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研究成果の概要（和文）：本研究では、各組織の記憶ヘルパーT細胞を血清学的かつ遺伝学的に除去し、各々の
動態や機能、役割を明らかにすることを目的に研究を行った。その結果、二次応答時には、骨髄記憶ヘルパーT
細胞が4時間以内にCD40Lなどの活性化マーカーかつ機能分子を発現するのに対して、脾臓記憶ヘルパーT細胞は
24時間後まで活性化は見られなかった。さらに骨髄から早期に末梢への遊走も見られたと同時に、骨髄でもB細
胞との相互作用が見られ、骨髄記憶ヘルパーT細胞が主に強く二次応答に働いていることが分かった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we serologically and genetically depleted memory helper T 
cells in the bone marrow and spleen, and aimed to clarify their dynamics, functions, and roles. 
During the secondary response, bone marrow memory helper T cells expressed activation markers and 
functional molecules such as CD40L within 4 hours, whereas splenic memory helper T cells did not 
show activation until 24 hours later. Furthermore, the rapid migration from bone marrow to the 
periphery and interaction with B cells in the bone marrow were observed at the same time, indicating
 that bone marrow memory helper T cells are mainly involved in the secondary response.

研究分野： 免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、骨髄で維持される記憶ヘルパーT細胞が高い機能をもち、主に二次応答で貢献していることが分
かった。ワクチンなどで記憶ヘルパーT細胞の形成を指標にする際は、骨髄を観察する必要があることが分かっ
たとともに、自己免疫疾患やアレルギー疾患などでも主として働く記憶ヘルパーT細胞を除去するためには、骨
髄の記憶ヘルパーT細胞を除く必要があることが分かった。この発見は、ワクチン開発や疾患の治療法確立のた
めに、大きく役立つものであり、学術的にも社会的にも大きく意義がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 

１．研究開始当初の背景 

 

感染や免疫における二次応答において、記憶ヘルパーT細胞は抗原特異的な免疫系の再活性化

のために中枢として働くと考えられている。しかし、どのように関与しているのか、その動態や

機能、役割については、未だに明らかになっていないことが多い。研究代表者は今まで、全身性

の免疫応答では、記憶ヘルパーT細胞が主に骨髄に、また一部は脾臓に維持され、末梢血やリン

パ節など他組織には維持されていないことを示してきた (Tokoyoda et al. Immunity 2009)。

それにもかかわらず、記憶ヘルパーT細胞の特異的マーカーが同定されていないことや、二次応

答時に骨髄と脾臓の記憶ヘルパーT 細胞を各々追跡できないことなどの理由で研究が進まずに

いた。研究代表者は、骨髄記憶ヘルパーT細胞はインテグリンα2やその下流の FAK 依存的に、

また脾臓記憶ヘルパーT 細胞は IL-7 依存的に維持されていることを明らかにし、各シグナルを

単独または同時に阻害することによって、各組織の、またすべての記憶ヘルパーT細胞を特異的

に除去可能になり、各記憶ヘルパーT細胞の動態や機能、役割を解析できるようになった。そこ

で本研究では、二次応答時における骨髄ならびに脾臓の記憶ヘルパーT細胞の動態や機能、役割

を明らかにすると同時に、記憶ヘルパーT細胞そのものの役割についても明らかにする。 

 

２．研究の目的 

 

 本研究の目的は、二次免疫応答において、どのように記憶ヘルパーT細胞が免疫系再活性化の

ために関与しているのか、その動態や機能、役割について明らかにすることである。研究代表者

は、生体内において記憶ヘルパーT 細胞が骨髄内の特殊なストローマ細胞により構成されている

組織内微小環境(ニッチ)で長期間維持されていることを明らかにしてきた(Tokoyoda et al. 

