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研究成果の概要（和文）：　本課題ではナイーブＴ細胞の分化機構の解析を目的とした。マウスのナイーブCD4T細胞に
Ly6ChighとLy6Clowとの2種の細胞が存在すること、これらは活性化後の機能が異なり、Ly6Clow細胞の分化に転写因子B
cl6が必要であることを見出した。胸腺CD4T細胞は、IFNa,IFNg刺激でLy6Cの発現誘導が引き起こされるが、Bcl6欠損CD
4T細胞ではより低濃度でLy6Cの発現が誘導された。
　本研究からナイーブCD4T細胞は複数の細胞が存在し、Bcl6はIFNa,IFNgの感受性を調整することで、ナイーブCD4T細
胞の分化に関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）： We found Ly6C high (Ly6Chi) and low (Ly6Clo) naive CD4 T cells in the spleen of 
a mouse strain. Ly6Chi but not Ly6Clo naive CD4 T cells produced IFN-g, TNF-a and IL-2 after activation 
with anti-CD3 and anti-CD28 Abs. Within 2 d after leaving thymus, 50% of CD4+CD8- thymocytes which 
express low levels of Ly6C stably up-regulate Ly6C without cell division in the spleen. Moreover, 
majority of naive CD4 T cells in the spleen of Bcl6-deficient mice belonged to Ly6Chi naive CD4 T cells. 
When CD4+CD8- thymocytes were stimulated with IFN-a or IFN-g but not with IL-2 in vitro, Ly6Chi naive CD4 
T cells were developed within 2 d and CD4+CD8- thymocytes from Bcl6-KO mice were more sensitive to IFN-a 
or IFN-g stimulation. These data indicate that Bcl6 regulates heterogeneity of naive CD4 T cells in the 
periphery by controlling the signals initiated by IFN-a or IFN-g stimulation.
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１．研究開始当初の背景 
感染応答の要である高親和性抗体産生メモリ

