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研究成果の概要（和文）：

CCR4 は Th2 細胞、制御性 T細胞、皮膚指向性 T細胞などに選択的に発現するケモカイン受容

体である。我々は Th2 型のマウス気道炎症で低分子 CCR4 阻害剤の治療効果を示した。また CCR4

とそのリガンド MDC/CCL22 は腸管膜リンパ節での樹状細胞と制御性 T細胞の相互作用を誘導し

て免疫寛容を誘導することを示した。さらに EB ウイルスや HTLV-1 といったヒトの腫瘍ウイル

スは共通して CCR4 のリガンド、特に MDC/CCL22 の発現を感染細胞に誘導し、それによって感染

細胞の周囲にCCR4陽性のTh2細胞や制御性T細胞を動員して免疫回避やウイルス伝播に役立て

ていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：
CCR4 is a chemokine receptor selectively expressed by Th2 cells, regulatory T cells,

and skin-homing T cells. We have shown a potent therapeutic effect of a small molecule
CCR4 inhibitor on Th2-induced airway inflammation in mice. We have also shown that CCR4
and its ligand MDC/CCL22 mediate immunosuppressive interactions of dendritic cells and
regulatory T cells in mesenteric lymphonodes. Furthermore, human oncogenic viruses such
as EBV and HTLV-1 commonly induce expression of MDC/CCL22 in infected host cells to attract
Th2 cells and regulatory T cells for immunoevasion and virus propagation.
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１．研究開始当初の背景