Immunity 2009; Tokoyoda et al. Nat Rev Immunol 2010)。骨髄記憶ヘルパーT細胞は、高いサ

イトカイン産生能を示し、記憶 B細胞から長寿命プラズマ細胞への分化を強く誘導する。それに

対し、胚中心 B細胞のプラズマ細胞への分化に関わる濾胞ヘルパーT(Tfh)細胞は、記憶細胞とし

て脾臓にとどまることが他グループより報告されている。それらの結果より、骨髄と脾臓の記憶

ヘルパーT 細胞は機能や役割が異なる可能性が考えられる。また、B 細胞の存在や IL-2 の阻害

は、Tfh 細胞への分化を促進するが、骨髄記憶ヘルパーT 細胞への分化は阻害するなど、骨髄と

脾臓の記憶ヘルパーT細胞は形成過程も異なる(Hojyo et al. Front Immunol 2016; Sarkander 

et al. Front Immunol 2020)。さらに、維持においても、骨髄記憶ヘルパーT細胞は 2型コラー

ゲンに接着して維持されており、またその受容体であるインテグリンα2の発現は骨髄記憶ヘル

パーT 細胞で非常に高いが、脾臓記憶ヘルパーT 細胞ではそのような接着や発現は見られなかっ

た(Hanazawa et al. Immunol Cell Biol 2013)。そこで、記憶ヘルパーT細胞の維持におけるイ

ンテグリンα2の役割を解析した結果、骨髄と脾臓で異なるシグナルで維持されていることを明

らかにし、二次応答前に片方を消失させることが可能になった。これにより、本研究では骨髄と

脾臓、各記憶ヘルパーT 細胞の動態や機能、役割を解析できるようになった。二次応答時には、

記憶ヘルパーT細胞自身が増殖するとともに、記憶 B 細胞の長寿命プラズマ細胞への分化や胚中

心への再移行などが主に脾臓で行われていると考えられてきた。しかし最近 Riedel らにより、

記憶 B 細胞が骨髄にも多く維持されていることが報告され、骨髄でも記憶 B 細胞と記憶ヘルパ

ーT細胞が出会う可能性を無視できなくなった。本研究では、記憶 B細胞の二次応答の場として



特に骨髄と脾臓に着目しながら、各記憶ヘルパーT細胞の動態や機能、役割について明らかにす

る。 

 自己免疫疾患やアレルギー疾患などの慢性免疫疾患では、再発に記憶ヘルパーT 細胞と記憶 B

細胞、長寿命プラズマ細胞が関与すると考えられている。記憶 B細胞や長寿命プラズマ細胞は抗

CD20 抗体やプロテアソーム阻害剤、また研究代表者が明らかにしたサルモネラ因子 SiiE (Mӓnne 

et al. Proc Natl Acad Sci USA 2019; Takaya et al. Front Immunol 2020)で除去可能である

ことから、慢性免疫疾患の再発を防ぐためには、残る記憶ヘルパーT細胞の除去だけが課題にな

っており、本研究の動機の 1 つにもなっている。研究代表者が見出した、大部分の CD4 陽性 T細

胞には影響を与えずに、骨髄もしくは脾臓、またはすべての記憶ヘルパーT細胞の除去を可能に

した予備実験の結果より、あらゆる免疫記憶を消去し慢性免疫疾患を完治させることができる

可能性が高くなっている。免疫記憶という観点から慢性免疫疾患を解明しようという点でも、本

研究は高い創造性を持っている。また、ワクチンを開発する際、多くの研究は免疫反応で評価し

てきたが、ワクチンの本来の目的である免疫記憶を評価することが、記憶細胞の局在を同定した

現在、可能になってきている(Sarkander et al. Clin Transl Immunol 2016)。本研究で脾臓か

骨髄のどちらか、もしくは両組織の記憶ヘルパーT細胞が二次応答に重要であることが分かれば、

どの組織の記憶ヘルパーT細胞の形成をワクチンの標的にすべきかが明らかになる。本研究によ

り、慢性免疫疾患やワクチンに関連する免疫記憶が解明されれば、免疫学の基礎研究だけではな

く、臨床応用においても大きく貢献できる。 

 

３．研究の方法 

 

 記憶ヘルパーT細胞の動態や機能、役割を解析するために、以下の 3つに分けて研究を実施す

る。主な実験系は、リンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス (LCMV) 糖タンパク質特異的 TCR Tg マウス

(Smarta、Thy1.2)の脾臓ナイーブ CD4 T 細胞を C57BL/6-Thy1.1 マウスに移植し、ニトロフェニ

ル(NP)基で標識された LCMV 糖タンパク質で免疫ならびにブーストをする実験系と、Salmonella 

Typhimurium SiiE 欠損株を用いて感染・再感染させ、蛍光標識 MHC クラス II テトラマーでサル

モネラ特異的 T 細胞を検出する実験系を共に試す。SiiE 欠損株はサルモネラによる抗体免疫抑

制を除去した株であり、通常の細菌に対する抗体免疫誘導ができる(Mӓnne et al. Proc Natl 

Acad Sci USA 2019)。 

 

