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研究成果の概要： 

 神経難病の一つに多発性硬化症(MS)がある。その動物モデルとなるのが、マウスの実験的自

己免疫性脳脊髄炎(EAE)である。われわれの研究室で見出された突然変異マウス－plt マウス－

（ケモカイン CCL19/21 がない）は、EAE を発症しにくいことを見出した。このケモカインの欠

如で、EAE の原因となる Th17 細胞がみられず、これは樹状細胞（白血球の一つ）が IL-23 を分

泌しないためであった。この結果は MS の治療法開発につながる可能性がある。 
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１．研究開始当初の背景 

 

 多発性硬化症(MS)は神経難病の一つであ

り、その動物モデルが実験的自己免疫性脳脊

髄炎(Experimental Autoimmune Encephalo- 

myelitis: EAE)である。EAE の発症は神経組

織の抗原に反応する Th1細胞とされていたが、

近年になって Th17 細胞が発症の主役である

ことが多数報告されるようになった。一方で、

われわれが見出し維持している突然変異マ

ウス（plt マウス）は、ケモカイン CCL19 と

CCL21 の発現欠損がある。このマウスでは T

細胞と樹状細胞の二次リンパ組織における

遊走と分布に異常があることは既に報告し

ている。このマウスに EAE の発症を試みたと

ころ、発症が強く抑制されていることが判明

した。 

 



２．研究の目的 

 

 plt マウスが EAE を発症しにくいことにつ

いて、発症のどの段階に異常があり、それに

ケモカイン CCL19/21 がどのように関与して

いるのかを明らかにする。これによって、治

療法が明らかでない MS の治療法開発に、新

たな視点を導入することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

 

 マウスは EAE を発症する C57BL/6 マウス

(B6 マウス)と、これを背景にした plt マウス

を用いる。また B6 マウスを背景にした CCR7

ノックアウトマウス（CCR7-KO マウス）は、

ドイツの Martin Lipp 博士から譲渡された。

plt マウスと CCR7-KO マウスは当大学の動物

センターで繁殖した。 

EAE の発症には、マウスに CFA アジュバン

トとともに Myelin Oligodendrocyte 

Glycoprotein (MOG)由来のペプチドMOG35-55

を足蹠皮下に１回だけ免疫し、当日と２日後

に Pertusis Toxin (PT)を静脈内に投与する。

その後に EAE の症状を観察し、症状の程度を

Clinical Score で表示する。 

 この免疫に反応した T細胞の検討には、所

属リンパ節（膝窩リンパ節）の T細胞を用い

る。樹状細胞にはリンパ節あるいは脾臓の

CD11c 陽性細胞を用いるが、骨髄細胞を

GM-CSF とともに培養して得た細胞も用いた。 

 培養上清中のサイトカインの測定には、市

販の ELISA 測定キットを用いた。また、細胞

表面と細胞内分子の検出には、フローサイト

メーターを用いた。 

 

４．研究成果 

 

(1) plt マウスは EAE を発症しない。 

 野生型 B6マウスに MOG35-55 を CFA アジュ

バントとともに免疫し、当日と２日後に PT

を投与すると、免疫 14 日後から麻痺症状が

認められ、28 日後に麻痺はピークになった。

一方、plt マウスでは免疫後 42 日まで経過を

観察したが、発症を認めなかった。 

 CCL19と CCL21のレセプターはCCR7である。

CCR7-KO マウスに EAE を誘導しても、やはり

発症しなかった。したがって、EAE の発症に

は CCR7 を介した CCL19 あるいは CCL21 のシ

グナルが必要であることがわかる。 

 EAE を発症しない原因として、EAE を発症

する Th 細胞が誘導されても、CCL19 と CCL21

が存在しないために中枢神経系へ遊走でき

ないためという可能性もあるが、EAE を発症

した野生型マウスの T細胞を移入すると、無

処置の plt マウスでも発症した。逆に免疫し

た plt マウスの T細胞を野生型マウスに移入

しても、発症しなかった。すなわち、plt マ

ウスで発症しないのは、EAE の発症に関わる

Th 細胞が誘導されないためと考えられる。 

 

