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研究成果の概要（和文）： 

カルシトニン遺伝子関連ペプチド（CGRP）は，cAMP/PKA 経路の活性化，GSK-3βの不

活性化による NFATc2 の核内移行促進により Th1 細胞分化を抑制し，Th2 細胞，Th9 細

胞，Th17 細胞分化を促進した．また CGRP 受容体欠損マウスでは気道炎症や EAE の減

弱が認められた．さらに新生仔期の化学物質暴露は CGRP の産生・放出量の増加により気

道炎症や皮膚炎症を悪化させた． 

 
研究成果の概要（英文）： 

Calcitonin gene-related peptide (CGRP) suppressed Th1 differentiation and induced 

Th2, Th9, and Th17 differentiation via activation of the cAMP/protein kinase A 

pathway and inactivation of GSK-3β leading to nuclear localization of NFATc2. In 

CGRP receptor-deficient mice, airway inflammation and experimental autoimmune 

encephalomyelitis were suppressed. Moreover, we found that airway and skin 

inflammation were promoted by increased production and release of CGRP from mice 

exposed by chemicals in neonatal.  
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１．研究開始当初の背景 

免疫担当細胞の機能研究では，多くの研究
成果が蓄積されてきた．しかし，免疫系は独
立した統御系として機能しているわけでは
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なく，神経系による制御を受けており，その
制御バランスの崩壊が免疫疾患の発症・悪化
につながると考えられるようになった．その
証拠として末梢神経の解剖学的所見から，免
疫器官には交感神経終末が分布しており，リ
ンパ球とシナプス様構造を介して接してい
ることが示された．またマクロファージやリ
ンパ球にはアドレナリン受容体が発現し，カ
テコールアミンはこれらの受容体を介して
免疫細胞の機能を制御することも報告され
た．これらの知見は，個体における免疫制御
機構の解明研究では免疫担当細胞の機能解
析とともに，神経伝達物質による免疫担当細
胞の機能制御解析も含めた総合的な研究が
必要不可欠であることを示すものである．そ
こで皮膚や腸管上皮といった生体防御の最
前線にある組織に投射し，熱や炎症性刺激に
より活性化されることが知られている感覚
神経系に着目した．感覚神経は，神経伝達物
質としてカルシトニン遺伝子関連ペプチド
CGRP を分泌する．また CGRP は，ヘルパ
ーT（Th）細胞のサイトカイン産生をアレル
ギー型の Th2 へ偏倚させることを突き止め
ている．そこで個体レベルで CGRP の免疫系
に対する機能を検討するため，CGRP 受容体
の特異的サブユニットである RAMP1

（receptor activity-modifying protein 1）の
欠損マウスを作成して解析した．その結果，
このマウスでは免疫系が Th1 型へ偏倚して
いることを突き止めた．さらに CGRP 受容
体が抗原提示細胞である抗原提示細胞にも
発現し，CGRP の２つのアイソフォーム
（CGRP, CGRP）はその受容体を介して樹
状細胞機能を制御することも発見した．以上
の in vitro, in vivo の知見は，CGRP が重要
な生体防御系制御作用を発現することを示
すものである． 

 

２．研究の目的 

免疫細胞や皮膚，腸管粘膜上皮細胞は，病
原性細菌やウイルスに対する生体防御系を
構築している．一方，その生体防御系は神経
系によって巧妙に制御されており，その制御
バランスの破綻が免疫疾患の発症に繋がる
と考えられてきた．申請者は，CGRP がこの
制御バランスの維持調節に必須の役割を果
たしていると仮説を立てた．本研究では， 

CGRP と CGRP 受容体の遺伝子改変動物を
駆使し，CGRP を介した感覚神経による生体
防御系の制御機構解明に着手し，アレルギー
疾患，自己免疫疾患の発症機序解明に革新的
展開をもたらすことを目的とする． 

 

３．研究の方法 

(1)Th 細胞，Th17 細胞の分化，機能に対する
CGRP の作用解析 
樹状細胞はマウス骨髄細胞を非接着性プレ

ートを用いて顆粒球マクロファージコロニ
ー刺激因子存在下培養し，分化誘導させる．
一方，マウス脾臓細胞から磁気ビーズを用い
て CD4+CD62L+ナイーブ T細胞を精製し，上記
樹状細胞との共培養系により Th1/Th2 細胞を，
Transforming growth factor beta（TGF-）
刺激により Treg 細胞を，TGF-/IL-6 刺激に
より Th17 細胞へと分化誘導させる．これら
の細胞分化において遺伝子欠損マウス細胞
を用いた解析や，CGRP やCGRP の作用を評
価する．具体的には Th17 細胞や Treg 細胞で
は，それぞれ主要転写因子である RORt や
Foxp3 の発現を real-time PCR で，IL-17, 
IL-22, IL-23 等のサイトカインレベルや，Th
細胞の分化による発現サイトカイン特性を
酵素標識免疫吸着法（ELISA）で測定する．
またそれぞれの細胞から抽出した RNAを用い
て，real-time PCR array 解析により活性化
シグナル伝達機序を解明する． 
 
