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研究成果の概要（和文）：体の外面を覆う皮膚と内腔を覆う粘膜は感染防御に必須の生体バリアとして機能する
が、種々の抗原と接触することでアレルギーが誘発される場でもある。本研究では、生体バリア局所への細胞浸
潤について、その分子機構や時空的制御について解析を行った。生体バリアへの細胞浸潤を解析するモデルとし
て、アレルギー性鼻炎マウスを作製し、鼻腔への抗原投与時に鼻粘膜でケモカインCCL28が誘導され、その受容
体であるCCR3およびCCR10を発現するメモリーCD4 T細胞が浸潤することを示した。また、CCL28以外の複数の
CCR3リガンドがアレルギー性鼻炎の病態に関与することを見いだした。

研究成果の概要（英文）：The skin and mucosa are the principal barriers that play an essential role 
in host defense against infection, but they are also the sites where allergies are induced in 
response to contact with various antigens. In this research project, we investigated molecular 
mechanisms underlying the immune cell migration to barrier tissues. Using a mouse model of allergic 
rhinitis, we demonstrated that the chemokine CCL28 was upregulated in the nasal mucosa upon nasal 
challenge with allergen and that memory CD4+ T cells expressing CCR3 and CCR10, the receptors for 
CCL28, were present in the nasal mucosa. We further found that additional CCR3 ligands also play a 
role in the pathogenesis of allergic rhinitis.

研究分野：免疫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　免疫反応時に起こる局所への細胞浸潤は、病原体を排除するのに必須の生体防御反応であるが、同時に自己免
疫・アレルギーなど重大な病態の原因でもある。特に、花粉症などのアレルギー疾患は近年増加し、全人口の約
2人に1人が罹患する国民病であり、有効な新規治療法の開発が望まれる。本研究成果は、アレルギー性鼻炎マウ
スモデルを用いて、粘膜への免疫細胞浸潤の分子機序の一端を明らかにするものであり、花粉症などのアレルギ
ー疾患の新規治療につながることが期待される。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
	 炎症・免疫反応時には、さまざまな種類の炎症・免疫細胞がそれぞれ異なる時間経過で局所
に浸潤する。このような細胞浸潤は病原体を排除するのに必須の生体防御反応であるが、同時
に自己免疫・アレルギーなど重大な病態の原因でもある。なかでも、体の外面を覆う「皮膚」
と内腔を覆う「粘膜」は感染防御に必須の生体バリアとして機能するが、種々の抗原と接触す
ることでアレルギーが誘発される場でもある。細胞の局所への浸潤は、血管内皮細胞表面での
ローリング・活性化・強固な接着・内皮細胞間隙への潜り込み・組織内での移動といった連続
したステップを経て起き、セレクチン・インテグリンなどの細胞接着分子やケモカイン・脂質
メディエーターなどの細胞遊走因子が関与する。これらの分子がどのような組み合わせで発現
するかによって、特定のサブセットの浸潤パターンが時空的に決定される。しかし、各サブセ
ットの浸潤を媒介する分子の実体、その発現や活性の誘導・維持のメカニズム、浸潤の時空的
動態との連関についての理解は未だ十分には進んでいない。 
	 研究代表者らは P-selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL-1) を欠損するマウスを世界に先駆けて
作製し、このマウスの解析から、好中球上の PSGL-1が血管内皮細胞に発現する P-selectinのリ
ガンドとして、また E-selectinのリガンドの 1つとして機能し、好中球のローリングや浸潤を媒
介することを明らかにした (J Exp Med 190:1769, 1999)。さらに、エフェクター/メモリーT細胞
の炎症皮膚浸潤において、T 細胞上の PSGL-1 が P-selectin および E-selectin のリガンドとして
機能することや (J Exp Med 192:1669, 2000; J Immunol 169:4307-4313, 2002)、CD43が E-selectin
のリガンドとして機能し PSGL-1と協同的に T細胞の皮膚浸潤を媒介することを明らかにして
きた (J Immunol 175:8042, 2005; J Immunol 178, 2499, 2007)。 
	 定常時の T細胞の組織浸潤においては、組織特異性があり、皮膚と粘膜では異なる分子機構
があることが知られている。研究代表者らはこれまでに炎症皮膚への T細胞浸潤機構について
多くの解析を行ってきたが、T 細胞の炎症粘膜浸潤を媒介する分子機構については、不明の点
が多く残されていた。特に、アレルギー性鼻炎における鼻粘膜への免疫細胞の浸潤に関わる分
子機構については、十分に理解は進んでいなかった。 
 
