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研究成果の概要（和文）： CCL28遺伝子欠損マウスでは、大腸粘膜でのIgA産生細胞の減少と分布異常、糞便中
のIgA量の著明な減少、および個々のIgA産生細胞のIgA産生量の低下が見いだされ、CCL28は大腸粘膜でのIgA産
生に重要な役割を担っていることが確認された。さらにCCL28遺伝子欠損マウスの糞便ではバシラス綱が相対的
に増加していた。大腸でのIgA産生量の低下と細菌叢の変化と関連して、CCL28遺伝子欠損マウスではデキストラ
ン硫酸誘発腸炎の増悪が見られ、それは抗菌薬投与で軽減された。

研究成果の概要（英文）： CCL28 is expressed in the mucosal tissues and to attract IgA-antibody 
secreting cells (IgA-ASCs) via CCR10. CCL28 has an antimicrobial activity against microbes in vitro.
 However, in vivo evidence for the role of CCL28 in the mucosal immunity remains scanty. We 
generated CCL28-deficient mice and demonstrated that CCL28-deficient mice showed reduced numbers and
 altered distribution of IgA-ASCs in the colon. The IgA contents in the fecal extracts were low. The
 average amounts of IgA secreted by a single IgA-ASC isolated from the lamina propria of the colon 
was reduced. Furthermore, the 16S rRNA sequencing analysis of feces revealed an increase of the 
Class Bacilli. Consistent with the low IgA production and altered microbiota in the colon, 
CCL28-deficient mice had aggravated colitis upon treatment with dextran sulfate, which was 
ameliorated by oral antibiotics. Therefore, CCL28 has an role in the mucosal immunity of the colon 
as a chemoattractant with a direct antimicrobial activity.

研究分野： 免疫学
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１．研究開始当初の背景 
ケモカインは細胞遊走を誘導するサイトカイ

ンの一群で、ヒトでは 50 種に及ぶリガンドと 
18 種のシグナル伝達型レセプターが知られ
ている (Zlotnik & Yoshie. Immunity 2012, 
36:705)。免疫系に属する様々な細胞は特定
のケモカインレセプターを発現し、各レセプタ
ーに対応するケモカイン (しばしば複数存在
する) を発現する臓器/組織にホーミングする
ことで機能を発揮することができる。CCL28 
は多くの粘膜組織で構成的に発現しており、
さらにそのレセプター CCR10 はおもに IgA 
産生細胞（IｇA-ASCs）で発現している。そのこ
とから CCL28は IgAにより粘膜組織を防御す
る Common Mucosal Immune System (CMIS) 
の基盤となるケモカインであろうと推測されて
い る  (Kunkel et al. J Clin Invest 2003, 
111:1001)。しかしながら、 CCR10 遺伝子欠
損 (CCR10-KO) マウスでは授乳中の乳腺で
の IｇA-ASCs の減少は認められたが、消化管
粘膜での分布や頻度には変化がないという意
外 な 結 果 が 報 告 さ れ た (Morteau et al. J 
Immunol 2008, 181:6309) 。 そ の 後 、
CCR10-KO マウスでは腸管の孤立リンパ濾
胞で T 細胞非依存性に IｇA-ASCs の増産
が起こり、腸管組織での 本来の IｇA-ASCs の
減少を補っていること、ただし孤立リンパ濾胞
由来の IｇA-ASCs の産生する抗体は低親和
性であり（本来の IgA 産生細胞と比べて 
hypermutation の 頻 度 が 低 い ） 、 ま た
CCR10-KO マウスの腸管では IgA メモリー
細胞の維持や二次応答も障害されていること
が報告された (Hu et al. Proc Natl Acad Sci U 
S A 2011, 108:E1035)。 

我々も CCL28-CCR10 系の研究で独自の
貢献をしてきた。CCL28 が IgA 産生細胞の
大腸へのホーミングに必須であることを明らか
にした  (Hieshima et al. J Immunol 2004, 
173:3668) 。 ま た プ ラ ズ マ 細 胞 に お け る 
CCR10 の発現（Nakayama et al., J Immunol 
2003, 170:1136）やそのビタミン D 3 による転
写誘導を明らかにした  (Shirakawa et al. J 
Immunol 2008, 180:2786)。さらに CCL28 は
様々な細菌や真菌に対して直接的な抗菌作
用を発揮することも報告した (Hieshima et al. 
J Immunol 2003, 170:1452)。 
  CCL28-CCR10 系の IｇA-ASCs の粘膜組
織への分布や粘膜免疫応答における役割は、
これまでCCR10-KO マウスやCCL28 に対す
る中和抗体を用いて研究されてきた。ただし、
CCR10 は皮膚に発現するケモカイン CCL27 
の レ セ プ タ ー で も あ る 。 一 方  CCL28 は 
CCR10 以外に好酸球に発現する CCR3 に
も作用する。また CCL28 には直接的な抗菌
作用も存在する。さらに最近の研究では、
CCL28 がヒト CD34+ 血液幹細胞/前駆細胞

