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研究成果の概要： 

 T細胞受容体トランスジェニックマウス細胞を用いて反復感染応答における CTL細胞群の消

長を検討した。ある抗原特異的CTL集団に着目した場合、メモリー期のみならず、エフェクタ

ー期から、抗原経験回数が異なるCTL群が、生体内で異なる分布を示していて、個体レベルで

は抗原特異的CTL集団の維持に働いていることを明らかにした。また、Naïve CD8陽性T細胞、

一次メモリー、二次メモリーCTLに発現している転写産物（タグ）を解析した。 
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１．研究開始当初の背景 
 急性ウイルス感染症において抗原特異的
CD8+T細胞(CTL)応答は、時間に主軸をおくと
大きく分けてNaïve → Priming & Expansion 
→  Recruitment →  Effector → 
Contraction → Memoryというステージを経
過する。Priming期おいて、樹状細胞がリン
パ節傍皮質領域へ遊走し、各種免疫担当細胞
と複雑に相互作用する中でCTL応答要素の多
くがプログラムされる。研究代表者らは、こ
れまで主にHSV-1感染モデルにおいて所属リ

ンパ節でのCTL誘導に至るPriming期につい
て解析を行い(JEM,2005)、炎症時の各種樹状
細胞およびT細胞亜集団のリンパ節遊走の解
明に貢献してきた。しかしリンパ節遊走後の
各細胞群の相互作用の意義および動態制御
の詳細は未だ明らかでない。例えば Priming
期にかかわる主な未解決問題として、所属リ
ンパ節でCTL誘導をもたらすCD8α+DCsの起
源、この細胞への組織由来DCsからの抗原受
け渡し、CD4 Th細胞や抑制性 T細胞(Treg)
がどのようなクラスターを形成してCTL応答

研究種目：基盤研究(A) 

研究期間：2006～2008 

課題番号：18209016 

研究課題名（和文） ケモカインによるＣＴＬ誘導・維持免疫プラットフォームの形成制御 

 機序の解析 

研究課題名（英文） Analysis of generation and control mechanism of CD8+ T cells  

             by chemokines 

研究代表者 

 松島 綱治 (MATSUSHIMA KOUJI) 

 東京大学・大学院医学系研究科・教授 

  研究者番号：50222427 



 

 

を制御しているか、などが挙げられよう。
Priming期にCD4 T細胞を欠損させる実験か
ら CD4 Th細胞は当該一次応答での増殖には
必要ではなく、抗原再刺激時に増殖できる質
の高いCTLメモリー誘導に関与することが報
告されているが、そのCD4 Th help to CD8+ T 
cellの場ならびに分子基盤は不明である。 
 
 同一抗原を含有する反復感染(二次感染)に
おいてはMemory CTLが二次 Primingされ
てメモリー応答が生じるが、このメモリー応
答はNaïve CD8 T細胞が一次 Primingを受
けて形成するプライマリー応答と比べて、よ
り早期に強力に分裂を開始することで個体
防御を達成する(免疫記憶の本質)。この分裂
増殖の差異は、主として Memory CTL側の
エピジェネティックな変化によるとされて
いるが、リンパ節における一次 Primingと二
次 Priming にどのような違いが存在するか
は不明である。またメモリー応答では、侵入
抗原量と既に存在する抗原特異的 CTL のバ
ランス比にあわせ、高抗原量の場合、二次感
染メモリー応答中に TCR spreading を伴う
Naïve CD8 T 細胞を動員するシステムが存
在するが、その詳細な調節機序は分かってい
ない。さらに、CTLは Priming & Expansion
の後、抗原発現組織へ浸潤するが、ケモカイ
ンによる浸潤調節機序は未だ明確には解明
されていない。 
 
 Memory期に注目すれば、ケモカイン受容
体 CCR7発現有無による Central Memory T 
(CCR7 陽性、TCM)や Effector Memory T 
(CCR7陰性、TEM)の分類に加えて、近年は
Memory CTL 前 駆 細 胞 と し て IL-7R 
(CD127)や CD8αα陽性Memory CTLの存
在が指摘され、Memory CTLサブセットをど
のように理解すべきか混沌としている。CD8
陽性 T 細胞が各ステージでどのような
epigenetical signature を有しているかを明
らかにする必要がある。最後にリンパ節に視
点を戻すと、いずれのステージにおいても白
血球サブセットの相互作用の場を提供する
ニッチとしての間質細胞の役割も十分確立
されていない。 
 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究課題では、上述の未解決問題
について免疫プラットフォーム形成機序と
いう視点で白血球動態のケモカイン・ケモカ
インセレプターシステムによる制御を中心
に明らかにし、可視化することを目的とする。
具体的に研究期間内に以下の項目を明らか
にする。 
 (1) CTL Priming期 
 ① DCs-T サブセット細胞相互作用、② 