２．研究の目的 
	 本研究は、免疫細胞の皮膚・粘膜浸潤の分子機構を明らかにするため、さまざまなサブセッ
トについて、その浸潤を媒介する分子の同定を進める。さらに、同定した分子の発現や活性が
誘導・維持・制御される分子メカニズムを解析することを目的とする。また、皮膚・粘膜の組
織特異性にも着目し、炎症皮膚と炎症粘膜への細胞浸潤機構について、組織による相違につい
ても明らかにする。 
	 最終的には、皮膚・粘膜組織への細胞浸潤を時空的に制御するための標的分子の候補を探索
し、各サブセットの浸潤を制御する新たな自己免疫・アレルギー治療法の開発基盤を確立する
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 試薬：アフィニティ精製ヤギ抗マウス CCL28抗体と APC標識抗マウス CCR10モノクロー
ナル抗体 (mAb) は R&D Systems より購入した。Alexa Fluor 647 標識抗マウス CCR3 抗体は
BioLegendより購入した。Alexa Fluor 647標識ヤギ抗ラット IgG、Alexa Fluor 555標識ロバ抗ヤ
ギ IgG、Alexa Fluor 647標識ストレプトアビジンは Thermo Fischer Scientificから購入した。フ
ローサイトメトリーや免疫組織化学に用いたその他の mAb やコントロール抗体は、BD 
Biosciences、eBioscience、BioLegendのいずれかから購入した。 
(2) マウス：C57BL/6 (B6) マウスは日本 SLCから購入し、滋賀医科大学動物生命科学研究セン
ターにて飼育した。近畿大学との共同研究では B6遺伝的背景の CCL28欠損マウスを使用した。
すべての研究や手順は滋賀医科大学動物実験委員会の承認を受けた。 
	 アレルギー性鼻炎モデルは、0、7、14 日目に腹腔内に 25 µg の卵白アルブミン (OVA; 
Sigma-Aldrich) と 1 mgの alum (Imject Alum; Thermo Fischer Scientific) を含む 300 µl PBSを投与
して感作し、21日目から 7日間連続で鼻腔内に 500 µg OVA/PBS (感作群) または PBS (対照群) 
を投与することにより作製した。最終投与の 1日後に組織を採取し解析した。 
(3) 細胞の調整：マウスのリンパ節および鼻咽頭関連リンパ組織 (NALT) は、スリ付きスライ
ドグラスを用いて機械的にすり潰し、ナイロンメッシュに通して細胞浮遊液を調整した。鼻粘
膜組織は NALT を取り除いた後に骨と軟骨から剥がし、1 mg/ml collagenase D (Roche 
Diagnostics) を含む RPMI 1640で 37°C 30分インキュベートした。洗浄後、ナイロンメッシュ
に通して鼻粘膜細胞を調整した。さらに 40%/70% Percoll (GE Healthcare) を用いた密度勾配法
によって精製した。 
(4) フローサイトメトリー：NALTおよび鼻粘膜から調整した細胞懸濁液を抗 CD16/CD32抗体
と 10分インキュベートした後、モノクローナル抗体と氷上で 30分インキュベートした。洗浄
後、FACSCalibur または FACSCantoII (BD Biosciences) でデータを取得し、FlowJo (Tree Sar) を
用いて解析した。各サブセットは FACSAria (BD Biosciences) でソートした。 
(5) 定量 PCR：total RNA は TRIzol reagent (Thermo Fisher Scientific) を用いて抽出した後に
RNeasy MinElute Cleanup Kit (Qiagen) を用いて精製した。RTは High-capacity RNA-to-cDNA Kit 
(Thermo Fisher Scientific) を用いて行った。PCR は LightCycler 480 を用いて、cDNA、1× 



