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研究成果の概要（和文）：免疫学的記憶は生体を防御する免疫システムにとって必須の機構であ

る。本研究は免疫学的記憶におけるメモリーT リンパ球の分化や維持機構を分子レベルで解明

することを目的とした。Notch シグナルに障害がある T リンパ球を持つマウスではリーシュマ

ニア原虫再感染に対する２次免疫応答に不全が認められた。また、同マウスでは抗原特異的

CD4 陽性 T リンパ球が早期に消退した。以上から T リンパ球の長期間の生存に Notch シグナ

ルが緊密に関与していることが明らかとなった。 

 

研究成果の概要（英文）：Immunological memory is essential for providing protection against 

recurrent infection.  However, it is still unknown the molecular mechanism underlying the 

development and maintenance of memory T cells.  Here, we found that the mice bearing 

Notch signaling-deficient T cells did not show the protective immune response against 

secondary Leishmania major infection, indicating that Notch signaling is critical for 

memory T cell survival after antigen stimulation.    
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１．研究開始当初の背景 

 T リンパ球の免疫記憶に関する研究は細胞
傷害性リンパ球(CTL)へと分化する CD8 陽性
T リンパ球について主に行われており、知見
も多く集積していた。その中で、感作された
CD8陽性Tリンパ球がメモリー細胞となり生
体内で長期間生存し再活性化するために必
要な因子のいくつかが明らかとなっていた。

CD4 陽性 T リンパ球、インターロイキン２
（IL-2）や IL-15 などの T リンパ球増殖性サ
イトカインが細胞外環境因子としてメモリ
ー細胞の長期生存に必要である(Shedlock DJ, 

et al: Science 2003, Sun JC, et al: Science 2003, 

Williams MA, et al: Nature 2006, Stoklasek TA, 

et al: J Immunol 2006)ことや、CD8-T の内在性
因子として転写因子である Id2 がメモリー細
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胞の生存に重要であることが報告されてい
た。さらに、感作の条件により形成されるメ
モリー細胞に質的な差異があること明らか
であった(Sarkar S, et al: J Exp Med 2008)。この
ようにメモリー細胞の維持や再活性化は
CD8 陽性 T リンパ球内・外のいくつもの因子
により制御されているが、感作された CD8

陽性Tリンパ球の中からどのようにメモリー
細胞が形成されてくるのか、エフェクターと
メモリーの分化がどのように制御されてい
るのかについては未だ明らかではなかった。
しかし、メモリー細胞への分化は細胞外因子
によって制御されている可能性が示唆され
ていた。 

  

  

 

２．研究の目的 

 私たちは Notch シグナルがリンパ球活性化
と分化を制御するという現象を解明してい
く中で、免疫学的記憶現象に Notch シグナル
が関与しているのではないかとの着想を得
た。私たちは、免疫応答という生命現象を
Notch シグナルという側面から解明していく
べく研究を遂行しており、本研究は免疫学的
記憶現象に焦点を当てた解析を行い、免疫学
的記憶細胞への分化やその維持あるいは再
活性化における Notch シグナルの機能を明ら
かにしていくことを目的とした。 

 

３．研究の方法 

１）マウス 
RBP-Jflox/floxマウスを CD4-Cre マウスと交配
し TCR Tリンパ球特異的 RBP−J 遺伝子を欠
損するマウス(RBP−Jflox/flox:CD4-Cre, RFF4)を
作出した。またこのマウスを BALB/c背景へ
と戻し交配した。OVA抗原特異的 TCR Tgマウ
ス(OT-II)と RFF4マウスを交配し RFF4-IIマ
ウスを作出した。 
 
２）免疫 
抗原特異的免疫応答を観察するためマウス
後肢足蹠に卵白アルブミン OVAを完全フロイ
ントアジュバントとともに免疫した。その後、
経時的に免疫所属リンパ節細胞を分離し試
験管内にて OVA とともに培養した。培養３日
目に 3H-チミジンの取り込みによる OVA抗原
特異的 T リンパ球増殖を観察した。 
 
３）Leishmania major 感染 
マウス後肢足蹠に 5x106の Leishmania major 
(L. major)を接種した。その後経時的に接種
足蹠の肥厚を観察した。いくつかの実験では
L. major 接種の前後に抗 IL-4抗体（200g/
匹）を腹腔内投与した。再感染実験では、初
感染と反対側の足蹠に 1x107の L. major を接
種し、経時的に肥厚を観察した。 

 
 
４．研究成果 
１）RFF4 マウスにおける抗原特異的 T リン
パ球応答 

マウスを OVA で免疫後５日目、１０日目、
２０日目に免疫所属リンパ節を分離し試験
管内にて OVA により再刺激した（図１）。免
疫後５日目ではRFF4マウスは野生型マウス
と同程度の反応を示した。しかし１０日目で
はRFF4マウス由来所属リンパ節細胞では増
殖の減弱傾向が認められ、免疫後２０日目で
はRFF4マウス所属リンパ節細胞の抗原特異
的増殖は顕著に低下した。このことから
RFF4 マウスでは免疫後抗原特異的 T リンパ
球はいったん活性化されるが、その後抗原特
異的Tリンパ球応答が消退することが示唆さ
れた。 