CD4 Thおよび Tregによる制御、③ リンパ
節間質細胞の役割、について免疫組織学的、
time-lapseでの可視化、in vitroでの再構成
実験を含めた各細胞サブセットの役割の分
子レベルでの解明、①から③の結果をもとに、
④ 一次 Primingと二次 Primingの比較、⑤ 
二次感染時におけるプライマリー応答誘導
機序を解析し、ケモカインによる抗原特異的
CTL の誘導およびメモリー応答の制御を明
らかにする。 
(2) Recruitment期 
  ① 抗原発現組織への Effector CTLのケ
モカインによる浸潤機序の解明。 
(3) Memory期 
 ① Memory T 細胞の二次リンパ組織にお
ける貯留と維持に関するケモカイン作用の
解明(メモリーニッシェの解明)。② 種々の
Memory CTLサブセットを、私達が最近開発
した 5’-end SAGE法(Nature Biotechnology, 
2004)を用いて epigenetical signature を確
立する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) ケモカインによる CTL Primingの制御 
 抗原特異的 CTL応答は、組織由来 DCsが
リンパ節傍皮質領域へ遊走し、各種免疫担当
細胞と複雑に相互作用する”Priming”の過
程でその多くがプログラムされる。これまで
急性ウイルス感染モデル（Herpes simplex 
virus-1(HSV-1)の皮下感染モデル）を用いて
所属リンパ節におけるDCサブセット間相互
作用を in situ レベルで解析してきた技術を
基に、1) リンパ節内における組織由来 DCs
からCD8α+リンパ節DCsへの抗原passage
の場、2) CD4Th細胞および Foxp3+CD25+
抑制性 CD4 T細胞による抗原特異的 CTL誘
導の場の制御、3) 白血球サブセットの相互作
用の場を提供するニッチとしての間質細胞
の役割、 4) ケモカインによる CTL Priming
の場の制御、について従来の免疫組織染色お
よび蛍光実体顕微鏡、二光子レーザー顕微鏡
による in vivo解析、さらにはリンパ節由来
ストローマ細胞を用いたリンパ節 stromal 
cell niche 再構築実験により解明する予定で
ある。 
 
①ケモカインによるウイルス感染所属リン
パ節における組織由来 DCs から CD8α
+DCsへの抗原 passageの場の制御 
 HSV-1 を蛍光粒子とともにマウス後肢に
皮下接種し、急性ウイルス感染時に組織由来
DCs（Langerin+CD11c+ cells）が所属リン
パ節（膝下リンパ節）に遊走した後、どのよ
うにリンパ節内を移動し、CD8α+DCs と相
互作用、CTLの Priming (CD8T細胞の増殖
を BrdUで検出) を誘導するか、蛍光組織多



 

 

重染色、蛍光実体顕微鏡、二光子レーザー顕
微鏡およびフローサイトメトリーを用いて
経時的に解析する。また、リンパ節 stromal 
cell が発現する SLC/CCL21 または CD8α
+DCs が産生する ELC/CCL19 と組織由来
DCs が発現する CCR7 を介して組織由来
DCs−CD8α+DC 間相互作用が誘導されるこ
とが考えられるので、抗 CCL19 または抗
CCL21中和抗体投与時の組織由来 DCsのリ
ンパ節内における移動・分布様式、CD8α
+DCsとの相互作用、および CTL応答に与え
る影響（in vitroおよび in vivo CTL assay
により評価）を解析する。CCR7 ligand - 
CCR7 以外のケモカイン-ケモカインレセプ
ターの関与が示唆された場合は、リンパ節に
遊走した組織由来樹状細胞におけるケモカ
インレセプター発現パターンおよび炎症に
伴い stromal cellに誘導されるケモカインを
RT-PCR, 免疫組織染色、in vitro遊走試験に
より詳細に解析する。 
 
