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研究成果の概要（和文）： 
 記憶ヘルパーT細胞は免疫記憶に不可欠な細胞であるが、生体内における記憶ヘルパーT細胞

の分化や多様性、維持のメカニズムは未だ不明な点が多い。記憶ヘルパーT 細胞が活性化マー

カーとして知られる CD69 を恒常的に高発現している点に着目したところ、CD69 遺伝子欠損マ

ウスではエフェクターヘルパーT 細胞への分化や増殖が正常であるにもかかわらず、記憶ヘル

パーT 細胞を欠損することが明らかとなった。CD69 は記憶ヘルパーT 細胞が定着する骨髄への

移行に必須な役割を持っていることと同時に、ヘルパーT細胞の骨髄への移行は記憶ヘルパーT

細胞の発生に必須であることも明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：Memory T helper (Th) lymphocytes play an essential role in immunological 
memory. However, little is known about the molecular mechanisms of the generation and maintenance 
of memory Th cells. We focused on CD69 and examined to clarify the role of CD69 in memory Th cells. 
Although CD69 does not appear to be required for the development of effector Th cells, the number of 
antigen-specific memory Th cells in CD69-deficient mice dramatically decreased compared to wild-type 
mice. CD69 plays a crucial role in the generation of memory Th cells and that the relocation of effector 
Th cells to the BM is essential for generation of memory Th cells . 
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１．研究開始当初の背景 
記憶ヘルパーT細胞は免疫記憶に不可欠な細
胞である。それらの細胞の非存在下では、長
寿命プラズマ細胞の発生、また記憶キラーT
細胞の維持や二次応答に欠損が見られる。そ
のような免疫記憶の調節において著しく重
要であるにもかかわらず、生体内における記
憶ヘルパーT細胞の分化や多様性、維持、再

活性化についてほとんど知られていない。 
 抗原刺激を受けたナイーブヘルパーT細胞は、
リンパ節や脾臓などの二次リンパ器官で活性
化・増殖しエフェクターヘルパーT細胞になり、
免疫反応終息後そのごく一部が記憶細胞として
生体内で長期に生存すると考えられている。こ
れまでどの臓器で記憶細胞が維持されているの
かについては全くの不明であった。最近、当研
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究室で記憶ヘルパーT細胞が二次リンパ器官
において免疫後3-8週間で骨髄へ移動し、その
後何ヶ月も骨髄に定着し続けることを報告
した (Tokoyoda et al., Immunity 30:721-730, 
2009.)。さらに、記憶ヘルパーT細胞は骨髄の
IL-7産生ストローマ細胞上で長期に渡り休止
状態で、かつ再刺激時には高い反応性をもっ
て維持されていることが分かり、IL-7産生ス
トローマが記憶ヘルパーT細胞のニッシェで
あることも明らかにしてきた。この記憶ヘル
パーT細胞は特異的にLy-6Cや活性化マーカ
ーとして知られるCD69分子を高発現してい
る。また、このLy-6C陽性記憶ヘルパーT細胞
は、刺激後に効率よく抗体産生をヘルプする
ことができる。このことから、エフェクター
ヘルパーT細胞は骨髄に侵入後ニッシェへ移
動し、ニッシェに接着して記憶ヘルパーT細
胞として長期間生存し機能が維持されると
考えられるが、この骨髄への侵入からニッシ
ェに接着するまでのプロセスやニッシェに
よる記憶ヘルパーT細胞の生存維持や機能維
持のメカニズムは全く不明である。そこで、
本研究では生体内で抗原刺激を受けて分化
したエフェクターヘルパーT細胞が骨髄に侵
入しニッシェで維持されるまでの細胞のダ
イナミクスと分子メカニズムの解明、及び記
憶ヘルパーT細胞の持つ今までに知られてい
ない機能を明らかにしたいと考えた。 
 
