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研究成果の概要（和文）：骨髄において維持される記憶ヘルパーT細胞の機能について、記憶ヘルパーT細胞を特異的に
欠損するCD69遺伝子欠損マウスを用いて解析したところ、骨髄記憶ヘルパーT細胞が液性免疫において必須な役割をも
つことが明らかとなった。一方で、外界異物の侵入を受ける末梢非リンパ組織においても、記憶ヘルパーT細胞が形成
、維持されることが知られている。そこで、呼吸器粘膜組織における記憶ヘルパーT細胞の維持機構について着目し解
析したところ、記憶ヘルパーT細胞は誘導性気管支関連リンパ組織中で維持されることがわかった。これらの結果は記
憶ヘルパーT細胞の生体内における役割やその維持機構の更なる解明に繋がることが期待される。

研究成果の概要（英文）：To investigate the roles of bone marrow (BM) memory T helper (Th) cells, we 
evaluated humoral immune response of CD69-deficient mice which lacks them. We have clarified that BM 
memory Th cells are essential for efficient establishment for humoral immunity. On the other hands, it is 
known that there are memory Th cells that maintained at peripheral non-lymphoid tissues which are the 
sites of pathogen invasion. We focused on the maintenance of memory Th cells in lung tissue and found 
that memory Th cells are maintained within inducible bronchus-associated lymphoid tissue (iBALT). These 
studies will contribute the understanding of the role of memory Th cells and their maintenance in the 
body.

研究分野：免疫学

キーワード： アレルギー･喘息　免疫学
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１．研究開始当初の背景 
記憶ヘルパーT 細胞は免疫記憶に不可欠な細
胞である。それらの細胞の非存在下では、長

寿命プラズマ細胞の発生、また記憶キラーT
細胞の維持や二次応答に欠損が見られる。そ

のような免疫記憶の調節において著しく重要

であるにもかかわらず、生体内における記憶

ヘルパーT 細胞の分化や多様性、維持、再活
性化についてはほとんど知られていない。 
抗原刺激を受けたナイーブヘルパーT細胞は、
リンパ節や脾臓等の二次リンパ器官で活性

化・増殖しエフェクターヘルパーT 細胞にな
り、免疫反応終息後そのごく一部が記憶細胞

として生体内で長期に生存すると考えられて

いる。近年、記憶ヘルパーT 細胞が二次リン
パ器官において免疫後 3-8 週間で骨髄へ移動
し、その後何ヶ月も骨髄に定着し続けること

が明らかとなった（Tokoyoda et al., Immunity 
20:721-730, 2009）。骨髄記憶ヘルパーT細胞は
骨髄の IL-7産生ストローマ細胞上で長期に渡
り休止状態で、かつ再刺激時には高い反応性

をもって維持されていることが分かり、IL-7
産生ストローマが記憶ヘルパーT 細胞のニッ
シェであることも明らかとなった。さらに最

近では、骨髄において大部分の記憶ヘルパーT
細胞が休止状態にも関わらず、CD69分子を特
異的に高発現しており、また CD69 遺伝子欠
損マウスが骨髄記憶ヘルパーT 細胞を特異的
に欠損していることを明らかにしてきた

（ Shinoda et al., Proc. Natl. Sci. USA 
109:7409-7414, 2012）。これらの報告により今
まで不明であった記憶ヘルパーT 細胞の形成
や維持のメカニズムの理解が大きく進んだ。

そこで、CD69遺伝子欠損マウスを用いること
で骨髄記憶ヘルパーT 細胞が免疫現象の中で
どのような役割を持っているかを明らかにす

ることができると考え、記憶ヘルパーT 細胞
のプラズマ細胞の調節機構について詳細に解

析した。 
 一方で、抗原暴露を受けた個体では外界異

物の侵入部位において記憶ヘルパーT 細胞が
形成、維持されており、特にアレルギー疾患

においてはこの有害な記憶ヘルパーT 細胞の
集積が病態形成に関与することが強く示唆さ

れている。しかしながら、外界異物の侵入部

位である末梢非リンパ組織における記憶ヘル

パーT 細胞の形成・維持機構については未だ

全く不明である。そこで、骨髄記憶ヘルパーT
細胞ニッシェで同定された分子をもとに外界

異物の侵入の標的となりやすい呼吸器粘膜に

おける記憶ヘルパーT 細胞の形成・維持機構
について解析を行った。 
 
２．研究の目的 
免疫記憶は脊椎動物の生体防御における最も

重要な生体システムの一つである。私はその

中で、免疫記憶の中枢として働く記憶ヘルパ

ーT 細胞が生体内でどのように形成、生存お
よび機能維持されているかを解明したいと考

えている。今まで骨髄記憶ヘルパーT 細胞の
形成・維持メカニズムを明らかにしたわれわ

れの研究（Shinoda et al., Proc. Natl. Sci. USA 
109:7409-7414, 2012）を基に、骨髄記憶ヘルパ
ーT 細胞を特異的に欠損した CD69 遺伝子欠
損マウスを用いて、液性免疫を中心とした免

