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研究成果の概要（和文）：本研究では独自に開発したデングウイルス感染新規マウスモデルを用いて重症化機序
を明らかにすることを目的とした。本研により感染によりIL-17A産生Vγ4,6型のTCRを持つガンマ・デルタT細胞
が選択的に増殖し、産生されたIL-17AがTNF-αと共同してサイトカイン過剰産生に働き、その結果好中球増殖と
エフェクター分子の産生に作用することが判明した。細胞の選択的な増殖の原因は明らかではないが、今後
IL-17A産生型のガンマ・デルタT細胞増殖をトリガーする機序が解明されれば、サイトカインストームによる病
態機序を理解するための重要な知見が得られる。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to clarify the mechanism of severe disease using a
 novel mouse model of dengue virus infection developed independently. The study revealed that 
infection selectively proliferates gamma-delta T cells with IL-17A-producing Vγ4,6-type TCRs, and 
that the IL-17A produced acts in collaboration with TNF-α to overproduce cytokines, resulting in 
neutrophil proliferation and the production of effector molecules. The cause of the selective cell 
proliferation is not clear, but future elucidation of the mechanisms triggering IL-17A-producing 
gamma-delta T-cell proliferation will provide important insights into understanding the 
pathomechanisms of cytokine storm-induced pathology.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
デング熱は世界中の熱帯・亜熱帯地域に蔓延し、しばしば重症のデング出血熱を引き起こす。特異的な治療薬、
普通の人に適応できるワクチンは開発されていない。重症化の原因は宿主の過剰な免疫反応によると考えられて
いるが、その実態はあきらかではない。本研究では、独自に開発したマウスモデルを用いて、免疫反応が過剰に
至るには液性因子であるIL-17Aを産生する特殊なガンマ・デルタT細胞が感染により選択的に活性化、増殖する
ことによることを明らかにした。特定のガンマ・デルタT細胞が活性化される機序はまだ不明であるが、重症化
機序解明、予防法開発につながる成果を得た。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
デングウイルス感染症は世界中で毎年 5 千万人が感染し、25 万人の重症化例をみる蚊媒介性の
重要な疾患である。血管透過性の亢進と血小板減少症を特徴とし、重症化すると血漿漏出により
出血を伴うショック症状に陥る。その病原機序は明らかではなく、効果的な治療法・予防法はな
い。 
 
 
 
２．研究の目的 
我々はこれまでに血漿漏出と血小板減少症、骨髄抑制（巨核球と赤芽球島の消失）を観察できる
新規マウスモデルの開発に成功している。またこの系を用いてトランスクリプトーム解析を行
い、すでに重症化に関連する候補因子群を得ていた。本研究では、これら結果を網羅的かつ実験
的に解析し、デングウイルス感染重症化の病態機序を明らかにすることを目的とした。本実験に
使用したマウスモデルでは、TNF-α阻害により生存できるようになる。この観察を利用し、TNF-
α 阻害がどの経路を阻害することでマウスを防御するか明らかにし、病原機序解明につなげる。 
 
 
 
３．研究の方法 
デングウイルス感染インターフェロン（IFN）系 KOマウスに、抗 TNF-α中和抗体を腹腔内投与
し、経時的に血清、各種臓器を採取する。採材サンプルのマイクロアレイ解析、血清サイトカイ
ンレベル測定、Luminex 解析及び定量 RT-PCR 解析、臓器浸潤細胞のフローサイトメトリー解析、
病理解析を行い、コントロール群と比較解析した。 
 
 
 
４．研究成果 
経時的な観察により３型デングウイルス
P12/08 株感染後４日から５日にかけて死
亡することがわかった。感染後３日目で
は、まだ肝臓と小腸（血漿漏出が激しい臓
器）で血漿漏出が観察しなかったが、４日
目に急激に漏出することがわかった。 
 
そこで図 1に示すように感染後の処理と臓
器回収時期をＡからＥまで感染後の５つ
のグループ（３匹ずつ）に分けた。５つのグループのマウスの肝臓と小腸を用いてマイクロアレ
イによる遺伝子発現変動解析を行った。全
遺伝子変動の PCA 解析の結果、肝臓では抗
TNF 阻害の影響がなく、感染後の日にちに
よってグループ化されていた。一方、小腸
では TNF 阻害効果が顕著であり、阻害によ
り感染３日と同じグループに属していた。
このことから TNF 阻害による防御は小腸を
保護していることによることが判明した。
マイクロアレイによる解析から感染マウ
スでは特に小腸では IL-17A 産生が高く、他
のサイトカイン産生も高いことが判明した。特に IL-6 の産生がより高かった。 
 
血漿漏出を伴う重症化は、以下のように大きく２つのステップに分けて考えられる。（１）サイ
トカイン過剰産生のステップ（２）産生されたサイトカイ
ンにより、エフェクター分子が産生され血漿漏出を起こす
ステップ。詳細なマイクロアレイ解析により肝臓、小腸と
もにサイトカイン関連因子の発現変動が最も顕著であっ
た。具体的には TNF-α, IL-1β、IL-6 などの産生が感染
により上昇し、TNF 阻害により産生抑制されていた。この
中で小腸では IL-6 産生が肝臓よりも非常に高かった。ま
た小腸では IL-17A が産生され、IL-6 高産生と関与してい
た。抗体による IL-6 シグナル阻害では生存率に影響はな



