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研究成果の概要：CD69 分子は早期活性化マーカー分子としてリンパ球の活性化の指標として

広く用いられているが、機能の詳細は明らかにされていない。本研究では、アレルギー性喘息

および腸炎モデルを用いて CD69 分子の役割とその発現様式に関する解析を行った。その結果、

炎症部位に浸潤しているほとんどの炎症細胞で CD69 の発現が見られ、CD69 ノックアウトマ

ウスではアレルギー性喘息や腸炎が起こらないことが明らかとなった。さらにこれらの炎症モ

デルにおいては、T 細胞上の CD69 分子が炎症の誘導に重要であることが明らかとなった。 
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１．研究開始当初の背景 
 CD69 分子は c-type lectin ファミリーに

属する II 型の膜分子で、T 細胞や B 細胞

を刺激すると数時間以内に発現が上昇し、

早期活性化マーカー分子としてリンパ球

の活性化の指標として広く用いられてい

る。機能としては、コレセプター分子と

して T 細胞の細胞応答に関与するという

報告やCD69を阻害することによりTGF-
βの産生が抑制されるという報告があり、

コレセプターとして抗原レセプターから

のシグナル伝達を増強する役割が推測さ

れているが、詳細は不明である。一方、

血小板には恒常的に発現しており、活性

化好中球や好酸球などにも発現がみられ

ることから、局所の炎症反応における役

割が推測されている。リガンド分子は現

在までのところ同定されていないが、近

年 T 細胞上の CD69 分子が同じ細胞膜上

の S1P1 分子と結合してその機能を抑制

することにより、リンパ組織からの移動

に関与することが明らかになってきた。 
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 これまでに研究代表者らは CD69 ノッ