に対する増殖因子であること (Karlsson et al. 
Blood 2013, 121:3838)、妊娠中の脱落膜スト
ローマ細胞にアポトーシスを誘導し自然流産
に関与していること  (Sun et al. Mol Hum 
Reprod 2013, 19:676)、 なども報告されている。
このように CCL28 は CMIS のみならずそれ
以外にも多彩な生理作用を持つ可能性があ
る。 
 
２．研究の目的 

Common Mucosal Immune System (CMIS) 
とは、局所で誘導された IｇA-ASCs が全身の
粘膜組織に再分布して粘膜防御するシステム
である。このような IｇA-ASCs の再分布には
特定のケモカインが密接に関係すると推測さ
れる。そして CCL28 は全身の粘膜組織で強く
発現し、またそのレセプター CCR10 は Iｇ
A-ASCs で選択的に発現されることから、
CCL28-CCR10 系こそが CMIS の基盤的ケ
モカイン系であろうと推測される。また CCL28 
は好酸球に発現する CCR3 にも作用し、さら
に直接的に真菌や細菌に対して抗菌作用を
発揮する。そこで本研究では CCL28 遺伝子
欠損 (CCL28-KO) マウスを作製し、粘膜組
織での IｇA-ASCsの分布や機能変化を検討し、
さらに糞便中のミクロビオーム解析を行い、粘
膜免疫における CCL28 の役割を総合的に
解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 CCL28 遺 伝 子 欠 損 マ ウ ス （ 以 下 、
CCL28-KO マウス）は CCL28 遺伝子のエクソ
ン 1 を EGFP 遺伝子とネオマイシン耐性遺伝
子をコードする遺伝子カセットで置き換えるこ
と に よ り 作 製 し た 。 CCL28-KO マ ウ ス は
C57BL/6Jマウスと12代以上バッククロスしたも
のを実験に使った。PCR、RT-PCR、免疫抗体
染色、ELISA、ELISPOT などはすべてキットを
用いて、型通りの方法で行った。OVA による
経鼻免疫は 100 µg OVA に 10 µg poly(I:C)
をアジュバンドとして加えて 5 回行い、最後の
免疫の 2 週間後に血液および糞便を採取した。
腸管固有粘膜層からの単細胞の分離はすで
に報告した方法を用いて行った（Hieshima et 
al. J Immunol 2004, 173:3668）。腸内細菌の
16S rRNA 配列解析は次世代シークエンサー
を用いて行った。CCL28 の抗菌活性測定も以
前に報告した方法で行った（Hieshima et al. J 
Immunol 2003, 170:1452）。デキストラン硫酸
（DSS）誘発腸炎の発症は 2% DSS を含む飲
水を 7 日間飲ませることによって行った。 
 
４．研究成果 

CCL28 遺伝子のエクソン 1 を EGFP と Neo
耐性遺伝子をコードする遺伝子カセットで置
き換えることにより CCL28 遺伝子欠損マウス
（以下 CCL28-KO マウス）を作製した（図 1）。
CCL28-KO マウスは SPF 条件下ではメンデル
の法則に従って生まれ、正常に発育し、特に
異常な形質は示さなかった。 



 
 
 
 
 
 
 
 

（図 1） 
 

また CCL28-KO マウスの腸管組織では
CCL28 の発現が見られないことを RT－PCR
で確認した（図 2）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図 2） 

 
抗 IgA 免疫染色による解析から CCL28-KO

マウスの大腸組織では IgA-ASCs の数が約
50%に減少していた。さらに IgA-ASCs の粘膜
組織での分布も野生型マウス（WT マウス）と
は異なっていた。そこで血清中および糞便中
の総 IgA 量を定量したところ、CCL28-KO マウ
スでは前者で約 50%、また後者は約 10%にま
で減少していた（図 3）。OVA 免疫マウスでも
糞便中の OVA 特異的 IgA 量は著明に減少し
ていた。また我々は大腸の腸管粘膜固有層
から分離した個々の IgA-ASCs の IgA 産生量
を定量し、WT マウスの IgA-ASCs より有意に
減少していることも見出した。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図 3） 

 
  CCL28-KO マウスの腸管細菌叢の変化を
糞便中の 16S rRNA の次世代シークエンサー
による 配 列 解 析 で 検 討 し た 。そ の 結 果 、
CCL28-KO マウスではバチラス綱に属する細
菌の比率が有意に増加していた。さらにバチ
ラス綱に属する細菌種である腸球菌とバチラ
スセレウスに対する CCL28 の強い抗菌活性を
確認した。 
 

腸管での IgA 産生量や腸内細菌叢はデキ
ストラン硫酸誘発腸炎（以下、DSS 腸炎）の発

症に影響を与えることが報告されている。そこ
で WT マウスと CCL28-KO マウスで DSS 腸炎
を起こして比較した。その結果、CCL28-KO マ
ウスでは DSS 腸炎が増悪することが見いだし
た（図 4）。さらに増悪した DSS 腸炎は抗生物
質投与によって有意に軽減した。 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

          （図 4） 
 
 これらの結果から、CCL28 は大腸組織にお
ける IgA-ASCs のホーミングと組織内分布およ
び IgA 産生量に密接に関わっており、また
IgA 産生量や直接的な抗菌作用により大腸で
の腸管細菌叢の構成にも大きな影響を与えて
いることが示唆された。 
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