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研究成果の概要（和文）： 

 ケモカイン CCL20 は、樹状細胞の粘膜へ誘導させる作用を有することがわかっている。免疫
応答の誘導や制御において、樹状細胞は中心的役割を担っているため、樹状細胞をターゲット
にした免疫療法やワクチンは効果的であると考えられる。CCL20 の鼻粘膜樹状細胞、および鼻
粘膜免疫応答への影響について検討した。マウスに対しリコンビナント CCL20 10g を経鼻的
もしくは経腹腔的に投与し、2 日後に鼻粘膜を採取し、免疫組織化学およびフローサイトメト
リ−にて樹状細胞について解析した。次に CCL20 投与後のマウスに対して、インフルエンザ菌の
P6 外膜タンパクにて経鼻免疫を行ない、抗原特異的免疫応答について解析した。その結果、経
鼻的 CCL20 投与後、粘膜免疫誘導組織である NALT (nasal-associated lymphoid tissue)中の
CD11c+樹状細胞が増加した。T細胞、B細胞への影響は明らかではなかった。経鼻免疫後、興味
あることに経鼻的 CCL20 投与では抗原特異的免疫応答が増幅させた。このことから CCL20 によ
る樹状細胞をターゲットにした新しい免疫療法・ワクチンの可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
   Dendritic cells (DCs) are essential for the induction of antigen (Ag)-specific immune 
responses, DC-targeted vaccination might be an effective strategy for the induction of 
the specific immune responses. CCL20 induces the recruitment of DCs into the mucosa. The 
purpose of this study is to investigate the effect of CCL20 on the induction of Ag-specific 
immune responses in nasal mucosa. Mice were administered with CCL20 10g intranasally 
or intraperitoneally, on day 0. After the CCL20 application, mice were further immunized 
with P6 outer membrane protein of nontypeable Haemophilus influenzae (NTHi) 10g on day 
2, 9, and 16, and mice were killed on day 23. Control were not given CCL20. The number 
and subset of DCs in nasal-associated lymphoid tissue (NALT) were analyzed by flow 
cytometry. P6-specific antibody titers in nasal wash and serum were measured by 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), and P6-specific antibody-producing cells were 
examined by enzyme-linked immunospot (ELISPOT) assay. CD11c+ DCs increased in NALT after 
nasal CCL20 administration. In addition, P6-specific nasal IgA and systemic IgG titers 
were significantly elevated in nasally CCL20-treated mice, possessing higher number of 
the specific IgA-producing in nasal mucosa. This study showed that nasal but not 
peritoneal application with a single dose of CCL20 induced increase of NALT DCs, resulted 
in enhanced local and systemic immune responses. These findings suggest that nasal 
application with CCL20 might be a useful vaccine strategy. 
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１．研究開始当初の背景 

 近年、粘膜免疫が注目されており、種々の
感染症に対する粘膜ワクチン開発のための
研究が進められている。粘膜ワクチンは全身
系 IgG とともに粘膜系 IgA を誘導できるとい
う利点があり、粘膜面における病原微生物の
侵入防御に効果的であると考えられている。
抗原の投与ルートには経口、経鼻、経直腸、
経膣などがあるが、経鼻投与により、上気道
に抗原特異的免疫応答を最も有効に誘導で
きることから、上気道感染症に対しては経鼻
ワクチンが有効であると考えられている。し
かし粘膜ワクチンは多くの場合、死菌ワクチ
ンであり、有効な免疫応答の賦活化のために
は適当なアジュバントを必要とする。代表的
な粘膜アジュバントであるコレラトキシン
（CT）には毒性の問題があり、抗原のみなら
ずアジュバントの選択も粘膜ワクチン開発
にとって重要な問題である。我々はこれまで
インフルエンザ菌（nontypeable Haemophilus 
influenzae; NTHi）の菌株共通抗原である P6
外膜蛋白を抗原とし、CT をアジュバントとし
て経鼻免疫を行なうことで、鼻咽腔のみなら
ず中耳にも P6 特異的免疫応答が誘導され、
実験的中耳炎モデルにおいても抑制効果が
あることを報告している。また最近では CT
に代わりうるアジュバントとして CpG DNA を
用いて P6 特異的免疫応答を安全かつ有効に
誘導しうることを報告している。CpG DNA は
toll-like receptor (TLR) 9 のリガンドであ
り、TLR9 の主な表出細胞は樹状細胞と B細胞
である。樹状細胞は免疫ネットワークを多方
面から制御し、免疫応答の誘導や制御におい
て中心的役割を担っているため、このように
樹状細胞をターゲットにした免疫療法やワ
クチンは効果的であると考えられる。 
 