LightCycler 480 Probes Master (Roche Diagnostics)、1× TaqMan Gene Expression Assay (Applied 
Biosystems) を含む最終容量 20 µlの溶液で、95°C 5分の後、95°C 10秒、60°C 25秒を 45サイ
クル行った。内在性コントロールとしては GAPDHを増幅した。 
(6) 組織学：組織学的解析のためには、組織をパラフィンに包埋し、切片を hematoxylinと eosin
で染色した。 
	 免疫組織学的解析では、組織を 20% sucrose を含む PBS で洗浄し、OCT compound (Sakura 
Finetek Japan) に包埋し、凍結した。切片は 2% BSA/PBS で 15 分ブロックした後、
Streptavidin/Biotin Blocking Kit (Vector Laboratories) で 15分ブロックした。切片はビオチン化抗
CD4抗体または抗 CD8抗体、Alexa Fluor 488標識抗 B220抗体、Alexa Fluor 647標識抗 CD31
抗体と 4°Cで一晩反応させた後、洗浄し Alexa Fluor 555標識ストレプトアビジンで 1時間反応
させた。 
	 ケモカイン受容体の染色では、切片はヤギ IgG を含む 2% BSA/PBS でブロックした後、
Streptavidin/Biotin Blocking Kitでブロックした。Alexa Fluor 647標識抗 CCR3抗体または APC
標識抗 CCR10抗体と Alexa Fluor 647 標識ヤギ抗ラット IgG抗体と反応させた後、ラット IgG
を含む 2% BSA/PBSで再度ブロックした。その後、切片はビオチン化抗 CD4抗体、続いて Alexa 
Fluor 555標識ストレプトアビジンおよび DAPIで染色した。 
	 ケモカインの染色では、切片をロバ IgGを含む 2% BSA/PBSでブロックした後、ヤギ抗 CCL28
抗体と 4°Cで一晩反応させ、その後 Alexa Fluor 555標識ロバ抗ヤギ IgG抗体と反応させた。そ
の後、ラット IgG含む 2% BSA/PBSで再度ブロックし、Alexa Fluor 647標識抗 CD31抗体と反
応させ、DAPI で染色した。染色した切片は、ProLong Gold Antifade Reagentでマウントし、共
焦点顕微鏡 (C1si; Nikon) を用いて観察した。他のケモカインについても同様に染色した。 
(7) 好中球の貪食アッセイ：鼻粘膜から調整した好中球を pHrodo Green 標識大腸菌 (Thermo 
Fischer Scientific)と 37°Cまたは氷上で 30分インキュベートした後、氷冷したバッファーの添加
により貪食反応を停止させた。その後、細胞表面マーカーを染色し、フローサイトメトリーに
より解析した。 
 
４．研究成果 
(1) アレルギー性鼻炎モデルにおける T細胞の鼻粘膜浸潤機構：マウスへの OVA腹腔内投与と
その後の鼻腔内投与によりアレルギー性鼻炎モデルマウスを作製した。アレルギー性鼻炎モデ
ルにおいては、エフェクター/メモリーCD4 T細胞が鼻炎誘導時に鼻粘膜に顕著に浸潤すること
を示した。さらに、リンパ球が感作される場と考えられる NALTで、ケモカイン受容体の発現
について定量 PCRにより解析したところ、CCR3および CCR10 mRNAの発現が上昇すること
を見いだした。また、鼻粘膜に浸潤した CD4 T細胞の一部が CCR3または CCR10を発現する
ことをフローサイトメトリーおよび免疫組織染色で見いだした。そこで、CCR3と CCR10のリ
ガンドとして機能するケモカインである CCL28について免疫組織染色により検討した結果、ア
レルギー性鼻炎マウスでは鼻粘膜上皮で発現が亢進することを認めた。 
	 メモリーT細胞の鼻粘膜浸潤における CCL28の機能的役割を明らかにするため、CCL28欠損
マウスにアレルギー性鼻炎を惹起して、症状や病態について解析した。その結果、CCL28欠損
マウスでは、野生型マウスと比較してくしゃみなどの鼻炎症状や鼻粘膜炎症が減弱した。さら
に、鼻粘膜に浸潤したエフェクター/メモリーT細胞数が減少することを見いだした。したがっ
て、鼻粘膜への T細胞浸潤が CCL28に依存することが示された。 
	 他のケモカインについても網羅的に検討し、CCL28 以外の CCR3 リガンドの mRNA 発現が
アレルギー性鼻炎マウスの鼻粘膜で上昇することを見いだした。さらに、リガンドとなるケモ
カインタンパク質の鼻粘膜での発現も上昇したことから、複数の CCR3リガンドがアレルギー
性鼻炎の病態に関与することが示された。 
(2) アレルギー性鼻炎モデルにおける好中球の鼻粘膜浸潤機構：マウス鼻粘膜に存在する骨髄
系細胞の細胞表面マーカーの発現プロファイルの解析を行った。その結果、通常の好中球に比
較して活性化した表現型を示すサブセットが、鼻粘膜に特異的に存在することを見いだした。
さらに、鼻腔への抗原投与時にこのサブセットが増加し、通常の好中球に比較して高い貪食能
を示すことを見いだした。 
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