クアウトマウスを作製し、その機能を解

析して好中球上に発現している CD69 分

子が関節炎の発症に重要であることを明

らかにしてきた（Murata et al., Int. Imm. 
15:987, 2003）。 
 CD69 分子の機能の詳細はこれまであ

まり明らかにされていないが、炎症局所

に浸潤する炎症細胞に CD69 分子の発現

がみられることから、さまざまな炎症反

応の誘導・維持に重要な役割を果たして

いると考えられる。したがって、CD69
分子は難治性の免疫炎症疾患を人為的に

制御するためのターゲット分子になり得

ると考えられた。また CD69 分子が抗原

やサイトカイン刺激により浸潤する炎症

細胞上に発現が誘導されることから、組

織側にリガンドが存在し、その CD69 リ

ガンドの発現誘導が炎症巣の場を決めて

いると予想される。 
 
２．研究の目的 

 自己免疫病やアレルギー疾患は難治

性のものが多く、効果的な治療薬の開発

が望まれている。これまで喘息をはじめ

とするアレルギー疾患の研究は、炎症性

サイトカイン、ケモカインなどの液性因

子やTh2細胞の分化の解析を中心に研究

がすすめられてきたが、炎症細胞の浸潤

や集積に関与する分子の機能はあまり

わかっていなかった。 
 そこで本研究では炎症巣に浸潤する

細胞で発現が上昇するユニークな性質

を持つ CD69 に焦点をあてた研究を行っ

た。CD69 はコレセプター分子としての

機能の他、細胞間接着分子として細胞の

集積・浸潤に関与していると考えられる。

炎症巣の形成は、臓器・組織が備える細

胞外環境と免疫細胞が相互に連携する

ことにより形成されると考えられるが、

特に本研究では CD69 とそのリガンド分

子に着目し、炎症細胞の浸潤や集積とい

った挙動を制御する生理的細胞外環境

の時間的変化を解析することにより、炎

症巣の形成のメカニズムを明らかする

ことを目的とした。またアレルギー性喘

息や腸炎の治療薬としての開発の可能

性を探る目的で、抗 CD69 抗体を用いて

抑制効果を検討した。本研究により

CD69 分子の働きを抑制する薬剤の開発

ができれば、有用な治療薬になると考え

られ、CD69 分子の重要性やターゲット

分子としての有用性が明らかになるこ

とによって、今後新規のアレルギー疾患

治療薬を開発する上で、コレセプター分

子や細胞間接着分子がターゲット分子

となる可能性が広がると考えられた。 
 これまでに研究代表者らは世界に先

駆けて CD69 ノックアウトマウスを樹立

して解析を行ってきた。ノックアウトマ

ウスを用いることにより正常マウスか

らの細胞移入実験が可能になり、どの細

胞上の CD69 分子がアレルギーや炎症の

発症に関与するかを明確に調べること

ができる。 
 これらのことをふまえ、本研究では(1)
腸管炎症部位での CD69 分子の発現細胞

の解析、(2)アレルギー性喘息肺における

CD69 分子の発現様式に関する解析、

(3)CD69 リガンド分子のクローニング、

(4)抗CD69抗体を用いた抑制効果の検討

に関する研究を行った。 
 
３．研究の方法 
(1)腸管炎症部位での CD69 分子の発現細胞
の解析 

マウスでの腸炎モデルとして、デキスト

ラン硫酸（DSS）を飲水に混ぜて飲ませ、

急性腸炎を誘導する系を用いた。炎症の

程度を野生型マウスと CD69 ノックアウ

トマウスで比較した。また RT-PCR 法に

より炎症巣における炎症性サイトカイ

ンやケモカインの発現レベルを比較し

た。正常マウスで腸炎誘導後、腸管の組

織切片を作製し、抗 CD69 抗体を用いて

免疫染色を行うことによって、腸管炎症

部位に浸潤している細胞群のうち、実際

に CD69 分子を発現する細胞を調べた。 
また新規の腸炎の治療に向けた試みと

して、抗 CD69 抗体を用いて腸炎抑制効

果を検討した。 
 
(2)腸炎モデルにおける正常マウスからの

細胞移入実験 
腸管炎症部位に浸潤する細胞群のうち、

どのような細胞上に発現する CD69 分子

が腸炎の発症に重要であるか調べるた

めに、正常マウスからの細胞を CD69 ノ

ックアウトマウスに移入し腸炎を誘導



 

 

