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研究成果の概要（和文）：本研究では申請者らが開発したマウス肺内 in vivo live imaging システ

ムを用いて、喘息肺での種々の Th 細胞分画（Th1/Th2/Th17/iTreg 等）の浸潤様式の解析および

肺内ダイナミクス解析を行った。その結果、Th2 細胞は明瞭な細胞集団を形成するが Th1 細胞

は不明瞭な細胞集団しか形成しないなど、Th 細胞の種類によって肺組織内への集積様式が異な

ることが明らかとなった。またこれらの技術を応用して肝臓内 in vivo live imaging システムを構

築し、ConA 肝炎モデルを用いて炎症細胞の浸潤様式を解析した。 

 

研究成果の概要（英文）：We developed a color-coded in vivo live imaging model to image the 

cellular dynamics of the migration of Th cells into the lung and liver of living animals, and 

identify the cellular processes required for the initiation of asthma and acute hepatitis phenotype. 

Accumulating antigen-specific Th2 cells, but not Th1 cells, formed foci in the lung after antigen 

inhalation. 
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1. 研究開始当初の背景 

申請者のグループは、これまでアレルギー性
炎症疾患の発症に深く関与するメモリーTh2

細胞の機能維持機構の研究（Yamashita et al., 

Immunity 2006; Nakayama et al., Curr. Opin. 

Immunol. 2008; Nakayama et al., Semin. 

Immunol. 2009）を行ってきた。また、アレル
ギー性気道炎症モデル（マウス喘息モデル）
を使って、シグナル伝達経路や転写因子
（Ras/MAPK, ROG など）の生体レベルでの
機能解析を行ってきた（Hasegawa et al., J. 

Immunol. 2006; Nigo et al. Proc. Natl. Acad. Sci. 

USA 2006；Hirahara et al., J. Allergy Clin. 

Immunol. 2008；Iwamura & Nakayama, Curr. 

Opin. Immunol. in press）。このアレルギー性
気道炎症モデルは Th2 細胞依存的であるが、
Th2 細胞数は浸潤細胞の数パーセント程度で
ある。Th2 細胞が、実際の肺の炎症の場へ浸
潤するタイミングや浸潤の様式、浸潤した
Th2 細胞の活性化状態などのダイナミックな
細胞動態はほとんど明らかになっていなか
った。最近、マウス肺内 in vivo live imaging

システムを独自に開発し(国際特許出願済)、
マウス喘息モデルにおいて抗原吸入後に起
こるTh2細胞の浸潤の動態を時空間的に解析
して明らかにした（Hasegawa et al., J. Allergy 
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Clin. Immunol. 2010）。 

 

２．研究の目的 

申請者らは、アレルギー性炎症疾患（花粉症、
アレルギー性喘息など）の発症の要であるタ
イプ 2 の T 細胞（Th2）の体内動態を明らか
にするために、蛍光を発する Th2 細胞を移入
するシステムを使って、マウスの肺での Th2

細胞の浸潤を定量的に解析するためのリア
ルタイム可視化モニタリング系を独自に開
発し（国際特許出願済）、マウス喘息モデル
において抗原吸入後に起こる Th2細胞の浸潤
の動態を時空間的に解析して明らかにして
きた（Hasegawa et al., J. Allergy Clin. Immunol. 

2010）。これは、生存のために必須の心拍動
や肺の動きを保持したままで肺内の細胞動
態をリアルタイムで解析できる世界初の画
期的なシステムである。そこで本研究ではこ
のマウス肺内 in vivo live imaging システムを
用いて、喘息肺での種々の Th 細胞分画
（Th1/Th2/Th17/iTreg 等）の肺内ダイナミク
ス解析を行う。また、新規分子プローブを用
いたマルチカラーモニタリング系の構築を
行うとともに、これらの技術を応用して肝臓
での in vivo live imaging システムを新しく構
築する。 

 

３．研究の方法 

2 年間で以下の研究を行った。 

(1) マウス肺内 in vivo live imaging システム
による喘息肺でのリンパ球の動的挙動 

解析 

麻酔下にベンチレーターをつないだカニュ
ーレを気管に挿入、左肺の気管支を結紮し、
右肺だけの換気で呼吸管理を行った。左肺
の血流は遮断しない。その状態で左肺を共
焦点顕微鏡または2光子顕微鏡で解析した。
この系において左右の肺で血流量や細胞流
入数に差がないことをはじめに基礎実験で
確認した。定常状態の肺と抗原吸入後の肺
内での抗原特異的蛍光 Th2 細胞をビデオ撮
影し、動的解析をおこなった。また抗原特
異的 Th2 細胞のほか、Th1、Th17、NKT、iTreg

細胞などの違った機能サブセットを用いて
移入実験を行い、浸潤様式の差異を解析し
た。さらにステロイド剤を投与した場合の
効果を検討した。 

(2) 抗原提示細胞と Th 細胞の細胞間相互作
用の解析 

蛍光標識した OVA 抗原を取り込ませた抗
原提示細胞（樹状細胞）を移入し、抗原提
示細胞と Th 細胞との細胞間相互作用を可
視化した。抗原特異的 Th2 細胞のほか、Th1、
Th17、NKT、iTreg 細胞などの違った機能サ
ブセットを用いて実験を行い、浸潤様式の
差異を解析した。 

