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ヒト舌リンパ管内皮細胞におけるCCL21，TLR2

    ならびにTLR4の発現

学位論文内容の要旨

  綱

  Toll-likerecept・0r（1L恥は，病原微生物に存在する特有の分子構造（pamo卿‐鵠sociat．edm01ecular

pぬerns：P」ちふ佃s）を認識する受容体である．このうち皿R2はグラム陽性菌のりポタイコ酸，ベプチド

グリカンなどを，nR4はグラム陰性菌のりポポリサッカライドを認識して種々のサイトカイン産生を

誘導し，自然免疫および獲得免疫に貢献すると考えられている．一方，自血球特異的走化性を有するサ

イトカインは総称してケモカインと呼ばれるが，この中でcys℃ys（C一C）chen101dnehg・．and21（CCL21）

は種々の2次リンパ組織において恒常的に発現し，その受容体であるClCcbemo悩ne賦；e．tor7（CCR7）

陽性のT細胞およびB細胞の2次リンパ組織への遊走，ならびに組織末梢におけるCの口陽性抗原提示

細胞のりンバ管への遊走と2次リンパ組織への移動に関与して獲得免疫に貢献すると考えられている．

  従来，2次リンパ組織の1つである1Jンパ管は，過剰な組織液の取り込み，自血球の循環ならびに抗

原提示細胞の輸送経路としての役割を果たす脈管であると考えられていた．しかし近年，小腸における

りンパ管内皮細胞がnR2およびHR4を恒常的に発現することが明らかにされ，nRとCCL21の関連

性について報告されたが，口腔諸組織のりンバ管内皮細胞がそのような性質を有するのかは全くの不明

である．

  そこで本研究では，＠口腔組織リンバ管内皮細胞におけるnR2またはTIR4の発現，ならびに，◎

TI風2または皿R4を介した，CC也1によるCaU陽性免疫細胞の遊走の可能陸を検討することを目的

とし，ヒ ト健常および炎症舌組織におけるCC也1，nR2ならびにTIR4の発現を検索した．

【材料と方法】

    1．抗体の特異性の確認

  抗CCL21抗体，抗可R2抗体ならびに抗nR4抗体の特異J陸は，近年の小腸組織を用いた検索により

すでに確認済みである．このため本研究では，リンパ管内皮細胞の特異的抗原であるI卿pba血v弼sel

跚doロュe駈mbya］uronanrec叩torー1（IWE．1）に対する抗体の特異性について，正常ヒト皮膚微小リンパ管

内皮細胞mMVEC・dIゆを用いた免疫染色で確認した．また，m爪任E‐dLyにおけるI―1の遺伝子

発現をIば‐PCRにて検索した．なお，ネガティプコントロールとして，通常I，wE‐1を発現しないこと

が明 ら かと な ら てい る 正 三常 ヒ ト皮 膚 微 小血 管内皮 細胞個MVE℃ －d）を使 用した．

    2．培養リンパ管内皮細胞における’ILR2および皿亅斟の発現

  TIR2およびnR4の遺伝子発現に関してはRI、‐P（ニRを，また，抗nR2抗体および抗1rIR4抗体の反

応産物に関しては免疫染色を用い，m爪′ECIdIJおよびm小厄C‐dにおける検索を行った．

    3．組織の免疫染色
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  ヒト健常および炎症舌組織を用しゝ，凍結5連続組織切片を作製した．1枚目の切片にはへマトキシリ

