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研究成果の概要（和文）：野生型マウスにニワトリ卵白アルブミン(OVA)をアジュバントと共に
皮下免疫すると、抗原特異的な抗体産生細胞や細胞障害性 T細胞(CTL)が誘導される。ケモカイ
ン CCL19 と CCL21-ser の発現を欠損する突然変異マウス(plt)では、野生型マウスに比べて抗体
産生能が増強していた。一方、抗原特異的 CTL は plt では誘導が抑制されていた。以上の結果
より、ケモカイン CCL19 と CCL21 は抗原特異的 T細胞の初期免疫応答と、メモリー細胞誘導の
制御に重要な役割を果たしていることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：The roles for chemokines CCL19 and CCL21 in induction of humoral 
immunity or cell-mediated immunity were investigated using plt mutant mice, which lack 
expression of CCL19 and CCL21-ser in their lymphoid organs. When the mice were immunized 
with ovalbumin(OVA) in adjuvant, the amount of anti-OVA IgG in serum was higher in plt 
mice as compared to BALB/c WT mice. However, the antigen specific CTL induction inhibited 
in plt mice. These findings indicate that CCL19 and CCL21 induce prompt antibody responses 
to antigen, and regulate T cell responses in vivo. 
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１．研究開始当初の背景 
 生体の免疫反応で重要な作用の一つは、病
原微生物やウイルスによる感染症から身を
守ることである。免疫反応の主役を担うリン
パ球には、抗体を産生する B細胞と、抗体産
生を含めた様々な免疫応答を調節する T細胞
がある。抗体は体液中に入った微生物などの
異物に結合する。それが標識となり、マクロ
ファージなどの食細胞がより効率よく異物

を排除し感染を防御する（体液性免疫応答）。
しかし、細胞内に入り込んだ細胞内寄生性の
微生物やウイルスには抗体では効果がない。
その場合は細胞障害性 T 細胞(CTL)が、感染
細胞を直接攻撃し感染の拡大を防ぐ（細胞性
免疫応答）。このように、両者は役割を分担
して生体の防御機構をより完全なものにし
ている。体液性免疫、細胞性免疫応答ともに、
二次リンパ組織におけるナイーブ T細胞のプ



ライミングは重要なポイントになる。生体内
へ侵入した抗原を取りこんだ樹状細胞と、胸
腺で作られたナイーブ T細胞はそれぞれ、リ
ンパ流または血流を介してリンパ節内へ入
る。この時の細胞遊走に関わっているのが、
細胞表面に発現するレセプターCCR7 とその
リガンドのケモカイン CCL19、CCL21である。
ケモカイン−ケモカインレセプターの反応に
よりリンパ節へホーミングした樹状細胞は、
ナイーブ T細胞に抗原提示を行ない T細胞の
プライミングが成立する。これまで、ケモカ
インは細胞走化因子としての働きがよく調
べられてきた。近年はそれ以外にも免疫反応
を制御する働きを持つ事も報告されている
が 未 だ 不 明 の 点 は 多 い
(J.Immunol.179:6485-6493,2007) 。我々が
見いだした plt マウスは、ケモカイン CCL19
と CCL21-ser(SLC-ser)の発現を欠き、樹状細
胞や T細胞のリンパ節への遊走と局在に異常
が認められる(Blood 91:2886-2895, 1998, 
J.Exp.Med. 189:451-460, 1999)。しかし、
樹状細胞と T細胞はリンパ節辺縁洞や脾臓周
辺帯の一部に集積して接触し、免疫応答を惹
起でき、特に CD4 陽性 T細胞の反応は野生型
マウスに比べて増強・遷延する(J.Exp.Med. 
193:207-217, 2001)。これらの結果もケモカ
インが単に走化因子として作用するだけで
はなく、免疫反応をも制御するという説を支
持していた。そこで、近年我々が開発した抗
原特異的な CD4 陽性 T 細胞、CD8 陽性 T 細胞
が誘導できるリポソームアジュバント
（J.Immunol.177:2324-2330, 2006）を用い
て、体液性免疫応答や細胞性免疫応答の誘導
や維持におけるケモカインの役割の解析を
おこなった。  
   