(3) ナノ粒子を用いたマルチカラーラベル細

胞を用いた実験 

HVJ-リポゾーム法を用いて市販のカンタム
ドット（QD）を正常 T 細胞に取り込ませる
と強い蛍光を発することを確認した後、
CD4T 細胞や CD8T 細胞を別々のナノ粒子
で標識して解析を行った。細胞毒性や細胞
機能発現に対する影響を市販の化学的蛍光
色素で染色した場合や遺伝子操作によって
細胞内で蛍光タンパク質を発現させて標識
した場合と比較検討した。 

(4) ナイーブ T 細胞とエフェクターT 細胞の
浸潤様式の比較 

OVA プライミングの必要性に関して、OVA

で免疫した GFP トランスジェニックマウス
と OVA 免疫しなかった RFP トランスジェ
ニックマウスからそれぞれ CD4T 細胞を調
製し、抗原吸入後の浸潤の動態を比較検討
した。また、免疫していない OVA 特異的
TCR トランスジェニックマウス（OT-II）の
ナイーブ CD4T 細胞とそれを in vitro で培養
して分化させた Th2 細胞を用いて実験を行
い、浸潤の動態を比較検討した。 

(5) 遺伝子操作マウスの T 細胞を用いた 

実験 

これまでの解析により、マウス喘息モデル
で気道炎症が起きないまたは増悪すること
が示唆されている CD69 ノックアウトマウ
スのCD4T細胞を用いて実験を行った。我々
が樹立した CD69 ノックアウトマウスでは
喘息が抑制される（Miki-Hosokawa et al., J. 

Immunol. 2009）。これらのノックアウトマ
ウスの CD4T 細胞を用いて肺の炎症巣での
活性化状態や集積を解析し、システムの検
証を進めた。 

(6) 肝臓内 in vivo live imaging システムの 

樹立 

我々の樹立した肺内 in vivo live imaging シ
ステムの撮影技術を応用して、これまで呼
吸による横隔膜の振動のため敬遠されてき
た肝臓内のライブイメージング実験系を構
築した。さらに肝臓内のリンパ球動態を観
察するための病態モデルとして自己免疫性
の肝炎モデルである ConA 肝炎モデルを用
いてリンパ球の浸潤様式を解析した。 

 
４．研究成果 
本研究では申請者らが開発したマウス肺内 in 

vivo live imaging システムを用いて、喘息肺で
の種々のTh細胞分画（Th1/Th2/Th17/iTreg等）
の肺内ダイナミクス解析を行った。またこれ
らの技術を応用して肝臓内 in vivo live 

imaging システムの構築を行い、以下の結果
を得た。 

(1) マウス肺内 in vivo live imaging システム
による喘息肺でのリンパ球の動的挙動 

解析 

抗原特異的な種々の Th 細胞分画について喘



息肺での浸潤様式の差異を解析したところ、
Th1、Th17 細胞などは肺組織内で Th2 細胞の
ような明瞭な細胞集団を形成しにくいこと
が明らかとなった。さらに Th1 や Th2 細胞に
ついて抗原吸入後の肺組織内での動的挙動
解析を行って差異を検討した。またステロイ
ド剤を投与するとTh2細胞の肺への流入数が
減少することが明らかとなった。 

(2) 抗原提示細胞と Th 細胞の細胞間相互作
用の解析 

はじめに蛍光標識した OVA 抗原を吸入させ、
樹状細胞による取り込み過程の時空間的解
析を行った。その結果、樹状細胞による抗原
取り込みは吸入 20 分後には開始されること
が明らかとなった。また抗原を取り込んだ樹
状細胞と肺に集積してきた抗原特異的Th2細
胞の細胞間相互作用や細胞集団形成におけ
る役割を解析できた。 

(3) ナノ粒子を用いたマルチカラーラベル細
胞を用いた実験 

CD4T 細胞や CD8T 細胞、in vitro で培養して
作製した抗原特異的Th2細胞などをナノ粒子
で標識してマウスに移入し解析を行った。細
胞毒性や細胞機能発現に対する影響を市販
の化学的蛍光色素で染色した場合や遺伝子
操作によって細胞内で蛍光タンパク質を発
現させて標識した場合と比較したところ、ナ
ノ粒子で標識した場合には細胞機能発現の
低下傾向が見られた。 

(4) ナイーブ T 細胞とエフェクターT 細胞の
浸潤様式の比較 

ナイーブ T 細胞とエフェクターT 細胞の浸潤
様式を比較したところ、抗原吸入後エフェク
ターT 細胞のみが肺に集積し、抗原特異的
CD4T 細胞であってもナイーブ T 細胞の場合
には肺に集積しないことが明らかとなった。 

(5) 遺伝子操作マウスの T 細胞を用いた 

実験 

マウス喘息モデルで気道炎症が起きないこ
とが示唆されている CD69 ノックアウトマウ
スのTh2細胞について肺への集積能を検討し
たところ、有意に集積能が低下していた。 

(6) 肝臓内 in vivo live imaging システムの 

樹立 

我々の樹立した肺内 in vivo live imaging シス
テムの撮影技術を応用して、これまで敬遠さ
れてきた肝臓内のライブイメージング実験
系を確立した。ConA 肝炎モデルを用いてリ
ンパ球の浸潤様式を解析したところ、ConA

投与 12 時間で CD4T 細胞や好中球が肝臓内
に激しく集積して炎症が誘導されることが
明らかとなった。 
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