２．研究の目的 
免疫記憶は高等生物の生体防御における最
も重要な生体システムの一つである。私はそ
の中で、免疫記憶の中枢として働く記憶ヘル
パーT 細胞が生体内でどのように形成され維
持されているかを解明したいと考えている。
今まで、大部分の記憶ヘルパーT 細胞が休止
状態にも関わらず、CD69 分子を特異的に高
発現しており、また CD69遺伝子欠損マウス
が記憶ヘルパーT 細胞を特異的に欠損してい
ることを明らかにしてきた。そこで本研究で
は、記憶ヘルパーT 細胞の形成や維持におい
て、どの段階で、またどのような分子機構で
CD69 分子が関わるのか、といった CD69 分
子の役割を解明すると同時に、この記憶ヘル
パーT 細胞を特異的に欠損したマウスを用い
ることによって液性免疫を中心とした免疫
システムにおける記憶ヘルパーT 細胞の役割
を解明していく。本研究による免疫システム
の解明は、アレルギーや自己免疫疾患などの
免疫疾患の治療に大きく貢献すると考えて
いる。 
（１） CD69分子の機能と記憶ヘルパーT細
胞形成における役割 
 われわれは既に、CD69遺伝子欠損マウスで
はエフェクターヘルパーT細胞への分化や増
殖が正常であるにもかかわらず(Miki-Hosokawa 
et al.,J. Immunol. 183 : 8202 - 8215, 2009 )、記

憶ヘルパーT細胞を欠損することを明らかにし
ている。そこで、CD69遺伝子欠損マウスで記憶
ヘルパーT細胞形成に障害が生じる原因として
エフェクターヘルパーT細胞の骨髄への移行、
または骨髄での維持においてCD69分子が機能
しているのではないかと考えた。そこで、CD69
特異的抗体やCD69陽性細胞の局在や動態を解
析することでその機能を明らかにすることがで
きると考えている。われわれは、CD69分子の発
現を組織学的に検出可能なCD69遺伝子座に
GFPをノックインしたマウスを既に作製済みで
あり、CD69分子の発現とその局在を詳細に解析
することが可能である。初めに免疫染色法で抗
原特異的なエフェクターヘルパーT細胞の骨髄
への移行時でのおおよその局在を明らかにした
後、生きているマウス体内で細胞がどのように
移動するかを明らかにすることができる生体内
イメージング法を用いて、骨髄やリンパ節内で
のヘルパーT細胞の動態を観察する。さらに、
CD69特異的抗体を用いてCD69分子の機能を阻
害した時の影響を解析することでCD69分子の
機能分子としての役割を明らかにしていくこと
ができると考えている。CD69分子が機能する場
所を同定することで、その場での発現が予想さ
れるCD69分子の未知のリガンドについて解析
していく。 
（２）記憶ヘルパーT細胞による高親和性抗体
産生誘導メカニズム 
 われわれは、記憶ヘルパーT細胞を特異的に
欠損するCD69遺伝子欠損マウスでは高親和性
抗体の産生誘導能に著しい障害が生じることを
見出している。CD69遺伝子欠損マウスでは脾臓
中の胚中心B細胞及びプラズマ細胞は正常に形
成されることから、プラズマ細胞の脾臓からの
移出、骨髄への侵入、骨髄内での移動のいずれ
かの段階に障害があると考えられる。そこで、
記憶ヘルパーT細胞とプラズマ細胞の動態を観
察し､どのように記憶ヘルパーT細胞がプラズ
マ細胞と相互作用し､調節するかを解析してい
く。記憶ヘルパーT細胞の有無によりプラズマ
細胞の細胞数や生体内における局在の変化を解
析し、直接的あるいは間接的に記憶ヘルパーT
細胞がプラズマ細胞を調節する機構について解
明する。記憶ヘルパーT細胞の未だに知られて
いない役割を解明することができると考えてい
る。 
 
３．研究の方法 
まず、CD69遺伝子欠損マウスにおける記憶ヘル
パーT細胞の欠損とCD69の生体内における役割
について解析する。記憶ヘルパーT細胞の形成
にCD69分子がどのように関与しているかを明
らかにすると同時に、CD69分子の機能分子とし
ての役割を解明したい。次に記憶ヘルパーT細
胞の維持におけるCD69分子の役割を解析する
と同時に、記憶ヘルパーT細胞のプラズマ細胞
に対する作用について詳細に解析する。記憶ヘ



