ehi migratory DCs 
(from the lung to the BLN). Solid blue line, migratory DCs from male mice; solid red line, 
migratory DCs from female mice; dotted blue line, resident DCs from male mice; dotted 
red line, resident DCs from female mice. (B) The percentages of resident DCs and 
migratory DCs in BLN DCs of male and female mice. (C) Cells were stained with 
CellMask plasma membrane stain and SYTO 82 fluorescent nucleic acid stain. Cells 
were analyzed using a confocal laser scanning microscope. Scale bar = 5 μm. DIC, 
differential interference contrast. (D) Sex-based differences in OVA uptake by CD11bhi 
and CD103+ DCs in the BLN. Representative results of three independent experiments 
are shown. Gray line, DCs that took up non-conjugated OVA; blue line, migratory DCs 
of each subset from male mice; red line, migratory DCs of each subset from female mice. 
Open bar, male mice; closed bar, female mice. Data are shown as the mean ± SEM based 
on four to six mice. Experiments were repeated twice with similar results. *, p < 0.05; 
NS, not significant.  
 
 



55 
 

Figure 7. Sex-based differences in the number of DCs in the bronchial lymph node. (A) 
Flow cytometric gating for SSClow CD11chi I-A/I-Ehi DCs from bronchial lymph nodes 
(BLNs) of mice. Positive populations are defined based on FMO controls. (B) 
Representative profile of the expression of CD11b and CD103 on DCs in the BLN of 
male and female mice 20 h after OVA challenge. (C) Numbers of total DCs, CD11bhi DCs, 
and CD103+ DCs in the BLN were counted pre and 12, 16, 20, 24, 48, and 72 h post OVA 
challenge. Data are shown as the mean ± SEM based on two to three independent 
experiments (n = 8–9). Open circle, male mice; closed circle, female mice. *, p < 0.05 
compared to male mice; **, p < 0.01 compared to male mice; #, p < 0.05 compared to the 
level before OVA inhalation. 
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Figure 8. Sex-based differences in T cell differentiation promoted by BLN DCs. (A) 
Purity of sorted BLN CD11bhi DCs and CD103+ DCs. Representative images of each 

population are shown. Scale bar = 10 μm. (B) Cytokine levels in cultures of CD4+ T cells from 

the spleen of OT-II transgenic (Tg) mice with CD11bhi DCs or CD103+ DCs from the BLN of 

male or female mice. (C) Cytokine production in CD8+ T cells from OT-I transgenic (Tg) mice 

cultured with each DC subset from the BLN of male or female mice. Cytokine levels in the 

culture supernatants were determined by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). (D, 

E) 5,6-carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE) labeled-CD4+ T cells were 

cultured with CD103+ DCs from male or female mice. (D) The dilution of the CFSE signal on 

day 2 or 4 post-culture was assayed by flow cytometry. Representative results of two 

independent experiments are shown. Gray line, CFSE-labeled CD4+ T cells cultured without 

DCs; blue line, CD4+ T cells cultured with CD103+ DCs from male mice; red line, CD4+ T 

cells cultured with CD103+ DCs from female mice. (E) Percentage of CFSElow cells in CD4+ T 

cells cultured with CD103+ DCs from the BLN of male and female mice after 2 or 4 days of 

culture. Gray bar, CFSE-labeled CD4+ T cells cultured without DCs; open bar, CFSE-labeled 

CD4+ T cells cultured with CD103+ DCs from male mice; closed bar, CFSE-labeled CD4+ T 

cells cultured with CD103+ DCs from female mice. Data are shown as the mean ± SD based 

on triplicate cultures. Experiments were repeated twice with similar results. *, p < 0.05; **, 