疫システムにおける骨髄記憶ヘルパーT 細胞
の新規機能について解析を行った。また、骨

髄記憶ヘルパーT 細胞ニッシェで同定された
機能分子をもとに呼吸器粘膜組織での記憶ヘ

ルパーT 細胞の形成・維持機構についても解
析を行った。本研究による免疫システムの解

明は、アレルギーや自己免疫疾患等の免疫疾

患の治療に大きく貢献すると考えている。 
 

(1)記憶ヘルパーT 細胞による高親和性抗体産
生誘導メカニズム 
われわれは、記憶ヘルパーT 細胞を特異的に
欠損する CD69 遺伝子欠損マウスでは高親和
性抗体の産生誘導能に著しい障害が生じるこ

とを見出している。CD69遺伝子欠損マウスで
は脾臓中の胚中心 B 細胞及びプラズマ細胞は
正常に形成されることから、プラズマ細胞の

脾臓からの移出、骨髄への侵入、骨髄内での

移動のいずれかの段階に障害があると考えら

れる。そこで、記憶ヘルパーT 細胞とプラズ
マ細胞の動態を観察し、どのように記憶ヘル

パーT 細胞がプラズマ細胞と相互作用し、調
節するかを解析していく。記憶ヘルパーT 細
胞の有無によりプラズマ細胞の細胞数や生体

内における局在の変化を解析し、直接的ある

いは間接的に記憶ヘルパーT 細胞がプラズマ
細胞を調節する機構について解明する。記憶

ヘルパーT 細胞の未だに知られていない役割
を解明することができると考えている。 



 
(2)呼吸器粘膜組織における記憶ヘルパーT細胞
形成・維持機構 
呼吸器粘膜組織において炎症が誘導されると

組織中にリンパ節様の誘導性気管支関連リン

パ組織（induced bronchus-associated lymphoid 
tissue: iBALT）が異所的に形成されることが知
られている。われわれは、抗原特異的エフェ

クターヘルパーT 細胞をマウスに移入し抗原
を肺に投与することで、肺組織の微小環境変

化により、iBALT を誘導する系を確立してい
る。さらに、肺で維持される記憶ヘルパーT
細胞の大部分が iBALT中に局在することを見
出している。われわれは骨髄において、IL-7
が記憶ヘルパーT 細胞ニッシェにおける機能
分子として働くことを明らかにしており、末

梢非リンパ組織における記憶ヘルパーT 細胞
の維持においても IL-7が機能しているのでは
ないかと考えた。そこで IL-7陽性細胞の局在
と記憶ヘルパーT 細胞の動態を解析すること
で末梢非リンパ組織における記憶ヘルパーT
細胞の維持機構を明らかにできると考えてい

る。 
 
３．研究の方法 
記憶ヘルパーT 細胞のプラズマ細胞に対する
作用について詳細に解析する。記憶ヘルパーT
細胞を特異的に欠損する CD69 遺伝子欠損マ
ウスを用いることで、記憶ヘルパーT 細胞が
どのように高親和性抗体の産生誘導を調節し

