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１．研究実施の概要

　本研究においては、１）IL８をはじめとしたケモカインの様々な炎症・免疫疾患

モデルでの病態生理作用の確立とそれに基づく抗炎症・免疫抑制剤開発のための新

たな分子標的の提供のための基礎実験　２）ケモカイン受容体シグナル伝達機構の

解析　３）白血球細胞接着因子の生物学的意義の確立と接着因子を介した細胞内シ

グナルの解析　４）エンドトキシンショックの分子機序の解析　５）マクロファー

ジ・樹状細胞の起源、分化、活性化分子機序の解析と新規炎症関連遺伝子のクロー

ニングならびにそれらの生物活性の確立を柱として研究を実施している。

２．研究実施内容

１）炎症反応分子機構解析グループ

　ケモカインによるTh１/Th２優位免疫反応制御

　この間、Th１/Th２特異的免疫反応時に何故免疫反応局所にTh１/Th２細胞特異的

浸潤が起こるのか全く不明であった。ところが、最近発見された新規ケモカイン

がリンパ球サブセット特異的に作用することが判明し、また、これらのケモカイ

ンに対する受容体が明らかになることによりこの謎が解明された。CD４陽性Th１

細 胞 表 面 上 に はCXCR３，CCR５が 発 現 しIP-１０/Migな ら び にMIP-１�/MIP-１

�/RANTESが作用することが報告される一方、近畿大学義江らとの共同研究によ

りTh２細胞表面上にはCCR４が発現しTARC/MDCが作用することを明らかにし

た。以下、マウス疾患モデルにおけるケモカインによるTh１/Th２優位免疫反応、

炎症／免疫疾患制御に関する私達の実験結果を記す。

ａ．細菌性劇症肝炎モデル　

　サルコイドーシスの原因菌として注目されているPropionibacterium acnes

（P. acnes）の加熱死菌をC５７BL/６マウスに尾静脈より１mg注射し、一週間後に

低用量のLPSを再度尾静脈より投与すると、肝実質に多数形成された肉芽を中

心として激しい肝実質細胞の破壊が生じる。ケモカインを中心とした解析か

ら、P. acnesにより肝実質に肉芽が形成されるまではMIP-１�，Mig，IP-１０など

によって遊走されたCCR５ならびにCXCR３発現INF- ��産生性Th１細胞が主に関
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与し、LPS刺激後肉芽構成細胞はTARC，MDCを産生しCCR４発現IL４産生性