CCR4 はT 細胞系にきわめて選択的に発

現しているケモカイン受容体である。胸腺

T細胞ではCCR4はCD4+CD8+ダブル陽性

と CD4+シングル陽性の段階で発現してい

る。またそのリガンドである CCL17 と

CCL22 は胸腺髄質の上皮細胞や樹状細胞

での発現が報告されている。そして皮質で

正の選択を受けた CD4+シングル陽性 T 細

胞は髄質で負の選択（自己抗原反応クロー

ンの除去）を受けるが、CCR4 は CD4+シ

ングル陽性T細胞の皮質から髄質への移動

に関与することによって負の選択に重要な

役割をはたすことが示唆されている。しか

しながら、CCR4 ノックアウトマウスでの

解析ではＴ細胞分化に特に大きな異常は見

出されておらず、この仮説はいまだ十分に

証明されていない。また末梢の成熟 T 細胞

ではCCR4の発現はアレルギー性疾患に関

与する Th2 細胞、免疫反応を抑制する制御

性 T 細胞（Treg）、CLA 陽性の皮膚指向性

メモリーT 細胞などで選択的に発現するこ

とが報告されている。そのため、CCR4 の

発現はこれらの特定のT細胞サブセットの

機能と密接に関係しており、またこれらの

T 細胞サブセットの分化とカップルして発

現が制御されていると推測される。特に

Th2 での CCR4 発現から、CCR4 は Th2

型の免疫応答と密接に関係しており、その

ためCCR4はアトピー性皮膚炎や喘息など

のアレルギー性疾患の治療標的としても注

目されている。しかしながら、体内での

CCR4 発現細胞の全体像やその役割につい

てはいまだ不明な点が多く、そのため

CCR4 の生理機能および各種疾患での病的

役割についてはいまだ十分な理解には至っ

ていないというのが実状である。

２．研究の目的

CCR4 の生体での生理作用と病的役割を

解明することを目的とする。そのためのお

もな項目として以下のものを目指した。

（１）マウスのアレルギー疾患モデルでの

CCR4 選択的低分子阻害剤を用いた治療実

験、（２）CCR4 遺伝子欠損マウスを用いた

解析、（３）炎症や癌組織における CCR4

リガンドの発現とその役割の解析、（４）ウ

イルス感染細胞におけるCCR4リガンドの

発現とその役割の解析。

３．研究の方法

１）低分子 CCR4 阻害剤の合成

アストラゼネカ社の国際公開特許情報

に基づき、低分子 CCR4 阻害

N-pyrazinyl-phenylsulphonamide 化合物

（2,3-dichiloro-N-(5-chloro-3-(2-hydroxy

methylphenylmethoxy)-2-pyrazinyl)-

benzenesulphonamide）を合成した。阻害

剤の大量合成は外部（Nard 研究所）に委

託した。

２）皮膚炎モデルマウスに対する CCR4 系

の発現検討

ハプテン塗布による接触性皮膚炎の急性

型および慢性型モデルを作製し、CCR4 系

の発現と役割を検討した。

３）喘息モデルマウスに対する CCR4 阻害

剤の治療効果の検討

マウスをオバルブミン（OVA）で感作し

た後、OVA を気道より繰り返し暴露する実

験系を用いてCCR4阻害剤の治療効果を検

討した。

４）養子移入による気道炎症モデルでの

CCR4 系の役割の検討。

OVA 特異的 TCR トランスジェニックマ

ウス（DO11.10 TCR-）から調整した



CD4+T 細胞をインビトロで Th1 あるいは

Th2 に分化誘導した後に養子移入し、OVA

を気道より暴露して発症させる気道炎症モ

デルにおけるCCR4阻害剤の治療効果を検

討した。

５）ヒト腫瘍での CCR4 系の役割。

ヒト腫瘍組織でのCCR4リガンドの発現

とその役割を検討した。

６）ウイルス感染細胞でのCCR4系の役割。

EBV、HTLV-1 などの感染細胞での

CCR4 リガンドの発現とその役割を検討し

た。

４．研究成果

１）低分子 CCR4 阻害剤 Compound 22 の合成

アトロラゼネカ社の公開された国際特許

に基づき低分子 CCR4 阻害剤 Compound 22

を合成した。そしてこの Compound 22 が

CCR4 に極めて選択的に細胞遊走を阻害す

ることをすべてのケモカイン受容体を網羅

したトランスフェクタントのパネルを用い

て確認した。また Compound 22 はマウスの

CCR4 に対しても阻害効果を示すことを確

認した。そこで Compound 22 を用いれば

CCR4 の生体での機能阻止実験が可能であ

ると考えられた。

２）皮膚炎モデルでの検討

NC/Nga および BALB/c マウスを用いて

ハプテン DNFB の耳介への反復塗布によ

る接触性皮膚炎モデルを作製した。DNFB

を週 1 回の割合で全 6 回の反復塗布により

耳介の肥厚と血中 IgE値の著明な上昇がみ

られた。そこで皮膚炎組織を経時的に採取

し、RT-PCR を用いてすべてのケモカイン

受容体および主要なケモカインの発現を解

析した。その結果、CCR1、CCR2、CCR3

の発現上昇がみられたが、予想に反して

CCR4 の明らかな発現上昇は認められなか

っ た 。 ま た ケ モ カ イ ン に 関 し て も

IP-10/CXCL10 、 MIP-1/CCL3 、

RANTES/CCL5 などの発現上昇がみられ

た が 、 CCR4 の リ ガ ン ド で あ る

TARC/CCL17、MDC/CCL22 の発現上昇は

見られなかった。そこで次にハプテンを変

えて FITC でも同様の検討を行ったが、ほ

ぼ同様の結果であった。これらの結果から、

ハプテン塗布によるマウスの接触性皮膚炎

はヒトのアトピー性皮膚炎の十分なモデル

とは言えないと判断し、これ以上の解析を

中止した。

３）喘息モデルでの検討

BALB/c マウスを卵白アルブミン OVA

と Alum で 2 度免疫して感作し、経気道的

に OVA を 3 日連続投与して気道炎症を惹

起する喘息モデルを作製した。そして

Compound 22 を用いて治療効果を検討し

たが、全身プレチスモグラフによる呼吸機

能のモニターでは効果がみられる前に致死

量に達してしまった。このことから、

Compound 22 はインビボでは高濃度にな

るとかなりの毒性があることが分かった。

そこでCCR4リガンドに対する抗体での治

療効果を検討した。まず抗 TARC 抗体の効

果を検討したが、全身プレチスモグラフに

よる呼吸機能のモニターでは治療効果は全

く見られなかった。また BAL 中の各種浸

潤細胞の数にもほとんど変化は見られなか

った。さらに同様の解析を抗 MDC 抗体で

も検討したが、やはりほぼ同じ結果であっ

た。これらの結果から、この喘息モデルで

は CCR4 系の関与は低いと推測され、やは