ルパーT細胞を特異的に欠損するCD69遺伝
子欠損マウスを用いることで、記憶ヘルパー
T細胞がどのように高親和性抗体の産生誘導
を調節しているのかを解明し、液性免疫反応
における記憶ヘルパーT細胞の新しい役割を
明らかにする。 
（１）CD69 分子の機能と記憶ヘルパーT 細
胞形成における役割 
 CD69分子が記憶ヘルパーT細胞形成のど
の段階で関与するのかを解明する。まず抗原
特異的なCD69遺伝子欠損ヘルパーT細胞の
免疫後の生体内での細胞数や局在について
詳細に解析する。CD69遺伝子欠損マウスでは
エフェクターヘルパーT細胞の分化や増殖が
正常に起こり、血中に存在するCD69遺伝子欠
損エフェクターヘルパーT細胞の数も正常で
あることから、まずエフェクターヘルパーT
細胞の骨髄への移入について着目している。
われわれは既にCD69特異的抗体処理により
抗原特異的エフェクターヘルパーT細胞の骨
髄への移入が阻害されることを明らかにし
ている。このことからCD69分子がエフェクタ
ーヘルパーT細胞の骨髄への移行において機
能分子として作用していることが示唆され
た。CD69遺伝子欠損エフェクターヘルパーT
細胞でも同様の現象が認められるのかを解
析すると同時に、CD69特異的抗体で処理した
細胞の局在や動態を解析していく予定であ
る。CD69分子が骨髄において機能分子として
作用することが示唆されたことで、CD69分子
の未知のリガンドが骨髄に発現しているこ
とが考えられる。CD69特異的抗体で処理した
細胞やCD69遺伝子欠損エフェクターヘルパ
ーT細胞の局在と野生型のエフェクターヘル
パーT細胞の局在を比較することでCD69分
子のリガンドを発現している細胞を同定す
ることができると考えている。 
 また、われわれは既にCD69-GFPノックイ
ンマウスを作製済みで、生体内でのCD69陽性
細胞の局在と動態を免疫染色法や生体内イ
メージング法を用いて解析することができ
る。われわれは既に多光子レーザー顕微鏡を
用いた骨髄やリンパ節における生体内イメ
ージング法を確立しており、従来の凍結切片
免疫染色法やフローサイトメトリー法､全身
における局在が観察できる超高感度CCDカ
メラによる生体内イメージングシステムと
ともに細胞の動態や局在を解析可能である。 
 さらに、CD69分子が記憶ヘルパーT細胞の
維持に関与するのかを解明する｡記憶ヘルパ
ーT細胞はCD69分子を恒常的に発現してい
ることから､定常時においてCD69分子が記憶
ヘルパーT細胞の維持に関与していることが
考えられる｡そこで、CD69特異的抗体(Fabフ
ラグメント)をマウスに投与することで記憶
ヘルパーT細胞の数やその局在に変化が生じ
るか解析する｡記憶ヘルパーT細胞上にCD69

分子が恒常的に発現していることから､CD69分
子のリガンドが骨髄に発現している可能性が高
い。血管内皮細胞や骨髄のストローマ細胞は
Lamininを発現している。われわれは既に、記憶
ヘルパーT細胞のほとんどがLaminin陽性細胞と
接着していることを明らかにしていることから、
Laminin陽性細胞上において、未だ同定されてい
ないCD69リガンドの存在が示唆された。そこで、
CD69特異的抗体を処理してCD69分子とリガン
ドとの結合を阻害した時にLaminin陽性細胞と
記憶ヘルパーT細胞の局在がどのように変化す
るか解析する。またその後、骨髄Laminin陽性細
胞を分離し、その溶出タンパク質を標的にして
CD69分子のリガンドを分子生物学的手法を用
いて解析する予定である。 
 
（２）記憶ヘルパーT 細胞による高親和性抗体
産生誘導メカニズム 
CD69 遺伝子欠損マウスでは高親和性抗体産生
誘導能が低下しているにもかかわらず、免疫後
14 日目の脾臓では野生型同様に抗原特異的プ
ラズマ細胞を誘導する。しかし、免疫後 28日目
では骨髄中の抗原特異的プラズマ細胞数が顕著
に減少することを見出している。このことから、
記憶ヘルパーT 細胞はプラズマ細胞の脾臓での
発生ではなく、骨髄への移行または骨髄での維
持に関与していると考えられる。そこで、記憶
ヘルパーT 細胞が高親和性抗体の産生誘導に働
く段階についてさらに詳細に解析していく。記
憶ヘルパーT 細胞がプラズマ細胞の①脾臓から
の移出、②骨髄への移行、③骨髄での維持のど
の段階で働くのかを明らかにする。免疫後の時
間を振って凍結切片を作製し免疫染色法で観察
し、おおよその記憶ヘルパーT 細胞の侵入もし
くはプラズマ細胞と接着する時間を同定する。
その後、生体内イメージング法で動態を解析す
る。プラズマ細胞の発生する時間を確定するた
めにも、免疫染色法だけでなくフローサイトメ
トリー法や ELISPOT法も用いる。 
  記憶ヘルパーT細胞のプラズマ細胞に対す
る役割をさらに明確にするために、記憶ヘルパ
ーT細胞特異的欠損マウスである CD69遺伝子
欠損マウスを用いて解析する。従来、全ヘルパ
ーT 細胞を欠損したマウスは作製できていたが、
記憶ヘルパーT細胞のみを欠損したマウスは未
だ報告がない。野生型のマウス由来のプラズマ
細胞をこの記憶ヘルパーT細胞欠損マウスに移
入することで、プラズマ細胞のどの段階で記憶
ヘルパーT細胞が作用しているか詳細に解析す
ることができると考えている。つまり、CD69
遺伝子欠損マウスの高親和性抗体産生誘導能を
解析していくことで、記憶ヘルパーT細胞が間
接的あるいは、直接的にプラズマ細胞を制御し
高親和性抗体産生誘導を行っているのか解析し
ていく。さらにこのマウスを解析していくこと
によって、従来予想されていた役割以外の新し
い記憶ヘルパーT細胞の役割を明らかにするこ