２．研究の目的 

 ケモカイン CCL20 とそのレセプターである
CCR6 は粘膜免疫の恒常性維持のために重要
であり、CCL20 は CCR6 を発現する樹状細胞の
粘膜への遊走を誘導する作用を有している。
CCL20 の粘膜アジュバントとしての有用性に
ついてはこれまで検討されていないため、
CCL20 の鼻粘膜樹状細胞および抗原特異的鼻
粘膜免疫応答への影響について検討した。 
 

３．研究の方法 

(1)CCL20 投与 
 6 週齢、雄、SPF の BALB/c マウスをすべて
の実験に使用した。リコンビナント・マウス
CCL20 10gを経鼻的もしくは経腹腔的に投与
した。経鼻投与は CCL20 10g を PBS 10l に
溶解し、両鼻腔に前鼻孔より 5l ずつ投与し
た。経腹腔投与は CCL20 10g を PBS 100l
に溶解し、注射にて腹腔投与した。2 日後に
マウスを屠殺し、上気道における粘膜免疫誘
導組織である nasal-associated lymphoid 
tissue (NALT)を採取し、単核球を分離した。
FITC 標識抗マウス CD11c 抗体、PE 標識抗マ
ウス CD11b 抗体、Cy-Chrome 標識抗マウス
CD8抗体にて染色し、フローサイトメトリ−
にて樹状細胞数およびそのサブセットにつ
いて解析した。 
 
(2)P6 経鼻免疫と特異的免疫応答の誘導 
 次に Flt3L の抗原特異的鼻粘膜免疫応答へ
の影響について検討した。CCL20 10g を経鼻
的もしくは経腹腔的に投与し（day 0）、投与
後2日目から、週1回、計3回（day 2, 9, 16）、
P6 10g にて経鼻免疫を行なった。P6 は我々
の研究室にてインフルエンザ菌（NTHi, 
strain 76）より精製したものを使用した。
また、この経鼻免疫にはアジュバントは加え



ず、抗原の単独投与とした。コントロールは
CCL20投与を行なわずにP6経鼻免疫を行なっ
たマウスとした。最終免疫後 1 週間目（day 
23）にマウスを屠殺した。 
 血清、鼻腔洗浄液を採取し、enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA)にて P6 特異的
抗体価を測定した。また鼻粘膜、脾臓を採取
し 、 単 核 球 を 分 離 し 、 enzyme-linked 
immunospot (ELISPOT)法にて P6 特異的抗体
産生細胞数を測定した。 

 
(3)インフルエンザ菌注入 
 経鼻免疫のワクチン効果についても検討
した。上記と同様に CCL20 投与および P6 経
鼻免疫を行ない、最終免疫後 1週間目（day 
23）にインフルエンザ生菌懸濁液（NTHi, 
strain 76, 1010cfu/ml） 10l を経鼻的にマ
ウス鼻咽腔へ注入した（108cfu/mouse）。細菌
注入 24 時間後にマウスを屠殺し、鼻腔洗浄
液を採取した。回収したサンプルを適宜希釈
し、チョコレート寒天培地に播種した。37oC、
5% CO2の条件下で 24 時間培養後、インフルエ
ンザ菌のコロニー数を計測し、鼻咽腔インフ
ルエンザ菌の生菌数とした。 
 
４．研究成果 
(1)経鼻的 CCL20投与により NALT中の CD11c+

樹状細胞が頻度、絶対数ともに増加した。ま
た樹状細胞サブセット別に解析すると、興味
あることに経鼻投与では CD8+樹状細胞の増
加が優位であった。 
(2)これまでの結果から CCL20 投与後 2 日目
に NALT 中に最も樹状細胞が増加することが
明らかとなったため、経鼻免疫はこの時点か
ら開始することとした。P6 経鼻免疫により鼻
腔洗浄液中の特異的 IgAならびの血清中の特
異的 IgG が増加した。P6 単独の経鼻投与でも
特異的免疫応答は検出されたものの、そのレ
ベルは低かった。あらかじめ CCL20 を経鼻投
与することで鼻腔洗浄液中の特異的 IgA およ
び血清中の特異的 IgG抗体価の有意な上昇を
認めた。また経鼻的 CCL20 投与によって鼻粘
膜中の特異的 IgA 産生細胞の増加も認めた。
経鼻的 CCL20 投与が経鼻免疫によって誘導さ
れた P6 特異的免疫応答を増幅させたのに対
し、経腹腔的 CCL20 投与ではコントロールと
差を認めず、その増幅効果は明らかではなか
った。 
(3)インフルエンザ生菌注入後のクリアラン
スの検討では、P6単独免疫群、経腹腔的 CCL20
投与群では未免疫の場合と明らかな差を認
めなかったが、経鼻的 CCL20 投与群では鼻腔
洗浄液中のインフルエンザ生菌数の有意な
減少を認め、鼻咽腔からのインフルエンザ菌
のクリアランスが促進された。このことから
経鼻的 CCL20 投与と P6 経鼻免疫の組合わせ
によりワクチン効果があることが明らかと

