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研究成果の概要（和文）：Ｔ細胞の結核菌感染肺への遊走に関与するケモカインレセプター(CkR)の同定を試み、肺CD4
+T細胞のCXCR3発現を認めたが、抗CXCR3抗体処理の結果からT細胞の感染肺への遊走には必須でないことが明らかとな
った。一方、ケモカイン産生を誘導するインターロイキン(IL)-17を産生するＴ細胞を肺に誘導すると、ＢＣＧワクチ
ン効果を増強したことから、IL-17が誘導するケモカインの重要性が示唆された。今後、Ｔ細胞の結核菌感染局所への
遊走を細胞レベルで画像解析するため、蛍光タンパク発現遺伝子組換え結核菌を作成し、Ｐ３実験施設への導入した倒
立蛍光顕微鏡培養装置の微速度撮影システムでの解析を開始した。

研究成果の概要（英文）：Analysis of chemokine receptors on CD4+ T cells migrated in the Mycobacterium 
tuberculosis-infected lung showed expression of CXCR3, but anti-CXCR3 mAb-treated mice suggested 
dispensable role of CXCR3 in the T cell migration. On the other hand, involvement of chemokines are 
suggested by enhancement of vaccine efficacy of BCG after inoculation of IL-17-inducing vaccine in the 
lung. Fluorescent protein-expressing M. tuberculosis was also developed to visualize interaction of T 
cell migration to infected microfoci by using fluorescent microscope incubator system introduced in P3 
laboratory.

研究分野： 細菌学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
肺結核は人類の健康に対する重大な脅威

の一つであり、多剤耐性あるいは超多剤耐性
結核菌の出現のため新規ワクチンの重要性
が再認識されている。結核に対する予防に用
いられている Mycobacterium bovis BCG 株 
(BCG)が誘導する Th1 細胞は成人肺結核の予
防には十分な効果を必ずしも示しておらず、
次世代の抗肺結核ワクチンの開発が急務と
なっている。 
肺結核に対する感染防御には、T 細胞の結

核菌肺感染局所へのターゲッティングとそ
れに引き続く成熟肉芽腫形成が重要と考え
られる。この肉芽腫形成を伴う感染防御には
結核菌抗原特異的Th1応答が中心的役割を果
たす。一方、IL-17 が欠損した状態では、結
核菌感染肺にTh1細胞が感染細胞と正常に相
互作用せず、成熟肉芽腫の形成と菌の排除が
著しく低下した。IL-17 はケモカインなどの
発現を誘導する炎症性サイトカインである
ため、これらの分子が Th1 の感染局所へのタ
ーゲッティングを規定すると推定された。し
かし、肺感染局所への T 細胞ターゲッティン
グを規定する分子は明確になっていない。 

BCG 接種により誘導された Th1 細胞は肺
結核に対しては予防効果が低いことが問題
となっている。BCG 接種で誘導される Th1
細胞を肺結核感染局所にターゲッティング
できれば、強い感染防御を誘導するワクチン
戦略になるものと期待される。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、肺結核感染局所への T 細

胞ターゲッティング機構を、特にケモカイン
レセプターとケモカインの役割、ならびに
IL-17 の役割に注目して詳細に解明するとと
もに、その情報を応用して新規に肺結核に対
するターゲッティングワクチン戦略を開発
することにある。そこで、 
(1) 感染肺への T 細胞動員を規定するケモカ
インレセプターとケモカインの検討、 
(2) 肺への T 細胞の動員を可視化する解析シ
ステムの構築、 
(3) 肺への T 細胞動員を誘導する新規抗肺結
核ワクチン戦略の開発、 
の３点に焦点を当てて研究を進めた。そして、
最終的には成人肺結核の予防に有効な新規
ワクチンのプロトタイプの提案を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) 動物、感染およびリンパ球調整：野生型
あるいはマイコバクテリア抗原 Ag85B 特異
的 T 細胞レセプター（TCR）トランスジェニ
ック（P25 TCR Tg）C57BL/6 マウスおよび
B6-Ly5.1 マウスを用いた。マウスに、経気道
的に BCG を５X106 CFU 接種し、4 週間後に
肺を採取した。この肺より肺浸潤リンパ球を
調整し、その表面形質を解析するとともに、
一部の実験では C57BL/6 マウスあるいは P25 
TCR Tg マウスの肺浸潤リンパ球を磁気分離