り十分なヒトの喘息モデルとは言えないの

ではないかと判断した。

４）抗原特異的 T 細胞養子免疫系での検討

OVA 特異的 TCR トランスジェニックマ

ウス（DO11.10 TCR-）を用いて、ナイ



ーブT細胞をそれぞれに適した培養条件の

もとに Th1、Th2、Th17 に分化させた。

その結果、Th1 はおもに CXCR3 を、Th2

はおもにCCR4を発現することが確認され

た。また Th17 も CCR6 や CCR4 を発現し

ていた。そこで野生型 BALB/c マウスにこ

れらの T 細胞サブセットを移入し、経気道

的に OVA を投与して気道炎を惹起した。

そして Compound 22 による治療効果を検

討した。その結果、Th2 を移入したマウス

で特異的に BAL 中のリンパ球と好酸球の

浸潤やメタコリン誘発気道過敏性の抑制が

見られた。同様の結果は抗 TARC 抗体およ

び抗 MDC 抗体でも得られた。これらの結

果から、CCR4 を発現する Th2 による気道

炎症では確かにCCR4系の抑制が治療効果

を発揮することが確認された（投稿準備中）。

５）その他のマウスモデルでの CCR4 系の

役割の解析

腸管免疫では免疫反応とともに免疫寛容

も重要である。Indoleamine 2,3-dioxidase

(IDO)はトリプトファンを分解してキヌレ

ニンを生成する酵素であり、免疫抑制的に

作用する。腸管膜リンパ節（MLN）の樹状

細胞（DC）は IDO を構成的に発現してお

り、またその近傍には Treg が存在してい

ることが見出された。そして MLN の DC

での IDO 発現には Treg の CTLA-4 と DC

の B7 の間の相互作用が重要であることが

Treg 特異的 CTLA-4 欠損マウスで示され

た。さらに DC は自己の壊死細胞を貪食し

たり、CCR7 リガンドの CCL19 で刺激さ

れると CCR4 リガンド MDC を産生し、そ

れによって CCR4 陽性の Treg を周囲に動

員すると考えられた。そして、MDC-CCR4

経路が DC と Treg の相互作用に重要であ

ることは CCR4 欠損マウスでは MLN 中の

IDO陽性DCが著減することからも示唆さ

れた。このように、MLN 中の DC は Treg

の作用で IDO を構成的に発現し、それは腸

管における免疫寛容に重要と考えられる。

６）ヒト腫瘍における CCR4+Treg の役割

の検討。

一般的に腫瘍組織は免疫抑制状態と考え

られている。しかしながら、一部の癌では

多数の腫瘍浸潤 T 細胞（TILs）が観察され、

そのような癌は一般的に予後がよいことも

示されている。我々はリンパ球浸潤に富ん

だ胃癌（多くは EBV 陽性である）での TIL

浸潤におけるケモカイン系の役割を検討し

た。その結果、予想に反して浸潤する TIL

の多くは Th1 型の CXCR3 を発現し、Th2

型のCCR4を発現する細胞はわずかであっ

た。そこで CXCR3 のリガンドの発現を検

討したところ、MIG/CXCL9 の発現が樹状

細胞も含めたストローマ細胞で強く陽性で

あった。一方、CCR4 のリガンド MDC の

発現は一部の樹状細胞と思われる細胞に見

られた。次に Foxp3 陽性の Treg の浸潤を

検討した。Treg は約 5%が CXCR3 陽性、

約 50%が CCR4 陽性であった。しかしなが

ら、Treg の浸潤は特に目立つほど多いもの

ではなく、そのためリンパ球浸潤に富んだ

胃癌では、多数浸潤する Th1 型の T 細胞の

機能を抑制するための他のメカニズムが存

在することが示唆された。

口腔内扁平上皮癌における TILs の予後

との相関を検討した。TILs はストローマ

（腫瘍-宿主境界）とネスト（腫瘍実質内）

を区別して解析した。その結果、ストロー

マあるいはネストの CD8+T 細胞の数、お

よび全 Foxp3+Treg でなくそのうちの約

60%の CCR4＋Foxp3+Treg の数が予後と

最も相関していた。そしてストローマ

CD8+T 細胞/CCR4+Treg 比が最も強力な

独立の予後因子であった。



７）ウイルス感染細胞での CCR4 系の役割

我々は以前に EBV 感染 B 細胞は EBV

のコードする転写活性化因子 LMP-1 によ

るNF-B活性化によりCCR4のリガンド、

特に MDC を大量に産生していることを明

らかにした（Nakayama et al., J. Virol.

78:1665-1674, 2004）。そこで EBV 陽性加

齢関連B細胞増多症でのTARCとMDCの

発現を検討した。その結果、LMP-1 陽性の

大型腫瘍細胞に一致してTARC とMDCの

発現が見られ、また腫瘍組織には CCR4＋

FOXP3＋の Treg が多数浸潤していること

を確認した。EBV＋腫瘍細胞は LMP-1 の

作用により CCR4 リガンドを産生し、それ

によって CCR4＋Treg を動員して宿主の

免疫監視機構を抑制していることが示唆さ

れた。

EBVと同じヘルペスウイルスのCMVで

もウイルス感染細胞は MDC を発現してく

る。そして CMV のコードする遺伝子

UL144 が NF-B の活性化を介して MDC

の発現を誘導する。しかしながら、CMV

感染細胞では NF-B の活性化を抑制する

IE86 も同時に発現しているが、IE86 は

UL144によるMDCの発現誘導を抑制しな

いこと、それには MDC プロモーターの

NF-B サイト近傍に存在する CREB サイ

トが重要であることが明らかとなった。

成人T細胞白血病の原因ウイルスである

HTLV-1 は強力な転写活性化因子 Tax をコ

ードしている。我々は HTLV-1 感染 T 細胞

は大量の MDC を産生することを見出した。

そして MDC の発現は Tax による NF-B

の活性化を介して行われることを確認した。

また HTLV-1 はセルフリーのウイルス粒子

では感染効率が極めて低く、おもに細胞依

存性に伝播することが知られているが、

HTLV-1 感染 T 細胞は MDC を産生するこ

とにより、CCR4 陽性の T 細胞を周囲に呼

び集めて接着し、それによって CCR4 陽性

T 細胞に選択的に HTLV-1 を伝播すること

が示された。

これらの結果から、ヒトの腫瘍ウイルス

や潜伏感染ウイルスでは感染細胞は共通し

て CCR4 リガンドを発現し、それによって

Treg や Th2 を選択的に動員して宿主の免

疫監視機構を抑制したり、体内での感染拡

大に役立てていることが示唆された。
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