Th２細胞を肝臓に動員しTNFとFasを介した肝障害を引き起こすことが判明し

た。この実験モデルにおいて抗TARC抗体は肝障害の発症を有意に抑制した。

ケモカインににより、Th１, Th２細胞の浸潤が非常に精密に制御されTh１を

ベースにしたTh２反応の混合が強い組織傷害を引き起こすことが明らかになっ

た。さらに、Th２を誘導するTARC，MDCが肉芽を構成する活性化樹状細胞

により産生されることが判った。今年度は、P. acnes投与後数時間内に多数の

CCR１/５＋CD１１c＋樹状細胞前駆体が血中に出現し、肝臓sinusoidのDisse腔に移

動し、肉芽形成に関与することを見い出した。肉芽組織にはCCR１/５＋CCR７－の

CD１１c＋DEC２０５－ 未熟樹状細胞が集積し、活性化／成熟とともにCCR７＋

DEC２０５＋樹状細胞になり門脈領域にリンパ向性に移動することを実証した。

樹状細胞の前駆体のDisse腔への移動にはKuppfer細胞や肉芽構成細胞によっ

て産生されるMIP-１�、成熟樹状細胞の門脈領域への移動にはリンパ管内皮に

よって産生されるSLCによることが判明した。naive Tリンパ球のP. acnes抗

原特異的な最初の増殖は門脈領域でおこり、ここに新たな二次リンパ組織の形

成があることが判り、portal tract associated lymphoid tissue（PALT）と命名し

た。肉芽部位でのTリンパ球の増殖はPALT、所属リンパ節（hepatic lymph 

node）でTh１ polarized memoryとなったTリンパ球が肝臓にホーミングして初

めて起こることを明らかにした。

ｂ．気管支喘息モデル

　C５７BL/６マウスを第１日目と第８日目に卵白アルブミンを腹腔内投与するこ

とにより免疫し、第１５日目から一週間連日２０分間卵白アルブミンを気道感作し

気道過敏症を誘発した。CCR４のリガンドであるTARCの産生誘導が気道上皮

細胞と血管内皮に経時的に起こるとともに好酸球を主とした著明な白血球浸潤

が観られた。抗TARC抗体を気道曝露時に繰り返し投与することにより劇的な

好酸球浸潤、Th２サイトカイン産生の抑制とアセチルコリン誘導気道抵抗増加

の阻害が認められた。

ｃ．急性GVHD

　C５７BL/６（B６，H-２b）由来脾細胞をB６XDBA/２F１マウスに移入し、急性

GVHDを惹起した。１週間後にはCCR１，CCR４ならびにCXCR３発現CD４陽性

T細胞、２週間後にはCCR５発現CD８陽性Tリンパ球が主に胆管周囲に浸潤し

た。胆管・肝障害を引き起こす２週間後においてCCR５に結合するケモカイン

としてMIP- １�が選択的に胆管上皮、血管内皮ならびに浸潤白血球により産生

されていた。抗CCR５抗体ならびに抗MIP-１�抗体が有意にT細胞浸潤を抑制し

肝傷害を軽減したことにより、MIP-１�よって、胆管上皮傷害性CCR５陽性CD８
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細胞が浸潤することが判明した。このモデルは一般的にはTh１モデルとされる

が、CD８陽性細胞は必ずしもINF- ��産生性Tc１細胞ではなかった。しかし、キ

ラー T細胞の浸潤にケモカイン受容体CCR５とそのリガンドMIP-１�が関与する

可能性を示唆した最初の仕事である。現在、donor cellの移入後のtrafficking 

fate、感作、増殖がどこで起こるかをGFP- transgenic mouse由来Tリンパ球を

用いて検索中である。

発生・成人期生理的条件下の免疫組織形成に於けるケモカイン

　胎仔肝ならびに骨髄より血液前駆細胞が胸腺に移動し、胸腺内でT細胞

に分化する。被膜下CD４ CD８ double negative細胞、皮質double positive細

胞、髄質CD４もしくはCD８ single positive細胞に分化するとともに、

positive/negative clonal selectionを受ける。この時のT細胞の胸腺内移動

にもケモカインの関与が示唆されている。SDF-１は主に皮質部で産生さ

れ、TECK， TARC， ELCは髄質樹状細胞で恒常的に産生されている。最

近私達は、SDF- １の受容体CXCR４をendoplasmic reticulumにトラップす

るように人工的にデザインしたintrakineを発現した血球細胞で置き換え

たマウスを作製し、それらにおける造血、免疫システムの構築を検索した

ところBリンパ球、顆粒球の再構築のみならず胸腺の再構築にも異常があ

ることが判明した。この方法をTECK-CCR９のシステムにも応用し、腸管

上皮間リンパ球の起源、trafficking機構について検索中である。

ケモカイン受容体シグナル伝達機構の解析

　現在yeast two hybrid systemを用いてCCR２のC- 末端をbaitに細胞内会

合分子の探索を行い、既に数クローン（多くは新規遺伝子）を得ている。

現在これらの遺伝子産物のうち、clathrin motifを有するFROUNTと命名し

た分子はMCP-１のCCR２介在性internalizationを制御し、マクロファージ浸

潤を正に制御する分子であることがin vitroのみならずin vivo実験でも明

らかになっている。

Macrophage, DC（樹状細胞）の分化機構の解析

　ヒト単球からmacrophage, DCへの分化、LPS活性化に関連する遺伝子を

serial analysis of gene expression （SAGE）法によりそれぞれ５０，０００ tags以

上スクリーニングして同定した。この仕事はヒト血球系細胞に於ける包括

的な遺伝子発現検索としての最初の仕事である。論文発表とともにホーム

ページを開設し詳細な最新情報を開示している。現在、この仕事で明らか

になった多数の新規遺伝子のクローニングと機能確立の仕事を展開してい

る。また、癌・微生物ワクチンのシャトル細胞として注目されているDCの

多様性を遺伝子発現プロファイルにて明らかにしようとしている。
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２）生体工学グループ

　CXCR４のノックアウトマウスを作製し、大阪母子センター研究所との共同研

究でそのphenotypeを解析した結果、SDF-１/PBSFとCXCR４が一対一の関係に

あり胎生期の造血、B細胞分化・増殖のみならず胃・上部腸管への血管形成に

重要な役割を有することが判明した。ケモカインの病態生理作用確立のため、

抗体の作製、遺伝子欠損マウス（CCR５－/－マウスは作製済み）・トランスジェ

ニックマウス、intrakine遺伝子導入骨髄幹細胞移植キメラマウスをさらに作製

中である。

　IL １ receptor antagonist欠損マウスを作製し、そのphenotypeを解析した。

細菌誘導性肝障害モデルにおいて欠損マウスは野生型と比べ、より致死的であ

り、脾臓ではTh２シフトが観られた。

　炎症関連遺伝子としてクローニングしたADAMTS-１の欠損マウス作製によ

り、ADAMTS-１がマウスの正常な成長、腎・副腎などの臓器の形態と機能に重

要な因子であることが明らかになった。ADAMTS分子群はメタロプロテアー

ゼ研究分野で最も注目を浴びている分子群であり私達が発見したADAMTS-１

が最初の分子ある。現在ADAMTS-４欠損マウスを作成中である。
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