ン‐エオジン染色(H-E染色）を施した，また，2枚目の切片には，脈管を鑑別するための抗plateletendo価e］id

ceuadhesionm01ecmelQECAM．1）拶。本と，リンバ管を同定するための抗IYVE1抗体による2重染色

を行った．さらに3枚目以降の切片に対しては，CC比1，皿R2ならびにTI尽4に対するそれそれの特異

抗体を用い免疫染色を行った．なお，H‐E染色により炎症´陸細胞浸潤が明らかに認められるものを炎症

組織と定義した．

【結果】

    1．抗体の特異性の確認

  珊爪任℃‐dLyでは抗I肌但｜1抗体に反応陽性で，IWE－1遺伝子の発現が確認された．一方，m爪q三C‾d

で は 抗 IYVE‾ 1抗 体 に 反 応 陰 性 で あ り ， IYVE－ 1遺 伝 子 の 発 現 は 認 め ら れ な か っ た ．

    2．培養リンバ管内皮細胞における′Iu也および′r．Mの発現

  m爪 職‐ dLyでは 抗 n瓜 2抗体 およ び抗 nぷ 4抗体 に反 応陽 陸で，HR2およびnR4の遺伝子発現が

認められた一方，珊爪任に＿dでは抗皿瓜2抗体ならびに抗TIiH抗体に反応陰性で，nぷ2の遺伝子発

現は認められず，皿風4の遺伝子発現が認められた．

    3‐組織の免疫染色

  H‐E染色で炎症性細胞浸潤が認められぬい健常舌組織においては，抗PECAM．・1抗体および抗IWE－1

抗体により血管と区別された，結合組織乳頭部における毛細リンバ管と粘膜固有層における集合リンパ

管のほとんどで，抗CCL21抗体，抗n尽2抗体ならびに抗HR4抗体に対する反応産物が認められたが，

血管におけるこれらの反応産物は全く認められなかった．一方，HlE染色で炎症性細胞浸潤が認められ

た炎症舌組織においては，結合細織乳頭部およぴ崗漢固有層におけるすぺてのりンパ管ならびに血管で，

抗CCL21抗 体， 抗TL肥抗 体な らび に抗 矼R4抗体 に 対す る反 応産 物は 全く 認め られ なかった．

  贓

    1． 抗 体 の 特 異 性 の 確 認 と 培 養 リ ン パ 管 内 皮 細 胞 に お け る 皿 」 R2お よ び nJMの 発 現

  IYVE一1は通常リンパ管内皮細胞が産生し，血管内皮細胞は産生しないタンバクである．本研究にお

けるRI、ーPCRおよび免疫染色を用いた検索から，IYVEー1遺伝子の発現が認められるm爪′EC－dLyでは

抗IYVEー1抗に反応I湯陸で，IYVE‐1遺伝子の発現カミ認められないHM、但C亀では抗IYVE・1抗体に

反応陰性であったことから，本研究で用いた抗IW厄｜1抗体は，血管内皮細胞ではなくルンパ管内皮細

胞に対して特異的に反応性を示すことが確認された．

  また，Hh小mC・dLyはTI風2およびnR4の遺伝子とタンパクを発現したことから，リンパ管内皮細

胞は通常n風2およびn鳳4を発現することが明らかとなった・

    2．舌組織におけるCQ21，TI凪2ならびに′rJMの発現について

  健常舌組織微小循環系では，血管ではなくルンパ管がCC也1を優位に発現することが確認され，

CのU陽陸免疫細胞のルンパ管への遊走に貢献する可能J陸が考えられた．またJ皿R2および矼R4に関

しても血管ではなくルンパ管が，これらの発現に対して優位性を示したことから，小腸と同様に舌にお

いてもりンパ管内皮細胞がW` MPsの認識機構を有することが明らかとなった．さらに，nR2および

nR4陽 性リ ンパ 管が CC也 1を同 時発現したことから，n凪2またはnR4に対する種々のりガンド結

合がCCL21の産生を誘導する可能性カ淵された．

  一方，炎症舌組織微小循環系では， リンパ管におけるCCL21，矼R2ならびにHR4の発現が認めら

れなかったことから，＠健常時に有するCC比1とCのUとの相互作用の消失あるいは減少の可能性，な

らびに＠nR2および皿R4を介した W` MPsの認識機構の消失あるいはその能力低下の可育酢とが推測さ

れた，さらに，健常時のCC也1，TIR2および皿iWのりンパ管における同時発現が，炎症時には同時
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消失していたことから，健常状態でのりンパ管におけるCCL21の恒常的発現に，皿R2またはTIR4が

関与する可能性が推測された，
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学位論文審査の要旨

主査  教授  北川善政
副査  教授  土門卓文
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学 位 論 文 題 名