法を用いて CD4+T 細胞に分離し、1X106個を
BCG 感染 B6-Ly5.1 マウスに養子移入し、2
日後のドナーLy5.2+ CD4+肺浸潤 T 細胞の形
質を検討した。 
 
(2) フローサイトメトリー (FCM) および遺
伝子発現解析： 肺浸潤リンパ球を抗ケモカ
インレセプター抗体および抗 CD4、抗 Ly5.2
抗体で染色し、FACSCANTO の 8 color FCM
により解析した。また、感染肺が発現するケ
モカイン遺伝子を real-time reverse- 
transcription polymerase chain reaction 
(RT-PCR)法で解析し、ΔΔCt法で発現量を比
較した。 
 
(3) 肺組織培養：蛍光タンパク発現マイコバ
クテリアを肺接種したマウスに、BCG 感染
28 日の肺より得られた CD4+T 細胞を PK26
赤色蛍光色素でラベルして養子移入し、その
24 時間後に肺を切除し、培地を含む低融点ア
ガロースを気管から注入して固化させた。こ
れを約 100 μm のスライスとしてガラスボト
ムシャーレの底面に固定し、蛍光顕微鏡に設
置した培養装置により培養しつつ微速度撮
影観察を行った。 
 
(4) 蛍光タンパク発現結核菌の作成：マイコ
バクテリア発現ベクターpNN2 を用いて緑色
蛍光タンパク(EGFP)、あるいは赤色蛍光タン
パク(DsRedまたはHcRed)を発現するBCGあ
るいは結核菌を作成した。 
 
(5) IL-17 発現誘導によるワクチン増強効果の
検討：マイコバクテリア抗原特異的 Th17 細
胞を肺に誘導するため、コレラ毒素（CT）と
HBHA抗原を混じてC57BL/6マウスに経鼻的
に接種し、その後に肺リンパ球の HBHA 特異
的 IL-17 産生反応を検討した。また、BCG 皮
下接種で一次免疫したマウスに HBHA + CT
経鼻接種で二次免疫し、その後に結核菌を肺
感染させ、感染 14 日目の肺および肝臓内菌
数をモニターした。 
 
４．研究成果 
(1)  マイコバクテリア感染肺に分布する

CD4+T 細胞が発現するケモカインレセ
プターならびに感染肺で発現されるケモ
カインのレパートリー解析 

 肺マイコバクテリア感染後に CD4+T 細胞
が肺に動員される際に、ケモカイン/ケモカイ
ンレセプター相互作用が重要と推定された。
そこで、感染肺に動員された CD4+T 細胞が
発現するケモカインレセプターのレパート
リーを検討した。BCG 肺接種 28 日目の野生
型 C57BL/6 マウスの肺 CD4+T 細胞をマイコ
バクテリア抗原 PPD 及び抗原提示細胞とと
もに培養し、細胞表面のケモカインレセプタ
ー発現を FCM で検討した。その結果、比較
的多くの細胞に認められたケモカインレセ
プターとして、CCR2, CCR4, CCR5, CCR6, 



CXCR3, CXCR5が挙げられた（図1A）。また、
インターフェロン(IFN)-γ産生(Th1)細胞では
相対的に CCR5, CXCR3, CXCR5 を発現する
細胞の割合が増加した（図 1B）。 