②  抗 原 特 異 的 CD4Th 細 胞 お よ び
Foxp3+CD25+抑制性CD4 T細胞による抗原
特異的CTL誘導制御の場および stromal cell
由来ケモカインによる制御の解析 
 Vaccinia-OVA皮下接種モデルおよび OVA
特異的 TCR トランスジェニックマウスを用
いて、樹状細胞を介する抗原特異的 CD4 Th
細胞、Foxp3+CD25+抑制性 CD4 T細胞によ
る抗原特異的 CTL Priming制御の場、およ
びケモカインによる制御を解析する。MHC 
Class I および ClassII 拘束性 OVA 特異的
TCRトランスジェニックマウスOT-I、OT-II
由来 CD8 T 細胞、 CD4 +Th 細胞、
Foxp3+CD25+抑制性CD4 T細胞を別々の蛍
光色素により蛍光標識後、レシピエントマウ
ス に 養 子 移 入 し 、 Vaccinia-OVA 、
Vaccinia-OVA (Class I epitopeのみ)または
Vaccinia-control を後肢に皮下接種する。膝
下リンパ節における OT-I CD8 T 細胞
Priming において、抗原特異的 CD4 ヘルプ
および Foxp3+CD25+抑制性 CD4 T 細胞に
よる免疫抑制の場、および DCs-T サブセッ
ト間相互作用の場を蛍光組織多重染色、蛍光
実体顕微鏡および二光子レーザー顕微鏡を
用いて経時的に解析する。また、これらの T
細胞サブセット間および DCs-T サブセット
間相互作用を制御すると考えられる、CCL19
および／または CCL21 を中和抗体により阻
害した場合に、抗原特異的 CTL 誘導および
Memory形成（感染 80日におけるOT-I CD8 
T細胞数、IFNγ/TNFαの産生能、メモリー
応答への反応性）がどのように修飾されるか
解析する。 
 
③ C57BL/6 リンパ節より調整した stromal 
cell line（ Lineage-, CD44+, VCAM-1+, 

ER-TR-7+）および 3 次元培養用 collagen 
spongeを用いてリンパ節 stromal cell niche
再 構 築 を 行 う 。 CCL21/SLC お よ び
CXCL14/SDF-1等の stromal cell由来ケモカ
インに対する siRNA, 中和抗体を用いて、
stromal cell 由来ケモカインによる組織由来
DCs − CD8α+DCs 間相互作用の制御を in 
vitroで解析する。 
 Memory形成に重要である、Priming時の
CD4 T細胞による Licensingを可視化する。
樹状細胞のペプチドパルスの組み合わせに
より CD8 T細胞を単独で刺激する Priming、
CD8 T細胞と CD4 T細胞を同一の樹状細胞
で刺激する Priming、CD8 T細胞と CD4 T
細胞を別々の樹状細胞で刺激する Priming
の場を作り出し、Memory形成における樹状
細胞、抗原特異的 CD4 T細胞、CD8 T細胞
間の相互作用の意義および分子機序を検討
する。 
 
④ 二次感染におけるCTL二次応答の誘導制
御（Memory Priming機序の可視化） 
 Naïve T 細胞 (プライマリー応答 )と
Memory T 細胞(メモリー応答)の違いは、抗
原刺激後Memory T細胞が Naïve T細胞
に比べてより早期に強力に分裂開始するこ
とにあり、主に NaïveからMemoryへ T細
胞分化が起きる際のエピジェネティックな
変化によるとされている。しかしリンパ節に
おける Priming に関して、一次 Priming と
二次 Priming との差異については明らかに
なっていない。私達は、メモリー応答の早期
かつ強力な分裂能を担保するためにエピジ
ェネティックな変化に加えて、Memory T細
胞がNaïve T細胞と比べて、より短時間で効
率的に Primingされるように、生体内動態お
よび抗原提示細胞との相互作用等に関して
空間的な優位性を有する可能性があると考
えた。これらの可能性を検討するため、抗原
特異的 CTL応答における一次 Primingと二
次 Primingの相違を、リンパ節内動態および
各種免疫担当細胞間の相互作用の観点から
解析し、二次 Priming の優位性(高い即応性
と分裂能力)をケモカイン制御から明らかに
したい。 
 OT-IマウスからNaïve CD8 T細胞および
OVAで免疫して得た CD44hi Memory CD8 
T細胞を調整する。Naïve CD8 T細胞および
Memory CD8 T 細胞を蛍光色素で標識後、
別々にレシピエントマウスに養子移入し、次
いでOVA-DCまたはVaccinia-OVAを皮下接
種する。所属リンパ節内におけるNaïveもし
くは Memory のリンパ節内動態および各種
免疫担当細胞の細胞間相互作用を蛍光実体
顕微鏡、二光子レーザー顕微鏡および蛍光免
疫組織染色を用いて比較する。Primingに必
要とするケモカインおよび共刺激因子の相



