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研究成果の概要（和文）：　クリプトコックスは経気道に肺へと感染する酵母型真菌であり、免疫の低下した宿
主では重篤な脳髄膜炎を引き起こす。本感染症のリスク因子として、糖尿病(DM)、長期ステロイド投与などが知
られているが、それらが直接的に免疫応答に与える影響については不明な点が多い。
　本研究では、これらのリスク因子が本真菌の感染防御に与える影響について解析した。DMでは急性期と慢性期
で免疫応答へ与える影響が異なり、急性期ではTh1型免疫応答が亢進する一方で、慢性期では低下し、感染を悪
化させることが明らかとなった。また長期ステロイド投与はTh1型免疫応答を抑制することで感染を悪化させる
ことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）： Cryptococcus neoformans is a yeast-type opportunistic fungal pathogen, 
which infects lungs via an airborne route and causes life-threatening meningoencephalitis in 
immunocompromised hosts. Diabetes mellitus (DM) and long-term steroid administration are risk 
factors for this infection, but there are not well known about their direct effects on the immune 
response.
 In this study, we analyzed the effects of these risk factors on the immune response to cryptococcal
 infection. It was revealed that the DM condition had different effects on the immune response in 
the acute phase and the chronic phase. The Th1 immune response was enhanced in the acute phase. On 
the other hand, the fungal burden was increased in the chronic phase with decreasing the Th1 immune 
response. In addition, long-term steroid administration led to increasing the fungal burden by 
suppressing the Th1 immune response.

研究分野： 感染免疫学

キーワード： クリプトコックス　糖尿病　ステロイド　感染免疫

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　現在、易感染性を呈する疾患は数多く存在するが、クリプトコックス症においてリスク因子が免疫応答に与え
る直接的な影響については不明な点が多い。
　本研究により、慢性糖尿病及び長期ステロイド投与がクリプトコックスに対する免疫応答を抑制することが明
らかとなった。特に糖尿病では、急性期と慢性期で異なる結果が得られ、そこには糖の代謝異常が関与する可能
性が示唆された。今後、クリプトコックス症の発症予防・新規治療薬の開発につながる可能性が高い。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) クリプトコックス症の臨床的背景とリスク因子 
Cryptococcus neoformans は経気道に肺へと感染することで肺クリプトコックス症を引き起

こす酵母型真菌である。特に AIDS などの基礎疾患を持つ患者では中枢神経系に播種し、重篤な
脳髄膜炎を引き起こす。我が国の HIV 感染陰性者を対象とした、肺クリプトコックス症の解析で
は、半数以上が基礎疾患を有しており、そのうち糖尿病 (DM) (32.1％) が最も多く、ステロイ
ド使用者は全体の 37％であった。特に DM患者や長期ステロイド投与では髄膜炎症例も多く報告
されている。これらのリスク因子による感染悪化は、宿主の免疫不全状態が原因であると考えら
れているが、それらが直接的に感染防御免疫に与える影響については不明な点が多い。 
 

(2) クリプトコックス症と感染制御 
C. neoformans の感染防御には Th1/Th2 バランスが重要である。自然免疫細胞から産生される

IL-12、IFN-γ等の作用によって、クリプトコックス特異的 Th1 応答が誘導されると、感染局所
で IFN-γが産生され、殺菌及び肉芽腫形成が促進される。一方、IL-4 によって誘導される Th2
細胞は IL-4 等を産生し、肉芽腫形成を阻害し感染は悪化に向かう。 
この Th1/Th2 バランスは樹状細胞によるパターン認識受容体を介した菌の認識とその後の免

疫応答によって決定づけられる。申請者らは TLR9 及び Dectin-2 がクリプトコックスの認識に
関与することを報告した。同様に、TLR2、4、NLRP3、MR、DC-SIGN が本真菌の認識に関与するこ
とが報告されている。 
 

(3) リスク因子と免疫応答 
高グルコース環境や DMではリンパ球の増殖抑制や、IFN-γ産生低下が報告されており、DMで

は Th1 細胞の誘導が阻害される可能性が考えられる。DEX は C 型レクチン受容体の 1 つである
Dectin-1 を介したサイトカイン産生や、Toll 様受容体の発現を抑制することが報告されており、
ステロイド投与によってパターン認識受容体の発現やその下流の免疫応答が抑制される可能性
が考えられる。 
 
(4) クリプトコックス特異的 T受容体を高発現するトランスジェニックマウスの確立 
これまでに申請者らは、本真菌の主要な T細胞抗原 Cda2 を認識する受容体を高発現するトラ

ンスジェニックマウス (CnT-II) を作製した。本マウスの T細胞は Cda2 刺激により Th1 細胞に
分化する。本マウスを用いることで本真菌特異的 Th細胞の解析が可能である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、臨床上特に問題となる DM 及び長期ステロイド投与がクリプトコックスの感染防

御に与える影響について解析する。モデルとして、ストレプトゾトシン (STZ) 投与による DMマ
ウスモデル、ステロイドとしてデキサメタゾン (DEX) 投与マウスモデルを用いて、以下の点に
ついて明らかにする。 
1．高グルコース環境、DEX 投与が免疫応答に与える影響を in vitro 解析を通して、樹状細胞の
活性化に与える影響、PRRs 特異的なシグナル伝達への影響について明らかにする。 