 
一方、肺のケモカイン発現を RT-PCR 法で

解析したところ、BCG 感染により CCL5, 
CCL20, CXCL9, CXCL10. CXCL13 が増加し
たが、CCL2, CCL7, CCL12, CCL22 の発現に
は大きな変化が認められず、CCL17 は発現が
やや低下した（図２）。 

上記の解析で増加が認められたケモカイ
ンレセプターとケモカインの組合せを検討 
すると（表 1）、肺のマイコバクテリア抗原 
特異的 Th1 細胞では CCR5-CCL5、
CXCR3-CXCL9/10、CXCR5-CXCL13 が、抗
原特異的非 Th1 細胞では CCR4-CCL5、
CCR6-CCL20が肺への動員に関与する可能性
が考えられた。CXCR5 は濾胞ヘルパーＴ
(Tfh)細胞に発現されることが報告されてい
るため、IFN-+CXCR5+細胞は感染細胞の分
布する局所ではなく感染肺に形成されるリ
ンパ濾胞様構造に分布する細胞と推定され
た。従って、感染局所への分布に関係するケ

モカインレセプターとケモカインの組合せ
として CCR5-CCL5、CXCR3-CXCL9/10 が特
に有力と考えられた。 

 
(2) マイコバクテリア感染肺に動員されるマ

イコバクテリア抗原特異的 CD4+T 細胞
の発現するケモカインレセプターのＴ細
胞養子移入法による検討 

上記の解析より、肺に分布する CD4+T 細胞
の発現するケモカインレセプターのレパー
トリーが明らかとなった。次に、末梢血から
肺に動員される結核菌抗原特異的 CD4+T 細
胞の発現するケモカインレセプターを確認
するために、マイコバクテリア抗原特異的 T
細胞レセプターのみを発現する P25 TCR Tg
マウスに BCG を肺接種し、28 日目の肺
CD4+T 細胞を、BCG 肺感染させた B6-Ly5.1
マウスに養子移入した。2 日後に肺に分布す

るドナーP25 TCR Tg マウス由来 Ly5.2+CD4+
Ｔ細胞のケモカインレセプター発現を検討
した結果、野生型感染マウスを用いた実験と
同じく、CCR2, CCR4, CCR5, CCR6, CXCR3, 
CXCR5 の発現が認められた（図３A）。 
 

 

 

 

 



感染局所への動員に関与するケモカインレ
セプターの候補として、CCR5 および CXCR3
の関与が推定されたため、養子移入の際に、
抗 CXCR3 抗体を同時に投与することにより
CXCR3 と CXCL9/10 の相互作用をブロック
した。予想に反して、肺に動員される P25 TCR 
Tg マウス由来 T 細胞の数は変化しなかった
（図３B）。一方、CXCR3 陽性細胞数は有意
に低下したことから（図３A）、抗 CXCR3 抗
体は有効にCXCR3+細胞の動員をブロックで
きたと考えられた。従って、マイコバクテリ
ア抗原特異的 CD4+T 細胞の肺への動員は、
単独のケモカインレセプターにより制御さ
れるのではなく、複数のケモカインレセプタ
ーが関与する可能性が考えられた。 
マイコバクテリア感染肺での有効な免疫

応答に必須である IL-17 が複数のケモカイン
発現に関与することから、マイコバクテリア
感染肺への CD4+T 細胞誘導を規定するのは、
IL-17 で誘導されるものを含む複数のケモカ
インとそのレセプターの総和と考えられた。 
 
(3) CD4+T 細胞の感染細胞への動員を解析

する肺組織培養の蛍光観察システムの構
築 

 肺から T 細胞を分離し解析する方法では、
T 細胞と感染細胞の相互作用を可視化するこ
とができない。この点を改善するために、以
下の技術開発を行った。 
まず、肺組織内での細胞の動きを可視化す