ているのかを解明し、液性免疫反応における

記憶ヘルパーT 細胞の新しい役割を明らかに
する。 
また、呼吸器粘膜組織における記憶ヘルパーT
細胞の発生・維持機構について明らかにする。

特に呼吸器粘膜組織においてどういった因子

によって記憶ヘルパーT 細胞が生存、維持さ
れるのか解明し、末梢非リンパ組織における

記憶ヘルパーT 細胞ニッシェについて詳細に
解析していく予定である。 

(1)骨髄記憶ヘルパーT 細胞による高親和性抗体
産生誘導メカニズム 
CD69 遺伝子欠損マウスでは高親和性抗体産
生誘導能が低下しているにもかかわらず、免

疫後14日目の脾臓では野生型同様に抗原特異
的プラズマ細胞を誘導する。しかし、免疫後

28 日目では骨髄中の抗原特異的プラズマ細胞
数が顕著に減少することを見出している。こ

のことから、骨髄記憶ヘルパーT 細胞はプラ
ズマ細胞の脾臓での発生ではなく、骨髄への

移行または骨髄での維持に関与していると考

えられる。そこで、骨髄記憶ヘルパーT 細胞
が高親和性抗体の産生誘導に働く段階につい

てさらに詳細に解析していく。骨髄記憶ヘル

パーT 細胞がプラズマ細胞の①脾臓からの移
出、②骨髄への移行、③骨髄での維持のどの

段階で働くのか明らかにする。免疫後、経時

的に凍結切片を作製し免疫染色法で観察し、

おおよその記憶ヘルパーT 細胞の侵入もしく
はプラズマ細胞と接着する時間を同定する。

その後、生体内イメージング法で動態を解析

する。プラズマ細胞の発生する時間を確定す

るためにも、免疫染色法だけでなくフローサ

イトメトリー法や ELISPOT法も用いる。 
記憶ヘルパーT 細胞のプラズマ細胞に対する
役割をさらに明確にするために、記憶ヘルパ

ーT 細胞特異的欠損マウスである CD69 遺伝
子欠損マウスを用いて解析する。従来、全ヘ

ルパーT 細胞を欠損したマウスは作製できて
いたが、記憶ヘルパーT 細胞のみを欠損した
マウスは未だ報告がない。野生型のマウス由

来のプラズマ細胞をこの記憶ヘルパーT 細胞
欠損マウスに移入することでプラズマ細胞の

どの段階で記憶ヘルパーT 細胞が作用してい
るか詳細に解析することができると考えてい

る。つまり、CD69遺伝子欠損マウスの高親和
性抗体産生誘導能を解析していくことで、記

憶ヘルパーT 細胞が間接的あるいは、直接的
にプラズマ細胞を制御し高親和性抗体産生誘

導を行っているのか解析していく。さらにこ

のマウスを解析していくことによって、従来

予想されていた役割以外の新しい記憶ヘルパ

ーT 細胞の役割を明らかにすることができる
と考えている。 

(2)呼吸器粘膜組織における記憶ヘルパーT細胞
形成・維持機構 
記憶ヘルパーT 細胞が呼吸器粘膜組織におい
てどのように維持されているか解明する。わ

れわれは既に IL-7-GFPノックインマウスを入
手しており、iBALT中に多くの IL-7産生細胞
が局在していることを見出している。そこで

本研究計画では、以下の①〜③の三つの点に

焦点をしぼり解析していく。 
①記憶ヘルパーT細胞の iBALTでの維持機構 

iBALT 中での記憶ヘルパーT 細胞の維持にお
ける IL-7の役割を解明する。IL-7がナイーブ



ヘルパーT 細胞の生存維持にも必須なサイト
カインであることから、IL-7 レセプターのコ
ンディショナルノックアウトマウスを用いて

解析を行った。このマウス由来の記憶ヘルパ

ーT 細胞を誘導した後に薬剤により IL-7 レセ
プターを欠失させることで、記憶ヘルパーT
細胞特異的に IL-7による影響を解析すること
ができる。末梢非リンパ組織における IL-7の
記憶ヘルパーT 細胞の維持における役割につ
いて明らかにする。 
②iBALTの形成機構 
抗原特異的エフェクターヘルパーT 細胞依存
的に iBALTが形成されることから、エフェク
ターヘルパーT 細胞が直接的あるいは間接的
に iBALTの誘導に関与していることが示唆さ
れる。そこで、エフェクターヘルパーT 細胞
が産生するサイトカインに焦点をしぼり、そ

れらのサイトカインに対する中和抗体を投与

することで iBALTの形成が抑制されるか検討
する。 
③IL-7産生細胞の同定および機能分子の探索 
われわれは既に IL-7-GFPノックインマウスを
入手していることから、肺組織での IL-7産生
細胞の局在と動態を免疫染色法や生体内イメ

