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研究成果の概要（和文）：本研究はこれまで末梢組織とリンパ節とをつなぐ「管（くだ）」としか認識されてこ
なかった「リンパ管」に着目し、免疫応答の“場”としての可能性を生体内で検証した。遺伝子改変マウスを用
いずとも容易に皮内のリンパ管を可視化する方法を確立し、定常状態下、あるいは低分子化合物（ハプテン）や
タンパク抗原を用いて炎症を惹起した状態で皮膚のリンパ管とそこにおける免疫細胞の経時的動態を観察した。
その結果、定常下のリンパ管は細胞の単なる通り道であるものの、炎症下においてはT細胞と樹状細胞が会合し
抗原提示が行われる場であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：It is generally considered that lymph ducts are a “tube” which connecting 
peripheral tissue and lymph nodes. Here we examined whether lymph ducts have any role during the 
development of skin inflammation. Without using transgenic animals, we established the techniques to
 visualize the lymph ducts in vivo, in an easy way. Using this technique, we observed the behavior 
of T cells and dendritic cells in the skin under the steady state and under the inflammatory states.
 We found that T cells and dendritic cells formed clusters in the lymph ducts during the development
 of skin inflammation. This observation suggests that the lymph ducts are not merely a tube, but 
they provide the sites for the T cell-dendritic cell interaction for the antigen presentation.

研究分野： 皮膚科学

キーワード： リンパ管　T細胞　樹状細胞　接触過敏反応

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究はこれまで免疫学的には細胞間質液（リンパ液）やリンパ節へ移動する免疫細胞の通り道としてしか認識
されていなかったリンパ管が、皮内におけるT細胞と樹状細胞の会合、すなわち抗原提示の場を提供している可
能性を明らかにした。末梢組織における抗原提示は炎症の惹起において中心となる免疫事象であり、皮膚におい
ては血管周囲や毛包の周囲で行われている可能性が報告されているものの、リンパ管との関連を示唆する報告は
これまでにない。今後の研究でリンパ管内における抗原提示の分子メカニズムが明らかとなりそれを特異的に阻
害することが可能となれば、免疫疾患の新たな治療ストラテジーとなる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

申請者らのグループは、これまで世界に先駆けて皮膚免疫応答の生体イメージングに取

り組んできた。特に皮内における抗原提示メカニズムをテーマとして研究を行ってきたが、

その中でしばしばリンパ管の中、周囲に免疫細胞が集簇する像を観察していた。これがリン

パ管と皮膚免疫応答との関係性に興味をもったきっかけである。 

 従来、末梢組織からリンパ管内へ免疫細胞（主として樹状細胞）が遊走するメカニズムは

多くの研究者の耳目を集め、盛んに研究が行われてきたが、リンパ管内に入ってからの細胞

動態についてはつまびらかにされていない。一般的には、リンパ管は弁と自律 pumping 機

能を有する管であり、リンパ管内に入った細胞はリンパ流に乗って受動的にリンパ節へと

運ばれると考えられている。しかし申請者はこれまでの生体イメージングでの観察から、リ

ンパ管が皮膚とリンパ節とをつなぐ単なる「管（くだ）」ではなく、そこで何らかの皮膚免

疫応答が生じているのではないかとの仮説を立てた。 

 

２．研究の目的 

１）皮膚リンパ管を定常下および炎症下で観察する手技を確立する。 

２）２つの病態モデルでリンパ管周囲での免疫活動を詳細に観察する。 

３）リンパ管内における免疫活動が局所免疫に与える影響を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

(a) 二光子励起顕微鏡を用いた生体下でのリンパ管の観察 

二光子励起顕微鏡は侵襲性が低く深達性の高いレーザーを用いることで生体イメージ

ングを容易にする顕微鏡である。生体内の蛍光標識された構造物や細胞の可視化が可能

である。Prox1-EGFP マウス、抗 Lyve1 抗体、蛍光デキストラン静注法などを比較する。 

 

(b) 定常状態の皮膚におけるリンパ管と免疫細胞の観察 

 定常状態（炎症のない状態）においてリンパ管を可視化し、皮膚常在性の免疫細胞、主

としてランゲルハンス細胞や真皮樹状細胞に着目し、その皮内動態、リンパ管への移行、

リンパ管内での動態を観察する。 

 