して症状を比較した。まず Ly5 のアレル

の異なる正常マウスからT細胞やB細胞

などを個別に単離した。T 細胞や B 細胞

は脾臓細胞からそれぞれ Thy-1、B220 陽

性の細胞を精製した。好中球とマクロフ

ァージは 4%チオグリコレート液を腹腔

内に注射して数時間後に生理食塩水で

腹腔内洗浄することにより得られた細

胞をそれぞれGr-1、Mac-3抗体で染色し、

各陽性細胞を精製した。各細胞群をそれ

ぞれ CD69 ノックアウトマウスに静注し

た後、腸炎を誘導した。評価は体重減少

や下痢・下血の症状を比較するとともに、

組織染色を行って炎症細胞浸潤を比較

することにより行った。 
 
(3)アレルギー性喘息モデルを用いた

CD69 分子の発現様式に関する解析 
卵白アルブミン（OVA）で免疫後、OVA
を吸入させて気道炎症を誘導するマウ

ス喘息モデル系を用いた。このモデルで

は、OVA 特異的 Th2 細胞の分化、誘導

が必須で、細気管支周囲や血管周囲にお

ける好酸球性の浸潤が特徴である。気道

炎症誘導後、経時的に気管支および肺の

組織切片や脾臓、リンパ節などの組織切

片を作製し、抗 CD69 抗体や抗 ICAM-1
抗体、抗 VCAM-1 抗体など接着分子に対

する抗体を用いて免疫染色し、共焦点顕

微鏡で観察した。肺組織特異的に CD69
を発現した炎症細胞が浸潤、集積してい

く過程を経時的に解析し、CD69 陽性細

胞の浸潤から炎症巣の形成に至る各細

胞の挙動を観察した。Th2 細胞は、CFSE
でラベルしたり、GFP を恒常的に発現し

ている GFP Tg マウスの Th2 細胞を用い

て移入実験を行った。 
また新規のアレルギー性喘息の治療に

向けた試みとして、抗 CD69 抗体を用い

て喘息抑制効果を検討した。抗 CD69 抗

体を OVA 吸入前に投与した場合と OVA
吸入後に投与した場合とに分け、効果的

な投与時期についても検討した。 
 
(4)CD69 リガンド分子のクローニング 

マウス CD69 の細胞外領域と IgGFc を結

合させた soluble CD69 分子を作製した。

これを用いて培養細胞を染色した。陽性

細胞より mRNA を精製して cDNA ライ

ブラリーを作製し、ウイルス発現ベクタ

ーへの組み込み、培養細胞に感染させ、

soluble CD69 分子で染色して陽性となる

細胞を sorting により回収した。 
 
４．研究成果 
(1)腸管炎症部位での CD69 分子の発現細胞
の解析 

マウスでの腸炎モデルとして、デキスト

ラン硫酸（DSS）を飲水に混ぜて飲ませ、

急性腸炎を誘導する系を用いた。CD69
ノックアウトマウスでは炎症が起こら

ないことが明らかになった。正常マウス

で腸炎誘導後、腸管の組織切片を作製し、

抗 CD69 抗体を用いて免疫染色を行った

ところ、腸管炎症部位に浸潤しているほ

とんどの炎症細胞で CD69 が発現してい

た。また炎症巣における炎症性サイトカ

インやケモカインの発現レベルを比較

したところ、CD69 ノックアウトマウス

では IL-1b、IL-6、CCL2 などの発現レベ

ルが野生型マウスに比べ有意に低かっ

た。また抗 CD69 抗体の投与により腸炎

の発症を抑制できることが明らかとな

った。 
 
(2)腸炎モデルにおける正常マウスからの

細胞移入実験 
腸管炎症部位に浸潤する細胞群のうち、

どのような細胞上に発現する CD69 分子

が腸炎の発症に重要であるか調べるた

めに、正常マウスから T 細胞や B 細胞、

好中球、マクロファージを精製し、CD69
ノックアウトマウスに移入し腸炎を誘

導して症状を比較した。その結果、正常

マウスの T 細胞を移入した場合に腸炎

が誘導され、T 細胞上の CD69 分子が腸

炎の発症に重要であることが明らかと

なった。 
 
(3)アレルギー性喘息モデルを用いた

CD69 分子の発現様式に関する解析 
アレルギー性喘息モデルを用いて気道

炎症誘導後、経時的に組織切片を作製し、

抗CD69抗体を用いて免疫染色した。Th2
細胞は、GFP を恒常的に発現している

GFP Tg マウスの Th2 細胞を用いた。抗

原吸入後の肺への Th2 細胞浸潤を調べ

たところ、好酸球など他の炎症細胞の浸



 

 

潤に先んじて 24 時間以内に起こること

が明らかとなった。また肺に浸潤した

Th2 細胞は focus を形成し、好酸球浸潤

にともなう炎症巣の形成を制御してい

ることが明らかとなった。さらに肺に浸

潤した Th2 細胞で特異的に CD69 の発現

がみられた。 
新規のアレルギー性喘息の治療に向け

た試みとして、抗 CD69 抗体を用いて喘

息抑制効果を検討したところ、抗 CD69
抗体の投与により喘息の誘導が抑制で

きることが明らかとなった。さらに抗

CD69 抗体を抗原吸入後に投与した場合

にも抑制できることが明らかとなった。 
 
(4)CD69 リガンド分子のクローニング 

soluble CD69 分子を用いた培養細胞の染

色で陽性の細胞より cDNA ライブラリ

ーを作製し、ウイルス発現ベクターに組

み込んで培養細胞に感染させ soluble 
CD69 分子で染色する方法で陽性クロー

ンを同定した。 
 
(5)結論 
本研究によりアレルギー性喘息および腸

炎モデルを用いて CD69 分子の役割とその

発現様式に関する解析を行った結果、炎症

部位に浸潤しているほとんどの炎症細胞

で CD69 の発現が見られ、炎症巣の形成に

おける CD69 分子の役割が明らかとなった。

CD69 ノックアウトマウスではアレルギー

性喘息や腸炎が起こらず、特に T 細胞上の

CD69 分子が炎症の誘導に重要であること

が明らかとなった。またアレルギー性喘息

モデルにおける解析からTh2細胞の集積が

好酸球の浸潤に先んじて起こり、Th2 細胞

が炎症巣の形成を制御していることが明

らかとなった。今後 CD69 リガンド分子の

クローニングやその発現様式の解析が進

むことにより、さらに炎症反応の場の形成

メカニズムが明らかになると考えられる。

またアレルギー性喘息、腸炎とも抗 CD69
抗体投与による抑制効果が認められ、CD69
分子の働きを抑制する薬剤の開発ができ

れば有用な治療薬になると考えられた。 
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