(2) 反応した T細胞の解析 

 MOG35-55 で免疫したマウス所属リンパ節

細胞を用意し、in vitroで抗原刺激を行うと、

野生型マウスと pltマウスのどちらのリンパ

節細胞を用いても、ほぼ同じ増殖反応がみら

れた。すなわち、どちらのマウスでも Th 細

胞は同程度に反応していると考えることが

できる。 

 一方、産生されるサイトカインをみると、

IL-4とIL-10はほぼ同じ程度に産生されたが、

IL-17とIFN-γの産生は野生型マウスに比べ

て plt マウスでは著明に低下していた。 

 IL-17 の産生には IL-6、TGF-β、IL-23 が

必要とされている。plt マウスの所属リンパ

節細胞では、IL-6 と TGF-β の産生は低下し

ていなかったが、IL-23 の産生は低下してい

た。IFN-γの産生にはIL-12が必要であるが、

IL-12 の産生も plt マウスの所属リンパ節で

低下していた。したがって、plt マウスで

IL-17とIFN-γの産生が著明に低下したのは、

IL-23 と IL-12 の産生低下によると考えられ

る。 

 

(3) 今回の条件下では、EAE の発症に Th1 細

胞ではなく Th17 細胞が関与している。 

 IL-17とIFN-γの産生が低下していたこと

から予想されるように、plt マウスの所属リ

ンパ節 Th 細胞では、細胞内 IL-17 陽性細胞

と細胞内 IFN-γ 陽性細胞の頻度が明らかに

低下していた。すなわち、plt マウスでは Th1

細胞と Th17 細胞が誘導されないことを示し

ている。EAE の発症には Th17 細胞が関与して
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いるという報告がここ３～４年続いている

が、最近になってやはり Th1 細胞も関与して

いるという報告もみられる。plt マウスでは、

Th1 細胞と Th17 細胞誘導のどちらの低下が

EAE 発症不全につながっているだろうか。

MOG35-55で免疫した野生型とpltマウスの所

属リンパ節 Th 細胞を、in vitro で Th1 また

は Th17 細胞をそれぞれ誘導する条件で刺激

し、Th1 細胞と Th17 細胞がそれぞれ誘導され

ているｋとを確認した後、無処置の野生型マ

ウスに移入し経過を見た。どちらのマウスか

ら得た Th17 細胞でも EAE の発症がみられた

が、Th1 細胞を移入したのでは EAE の発症は

みられなかった。すなわち、われわれの条件

下では、EAE の発症には Th17 細胞が関与し、

Th1 細胞の関与は検出されなかった。したが

って、plt マウスで EAE の発症がみられない

のは、MOG35-55 に免疫された後に Th17 細胞

が誘導されないためであろうと考えられる。 

 

(4) Th17 細胞の誘導に CCL19/CCL21 が必要で

ある。 

 では plt マウスでは Th17 細胞の誘導がみ

られなかったが、CCL19/CCL21 あるいは産生

が低下していた IL-23を補えば回復するのだ

ろうか。免疫後の plt マウス所属リンパ節 Th

細胞を in vitro で IL-23 か CCL19/CCL21 を

作用させると、確かに Th17 細胞が誘導され

た。また、CCL19 を加えて Th17 細胞を誘導す

るとき、抗 IL-23 抗体を加えると、Th17 細胞

の誘導が抑制されたことから、CCL19 または

CCL21 の作用で IL23 が誘導され、その結果と

して Th17 細胞が誘導されると考えられる。 

 移入実験によって、CCL19/CCL21 あるいは

IL-23 を補って plt マウス所属リンパ節細胞

から誘導した Th17 細胞が、EAE を発症できる

ことは確認した。 

 

(5) 樹状細胞の IL-23 産生に CCL19/CCL21 が

関与する。 

 IL-23 を主として産生するのは樹状細胞で

ある。骨髄細胞から in vitro で誘導した樹

状細胞を CCL19/CCL21 で刺激してみると、

mRNAレベルでも蛋白質レベルでもIL-23が誘

導された。所属リンパ節の樹状細胞を用いて

も同じ結果が得られた。 

 CCL19/CCL21がレセプターであるCCR7を介

して刺激した結果であることも確かめられ

た。すなわち、CCR7-KO マウスの樹状細胞で

は、LPS刺激でIL-23を産生するものの、CCL19

や CCL21 の刺激では IL-23 を産生することは

なかった。 

 

(5) まとめと展望 

 以上の結果から、plt マウスにおいて EAE

の発症がみられないのは、IL-23 産生低下に

よって Th17細胞が誘導されないためであり、

樹状細胞による IL-23 産生低下は CCL19 と

CCL21 が発現されないためと結論することが

できる。 

 EAE 発症は CCL19/CCL21 あるいは IL-23 の

産生抑制で防ぐことができたが、発症後はど

うであろうか。発症後にも IL-23 あるいは

CCL19 や CCL21、さらには CCR7 の機能抑制で

Th17 細胞の補充を抑制できる可能性がある。

発症後の EAE を抑制できれば、MS の治療法開

発に向けてさらに進むことができるだろう。 
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