 

 

違について、CCR5や CXCR3などの遺伝子
改変マウスや抗体ブロッキングの併用も行
い、Memory CTLの二次 Primingが、Naïve 
CTL の一次 Priming と本質的な差がないか
解析する。移入する OT-I細胞を CFSEでラ
ベルするかPriming時にBrdU取りこみを併
用して解析し、特定のケモカイン・ケモカイ
ンレセプターを阻止したときの CTL 分裂程
度の増減を測定する。 
 
⑤  二次感染における CTL メモリー応答の
制御(プライマリー応答の動員調節機序解明) 
 同一抗原を含有する反復感染(二次感染)に
おいて、既に存在する抗原特異的 Memory 
CTL が二次 Priming を受けてメモリー応答
の主体を形成するが、同時点で個体内に存在
する抗原特異的 Naïve CD8T 細胞が一次
Priming によりプライマリー応答もおこす。
その結果二次感染における抗原特異的 CTL
応答は、メモリー応答とプライマリー応答の
総和で構成される。私達は、二次感染応答に
おいて既存 Memory CTLによるメモリー応
答が減少すると、不足分を補充するかのよう
にプライマリー応答が急速に動員される現
象を認めており、二次感染において同一抗原
に対する抗原特異的な Memory CD8 T と
Naïve CD8 T 細胞が競合と補完状態にある
ことを見いだしている。メモリー応答時の
Priming制御機序を、MemoryとNaïve間の
空間および細胞間相互作用の競合という観
点から解析し、所属リンパ節における抗原特
異的 CTL のケモカインによる応答動員調節
機構について明らかにしたい。方法は平成 18
年度に準じて行い、Naïve OT-I と Memory 
OT-I を種々の比率で混合して養子移入した
後、抗原刺激を加え、Naïve OT-IとMemory 
OT-I のリンパ節内動態および各種免疫担当
細胞の細胞間相互作用を、特に競合と補完の
視点から、解析する。 
 
 
(2) ケモカインによる抗原特異的 CTL の組
織浸潤の制御機構の解明 
 リンパ節における Priming & Expansion
を経て Effector 期に入った CTL は血行性に
抗原発現組織へ浸潤し、感染症に対しては強
力な生体防御、自己抗原に対しては臓器障害
を誘導するが、いまだに臓器特異的または疾
患特異的な CTL 組織浸潤のルート、および
微小環境に発現するケモカインによる制御
は確立していない。そこで本研究では、
Vaccinia virus皮下感染モデル、Adeno virus
誘導肝炎モデル、3LL腫瘍皮下接種モデルを
用いて、CTLの組織浸潤を解剖学的な観点か
らリアルタイムに解析する。 
 1) 個体内 Priming 後の浸潤を観察する目
的で、GFPトランスジェニック OT-I Naïve 

CD8 T 細胞を養子移入したレシピエントマ
ウ ス に Vaccinia-OVA ま た は
Vaccinia-controlを皮下接種する。2) Effector 
CTL の局所浸潤により焦点をあてて解析す
る目的で、OT-IマウスをOVAペプチドで免
疫し、得られた OVA 特異的 Effector CTL
（CD8+,CD44hi, CD62Llo）を蛍光標識した
後、Vaccinia-OVA または Vaccinia-control
を皮下接種したレシピエントマウスに養子
移入する。両実験において感染局所における
GFP もしくは蛍光色素陽性細胞の浸潤を蛍
光実体顕微鏡、二光子レーザー顕微鏡、蛍光
免疫組織染色により経時的に解析する。特に、
CTL血管外遊走の場、および血管外遊走後の
炎症局所への移動・分布様式を詳細に検討す
る。Vaccinia-OVA および Vaccinia-control
感染レシピエントを比較する事により、CTL
組織浸潤における抗原特異性を検討、移入細
胞を PTx（百日咳毒素）処理する事により、
ケモカインをはじめとする GPCR の関与を
検討、さらにKOマウス、中和抗体、低分子
アンタゴニストを用いてケモカイン・接着因
子の関与を検討する。また Adeno-OVA、
3LL-OVA を用いて同様の実験を行い、抗原
特異的 CTL の肝臓浸潤、腫瘍浸潤を解析す
る。 
 
