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研究成果の概要（和文）：血流に乗って体内を循環するリンパ球は、高内皮細静脈(HEV)と呼ば

れる特殊な血管からリンパ節実質に浸潤する。この浸潤過程において、ケモカインはリンパ球

のインテグリンの活性化とそれに引き続いて起こるリンパ球の HEV への強固な接着に重要で

ある。本研究では、新規 HEV 特異的コンディショナルノックアウトマウスを樹立し、ヘパラ

ン硫酸が HEV 上にケモカインを捕捉しリンパ球に提示することによってこの浸潤過程を促進

することを明らかにした。 

 

研究成果の概要（英文）：Circulating lymphocytes migrate into the parenchyma of lymph nodes through 

specialized blood vessels called high endothelial venules (HEVs). In this process, chemokines are 

important for the activation of lymphocyte integrins and the subsequent firm attachment of lymphocytes 

to HEVs. By generating novel HEV-specific conditional knockout mice, we demonstrate in this study 

that heparan sulfate sequesters chemokines on the surface of HEVs and presents them to lymphocytes to 

facilitate this migratory process. 
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１．研究開始当初の背景 

これまでに我々は、高内皮細静脈(HEV)特異

的硫酸基転移酵素 GlcNAc6ST-2 ノックアウ

トマウスの作製を行い、リンパ球が HEV と

接着する際に、N-アセチルグルコサミンの 6

位が硫酸化された硫酸化糖鎖が関与するこ

と を 報 告 し て き た (J. Biol. Chem. 

279:3058-3067, 2004)。さらに、それに加えて

硫酸基転移酵素 GlcNAc6ST-1 を欠損するダ

ブルノックアウトマウスを作製し、二つの硫

酸基転移酵素により生合成される硫酸化糖

鎖がリンパ球ホーミングおよび免疫応答に
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おいて必須の役割を果たすことを証明した

(Nature Immunology 6:1096-1104, 2005)。一連

の研究で我々が樹立した GlcNAc6ST-2 の遺

伝子座に EGFP 遺伝子を挿入したノックイン

マウスにおいては、EGFP の緑色蛍光はリン

パ節 HEV 特異的に認められた。そこで我々

は、この特異性に着目し、GlcNAc6ST-2 遺伝

子発現調節領域を含む BAC (bacterial artificial 

chromosome)クローンに Cre リコンビナーゼ

遺伝子を挿入した組み換え型 BAC クローン

を用いて、HEV 特異的に Cre リコンビナーゼ

を発現するトランスジェニックマウスを新

たに樹立した (J. Immunol. 182:5461-5468, 

2009)。一方、海外共同研究者の山口らは、ヘ

パラン硫酸伸長酵素 EXT1 の flox マウスを樹

立し、胎児期の脳神経系の発生におけるヘパ

ラン硫酸の機能を解明している (Science 

302:1044-1046, 2003)。本研究課題では、我々

の作製した HEV 特異的 Cre 発現マウスを

EXT1-flox マウスと掛け合わせることで HEV

特異的にヘパラン硫酸を欠損する遺伝子改

変マウスを新たに樹立し、HEV におけるヘパ

ラン硫酸の機能解析を行うことを目指す。こ

れまでに、HEV 上においてヘパラン硫酸はケ

モカインをリンパ球に提示する働きをする

と考えられてきたが、動物個体を用いた十分

な証明はなされていない。本申請課題により

ヘパラン硫酸の重要な生理機能の一端が解

明されることが期待される。 

 

２．研究の目的 

血流に乗って体内を循環するリンパ球は、

HEV から特異的にリンパ節内に浸潤する。こ

の浸潤過程においては、HEV 上のヘパラン硫

酸に提示されたケモカインによるリンパ球

の活性化が起こると考えられているが、上述

の様にその十分な証明はなされていない。本

研究課題では、ヘパラン硫酸を HEV 特異的

に欠損するコンディショナルノックアウト

マウスを作製し、ヘパラン硫酸による細胞遊

走因子ケモカインの HEV の内腔側での捕捉

とリンパ球上のケモカインレセプターへの

提示に果たす役割を解明することを目的と

する。 

 

３．研究の方法 

(1) HEV 特異的ヘパラン硫酸欠損マウスの樹

立 

HEV 特異的 Cre 発現マウス (J. Immunol. 

