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研究成果の概要（和文）：ケモカイン受容体 CXCR3 が、活性化した CD8 陽性 T 細胞上に急速に発

現し、プライミングされる T細胞領域から抗原や炎症性サイトカインが豊富である脾臓辺縁帯

へと抗原特異的 CD8 陽性 T細胞を選択的に誘導することを明らかにした。ケモカインによる微

小環境局在差がエフェクター細胞への分化、さらにはメモリー細胞の形成に影響することを示

した。CXCR3 シグナルへの介入はワクチンへの応用できる可能性がある。 

 

研究成果の概要（英文）：It is not known how early lymphocyte distribution after infection 

has an impact on this process. We demonstrate that the chemokine receptor CXCR3 is involved 

in promoting CD8+ T cell commitment to an effector fate rather than a memory fate by 

regulating T cell recruitment to an antigen/ inflammation site. 
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１．研究開始当初の背景 
 CTL は非自己抗原を発現する細胞を認識し
て排除することで感染症や腫瘍の最終的な

コントロールに重要な役割を果たしており、
エフェクターCTL の一部がメモリーCTL へ移
行し生残することで、長期的な個体防御が維
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持されている。メモリーCTL の樹立・維持を
制御する分子でこれまでに明らかになって
い る の は 維 持 性 サ イ ト カ イ ン
(IL-2/IL-7/IL-15 等)や抑制性受容体(PD-1
等)など少数に限られており、その全容は未
だによく分かっていない。副作用を抑制しつ
つメモリーCTL 樹立を最適化した良質のワク
チンを開発するには分子・時期特異的な介入
(治療)が重要であり、そのためにはメモリー
CTL の樹立・維持に関する分子機序の詳細な
解明が必要である。 
 ケモカイン受容体 CXCR3 は炎症性ケモカイ
ン CXCL9 (Mig)・CXCL10 (IP-10)・CXCL11 
(I-TAC)に反応して主として白血球遊走を制
御する。抗原特異的 CTL 応答において、ナイ
ーブ状態での CXCR3 発現はわずかであるが、
活性化に伴い高発現し、エフェクターCTL を
炎症局所へ動員することが知られている。
CXCR3 発現は全体としてはエフェクター期以
降も持続するが、発現率と発現強度は同一水
準で経過せず、コントラクション期には低下
し、CXCR3 発現に限ってもヘテロな状態を呈
する。コントラクション期以降にエフェクタ
ーCTL からメモリーCTL への選別と成熟が進
行するが、この時期の CXCR3 作用はほとんど
明らかになっていない。他方、CXCR3 は T 細
胞増殖を微弱ながら促進することや、血管内
皮細胞や神経細胞にも発現し細胞内シグナ
ル伝達への関与が示唆されており、遊走制御
以外の作用が報告されている。CXCR3 がメモ
リーCTL 樹立・維持に果たす役割を明らかに
できれば、免疫システムの根幹をなす「免疫
記憶」の形成を直接制御するという、ケモカ
イン・システムの新しい作用機序を解明する
ことができ、さらにワクチン応用に向けた重
要な標的をも開拓することが可能となる。 
 
２．研究の目的 
 免疫システムの最大の特徴である「免疫記
憶」を理解し、ワクチンへの応用を図るため
には、メモリーCD8 陽性 T細胞(CTL)樹立・維
持の分子機序を解明する必要がある。ケモカ
イン受容体 CXCR3 は、これまで主にエフェク
ターT 細胞の遊走制御について解析されてき
たが、CTL 上の発現がコントラクション期以
降に持続するにも関わらず、メモリーCTL の
樹立・維持に果たす作用は未解明であった。
CXCR3 欠損 T 細胞受容体トランスジェニック
細胞を用いて CTL 応答を比較・解析し、メモ
リーCTL 樹立・維持に関して CXCR3 が制御す
るシグナル・遺伝子(群)を同定して、CXCR3
による CTL応答制御(特にメモリー樹立)を解
明することを目的として本研究を申請した。 
 
３．研究の方法 
(1)基本解析モデル 
 モデル抗原を OVA とし、これに対する CD8

陽性 T細胞 TCR-Tg である OT-I をドナー細胞
に、OVA を発現する組換えワクシニアウイル
ス(VV-OVA)等を感染因子に用いる。
CXCR3KO×OT-I細胞とWT×OT-I細胞を野生型
レシピエントマウスに共養子移入し、
LM-OVA/VV-OVA を接種した後に CTL 応答を解
析する系を樹立した。 
 
(2)CTL 感染応答の「量」に関する制御 
 CTL 数・分布解析：主要臓器から単核球を
分離しフローサイトメーター(FCM)にて
CXCR3KOおよびWT×OT-I細胞数を臓器別に定
量的に比較し、CXCR3KO 細胞がメモリー細胞
に移行しやすいことを確認した。 
 