2．STZ、DEX 投与マウスを用いて、肺クリプトコックス症の悪化機序を in vivo 解析を通して、
感染の臨床経過、感染防御免疫に与える影響について明らかにする。 

3．CnT-II マウスを用いて、クリプトコックス特異的 Th 細胞の誘導へのハイリスク状態の影響
を明らかにする。 

 
３．研究の方法 
＜病原体＞ C. neoformans H99 株 (血清型 A)、B3501 (血清型 D)及びその胸膜欠損株 Cap67 
＜実験動物＞ C57BL/6 マウス及び CnT-II マウス 
＜培養細胞＞ マウスマクロファージ細胞株 MH-S 細胞及び RAW264.7 細胞 
 
(1) 高グルコース環境、DEX 投与が樹状細胞、マクロファージの活性化に与える影響 
①樹状細胞への影響 
C57BL/6 マウスの大腿骨より骨髄細胞を採取し、GM-CSF とともに 8 日間培養することで骨髄

由来樹状細胞 (BM-DC) を作成した。同様に、高グルコース (HG) 環境下、DEX 存在下で BM-DC
を作成した。作成した BM-DC を、クリプトコックスの生菌で 24 時間刺激し、培養上清中の IL-
12p40 を測定した。 
②マクロファージへの影響 
HG 環境下及び DEX 存在下で MH-S 細胞、RAW264.7 細胞を培養後、クリプトコックスの菌体成

分ととともに IFN-γで 24時間刺激し、培養上清中に産生された一酸化窒素 (NO) 、細胞内の NO
合成酵素 (iNOS) mRNA の発現の解析を行った。同様に培養したマクロファージ細胞株をクリプ
トコックス菌体と IFN-γともに 24時間培養し、菌の殺菌能の解析を行った。 
 



(2) DM、DEX 投与がクリプトコックス特異的 Th1 免疫応答に与える影響 
CnT-II マウスに STZ を投与することで作成した DM マウス及び、DEX を連日投与した DEX 投与

マウスの脾臓より脾細胞を採取し、Cda2 で 48 時間刺激し、培養上清中の IFN-γを測定した。 
 
(3) DM、DEX 投与がクリプトコックスの排除に与える影響 
CnT-II マウスに STZ を投与することで作成した DM マウス及び、DEX を連日投与した DEX 投与

マウスに、クリプトコックスを感染させ、感染 2週後の肺における生菌数の解析及び、肺ホモジ
ネート上清中の IFN-γを測定した。 
 
４．研究成果 
(1) 高グルコース環境、DEX 投与が樹状細胞、マクロファージの活性化に与える影響 
①樹状細胞への影響 
HG は骨髄細胞から BM-DC への分化を阻害しなかったが、DEX 存在下では BM-DC への分化が阻

害された。BM-DC を生菌で刺激することで産生された IL-12p40 は、HG、DEX の影響を受けなかっ
た。 
②マクロファージへの影響 
DEX 存在下では MH-S 細胞は多核巨細胞化し、LPS 刺激による NO産生が亢進した。一方で、長

期間 HG、DEX 存在下で培養した MH-S では LPS 刺激による NO 産生が低下した。MH-S 細胞では菌
体成分刺激による NO産生がみられなかったことから、RAW264.7 細胞を用いて解析を行った。短
期間 HG 環境下で培養した RAW264.7 細胞では菌体成分刺激による NO 産生が亢進したが、長期間
HG 環境下で培養した RAW264.7 細胞では NO 産生、iNOS mRNA 発現、菌の殺菌効率が低下した。長
期 HG 培養 RAW264.7 細胞の NO 産生低下は還元型グルタチオン (GSH) 添加によって回復した。 
 
(2) DM、DEX 投与がクリプトコックス特異的 Th1 免疫応答に与える影響 
血糖値の上昇がみられた直後の急性期 DMマウスの脾細胞を、Cda2 で刺激することで産生され

た IFN-γは産生が亢進したが、慢性期では細胞集団の変化を介さずにその産生が低下した。こ
の IFN-γ産生低下は GSH を添加することで回復した。DEX 投与マウスの脾細胞を Cda2 で刺激す
ることで産生された IFN-γはコントロールマウスと同程度であったのに対し、コントロールマ
ウスの脾細胞を DEX 存在下で Cda2 で刺激すると IFN-γ産生は消失した。 
 
(3) DM、DEX 投与がクリプトコックスの排除に与える影響 
慢性期の DM マウスではコントロールマウスと比較して、クリプトコックス感染後の体重の有

意な減少、肺重量体重比の有意な増加、肺内生菌数の有意な増加、IFN-γの有意な産生低下が観
察された。特に、これら感染悪化の指標はマウスの血糖値と相関がみられ、血糖値の高いマウス
ほど感染の悪化がみられた。DEX 投与マウスでも同様に、クリプトコックス感染後、肺内生菌数
の増加傾向、IFN-γ産生の減少傾向が観察された。 
 
 以上の結果より、DM では急性期と慢性期で免疫応答へ与える影響が異なり、急性期では Th1
応答が亢進し、慢性期では低下する可能性が示唆された。また Dex は Th1 応答を抑制することで
感染を悪化させる可能性が示唆された。 
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