182:5461-5468, 2009)をヘパラン硫酸伸長酵

素 EXT1(図 1 参照)をコードする遺伝子のエ

キソン 1 の両端が loxP サイトで挟まれた

EXT1-flox マ ウス (Science 302:1044-1046, 

2003)と交配することにより、HEV 特異的に

ヘパラン硫酸の発現を欠損する変異マウス

を作製した。ヘパラン硫酸の発現が HEV で

消失することの確認は、抗ヘパラン硫酸モノ

クローナル抗体 10E4 を用いた免疫組織染色

により行った。 

 

 

 

 

 

 

(2) HEV 特異的ヘパラン硫酸欠損マウスにお

けるリンパ球ホーミングの解析 

野生型マウスより調製したリンパ球を蛍光

物質 CMFDA で標識し、野生型マウスおよび

HEV 特異的ヘパラン硫酸欠損マウスに静脈

内注射した。1 時間後に末梢リンパ節、腸間

膜リンパ節、パイエル板、脾臓を採取し、蛍

光標識リンパ球の各二次リンパ組織へのホ

ーミングをフローサイトメトリーにより解

析した。 

 

(3) HEV 特異的ヘパラン硫酸欠損マウスにお

けるケモカインの提示 

野生型マウスおよび HEV 特異的ヘパラン硫

酸欠損マウスの末梢リンパ節凍結切片を用

いて、抗ケモカイン抗体による免疫組織染色

を行い、HEV におけるケモカインの局在を観

察した。さらに、HEV においてケモカイン遺

伝子の転写そのものは起こり、そのヘパラン

硫酸による蛋白質レベルでの提示のみが影

響を受けるか否かを明らかにするために、

HEV を HEV 特異的モノクローナル抗体であ

る MECA-79 抗体を用いた磁気分離法により

分離精製した後に、定量的 RT-PCR 解析によ

り HEV に発現するケモカイン mRNA 発現量

の解析を行った。 

 

図 1ヘパラン硫酸鎖の伸長 
GlcNAcとGlcAの繰り返し構造は

EXT1/EXT2 ヘテロダイマーによ
り生合成される。EXT1 を欠損す
るとヘパラン硫酸鎖は伸長しな

い。 



 

 

４．研究成果 

(1) HEV 特異的ヘパラン硫酸欠損マウスの樹

立 

独自に樹立したHEV特異的にCreリコンビナ

ーゼを発現するトランスジェニックマウスを

ヘパラン硫酸伸長酵素EXT1のfloxマウスと掛

け合わせることにより組織特異的コンディシ

ョナルノックアウトマウスの作製を行った。

抗ヘパラン硫酸鎖抗体を用いた免疫染色の結

果、得られた変異マウスにおいては末梢リン

パ節HEVにおけるヘパラン硫酸の発現が欠損

した。一方、その他の組織の血管や種々の組

織の基底膜におけるヘパラン硫酸の発現には

変化は認められなかった。以上のことから、

HEV特異的ヘパラン硫酸欠損マウスを樹立で

きたことが確認された。 

 

(2) HEV 特異的ヘパラン硫酸欠損マウスにお

けるリンパ球ホーミングの解析 

蛍光物質 CMFDAで標識したリンパ球の末梢

リンパ節、腸間膜リンパ節、パイエル板、脾

臓へのホーミングを調べたところ、上記コン

ディショナルノックアウトマウスにおいて

は、HEV 上のヘパラン硫酸の発現が欠損した

末梢リンパ節へのリンパ球ホーミングが選

択的に阻害されることが明らかとなった。 

 

(3) HEV 特異的ヘパラン硫酸欠損マウスにお

けるケモカインの提示 

抗ケモカイン抗体を用いた免疫染色の結果、

HEV 特異的ヘパラン硫酸欠損マウスでは末

梢リンパ節の HEV におけるケモカイン

CCL21 のタンパク質レベルでの発現量が大

きく低下することがわかった。一方、精製し

た末梢リンパ節 HEV を用いた定量的 PCR 解

析の結果、CCL21 の mRNA 発現量には変化

は認められなかった。以上より、ヘパラン硫

酸が HEV 上におけるケモカイン CCL21 タン

パク質の提示に関与することが示された。 

 

以上の結果より、末梢リンパ節 HEV におい
てヘパラン硫酸はケモカイン SLC のリンパ
球への提示を行い、リンパ球ホーミングを促
進する働きを持つことが明らかとなった。 
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