(3) 5’-SAGE法を用いた抗原特異的 CTLの
epigenetical signitureの確立 
 5'-SAGE 法による包括的遺伝子発現検索
と転写開始点の同定：5'-SAGE法により幾つ
かの細胞について転写開始点及び発現量に
ついて検討しエピジェネティック作用との
関連性を検討する。OVAをモデル抗原として、
polyclonalなMemoryおよび TCR Tg (OT-I)
実験系で、Naïve CD8陽性T細胞(CD44low)、
TEM (CD44high, CD62low, CCR7-)、TCM 
(CD44high, CD62high, CCR7+) を単離し、
ライブラリーを作製後、数万の転写産物（タ
グ）を解析する。転写開始点と mRNA の
splicing form の関連については現在まで報
告されている EST などの情報と照らし合わ
せ両者の関連性を見出す。得られたデーター
を確認する目的で RT-PCR, Northern 
blotting, 定量的 PCRを行う。 
 ii) 5' RACE法による alternative splicing
の確認：5' SAGE 法の 5'端のタグと mRNA 
alternative splicing の関連性を確認する目
的でキャッピングした cDNA を目的の遺伝
子の 3'側のプライマーとキャッピング配列に
含まれる 5'側のプライマーを用いて PCR を
し、その後 TA cloningによりシークエンスを
行う。 
 
 
４．研究成果 
 



 

 

(1)抗原特異的メモリーCTLの反復感染応答
における維持機構 
 T細胞受容体トランスジェニックマウス細
胞(OT-I)を用いて同一感染因子(LM-OVA)の
反復感染応答におけるCTL細胞群の消長を検
討した。一次メモリーではCD62LhiCCR7hiの
いわゆるセントラルメモリー(TCM)様であり、
二次および三次メモリーではCD62LloCCR7lo
のエフェクターメモリー(TEM)様であった。
またその他のCTL表面マーカーであるCD127
やKLRG-1、IFNgとTNFとIL-2を指標にした
サイトカイン産生能などと組み合わせて判
断しても、一次メモリーはTCM、二次メモリ
ー以降はTEM指向が強かった。一度樹立され
たメモリーCTLは感染応答を経るに従いTCM
様からTEM様へと変遷し、異なる抗原経験回
数のメモリーCTLが異なった個体内組織分布
をとりうることを明らかにした。  
 
(2)5’-SAGE法を用いた抗原特異的CTLの
epigenetical signitureの確立 
 5'-SAGE法により幾つかの細胞種について
転写開始点及び発現量について検討しエピ
ジェネティック作用との関連性を検討する。
具体的には、OVAをモデル抗原として、TCR Tg 
(OT-I)実験系で、Naïve CD8陽性T細胞
(CD44low)、一次メモリー、二次メモリーを
単離し、ライブラリーを作製後、数万の転写
産物（タグ）を解析した。次世代DNAシーク
エンサーを用いた5’端トランスクリプトー
ム解析について論文発表を行った。 
 
(3)ケモカインによるCD11b+Gr-1+“Myeloid 
derived suppressor cells” の担癌宿主内
動態制御 
 マウス皮下腫瘍モデルで誘導される腫瘍
浸潤MDSCsは、主に骨髄由来炎症性マクロフ
ァージと好中球から構成される事を明らか
にした。これらの細胞は末梢組織での増殖応
答は示さず、またマクロファージのターンオ
ーバーは好中球より速いものであった。ケモ
カイン受容体CCR2欠損マウスでは、腫瘍浸
潤細胞の構成がマクロファージ優位から好
中球優位へと変化し、その一因として腫瘍局
所におけるCXCL2およびG-CSFの過剰産生が
示唆された。一方でこれらCCR2欠損マウス
ではエフェクターT細胞の誘導増強および腫
瘍増殖の抑制を認めなかったことから、CCR2
を標的としてMDSCsの腫瘍浸潤を制御するの
みでは治療効果を得るのに十分ではないこ
とが示唆された。 
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