 

２）活性化した抗原特異的 RBP-J 欠損 T リ
ンパ球の早期消失 

RFF4 マウスでは抗原免疫後、一度は抗原特
異的なTリンパ球応答を示すもののその応答
は野生型マウスと比較して早期に消退する。
この原因として RFF4 マウスでは(1)抗原特
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図１、OVA 抗原免疫マウス所属リンパ
節細胞の OVA 再刺激に対する増殖反応 

青：野生型、赤：RFF4 



 

 

異的Tリンパ球が抗原に反応しない麻痺状態
となった、(2)抗原特異的 T リンパ球が所属リ
ンパ節に留まれず他の場所に移動した、(3)

抗原特異的 T リンパ球が体内から消失した、
の３つの可能性が考えられたため、次にこの
点について検証した。生体内で抗原特異的 T

リンパ球を検出するために OVA 抗原特異的
TCR OT-II を持つ OT-II トランスジェニッ
クマウスとRFF4を交配しRFF4-IIマウスを
作出した。このマウス由来の CD4 陽性 T リ
ンパ球(Thy1.2)と対照群由来 OT-II TCR Tg 

CD4陽性Tリンパ球(Thy1.1/1.2)を同数Thy1.1

マウスに移入し OVA 免疫を行った。その後、
経時的に所属リンパ節、脾臓および骨髄中で
の移入 CD4 陽性 T リンパ球をフローサイト
メーターにて検出した（図２）。移植した RFF4

由来 CD4 陽性 T リンパ球は免疫後には所属
リンパ節に野生型と同程度に存在していた。
またデータは示さないがその時点での細胞
分裂も野生型と RFF4 由来 CD4 陽性 T リンパ
球間で差は認められなかった。しかし、経時

的に観察すると所属リンパ節、脾臓、骨髄（デ
ータは示さず）のいずれにおいても RFF4 由
来Tリンパ球は野生型と比較し顕著に減少し
ていた。また初回免疫後９６日後に同一抗原
にて再免疫を行っても、所属リンパ節や脾臓
には RFF4 由来 T リンパ球は検出できなかっ
た。この結果から RBP-J 欠損 CD4 陽性 T リ
ンパ球では免疫直後の抗原刺激に対する応
答は野生型と同程度であるが、その後は野生
型と比較して早期に生体内から消失するこ
とが明らかとなった。 

 

３）Leishmania major 原虫再感染における抵
抗性 

RFF4 マウスでは抗原特異的 CD4 陽性 T リ
ンパ球は感作後しばらくの間は野生型Tリン
パ球と同程度に活性化するがその後抗原特
異的メモリーT リンパ球として長期間生存で
きない可能性が OVA 免疫実験により示唆さ
れた。そこで次にメモリーT リンパ球の生存
が抵抗性の発揮に必須である感染実験を行
った。Leishmania major (L. major)感染は
C57BL/6 マウスは抵抗性系統である一方、
BALB/c マウスは感受性系統である。L. 
major感染に対する抵抗性はL. major特異的
CD4 陽性 T リンパ球が Th1 型となることで
発揮される。そのため L. major 感染の前後に
抗 IL-4 抗体を投与すると感染感受性の
BALB/c マウスが抵抗性となる。そこで抗
IL-4 抗体投与により抵抗性となった BALB/c

マウスでは L. major 再感染に対してどのよ

図３、L. major 再感染時の感染局所の肥厚の
推移 
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図２、OT-II TCR Tg CD4 陽性 T リンパ球
移入マウスにおける RFF4由来 Tリンパ球
の推移 

各々の解析時点で同時に移入した野生型
OT-II TCR Tg CD4 陽性 T リンパ球を
100%としたときの相対的な RFF4 由来
CD4 陽性 T リンパ球数。▲は OVA の再免
疫を示している。 



 

 

うな反応を示すか検討したところ、このマウ
スは抵抗性を示した（図３）。他方、BALB/c

背景の RFF4 マウスでも抗 IL-4 抗体投与に
より L. major 初感染に対して抵抗性となっ
たが、初感染後１１週目に L. major を再感染
させたところ野生型マウスと異なり感染局
所は経時的に肥厚していき感染感受性を示
した。このことから RFF4 マウスではいった
ん獲得した L. major に対する抵抗性免疫応
答、すなわち感染抵抗性メモリーCD4 陽性 T

リンパ球が初感染の収束後に生体内から消
失したため、再感染に対しては感受性となっ
たと考えられた。 

 以上のことから T リンパ球での RBP-J 依
存的NotchシグナルはメモリーTリンパ球の
分化、あるいは生存に深く関与していること
が示唆された。 
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