かったら、IL-17A シグナルの阻害により生存率が５０％まで回復した（図３）。一方、TNF-αシ
グナル阻害では 100%マウスを生存する。、 TNF-α シグナル阻害、IL-17A シグナル阻害による
血清サイトカイン産生への影響を調べたところ、感染により上昇する TNF-α、IL-6、IL-1β 産
生が、どちらの処置によっても抑制された（図４）。TNF-αシグナル阻害は IL-17A 産生を下げ、
一方 IL-17A シグナル阻害は TNF-α産生を阻害する。またそれぞれのシグナルの阻害は IL-6 産
生を同レベルまで低下させる。このことから TNF-αと IL-17A がお互いに産生に相互に作用し、
IL-6 産生を相乗的に働き、非常に高い産生を誘導したと結論した。 

 
 フローサイトメトリー解析により、小腸で IL-17A
産生している細胞はガンマ・デルタＴ細胞であること
が判明した。ガンマ・デルタＴ細胞は、インターフェ
ロンγ産生性の細胞と IL-17A 産生性の細胞に分けら
れると考えられている。またＴ細胞受容体(TCR)Vγ鎖
の違いにより 6つの型に分類でき、局在する臓器、産
生される液性因子に一定のパターンがあると考えら
れている。そこで各種臓器から精製したガンマ・デル
タＴ細胞の RNA を用いて増幅した RT-PCR の産物をサ
ザンブロット解析することにより、TCRV ガンマ鎖の
型別を行った。非感染マウスでは、Vγ１,2を持つガ
ンマ・デルタＴ細胞が最も多いが、感染により小腸で
は Vγ２、４TCR を持つガンマ・デルタＴ細胞が選択
的に増殖していることが判明した（図５）。同様なパ
ターンは胸腺のガンマ・デルタＴ細胞で観察された
が、肝臓および脾臓のガンマ・デルタＴ細胞では観察
されなかった。Vγ２、４TCR を持つガンマ・デルタＴ
細胞は、IL-17A 産生性であることが知られており、胸
腺及び小腸では感染によるなんらかの刺激によりこ
れら細胞が選択的に増殖していると考えられた。以上
の結果はサイトカインレベルでの重要な観察である。 
 エフェクターレベルでは、マイクロアレイに結果から感染により増加するトップ１０の遺伝
子の中にマトリックスメタロプロテアーゼ―8（MMP-8）が見つかり、血漿漏出が酷い肝臓と小腸
に共通に認められた（図６）。TNF-α または IL-17A シグナル阻害により肝臓、および小腸での



MMP-8 発現量が抑えられることから、これらサイトカインの下流にある因子であると考えられ、
血漿漏出のエフェクターとして働くと考えられた。MMP-8 についても肝臓より小腸での方が感染
による発現上昇し、TNF-α または IL-17A シグナル阻害により抑制されることから（図６参照）
小腸での中心的な因子であることが判明した。 
 MMP-8 は好中球コラゲナーゼという別名の通り、多くは好中球から産生される。そこで小腸に
浸潤しているか、小腸から抽出した細胞についてフォローサイトメトリーを用いて解析した。そ
の結果 CD11b+/Ly6Ghigh のマーカーを発現する好中球が感染により 100 倍以上浸潤していること
が明らかになった。このことから血漿漏出を起こしている末梢組織に浸潤した好中球が血漿漏
出のエフェクター細胞となっていると結論した。一方、CD11b+/Ly6Gint/Ly6Chighの活性化したマク
ロファージも浸潤しており、小腸が感染の中心になっていることが明らかになった。そこで TNF-
αまたは IL-17A シグナル阻害により好中球浸潤が抑制されるか調べたところ、浸潤抑制の効果
は低く、非感染より 50倍以上の高い値を示していた。このことから TNF-αまたは IL-17A シグ
ナル阻害による防御効果は、好中球浸潤阻止によるのではなく、その下流経路への効果によると
考えられた。TNF-αと IL-17A は、共同して NF-kB を活性化し、IL-6 産生を増進することが知ら
れている。そこで小腸につて NF-κBの転写因子である p65 の局在を調べたところ、上皮細胞、
血管内皮細胞を含む間質細胞では感染により核内に移行しており、TNF-αまたは IL-17A シグナ
ル阻害によって完全に核内移行を阻害していることがわかった。さらに IL-6 レセプター下流に
位置する STAT-3 のリン酸化について調べたところ、予想通り感染によってリン酸化が亢進し、
TNF-αまたは IL-17A シグナル阻害によってリン酸化が抑制されていた。 
 以上をまとめると TNF-αシグナル阻害による防御効果は、腸管への免疫細胞のリクルートを
阻害することではなく、腸管に集合した免疫細胞と腸管の細胞との相互作用による炎症性シグ
ナル伝達を阻害することにより障害を抑制したためであった。これらの観察は、腸管を保護する
ことが生存率の上昇につながる可能性を示唆している。本研究によりサイトカインストームか
ら血漿漏出に至る多くの現象を解明したが、何が特定の IL-17A 産生ガンマ・デルタＴ細胞の選
択的増殖を促したか明らかにしていない。サイトカインストームをトリガーするこの初めの機
序と因子が明らかになれば、今後同様な疾患の治療につながる。 
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