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研究成果の概要： 本研究では、ケモカイン CCL21-ser と CCL19 の発現を欠く突然変異マウス
（plt）を用いて、ヘルパーT 細胞の分化誘導における CCL19、CCL21 の関与を検討した。Th1
タイプの反応を優位に誘導するアジュバントを用いた免疫でも、抗原の種類によっては、plt
マウスで Th1 タイプの反応が抑制されることが示唆された。また、plt マウスでは IL-17 の産
生低下も認められ、CCL19、CCL21 は Th1、Th2、Th17 などのヘルパーT細胞の分化誘導に重要な
役割を担っていることが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
 病原微生物やアレルゲンなどの抗原が生
体内に侵入すると皮膚や組織内にある抗原
提示細胞が局所で抗原を取り込み、二次リン
パ組織へと移動し、ナイーブ T細胞に抗原を
提示して抗原特異的な T細胞の反応を惹起す
る。この時誘導されるヘルパーT 細胞は、主
に IL-2、IFN-g を産生する Th1 タイプと、主
に IL-4、IL-5、IL-6、IL-13 を産生する Th2
タイプのサブセットに分類される。Th1 細胞
は細胞性免疫を誘導し、細胞内感染病原体の
排除に重要であるのに対し、Th2 細胞は体液
性免疫を誘導し細胞外感染病原体の排除な
どの免疫反応を担うことが知られている。
Th1 細胞と Th2 細胞は互いにバランスを取り

ながら生体防御において中心的な役割を担
っているが、自己免疫疾患やアレルギーなど
では、Th1/Th2 バランスの偏りが認められて
おり、これらの発症や病態形成に少なからず
関与していることが推測されている。 
 末梢の二次リンパ組織における Th1、Th2
タイプの免疫応答の誘導機構の研究は、これ
まで数多く行なわれているが未だに不明の
点が多い。近年、末梢のリンパ節で樹状細胞
などの抗原提示細胞が、ナイーブな T細胞に
抗原提示をする際、ケモカイン CCL21 が存在
すると、Th1 タイプの T 細胞に分化するとい
う報告があり、抗原−T 細胞レセプターからの
主なシグナルと、ケモカイン−ケモカインレ
セプターからの補助的なシグナルも Th1/Th2



細胞分化への重要な因子である可能性が示
唆されていた。 
 
 ２．研究の目的 
 本 研 究 で は ケ モ カ イ ン CCL21-ser 
(SLC-ser) と CCL19の発現を欠損する突然変
異マウス (plt mouse : paucity of lymph 
node T cell mouse) と野生型マウスに免疫
する免疫抗原の違いによる、所属リンパ節で
の T細胞免疫応答の変化についてそのメカニ
ズムを解析し、Th1 細胞と Th2 細胞の分化誘
導における、ケモカイン CCL21、CCL19 の関
与を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）マウスと免疫方法：BALB/cまたは
C57BL/6 バックグラウンドのpltマウスと、
各々の野生型マウスの皮下に、ニワトリ卵白
アルブミン(OVA)、OVA323-339ペプチド、ニワト
リ卵白リゾチーム(HEL)、HEL74-96ペプチド、
ミエリンオリゴデンドロサイトグリコプロ
テイン(MOG35-55)ペプチド、ミエリンベーシッ
クプロテイン(MBP1-11)ペプチド、アセチルコ
リンレセプター(ACR146-162)ペプチド、プロテ
オリピッドプロテイン(PLP178-191)ペプチドを
完全フロイントアジュバント(CFA)と共に免
疫した。 
 
（２）抗原特異的T細胞の反応性の測定：免
疫後、マウスの所属リンパ節又は脾臓を採取
し、それぞれの細胞浮遊液を調整後、試験管
内で同一抗原を用いて再刺激を行なった。抗
原に反応する抗原特異的T細胞の増殖は3H−チ
ミジンの取り込みにより、また培養上清中の
IL-2、IFN-g、IL-4、IL-10 などのサイトカイ
ン量はELISA法で調べた。リアルタイム
RT-PCR法を用いたサイトカインのmRNA  の
定量を行ない転写レベルでの解析を行なっ
た。Th1 細胞、Th2 細胞の同定は、CD4 陽性、
CD8 陽性細胞を各抗体で染色した後、抗IFN-g
抗体と抗IL-4 抗体を用いて、細胞内サイトカ
イン染色を行ない、フローサイトメーターで
解析した。 
 
（３）樹状細胞の抗原提示機能解析：免疫後、
抗原が免疫局所から所属リンパ節へ運ばれ
て行く効率を測定した。蛍光標識した抗原を
マウスに免疫後、所属リンパ節や脾臓に存在
する蛍光標識抗原を取り込んだ樹状細胞を、
樹状細胞表面抗原に特異的な抗体を用いて
フローサイトメーターや蛍光顕微鏡で検出
した。 
 