(1) 骨髄記憶ヘルパーT細胞の動態や機能、役割 

 免疫や感染から 2 ヶ月後の記憶期に、抗 IL-7 抗体を 3 回腹腔内投与する系と、LCMV-TCR Tg 

x Rosa26ERT2cre x IL-7Rαflox/floxを C57BL/6-Thy1.1 マウスに移植・免疫したマウスに、タモキ

シフェンを 5回腹腔内投与で記憶期に遺伝子欠損を誘導する系で行う。脾臓記憶ヘルパーT細胞

が十分に減少した 2週間後にブーストし、二次応答時の骨髄記憶ヘルパーT細胞の動態や脾臓記

憶ヘルパーT細胞の機能と役割を調べる。骨髄と脾臓、リンパ節、末梢血などにおける抗原特異

的ヘルパーT細胞数だけではなく、表現型 (CXCR5、PD-1、Ly-6C、T-bet、Bcl-6、CCR7、CD62L な

ど) やサイトカイン産生能(IL-21、IFNγ、IL-4 など)、マクロファージなどの活性化、脾臓や

骨髄の抗原特異的な抗体や BCR を産生するプラズマ細胞数や活性化・胚中心 B細胞数、血清中の

抗原特異的抗体価も、親和性により分けながら、フローサイトメトリーや ELISpot 法、ELISA、

免疫染色法などで解析する。T細胞の動態はブースト後 1、2、4、7、14 日目で、B細胞の活性化

や分化、血清価は 4、7、14 日目で解析する。 



 

(2) 脾臓記憶ヘルパーT細胞の動態や機能、役割 

 免疫や感染から 2ヶ月後の記憶期に、抗インテグリンα2抗体もしくは FAK 阻害剤を 3回腹腔

内投与する系と、LCMV-TCR Tg x Rosa26ERT2cre x FAKflox/floxを移植・免疫したマウスに、タモ

キシフェンを 5回腹腔内投与で記憶期に欠損を誘導する系で行う。骨髄記憶ヘルパーT細胞が大

きく減少した 2週間後にブーストし、二次応答時の脾臓記憶ヘルパーT細胞の動態や骨髄記憶ヘ

ルパーT細胞の機能と役割を上記(1)と同様に解析する。 

 

(3) 記憶ヘルパーT細胞の役割 

 免疫や感染から 2 ヶ月後の記憶期に、抗 IL-7 抗体と抗インテグリンα2 抗体もしくは FAK 阻

害剤を同時に投与する系で行う。両記憶ヘルパーT 細胞が大きく減少した 2 週間後にブースト

し、二次応答時の記憶ヘルパーT細胞の役割を調べる。解析方法は上記(1)と同様である。 

 

 上記の(1)から(3)までの結果より、骨髄と脾臓各々の記憶ヘルパーT細胞の動態や機能、役割

を明らかにすると同時に、二次免疫応答時に記憶ヘルパーT細胞自身がどのような役割を持って

いるのかも解明することができる。また骨髄が二次応答による長寿命プラズマ細胞分化の場で

あるかを評価する。記憶 B 細胞も記憶ヘルパーT細胞もともに骨髄に多く維持されているにもか

かわらず、もし長寿命プラズマ細胞の分化が起こらなければ、その理由も調べる。 

 

４．研究成果 

 

二次免疫応答において、記憶ヘルパーT細胞の動態や機能、役割は不明な点が多い。研究代表

者は、全身性の免疫応答では、記憶ヘルパーT 細胞が主に骨髄に、また一部は脾臓に維持され、

末梢血やリンパ節など他組織には維持されていないことを示してきた。しかし、記憶ヘルパーT

細胞の特異的マーカーが同定されていないことや、骨髄と脾臓の記憶ヘルパーT細胞を区別でき

ないことなどで研究が進まずにいた。研究代表者は、骨髄記憶ヘルパーT細胞はインテグリンα

2やその下流の接着斑キナーゼ(FAK)依存的に、また脾臓記憶ヘルパーT細胞は IL-7 依存的に維

持されていることを明らかにした。これにより、各シグナルを単独または同時に阻害することに

よって、各組織の、またすべての記憶ヘルパーT細胞を特異的に除去することが可能になり、各

記憶ヘルパーT細胞の動態や機能、役割を解析できるようになった。本研究では、各組織の記憶

ヘルパーT細胞を血清学的かつ遺伝学的に除去し、各々の動態や機能、役割を明らかにすること

を目的に研究を行った。その結果、二次応答時には、骨髄記憶ヘルパーT 細胞が 4 時間以内に

CD40L などの活性化マーカーかつ機能分子を発現するのに対して、脾臓記憶ヘルパーT細胞は 24

時間後まで活性化は見られなかった。さらに骨髄から早期に末梢への遊走も見られたと同時に、

骨髄でも B細胞との相互作用が見られ、骨髄記憶ヘルパーT細胞が主に強く二次応答に働いてい

ることが分かった。抗体による除去実験では二次応答前の時点で各細胞の減少が半分程度であ

ったため、二次応答時の細胞数を解析したが有意な差が得られず、現在交配中のコンディショナ

ル欠損マウスで解析中である。 
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