(3)CTL 感染応答の「質」に関する制御 
 (2)にて FCM 解析を行う際に同時に CTL 分
化・成熟に関する既知の表面マーカー(CD27, 
CD28, CD43, CD122, CD127, KLRG-1 等)を定
量的に比較・評価した。また細胞内サイトカ
イン多重染色にて複数のサイトカイン等
(IFNγ, TNF, IL-2, Granzyme B, Perforin
等)の産生性を同時に測定し、単細胞レベル
でサイトカイン多重産生性(=良質の CTL 形成
状態)を評価した。CXCR3KO 細胞は質的にも良
質のメモリー細胞表現型を示すことが明ら
かとなった。 
 
(4)CXCR3 による CTL 感染応答制御の「時期」
と「分子機序」を解明 
 コントラクション期以降に CXCR3KO×OT-I
の生残が有利であることを予備実験で明ら
かにしており(図 2)、その機序について以下
の点から解析を進める。 
 時期の同定： CTL 応答の量的・質的変化が
顕在化する時期に関して(2)と(3)で示され
る情報に加えて、細胞増殖(BrdU 取込や CFSE
ラベル後再養子移入)あるいは細胞死
(AnnexinV 染色)のバランス変化を糸口に、
CXCR3 欠損によって CTL 応答に差異が生じる
時期を同定する。 
 CXCR3 標的遺伝子候補の抽出：同定された
時期の前後で両 OT-I を分取し、定量 PCR や
ウェスタン法などを用いて TCRやサイトカイ
ンなどのシグナル経路・細胞増殖や細胞死関
連遺伝子の遺伝子発現/機能解析を行う。結
果について CXCR3KO×OT-I と WT×OT-I を比
較することで、T細胞分化や細胞生残に関連
する遺伝子群から CXCR3の調節を受ける可能
性がある候補を抽出する。 
 候補遺伝子の関与を証明：前項で CXCR3 に
よる調節を受けることが示唆された候補遺
伝子(群)ついて解析を進める。
CXCR3KO×OT-I で候補遺伝子を操作しメモリ
ーCTL 生残有利性への影響を解析することで、
CXCR3 欠損で観察された現象と標的候補遺伝
子との相関を確認する。 



 

 

 CXCR3 リガンドの同定：CTL 生残に関与す
る CXCR3リガンドと作用時期を同定するため
に、生体内応答時の濃度測定に加えて、応答
途中まで in vitro で誘導した後に生体内に
養子移入しメモリーCTL 樹立を比較評価する
実験系を用いて、培養時に添加するケモカイ
ンを組合せて解析する。 
 サイトカイン感受性の確認：
CXCR3KO×OT-I の生残有利性について、維持
性サイトカイン(IL-2 / -7 /-15 等)に対する
感受性に WT との差が存在するかを、サイト
カイン添加培養実験で確認する。 
 
４．研究成果 
  CXCR3欠損および野生型CD8陽性T細胞を
共養子移入する実験系を用いて CXCR3 が CTL
応答に及ぼす影響を解析した（図 A）。大変興
味深いことに感染応答 7 日目において CXCR3
欠損 CTL は野生型 CTL に比べて MPEC 表現型
を高率に示し、その後のメモリーCTL 形成が
増加した（図 B,C）。CXCR3 が G 蛋白共役受容
体であることから、CXCR3 が直接 CD8 陽性 T
細胞に内因的な刺激シグナルを伝達してい
る可能性を考慮して研究を進めてきたが、in 
vitro でのリガンド添加培養実験では顕著な
影響を認めることができなかった。このため、
CXCR3 が制御する生体の局在（移動）が CD8
陽性 T細胞の応答の質を制御していると考え、
感染後早期の脾臓内局在に焦点を当てて組
織学的な解析を実施した。その結果、活性化
後早期に CD8 陽性 T細胞上に発現誘導される
CXCR3 が、脾臓内において CD8 陽性 T 細胞を
傍リンパ鞘周辺 T細胞領域から辺縁帯へ遊走
させることで、エフェクター型への分化を促
進していることが明らかになった（図 D）。 

 
 CXCR3 は抗原特異的な活性化を受けた T 細
胞のみに発現が誘導されるため、辺縁帯への
集積は抗原特異的 T細胞に限定され、その他
の非特異的な集団は T細胞領域内に残ること
になる。これにより辺縁帯のスペースやサイ
トカインなどのリソースは抗原特異的細胞
が大量のエフェクターCTL を産出するために
有効に利用され、大多数の非特異的集団は炎
症性サイトカインによる bystander 活性化を

避けることができるのではないかと、我々は
考えている。CXCR3 がほぼ全ての活性化 CTL
上に発現することから、ワクチン接種量（抗
原や炎症シグナルの総量）を増加させずとも
CXCR3 シグナルを制御することでワクチン効
果を増強することが可能であると考えられ
る。本研究の成果は、 The Journal of 
Experimental Medicine にて発表した。概念

図を示す。 
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