（４）T 細胞、樹状細胞の生体内での局在の
検討：T 細胞、樹状細胞が生体内でどこに局
在し、どこで相互に作用し合うのかを調べる
ために、免疫後にリンパ節、脾臓などの各組

織を採取し、凍結切片を作成して蛍光抗体で
多重染色した。染色した組織は共焦点レーザ
ー顕微鏡を用いて観察し、抗原刺激前後での
移動の変化を検討した。 
 
（５）実験的自己免疫性脳脊髄炎（EAE）発
症の検討：C57BL/6 マウスの皮下にMOG35-55を
CFAアジュバントと共に免疫し、免疫０日目、
免疫後２日目に、pertussis toxinを静脈注
射した。EAEの発症の程度は、０−５段階の症
状のスコアに従って分類した。 
 
４．研究成果 
（１）C57BL/6 マウスに、MOG35-55、OVA、OVA323-339、
HEL74-96、MBP1-11、ACR146-162、PLP178-191をCFAアジ
ュバントと共に皮下免疫し、免疫後９日目に
所属リンパ節細胞を採取しin vitroで再度抗
原刺激を行なった。 
その培養上清中の IFN-g 量を調べたところ、
MOG ペプチドまたは MBP ペプチド免疫時に
pltマウスでのIFN-g産生が抑制されていた。 
 
（２）MOG ペプチドを免疫したときの反応に
ついて、より詳しく解析をするため、（１）
と同様の免疫をして、免疫後９日目、１４日
目に in vitro でリンパ節細胞を抗原刺激し、
サイトカイン産生を調べた。 
IFN-g 産生は免疫後１４日目でも plt マウス
では抑制していた。しかし、IL-4 産生は野生
型と plt マウスでの差は認められなかった。 
野生型マウスに CFAアジュバントで抗原を免
疫すると、細胞性免疫が誘導され、IFN-g を
産生する Th1細胞が優位に誘導されと考えら
れているが、plt マウスでは、CFA をアジュ
バントに用いた免疫でも、用いる抗原によっ
ては Th1タイプのサイトカイン産生が抑制さ
れ、IL-4 つまり、Th2 タイプのサイトカイン
産生が優位になるという興味深い結果が得
られた。 
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（３）マウスの皮下に免疫した抗原の動態に
ついて調べた。野性型、plt マウス共に、皮
下に免疫した抗原は、所属リンパ節で CD11c
陽性、CD11b 陽性細胞に取り込まれ、その細
胞内では、抗原が分解されていることが示唆
された。また、plt マウスの所属リンパ節で
は、野性型に比べて CD11c 陽性、CD11b 陽性、
Gr1 陽性細胞の頻度が高かった。 
 
（４）IFN-g を産生する Th1 細胞を誘導する
サイトカイン IL-12 の mRNA 発現について調
べた。 
MOG ペプチドを免疫したマウスの所属リンパ
節細胞での IL-12mRNA の発現は、野生型に比
べて plt マウスで優位に低下していた。 
また IL-12 産生も、同様に plt マウスでは低
下していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（５）MOG ペプチドは、Th1 タイプの反応に
よって発症する、実験的自己免疫性脳脊髄炎
（EAE）を発症させる抗原として実験に用い
られている。C57BL/6 マウスに MOG ペプチド
/CFA を皮下免疫し、pertussis toxin を静脈
注射すると、野生型では EAE が発症したが、
plt マウスでは全く発症しなかった。ところ
が、EAE を発症した野生型の T 細胞を plt マ
ウスに移入すると野生型と同様に発症した。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（６）plt マウスで EAE が発症しないのは、
ケモカイン CCL21、CCL19 の欠損によるもの

であるのかを検討した。 
plt マウスに MOG ペプチドを、EAE を発症さ
せる条件で免疫し、免疫後９日目に所属リン
パ節細胞を取り出し、in vitro で CCL21 又は
CCL19 存在下で抗原刺激した。抗原刺激後の
細胞を野生型マウスに再度移入すると、この
マウスは EAE を発症した。 
 
 
 
 

 
E
A
E 

s
co

r
e 

Days after transfer 

 
 
 
 
 
 
 

0

0.5

1

1.5

2

2.5
WT

plt/plt

R
er
a
ti
v
e 
e
xp
r
es
s
io
n
 o
f
 I
L
-1
2
 m
R
NA

 
 
 
（７）EAE を発症した野性型マウスの T 細胞
機能についてさらに検討した。EAE を発症し
た野性型マウスの T 細胞は、サイトカイン
IL-17 を産生していた。しかし、EAE を発症
しない plt マウスでは、IL-17 産生は認めら
れなかった。この plt マウスのリンパ節細胞
を in vitro で、CCL21 存在下で培養すると、
IL-17 や、その産生細胞である Th17 の誘導と
維持に必要なサイトカイン IL-23を産生した。
したがって、CCL21、CCL19 は Th1、Th2、Th17
などのヘルパーT 細胞の分化誘導においても
重要な役割を話していることが示唆された。 
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