ーB細胞は、二次リンパ臓器内の胚中心におい

て濾胞性ヘルパーT(Tfh)細胞のヘルプのもと

に分化する。このTfh細胞の分化にBcl6が必須

であるが、ナイーブCD4T細胞からBcl6の発現

誘導を介してTfh細胞に分化誘導する分子メ

カニズムは不明である。また、抗原が再度生

体内に入ると二次応答が起きるが、長期間生

体内で維持されるメモリーT細胞とメモリー

Ｂ細胞とがこの応答に必要である。申請者ら

は、メモリーCD4T細胞の分化にもBcl6が重要

であることを報告したが、どの時点でBcl6が

機能を発揮しているのか、詳細な機構は明ら

かにされていない。 

 
２．研究の目的 
本課題では、ナイーブCD４T細胞の多様性を明

らかにし、胸腺CD4T細胞からナイーブCD4T細

胞への分化機序を解析する。さらに、培養系

や生体内で多様な細胞がどのように機能する

か、Tfh細胞や、メモリー細胞の分化を含んだ

生理的な意義の全容を明らかにする。これら

の研究成果は、新規ワクチン開発の基盤とな

るばかりか、免疫不全、自己免疫疾患などの

治療応用への展開が期待できる。 

 
３．研究の方法 
（１）ナイーブCD4T細胞の不均一性の検証： 

① ナイーブCD4T細胞におけるBcl6の発現に

不均一性があるかを検証する目的で

CD62L+CD44-ナイーブCD4T細胞でのBcl6

の発現を細胞内染色およびフローサイト

メトリ（FACS）で解析し、Bcl6欠損マウ

ス由来のCD4T細胞と比較する。 

② ナイーブCD4T細胞における不均一性を評

価できる細胞表面抗原を検索する。ナイ

ーブCD4T細胞を様々な抗体で染色して発

現量をFACSで解析し、Bcl6遺伝子改変マ

ウスと比較する。 

③ これらの不均一性を胸腺、二次リンパ臓

器、肺など末梢臓器で解析し、表現型を

異にするナイーブCD4T細胞の局在を明ら

かにする。 

（２） 胸腺CD4T細胞からLy6C陽性ナイーブ

CD4T細胞への分化機序の解析： 

① 胸腺CD4T細胞からそれぞれのナイーブ

CD4T細胞へ分化する過程を明らかにする。

正常マウスや Bcl6欠損マウス胸腺より

CD4+CD8-T細胞を分取し、CFSEで染色後、

野性型コンジェニックマウスに移入して

Ly6Cの発現量を解析する。 

② 胸腺CD4T細胞やLy6C陰性ナイーブCD4T細

胞にLy6Cの発現を誘導する刺激系を検索

し、それらの遺伝子欠損マウスや、阻害

抗体を用いて生理的意義を検証する。 

（３）Ly6C陰性およびLy6C陽性ナイーブCD4T

細胞の分化と機能解析： 

① Ly6C陰性およびLy6C陽性のナイーブCD4T

細胞の性質の違いを明らかにする目的で、

それぞれの細胞を抗CD3/CD28抗体で刺激

した後、活性化能やサイトサインの分泌

を解析することで二つのCD4T細胞の機能

的な違いを明らかにする。 

② 野性型マウスよりLy6C陰性およびLy6C陽

性のナイーブCD4T細胞を分取し、CD28欠

損マウスにそれぞれの細胞を移入後

NP-CGGで免疫してTfh細胞への分化およ

び機能を免疫学的に解析する。CD28欠損

マウスは正常な組織構造をした二次リン

パ臓器を持つが、自身のCD4T細胞はTfh

細胞に分化しないため、移入したCD4T細

胞のTfh細胞への分化機能を評価できる。

さらに、Ly5.1の系を用いてLy6C陰性と

Ly6C陽性ナイーブCD4T細胞の免疫後の脾

臓におけるCXCR5+PD-1+のTfh細胞への分

化をFACSにより検証する。 

③ 免疫マウスに再度抗原を移入してメモリ

ー細胞への分化と機能を解析する。 

 
４．研究成果 

（１）ナイーブCD4T細胞の不均一性の検証： 

① ナイーブCD4T細胞におけるBcl6の発現を



細胞内染色およびFACSで解析した結果、

Bcl6タンパクの発現の少ない細胞や多い

細胞が検出された。この発現レベルは胚

中心Ｂ細胞やTfhほどには高くなかった。 

② ナイーブCD4T細胞における表面抗原の解

析の結果、Ly6Cの発現の高いLy6C陽性細

胞と、低いLy6C陰性細胞が存在した。そ

れぞれにおける転写因子の発現を遺伝子

レベルで解析した結果、Bcl6の発現が

Ly6C陰性の細胞でより高値を示した。

Bcl6欠損マウスではほとんどのナイーブ

CD４T細胞がLy6C陽性細胞であった。二次

リンパ臓器、肺など末梢臓器でも同じ結

果だったことから、臓器への局在による

細胞表現型の差ではなく、分化の違いと

考えた。この結果から、Ly6Clowの細胞の

分化にBcl6が必要であることが示唆され

た。 

（２） 胸腺CD4T細胞からLy6C陽性ナイーブ

CD4T細胞への分化機序の解析： 

① 胸腺CD4T細胞は野生型、Bcl6欠損マウス

ともにLy6C陰性であった。そこで、末梢

に輸出した後の細胞の分化を調べるため

に野生型マウスや Bcl6欠損マウス胸腺

より分取したCD4+CD8-T細胞を細胞分裂

が解析できるようにCFSEで染色後、野性

型コンジェニックマウスに移入してLy6C

の発現量を解析した。その結果、野生型

胸腺細胞は移入後2日で約50%がLy6C陽性

に分化したが、Bcl6欠損マウスでは80%

以上がLy6C陽性になった。細胞分裂はい

ずれの細胞でも起こっていなかった。こ

のことから、CD4T細胞内のBcl6の発現が、

ナイーブＴ細胞の分化を調整しているこ

とが示唆された。 

② 胸腺CD4T細胞にLy6Cの発現を誘導する刺

激を検索した結果、IFNa,IFNgは野生型胸

腺にもLy6Cの発現を誘導し、Bcl6欠損胸

腺細胞では、より低濃度でLy6Cの発現を

誘導することを明らかにした。野生型胸

腺移入時にIFNaの阻害抗体を投与すると

Ly6C陽性細胞の分化が抑制された。一方

IFMg欠損マウスのナイーブCD4T細胞を解

析すると、Ly6Cの発現は野生型と同程度

であった。これらの結果から、ナイーブ

細胞のLy6C発現は生理的にはIFNaが作用

しており、Bcl6はIFNaやIFNgへの感受性

を調することで分化を制御していること

が示唆された。感受性調整の分子機構は

現在解析中である。 

（３） Ly6C陰性およびLy6C陽性ナイーブCD4T

細胞の分化と機能解析： 

① Ly6C陰性およびLy6C陽性のナイーブCD4T

細胞の性質の違いを明らかにする目的で、

各細胞を抗CD3/CD28抗体で刺激した後、

活性化能やサイトサインの分泌を解析し

た。CD44陽性のメモリー表現型CD4T細胞

と比較して、サイトカインの産生開始は

遅く、ナイーブCD4T細胞としての機能を

持つ細胞であることが明らかになった。

しかしLy6C陽性細胞はよりTh１型のサイ

トカインの分泌を示し、活性化後のCD25

の発現も高かった。一方、Ly6C陰性細胞

はあまり多くのサイトカインを産生せず、

IL21のみを多く産生した。これらの結果

から、Ly6C陽性と陰性の細胞とでは活性

化後の機能が異なることが明らかになっ

た。 

② 野性型マウスよりLy6C陰性およびLy6C陽

性のナイーブCD4T細胞を分取し、CD28欠

損マウスやコンジェニックマウスに移入

後NP-CGGで免疫してTfh細胞への分化お

よび機能を免疫学的に解析した。その結

果どちらの細胞からもTfhは分化したが、

Ly6C陰性の細胞でその割合が多かった。

抗体価はLy6C陰性細胞を移入したマウス

でより高く、抗原親和性も高かった。 

③ 移入後６カ月での抗原再刺激５日後の細

胞を解析すると、Ly6C陰性細胞でTfh様の

メモリーCD4T細胞が顕著に多かった。こ



れらより、Ly6C陰性細胞は、ややTfhに分

化しやすい傾向があり、メモリー細胞と

してはよりTfhとして機能する細胞であ

ることが示唆された。 

以上の結果、CD4T細胞は特異的な抗原刺

激を受ける前にIFNa等の刺激により機能

分化して不均一性をきたしていること、

この機能分化にBcl6が関与していること

が示唆された。 
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