２．研究の目的 
 本研究ではニワトリ卵白アルブミン(OVA)
または、OVA ペプチドを免疫した野生型マウ
ス 、 ケ モ カ イ ン CCL21-ser(SLC-ser) と
CCL19(ELC)の発現を欠損する突然変異マウ
ス(plt mouse :paucity of lymph node T cell 
mouse)、CCR7 ノックアウトマウスでの免疫反
応を比較し体液性免疫応答と細胞性免疫応
答の初期誘導と維持における、ケモカイン
CCL19 または CCL21 の役割を明らかにするこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）免疫するマウスと抗原・免疫方法： 
BALB/cマウスまたはC57BL/6マウス，CCR7-/-マ
ウスに、liposome-OVA、liposome-OVAペプチ
ド （ OVA257-264:H-2

b 拘 束 性 ） 、 complete 
Freund’s adjuvant-OVA(CFA-OVA)、Alum-OVA
を 皮 下 免 疫 す る 。 な お BALB/c-plt 、
C57BL/6-pltマウスは、東邦大学医学部実験
動物センターで自家繁殖して用いた。アジュ

バントに用いるリポソームの組成は、
Distearoyl Phosphatidyl 
Choline(DSPC):Distearoyl Phosphatidyl 
Ethanolamine(DSPE):Distearoyl 
Phosphatidyl Glycerol(DSPG):Cholesterol = 
4:3:2:7 。本研究では下線部分をオレイン酸
（不飽和脂肪酸）に変えた組成のリポソーム
を準備し、架橋剤グルタールアルデヒドを用
いてOVA（ペプチド）抗原と架橋した。 
（２） 二次リンパ組織での抗体産生細胞と
血清中抗体の検出： 
 二次リンパ組織へ抗原を輸送した樹状細
胞が機能的にナイーブT細胞をプライミング
することにより、B細胞が抗体産生細胞へ分
化できているかを調べる。免疫後のマウス二
次リンパ組織中の抗OVA抗体産生細胞をELIS
POT法で検出する。また、全身性の反応は、
血清中の抗OVA抗体をELISA法で検出し判定
する。 
（３）生体内CTL活性の測定： 
 CTLの誘導にケモカイン−ケモカインレセ
プターの刺激の有無が影響を及ぼすか調べ
る。liposome-OVAペプチド免疫後のマウスに、
強く蛍光標識してOVAペプチドで抗原パルス
したマウス脾臓細胞と、弱く蛍光標識しただ
けのマウス脾臓細胞を1:1の割合で混合して
静注する。静注後、liposome-OVAペプチド免
疫マウスの脾臓を取り出し、フローサイトメ
ーターで脾臓中の蛍光標識細胞を解析する。C
TL活性はペプチドパルスした標的細胞の減少
で評価する。さらに、機能的なCTLの誘導にお
いてCD4陽性T細胞由来の補助的なシグナルの
必要性に関する検討は、同一のリポソーム表
面にOVA257-264、OVA323-339ペプチドを結合させた
抗原を用いて免疫をし、CTL活性を調べ判定し
た。 
（４）抗原特異的 T細胞の反応性の測定： 
 免疫後、マウスの所属リンパ節又は脾臓を
採取し、それぞれの細胞浮遊液を調整後、試
験管内で同一抗原を用いて再刺激を行なっ
た。抗原に反応する抗原特異的T細胞の増殖
は3H−チミジンの取り込みにより、また培養上
清中のIL-2、IFN-g、IL-4、IL-10 などのサイ
トカイン量はELISA法で調べた。リアルタイ
ムRT-PCR法を用いたサイトカインのmRNA 
の定量を行ない転写レベルでの解析を行な
った。Th1 細胞、Th2 細胞の同定は、CD4 陽性、
CD8 陽性細胞を各抗体で染色した後、抗IFN-g
抗体と抗IL-4 抗体を用いて、細胞内サイトカ
イン染色を行ない、フローサイトメーターで
解析した。 