ージング法を用いて解析することができる。

従来の凍結切片免疫染色法やフローサイトメ

トリー法、全身における局在が観察できる超

高感度CCDカメラによる生体内イメージング
システムとともに細胞の動態や局在を解析可

能である。さらに、IL-7 産生細胞を単離する
ことで、iBALT中に多く存在する IL-7産生細
胞の同定を行い、マイクロアレイを用いて

IL-7 産生細胞上の機能分子を明らかにするこ
とができると考えている。 
 

４．研究成果 

(1)骨髄記憶ヘルパーT 細胞による高親和性抗体
産生誘導メカニズム 
記憶ヘルパーT細胞を特異的に欠損するCD69
遺伝子欠損マウスの液性免疫反応を評価した

ところ、免疫早期の抗体価や脾臓におけるプラ

ズマ細胞数には差がないにもかかわらず、高親

和性抗体価や骨髄におけるプラズマ細胞数に

は著しい欠損が見られた。そこで、プラズマ細

胞の骨髄への移行に骨髄記憶ヘルパーT細胞
が関与しているか解析するため、野生型マウス

を免疫し、脾臓に生じたプラズマ細胞をCD69
遺伝子欠損マウスに移植する実験を行った。そ

の結果、CD69遺伝子欠損マウスでは野生型マウ
スと比べてプラズマ細胞の骨髄への移行能が

顕著に低いことが明らかとなった。さらに、野

生型のマウスにおいてプラズマ細胞の骨髄へ

の移行能はあらかじめ免疫したマウスにおい

て顕著に高くなるが、CD69遺伝子欠損マウスで
はその上昇が顕著に減弱することが明らかと

なり、骨髄記憶ヘルパーT細胞はプラズマ細胞
の骨髄への移行を補助する役割を持つことが

示唆された（図１）。CD69遺伝子欠損マウスで
は、濾胞ヘルパーT細胞や胚中心B細胞、胚中心
の形成は正常に見られることより、今まで知ら

れていない液性免疫における胚中心反応以降

でのヘルパーT細胞の役割が明らかとなった。 
CD69遺伝子欠損マウスの解析から骨髄記憶ヘ
ルパーT細胞が液性免疫において必須な役割を
もつことが明らかとなった。今後、骨髄記憶ヘ

ルパーT細胞の生体内における意義のさらなる
解明が期待される。 
 

(2)呼吸器粘膜組織における記憶ヘルパーT細胞
形成・維持機構 
呼吸器粘膜組織において炎症が誘導されると

組織中にリンパ節様の誘導性気管支関連リン

パ組織（induced bronchus-associated lymphoid 
tissue: iBALT）が異所的に形成されることが知

られている。われわれは、抗原特異的エフェ

クターヘルパーT 細胞をマウスに移入し抗原
を肺に投与することで、肺組織の微小環境変

化により、iBALT を誘導する系を確立した。
さらに、iBALT 構造を免疫染色法により解析
すると、記憶ヘルパーT細胞の大部分が iBALT
中に局在していることが明らかとなった（図

２）。われわれはこれまでに骨髄において、IL-7
が記憶ヘルパーT 細胞ニッシェにおける機能
分子として働くことを明らかにしていること

から、末梢非リンパ組織における記憶ヘルパ

ーT 細胞の維持においても IL-7 が機能してい
るのではないかと考えた。IL-7 の発現を組織
学的に検出可能な IL-7-GFPノックインマウス
を用いて iBALT を誘導すると記憶ヘルパーT
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図１　野生型マウスにおいてプラズマ細胞の骨髄への移行能は
あらかじめ免疫したマウスにおいて顕著に高くなり、CD69遺
伝子欠損マウスではその上昇が顕著に減弱する。   
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細胞の大部分は IL-7産生細胞と接着して維持
されていることが明らかとなった。さらに、

IL-7 の記憶ヘルパーT 細胞維持における役割
を詳細に解析するため、IL-7 レセプターのコ
ンディショナルノックアウトマウスを用いて、

解析した。IL-7 レセプターのコンディショナ
ルノックアウトマウス由来の記憶ヘルパーT
細胞を誘導した後に薬剤により IL-7レセプタ
ーを欠失させると、iBALT において維持され
る記憶ヘルパーT 細胞が消失することが明ら
かとなった。これらの結果から、iBALT にお
いて記憶ヘルパーT 細胞は IL-7 依存的に生存
維持されていることが明らかとなった。 

 
(3)iBALT内記憶ヘルパーT細胞ニッシェの同定
及び機能分子の探索 
iBALTにおける IL-7産生細胞の性質を明らか
にしていくことで、これらの細胞が記憶ヘル

パーT 細胞に与える影響や他の免疫細胞に対
する作用について明らかにすることができ

ると考えた。われわれは IL-7-GFPノックイン
マウスを用いて、GFP の発現を指標に IL-7
産生細胞をフローサイトメーターにより単

離することに成功した。IL-7はリンパ節にお
いてリンパ管内皮細胞（Lymphatic endothelial 
cell; LEC）と細網繊維芽細胞（ fibroblastic 
reticular cell; FRC）により産生されることが報
告されている。われわれが着目する呼吸器粘

膜組織における IL-7 産生細胞がこれらの細
胞とどのように違うのか、リンパ節の IL-7産
生細胞と肺における IL-7 産生細胞を遺伝子
発現レベルで網羅的に比較解析する。最終的

には iBALT 内の IL-7 産生細胞を制御し得る
ような機能分子を同定し、記憶ヘルパーT 細
胞の制御によるアレルギー疾患や自己免疫

疾患の治療戦略の基盤を構築したい。 
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