(2)胎児，新生児期の感覚神経刺激による過
形成解析 
野生型マウスや各ノックアウトマウスの

新生児マウスにカプサイシンや LPSを腹腔内
投与，TNCB（１%アセトン溶液）を腹部や耳
介皮膚に経日的に塗布する．産児マウスを含
む各投与マウスが 8週令になった時点で，肺，
腸管，耳介，腹部皮膚の凍結切片を作成する．
それら標本を用いて抗 CGRP 抗体による免疫
組織染色を行う．また臓器,組織レベルでの
CGRP ならびに CGRP 受容体の mRNA，蛋白質発
現を定量化する． 
 
(3)RAMP1 コンデショナルノックアウト，α
CGRP やβCGRP 欠損マウスを用いた，アレル
ギー，自己免疫疾患モデルを用いた個体レベ
ルでの解析 
食物アレルギーモデルは，卵白アルブミン

（OVA）と水酸化アルミニュウムゲルとの懸
濁液を2回腹腔内に免疫し，その2週間後OVA
を 2 日ごとに計 4 回経口投与して作製する．
下痢の誘発や，血中 IL-9，OVA 特異的 IgE と
ともに腸管リンパ節や脾臓から精製した
CD4+T 細胞が産生するサイトカインを ELISA
で測定する．接触性皮膚炎はマウス腹部に
TNCB を塗布して感作し，その 2週間後に耳介
に塗布することにより浮腫を誘発する．遅延
型過敏症では，マウスの尻尾付根に, 完全フ
ロイントアジュバントとともに OVAを皮下注
射し，7日後に足踵へ OVA を皮下注射するこ
とにより誘発する.これら IV型アレルギーモ
デルでは，経時的に浮腫の測定を行うととも
に血中特異的抗体の定量化や樹状細胞，Th 細
胞の活性化を評価する．自己免疫性脳脊髄炎
モデルは，ミエリンオリゴデンドロサイト糖
蛋白質ペプチド（MOG35－55）を百日咳菌ワ
クチンとともに免疫して誘発し，臨床的症状



と組織病理学的変化，炎症性サイトカインを
定量する．さらに化学物質刺激による感覚神
経増幅マウスを使用し，CGRP 分泌増加と病態
との関連性評価を進める． 
 
４． 研究成果 
(1)CGRP の in vitro における Th 細胞分化機
序を解析した結果，CGRP が Th2 細胞からの
IL-4 産生，Th9 細胞からの IL-9 産生そして
Th17細胞からのIL-17産生を促進することを
明らかとした．また，そのメカニズムとして
cAMP/PKA 経路の活性化⇒GSK-3β不活性化⇒
NFATc2 の活性化という経路の重要性を示し
た. 

 
(2)CGRP 受容体である RAMP1 欠損マウスを用
いて，CGRP が Th1 型皮膚炎症である TNCB-CHS
を抑制し，Th2 型皮膚炎症である FITC-CHS を
悪化させることを見出した．さらに CGRP が
IL-17 産生促進作用によって EAE を，IL-9 産
生促進作用によって気道炎症を悪化させる
ことも示した．IL-17 は EAE における脊髄へ

の T細胞の浸潤に，IL-9 は気道炎症における
マスト細胞の活性化などに寄与すると考え
られており，RAMP1 欠損マウスでは脊髄への
T 細胞浸潤や肺へのマスト細胞浸潤が減少す
るなど，炎症病態と相関した結果も得られた
ことから CGRP の生理的アレルギー制御作用
の重要性が示された 
 
(3)化学物質による知覚神経伸長が引き起こ
す CGRP の産生促進がアレルギー応答性に与
える影響を評価した．その結果，皮膚炎症や
気道炎症における CGRP の影響が見出され，
特に Th2 細胞や Th9 細胞に起因するアレルギ
ーモデルにおいては CGRP を介したストレス
による病態悪化が示された 
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