なった。 
 樹状細胞は免疫応答の誘導において中心
的役割を担っているため、樹状細胞をターゲ
ットとすることは戦略上、合理的であると考
えられる。我々は粘膜局所での樹状細胞の賦
活化という狙いから、これまで CpG DNA を経
鼻アジュバントに使用し、抗原特異的免疫応
答を誘導し、その有用性を明らかにしている。
今回は CCL20 の樹状細胞に対する分化増殖作
用を利用し、粘膜局所で樹状細胞を増やすと
どのように鼻粘膜免疫応答が修飾されるか
について検討した。その結果、経鼻的に CCL20
を投与することにより、NALT の樹状細胞が増
加し、P6 経鼻免疫による抗原特異的免疫応答
が増幅され、鼻咽腔からのインフルエンザ菌
の排除も促進された。しかし経腹腔的（全身
的）CCL20 投与では、抗原特異的鼻粘膜免疫
応答は増幅されなかった。経粘膜的 CCL20 投
与の免疫賦活化作用はこれまで報告されて
いない。今回の我々の研究では、CCL20 タン
パクの 1回投与のみで鼻咽腔から効果的にイ
ンフルエンザ菌を排除しうるような抗原特
異的免疫応答を誘導しうることを明らかに
した。鼻粘膜局所の樹状細胞を増やし、さら
にその樹状細胞を賦活化するという考えか
ら、CCL20 と CpG DNA の併用も有効であると
思われる。我々の以前の研究では P6 と CpG 
DNA で経鼻免疫を行なった場合、鼻咽腔から
効果的にインフルエンザ菌を排除しうるよ
うな特異的免疫応答を誘導するためには 3回
の経鼻免疫を必要とするが、経鼻的 CCL20 投
与後にP6とCpG DNAで経鼻免疫を行なうと、
2 回の経鼻免疫で十分な特異的免疫応答が誘
導可能であった。ワクチン接種という観点か
ら考えると、同じ効果が得られるのであれば
ワクチン接種回数の軽減は臨床的に有益で
あると思われる。以上のことから、経鼻的
CCL20 投与は樹状細胞を介した上気道粘膜免
疫の賦活化に有用であり、また経鼻的 Flt3L
投与とこれまで報告されているような経鼻
ワクチンプロトコールを組み合わせること
でより効率的な特異的免疫応答の誘導が可
能になるものと思われる。今後の粘膜ワクチ
ン開発において、CCL20 は 1 つの武器になる
と思われる。 
 樹状細胞のユニークな特性として細胞系
統の多様性と機能の可塑性が挙げられる。す
なわち樹状細胞はその起源や属性によりミ
エロイド系とリンパ系に大別され、それぞれ
異 な る 機 能 を 有 す る （ lineage 
heterogeneity）。その一方、同一系統の樹状
細胞でもその成熟段階や刺激シグナルの種
類に応じてその機能は修飾・改変される
（functional plasticity）。粘膜免疫機構は
分泌型 IgA誘導のために全身系とは異なった
ユニークな特徴を有しているが、樹状細胞に
ついても、粘膜系リンパ組織においては最低



3 種類の異なった成熟樹状細胞サブセットが
存在することがわかっている。これらサブセ
ットは CD11c、CD8、CD11b といった表面抗
原の違いによりミエロイド系(CD11c+, CD8, 
CD11b+)、リンパ系(CD11c+, CD8+, CD11b-)、
DN 系 (double negative; CD11c+, CD8, 
CD11b-)に分類される。ミエロイド系である
CD11b+樹状細胞は IL-10 産生制御性 T 細胞
(Treg)を誘導する。リンパ系である CD8+樹状
細胞は CD4+ T 細胞に抗原提示を行なう。これ
ら 2種類は同一パイエル板内においても存在
部位が異なることもわかっている。粘膜系樹
状細胞に関してはまだ十分に解析されてお
らず、研究が進められている段階ではあるが、
これら 3種類の樹状細胞が粘膜免疫に関与し、
免疫と寛容という正と負の免疫応答を調節
していると考えられている。今回の我々の研
究では、経鼻的 CCL20 投与では、粘膜免疫誘
導組織 NALT に誘導される樹状細胞の選択性
がある可能性が示唆された。すなわち経鼻的
CCL20 投与により、CD11c+樹状細胞の増加を
認め、CD8+樹状細胞が優位に増加した。この
ように機能的に異なった樹状細胞サブセッ
トにより抗原投与後の粘膜免疫応答の増幅
が誘導されたものと思われた。今後、粘膜系
樹状細胞に加えて、T 細胞との相互作用につ
いても検討することで、さらに詳細なメカニ
ズムが明らかになるものと思われる。結論と
して、経鼻的 CCL20 投与は抗原特異的鼻粘膜
免疫応答を増幅させたことから CCCL20 によ
る樹状細胞をターゲットにした新しい免疫
療法・ワクチンの可能性が示唆された。 
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