p < 0.01; NS, not significant; N.D., not detected 
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Figure 9. Sex-based differences in mRNA expression in BLN DCs. BLN DCs were 
isolated from mice 20 h after OVA challenge. (A) Sex-based differences in mean 
fluorescent intensity of CD40, CD80, CD86, and I-A/I-E on migratory CD11bhi DCs and 
CD103+ DCs in the BLN. (B) Differences in FcεRI expression on migratory BLN 
CD11bhi DCs and CD103+ DCs from male and female mice. (C) Expression levels of 
OX40L, Jagged2, ICOSL, and TSLPR mRNA in DCs were determined by real-time 
RT-PCR. (D) Differences in ST2 expression on migratory BLN CD11bhi DCs and CD103+ 
DCs from male and female mice. Horizontal line bars, CD11bhi DCs; vertical line bars, 
CD103+ DCs. 
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Figure 10. 17β-estradiol enhances the expression of CD86 and I-A/I-E on bone CD103+ 
marrow-derived DCs. (A) CD103+ bone marrow (BM)-DCs were generated from BM cells 
of male mice in the presence of 17β-estradiol, 17β-estradiol plus ICI182,780, or vehicle. 
(B) Each set of CD103+ BM-DCs was cultured in the presence of OVA, IL-33, or OVA 
plus IL-33 for 24 h. CD86 and I-A/I-E expression levels on CD103+ BM-DCs were 
assayed by flow cytometry. (C) CD103+ BM-DCs were induced from the BM cells in the 
absence of 17β-estradiol. CD103+ BM-DCs were cultured in the presence of 17β-estradiol 
(closed bar) or vehicle (open bar) with OVA for 24 h. CD86 and I-A/I-E expression levels 
on CD103+ BM-DCs were assayed by flow cytometry. Data are shown as the mean ± SD 
based on triplicate cultures. Experiments were repeated twice with similar results. *, p 
< 0.05; **, p < 0.01; NS, not significant. 
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Figure 11. 17β-estradiol enhances Th2 cell priming by bone marrow-derived CD103+ 
DCs. (A) BLN CD4+ T cells were cultured with 17β-estradiol-primed, 17β-estradiol plus 
ICI182,780-primed, or vehicle-primed CD103+ BM-DCs in the presence or absence of 
OVA. ST2 expression on CD4+ T cell from BLNs was determined by flow cytometry. (B) 
BLN CD4+ T cells were cultured with 17β-estradiol-primed or vehicle-primed CD103+ 
BM-DCs in the presence or absence of OVA and (C) recombinant anti-mouse CD86 
antibody. IL-5 levels in the culture supernatants were determined by enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA). Data are shown as the mean ± SD based on triplicate 
cultures. Experiments were repeated twice with similar results. *, p < 0.05; **, p < 0.01; 
NS, not significant. 
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Table 1. Primer sequences for real-time RT-PCR 
Gene Primer sequences 
(Gene products) 
Ccl2 forward: 5’- TTTCCACAACCACCTCAAGCAC -3’ 
(MCP-1) reverse: 5’- TAAGGCATCACAGTCCGAGTCA -3’ 
Ccl7 forward: 5’- TGTGCCTGCTGCTCATAGCC -3’ 
(MCP-3) reverse: 5’- CCCAGGGACACCGACTACTG -3’ 
Ccl19 forward: 5’- CCTGGGAACATCGTGAAAGCCT -3’ 
(MIP-3B) reverse: 5’- GGTGCTGTTGCCTTTGTTCTTGG -3’ 
Ccl20 forward: 5’- GAACTGGGTGAAAAGGGCTGTGA -3’ 
(MIP-3A) reverse: 5’- CATTTCCTCCTTGGGCTGTGTCC -3’ 
Ccl21 forward: 5’- GCTCTGGTCTCATCCTCAACTCAA -3’ 
(SLC) reverse: 5’- AGTCCTGTCCCCCTCCATCAC -3’ 
Csf1 forward: 5’- ACATTGGATTCTTCTGTGGGGCGA -3’ 
(M-CSF) reverse: 5’- AGGAGAGGGTAGTGGTGGATGTT -3’ 
Csf2 forward: 5’- CAAAGAAGCCCTGAACCTCCTGG -3’ 
(GM-CSF) reverse: 5’- ATTGCCCCGTAGACCCTGCTC -3’ 
Flt3l forward: 5’- TGGATAGAGCAACTGAAGACTGTGG -3’ 
(Flt3L) reverse: 5’- ATTCTGGTAGGGGCTGGAAGGTA -3’ 
Il33 forward: 5’- TAACACAGTCTCCTGCCTCCCT -3’ 
(IL-33) reverse: 5’- TGGTCTTTTCCAGAGTCGTCAACA -3’ 
Tslp forward: 5’- CCCTTCACTCCCCGACAAAACA -3’ 
(TSLP) reverse: 5’- CCGTCATTTCTCTCAGTTTCAGGG -3’ 
Tnfsf4 forward: 5’- GGACCCTCCAATCCAAAGACTCA -3’ 
(OX40L) reverse: 5’- ATCGCACTTGATGACAACCGAAT -3’ 
Jag2 forward: 5’- GTCGTCATTCCCTTTCAGTTCGC -3’ 
(Jagged2) reverse: 5’- TCATCTGGAGTGGTGTCATTGTCC -3’ 
Icosl forward: 5’- CTTGGTCTGTTCTTGCTGCTGTTG-3’ 
(ICOSL) reverse: 5’- AGTTGAAATGGCGTCTGTGGG -3’ 
Crlf2 forward: 5’- GTGACGCTGCTCTGGACACC -3’ 
(TSLPR) reverse: 5’- AGCCCGCCCACTGTCAAGTC-3’ 
Hprt forward: 5’- TTGGGCTTACCTCACTGCTTTCC -3’ 
(HPRT) reverse: 5’- ATCATCGCTAATCACGACGCTGG -3’ 
HPRT: hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase. 
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