ヒト舌リンパ管内皮細胞におけるCCL21，TLR2

    ならびにTLR4の発現

  審査は、審査委員全員の出席の下に口頭試問の形式により行われた。申請者に対して提出論文とそ

れ に 関 連 し た 学 科 目 につ い て 試問 を 行っ た 。 審査 論 文の 概 要 は以 下 の通 り で ある 。

  Toll・Iike receptor (TLR)は病原微生物に存在する特有の分子構造(pathogen-associatedmolecular

pattems：PAMPs）を認識して、種、々のサイトカイン産生を誘導する受容体である。一方、自血球特異

的走化性サイトカインの1っであるcys－cys（C．C）chemobneligand21（CCL21）は、種々の2次リン

パ組織において恒常的に発現し、その受容体であるC－Cchemokinereceptor7（CCR7），陽性の免疫細胞

の2次リンパ組織への遊走に貢献すると考えられている。

  近年、小腸におけるりンパ管内皮細胞がTLR2およぴTLR4を恒常的に発現することが明らかにさ

れ、TLRとCCL21の関連性について報告されたが、口腔諸組織のりンパ管内皮細胞がそのような性

質を有するのかは全くの不明である。そこで本研究では、◎口腔組織リシパ管内皮細胞におけるTLR2

または TLR4の発現、 ならびに、 ◎TLR2または TLR4を介した、CCL21によるCCR7陽性免疫細胞

の遊走の可能性を検討することを目的とし、ヒト健常および炎症舌組織におけるCCL21、TLR2なら

びにTLR4の発現を検索した。

  抗CCL21、TLR2、TIーR4抗体の特異性は、近年の小腸組織を用いた検索により確認済みであるため、

本研究ではりンパ管内皮細胞の特異的抗原であるLymphaticvesselendothelialhyaluronanreceptor11

（LYVE‐1）に対する抗体の特異性を確認するとともに、培養細胞におけるLYVE．1、TLR2ならびに

TLR4の発現の検索を目的として、正常ヒト皮膚微小リンパ管内皮細胞（HMVEC‐dLy）と正常ヒト皮

膚 微 小 血 管 内 皮 細 胞 （ HMVEC‐ d） を 用 い 、 R1坤 CRな ら び に 免 疫 染 色 を 行 っ た 。

  ついで、ヒト健常および炎症舌組織を用い、凍結5連続組織切片を作製した。1枚目の切片にはへ

マトキシリン‐エオジン染色（H‐E染色）を施した。また、2枚目の切片には、脈管を鑑別するための

抗plateletendothelialce11adhesionm01ecule‐1（PECAM‐1）抗体と、リンパ管を同定するための抗LYVE―1

抗体による2重染色を行った。さらに3枚目以降の切片に対しては、抗CCL21、TLR2、TLIM抗体を

用い免疫染色を行った。なお、H‐E染色により炎症性細胞浸潤が明らかに認められるものを炎症組織
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と定義した。

  培養細胞を用いた検索では、HMVEC-dLyにおいては抗LYVE-1、TLR2、TLR4抗体にすべて反応

陽性で、これらの遺伝子発現が確認された。ー方、HMVEC＿dでは抗LYVE．1、TLR2、TLR4抗体に

すべて反応陰性であり、LYVE．1およぴTLR2の遺伝子発現は認められず、TLR4の遺伝子発現が認め

られた。このことから、本研究で用いた抗LYVE‐1抗体は、血管内皮細胞ではなくりンパ管内皮細胞

に対して特異的に反応を示し、リンパ管内皮細胞は通常TLR2およびTLR4を発現することが確認さ

れた。

    ★

  健常舌組織においては、抗PECAM‐1抗体およぴ抗IYVE－1抗体により血管と区別された、結合組

織乳頭部における毛細リンパ管と粘膜固有層における集合リンパ管のほとんどで、抗CCL21、TLR2、

TLR．4抗体に対する反応産物が認められたが、血管におけるこれらの反応産物は全く認められなかっ

た。一方、炎症舌組織においては、結合組織乳頭部およぴ粘膜固有層におけるすべてのりンパ管なら

ぴに血管で、抗CCL21、TLR2、TLR4抗体に対する反応産物は全く認められなかった。以上のことか

ら、健常舌組織微小循環系では、血管ではなくりンパ管がCCL21を優位に発現することが確認され、

CCR7陽性免疫細胞のりンパ管への遊走に貢献する可能性が考えられた。また、TLR2およびTLR4に

関しても血管ではなくりンパ管が、これらの発現に対して優位性を示したことから、小腸と同様に舌

においてもりンパ管内皮細胞がPAMPsの認識機構を有することが明らかとなった。さらに、TLR2お

よびTLR4陽性リンパ管がCCL21を同時発現したことから、TLR2またはTLR4に対する種々のりガ

ンド結合がCCL21の産生を誘導する可能性が推測された。一方、炎症舌組織微小循環系では、リン

パ管におけるCCL21、TLR2ならびにTLR4の発現が認められなかったことから、＠健常時に有する

CCL21とCCR7との相互作用の消失あるいは減少の可能性、ならびに◎TLR2およびTLR4を介した

PAMPsの認識機構の消失あるいはその能力低下の可能性が推測された。さらに、健常時のCCL21、TLR2

およぴTLR4のりンパ管における同時発現が、炎症時には同時消失していたことから、健常状態での

りンパ管におけるCCL21の恒常的発現に、TLR2またはTLR4が関与する可能性が推測された。

  論文審査にあたって、論文申請者による研究要旨の説明後、本研究ならびに関連する研究について

口頭試問を行った。  ．

  主な質問事項は、くD自然免疫と獲得免疫の概要、◎TLRと免疫応答の関連、◎TLRとCCL21との

関係、＠炎症のTLRならぴにCCL21への影響、◎悪性腫瘍のTLRならぴにCCL21への影響等であ

った。

  これらの質問に対して申請者から適切かつ明快な回答、説明が得られ、研究の立案と遂行、結果の

収集とその評価について申請者が十分な能カを有していることが確認された。本研究は、口腔組織リ

ンパ管TLRの発現、ならびに、TLRを介したCCL21によるCCR7陽性免疫細胞の遊走の可能性を示

したものであり、その内容が高く評価された。申請者は、関連分野にも幅広い学識を有していると認

められ、さらに発展的研究へのモチベーションも高く将来性についても評価された。本研究業績は免

疫系のみならず関連領域にも寄与すること大であり、博士（歯学）の学位に値するものと認められた。
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