るため、緑色蛍光タンパク EGFP を発現する
BCG を接種したマウスに赤色蛍光色素でラ
ベルした肺浸潤 T 細胞を養子移入し、24 時間
後に肺を摘出してそのスライスを作成し、組
織培養を行いながら緑色と赤色の蛍光色素
の動態を 5-10 時間にわたり微速度撮影する
方法を、当研究センターの P2 実験室に設置
されている倒立型共焦点レーザー走査顕微
鏡を用いて構築した。その解析の結果、EGFP
陽性の BCG 感染細胞に接着する赤色蛍光陽
性 T 細胞（図 4 の白丸で示す）は観察中に大
きな動きを示さず、一方 BCG 感染細胞と接 
触していない細胞（黄色で局在と軌跡を示
す）は大きな運動を示した（図４)。従って、
この組織培養システムはT細胞とマイコバク
テリア感染細胞の相互関係を短時間モニタ
ーするシステムとして使用可能なこと、細胞
の養子移入後 24 時間ではすでに T 細胞と感
染細胞の安定した接着が成立していること
が判明した。今後はこのシステムを応用して、
試験管内でT細胞を加えて感染細胞と相互作
用する培養系に改変し、その相互作用におけ
るケモカインの役割を中和抗体を用いて検
討する予定である。 
次に、結核菌を用いて同様な解析を行うシ

ステムを構築するために、蛍光タンパクとし
て EGFP、DsRed,または HcRed を発現した結
核菌を作成した。また、当研究センターの P3
実験室にて蛍光色素発現結核菌に感染した
肺組織を微速度撮影で観察するため、蛍光顕

微鏡システム一式を新たに導入した。現在、
このシステムを用いた結核菌感染肺の観察
システムを構築中である。 

 
(4) IL-17 誘導ワクチンによる BCG ワクチン

効果の増強 
 IL-17 がケモカイン産生の誘導を介してマ
イコバクテリア感染肺へのマイコバクテリ
ア抗原特異的 CD4+Th1 細胞の誘導に重要な
役割を果たすと考えられた。そこで、BCG の
肺結核に対するワクチン効果を増強する方
法として、IL-17 を産生するマイコバクテリ
ア抗原特異的 CD4+Th17細胞を肺に誘導する
ワクチンの有効性を検討した。CT に混じた
マイコバクテリア抗原 HBHA を経鼻的に肺
接種すると、肺に HBHA 特異的 IL-17 産生反
応が増強し（図５A）、結核菌を肺感染後にも
維持されていた（図５B） 

 
次に、BCG 皮下接種で全身性にマイコバク

テリア抗原特異的Th1細胞を誘導したマウス
CT+HBHA 経鼻免疫を加え、結核菌を肺感染
14 日後に肺および肝臓の菌数を計測した。そ
の結果、BCG 単独接種群に比べて、BCG 接
種にCT+HBHA経鼻接種を追加した群では有

 

 



意に肺内菌数の低下が認められた。残念なが
ら、肺での防御免疫増強は感染 4 週目では確
認されなくなり、今後はより持続する肺免疫
増強法の検討が必要と考えられた。 

 
 今回の研究から、マイコバクテリア肺感染
で肺に誘導される CD4+T 細胞の発現するケ
モカインレセプターおよび感染肺のケモカ
インの組合せが明らかになり、またその中で
も重要と推定されたケモカインレセプター
CXCR3 が単独では CD4+T 細胞の肺への動員
を制御しえないことが明らかとなった。すな
わち、T 細胞の肺への動員では複数のケモカ
イン-ケモカインレセプターの相互作用によ
り確実な防御が担保されているものと考え
られた。また、組織培養の蛍光観察の結果か
ら、肺での T 細胞と感染細胞の相互作用は少
なくとも 10 時間程度は安定したものである
ことも明らかとなった。さらに、IL-17 によ
るケモカイン産生を増強する目的で、肺に結
核菌抗原特異的 Th17 細胞を誘導することに
より、BCG ワクチン効果が増強できることも
明らかとなった。これらの結果は、今後の肺
結核に有効なワクチンを設計するうえで重
要な基盤的情報となると期待される。 
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