(c) 炎症下の皮膚におけるリンパ管と免疫細胞の観察 

以下の２つのマウス皮膚炎モデルの観察を行う。 

(i) 病態モデル１：接触皮膚炎モデル 

 ハプテン（DNFB）を用いたマウス接触皮膚炎モデルにおいて、惹起相におけるリン

パ管と樹状細胞、T 細胞の分布、動態を観察し、その経時的変化を捉える。樹状細胞が

蛍光標識された CD11c-YFP マウス、すべての細胞が蛍光標識された TdTomato マウ

スを用いる。 

(ii) 病態モデル２：皮膚 GVHD モデル 

 表皮特異的に卵白アルブミン（OVA）を発現する Involucrin-mOVA マウスに、OVA

を特異的に認識するOT1-T細胞を移入し、皮膚炎を自然発症させるモデル（皮膚GVHD

モデル）を用いる。皮膚炎が誘導されるタイミングでリンパ管を描出し、樹状細胞、T

細胞の分布、動態を観察し、その経時的変化を捉える。 

 



４．研究成果 

①生体化におけるリンパ管可視化法の確立 

まずリンパ管内皮細胞に特異的に発現するタンパクである Lyve1 のプロモーター下に緑

色蛍光タンパク（GFP）を組み込んだマウスの皮膚で観察を行った。リンパ管内皮細胞の細

胞核が強く蛍光シグナルを発しており、生体下で免疫細胞と同時に観察する上ではあまり

適していないことが判明した。そこで高分子の蛍光標識デキストランを静脈内、あるいはマ

ウス耳介先端に皮内注射する方法を検討した。これはリンパ管の下水道としての役割を利

用したリンパ管標識法である。本法ではタイミングよく観察すればリンパ管内腔がデキス

トランで満たされ、リンパ管内にある細胞を黒い影として浮かび上がらせることが可能で

あった。しかし定常下、炎症下ともにリンパ管の一部しか標識できず、実験系の再現性、安

定性に難点があった。そこで次に生体下組織免

疫染色が可能かを検証した。本法は蛍光標識し

た抗体を皮内に直接投与し、抗原―免疫反応を

利用して標識する手法である。数種類の抗体を

試した結果、血管、リンパ管のそれぞれをきれ

いに標識することが可能な抗体が見いだされ

た。図１は、真皮樹状細胞が蛍光標識された遺

伝子改変マウス（CD11c-YFP）マウスに、PE標

識された抗 Podplanin 抗体を皮内注射した写

真である。皮内のリンパ管と樹状細胞が同時に

可視化されている。以下、生体下組織免疫染色

法を主に用いて実験を進めた。 

 

②定常下における皮膚リンパ管と免疫細胞の観察 

 表皮ランゲルハンス細胞が蛍光を発する

Langerin-GFP マウス、真皮樹状細胞が蛍光を発す

るCD11c－YFPマウスをそれぞれ用いて、定常下（非

炎症下）でのリンパ管周囲における細胞動態を観

察した。定常下では真皮内のランゲルハンス細胞/

樹状細胞のほとんどは比較的活発に動き周り、リ

ンパ管内に存在する細胞は集合リンパ管辺りでご

くわずかに観察された（図２）。長時間（8 時間）

にわたる観察を行ったが、これらの細胞はリンパ

管内をほとんど移動しておらず、定常状態におけ

る抗原提示細胞のリンパ節への移動は頻度的

にかなり少ないものと予想された。 

 

③炎症下における皮膚リンパ管と免疫細胞の観察 

まず皮内での抗原特異的な抗原提示を皮内で観察するために、卵白アルブミン（OVA）

に特異的に応答する遺伝子改変マウス（OT1 マウス）由来の T 細胞を野生型マウスに

移入し、OVA 抗原を静脈注射する系を採用し、同時に血管、リンパ管を可視化した。本

実験系では、T 細胞の皮内浸潤初期に樹状細胞と T 細胞が毛管周囲に線状に配列する

図１. 生体下組織免疫染色法による 

リンパ管の可視化。黄色は樹状細胞。 

 

図２. 真皮の集合リンパ管（赤）内の 

ランゲルハンス細胞（緑、矢印） 

 



像が観察された（図３）。この結果は、静脈投与されたタンパク抗原がまず血管周囲の

抗原提示細胞に補足され、そこで T 細胞へと抗原提示されることが示唆される。 
次に低分子化合物（ハプテン）に対する皮膚での T 細胞応答を観察する接触過敏反応

の惹起相について観察した。ハプテンを皮膚に塗布して炎症を惹起した 24 時間後にお

いて、リンパ管内における T 細胞と樹状細胞の会合が観察された（図４）。この時、T
細胞はリンパ管内を活発に動き回るが、ひとたび樹状細胞と会合すると樹状細胞に連結

され、樹状細胞から離れようとしても細胞間接着が外れないという、興味深い現象が観

察された。これらの結果はリンパ管内が単なる下水道のような末梢組織由来の排液や免

疫細胞の通り道ではなく、重要な免疫反応の場としても機能している可能性を示唆する

ものである。 

 
 

 

図３. 抗原ぺプチド静注後に血管周囲

に線状に配列する T 細胞（赤） 

 

図４. 炎症惹起 24 時間後にリンパ管

（点線）内に形成された細胞クラスター 
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