とができると考えている。 
 
４．研究成果 
（１）CD69 分子の機能と記憶ヘルパーT 細
胞形成における役割 
これまでに私たちは大部分の記憶 CD4 T細
胞が骨髄に定着しており、高い反応性を保持
したまま維持されていることを見出してき
た。記憶 CD4 T細胞の多くが CD69を発現し
ている事から CD69遺伝子欠損マウスを用い
て CD69分子の機能と記憶ヘルパーT細胞形
成における役割について解析を行った。 
 まず、CD69分子が記憶ヘルパーT細胞形
成のどの段階で関与するのかについて解析
を行った。CD69遺伝子欠損マウスではエフ
ェクターヘルパーT細胞の分化や増殖が正常
に起こり、血中に存在する CD69遺伝子欠損
エフェクターヘルパーT細胞の数も正常であ
るにもかかわらず、骨髄中に形成される
CD69遺伝子欠損記憶ヘルパーT細胞の数が
顕著に減少した（図１）。 

 
次に、CD69が記憶 CD4 T細胞の発生にど

のように関与しているかについて解析した。
CD69 特異的な抗体で CD69 の機能を阻害し
たところ、CD69抗体で処理した CD4 T細胞
は骨髄への移行能に障害が生じる事を見出
した。このことから、CD69は CD4 T細胞の
骨髄への移行に必要な機能分子として働き、
記憶 CD4 T 細胞の発生に必須な役割を担っ
ていると考えられる。 
 CD69特異的抗体処理により抗原特異的エ
フェクターヘルパーT細胞の骨髄への移入が
阻害されることを明らかにしていることか
ら、それらの細胞の局在について解析したと
ころ、CD69特異的抗体で処理した細胞は
Laminin陽性細胞との接着が顕著に阻害され
る事が明らかとなった。また、われわれは既
に CD69-GFPノックインマウスを作製済みで、
生体内での CD69陽性細胞の局在を免疫染色
法を用いて解析した。その結果、骨髄中の
CD69陽性細胞は陰性細胞と比べて顕著に

Laminin陽性細胞と接着しているものの割合が
高いことがわかった（図２）。 

 
これらのことから、Laminin陽性細胞上におい
て、未だ同定されていない CD69リガンドの存
在が示唆された。 
 
（２）記憶ヘルパーT 細胞による高親和性抗体
産生誘導メカニズム 
記憶 CD4 T細胞の特徴の一つとして、高親和性 
抗体の産生を制御する機能がある。そこで、
CD69 遺伝子欠損マウスにおける高親和性抗体
の産生誘導能を解析したところ、野生型のもの
と比べて高親和性抗体の産生が低下しており、
その現象は、CD4 T細胞上の CD69に依存して
いることも明らかになった（図３）。 

 
以上の事から CD69 遺伝子欠損マウスでは機能
的な記憶CD4 T細胞が形成されない事が証明さ
れた。 
 CD69 遺伝子欠損マウスの表現型を解析した
ことにより、このマウスが記憶 CD4 T細胞を特
異的に欠損するマウスとして世界で初めて発見
されたことになる。今後はこのマウスを用いて、
記憶CD4 T細胞の従来予想された役割を証明し、
さらに予想外の記憶CD4 T細胞の新しい役割も
明らかにすることができると考えている。 
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