 

 
４．研究成果 
（１）抗体産生の誘導にケモカイン−ケモカ
インレセプターの刺激の有無が影響を及ぼ
すか調べた。BALB/c マウスに OVA または
liposome-OVA または CFA-OVA を皮下免疫後、



所属リンパ節中の OVAに対する抗体産生細胞
をELISPOT法で検出すると、野生型に比べplt
ではリンパ節あたりの抗 OVA抗体産生細胞数
が多く検出された(a)。また血清中の抗体価
も plt で増強が認められた(b)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）抗体産生細胞の成熟に必要なサイトカ
インについてしらべた。IgG2a 産生に関与す
る Th1タイプのサイトカインインターフェロ
ンIFNと、IgG1 産生に関与する Th2 サイ
トカイン IL-4 を測定した。IFN、IL-4 共に
野生型よりも plt で高い産生が認められ、そ
の産生は免疫 56 日後でも持続していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）リンパ節中で B細胞が抗体産生細胞に
成熟する時には、ヘルパーT 細胞からの補助
的なシグナルが必要となる。Ex vivo の培養

系で抗体産生反応におけるヘルパーT 細胞機
能を測定した。トリニトロフェニル（TNP）
ハプテンを結合させた-ヒトイムノグロブリ
ン/CFA 免疫マウスの脾臓由来の B 細胞と、
OVA/CFA 免疫マウスのリンパ節由来ヘルパー
T 細胞をそれぞれ分離し、TNP-OVA 存在下で
共培養し、培養上清中に産生される抗 TNP 抗
体量を測定した。免疫後９日後の plt 由来の
T 細胞を用いた場合、野生型に比べて IgM、
IgG ともに産生量が増加した。また免疫後 56
日後の T 細胞では、IgM 産生は、免疫後 9 日
後と同様に plt 由来の T細胞を加えた場合に
抗体産生が高く、IgG では、plt 由来の T 細
胞を加えた場合にのみ抗体産生が検出され、
野生型由来の T細胞を加えた場合では抗体産
生は検出されなかった。したがって、これら
の結果より、 plt マウスの由来のヘルパーT
細胞は、野生型に比べ、抗体産生反応を増強
することが示唆された。(a,b) 
次に、二次免疫反応における抗体産生につい
て調べた。マウスに OVA/CFA を免疫し 8週後、
再度同じ OVA 抗原を追加免疫した後から、1
週目 2週目の血清中抗体価を調べた。野生型、
plt 共に、IgG1 は追加免疫後１週で抗体量が
増加し 2週目は元のレベルまで低下した。一
方、IgG2a は、野生型、plt ともに、追加免
疫１週目に増加し、その増加は 2週目も維持
された。しかし、増加量は plt の方が野生型
に比べ、追加免疫前よりも約 2倍に増加した。
(c) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４）Th2 タイプの反応を優位に誘導する、
アラムアジュバントを用いて免疫を行ない、
血清中抗体価と、所属リンパ節細胞由来のサ
イトカイン産生を調べた。野生型，plt 共に
IgG1 と IgG2a 抗体を産生し、plt では有意に
産生が増加した(a)。リンパ節細胞由来のサ



イトカイン産生は、IFNg、IL-4 共に plt マウ
スで増加が認められ、免疫後 56 日後でも持
続していた(c)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（５）CTL の誘導にケモカイン−ケモカインレ 
セプターの刺激の有無が影響を及ぼすかし
らべた。マウスにliposome-OVA323-339 を免疫
後in vivo CTL assayをおこなったところ、
野生型に比べpltではCTL活性が著しく低下
していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（６）以上の結果より、ケモカイン CCL19 と
CCL21 は、CFA アジュバント、Alum アジュバ
ントまたは liposome アジュバントを用いた
免疫誘導におけるヘルパーT 細胞機能の制御
に必要なシグナルをもたらす可能性が示唆
された。 
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