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研究成果の概要（和文）：　結核菌やらい菌などの抗酸菌は、免疫担当細胞であるマクロファージで寄生・繁殖
することができるため、病原性が高く長期間にわたって生体内に生存することができる。そのため、既存の抗酸
菌薬で治療できない場合は抗酸菌の増殖抑制制御が不能となり、生命が脅かされることになる。そこで、抗酸菌
薬が効果を発揮しない多剤耐性抗酸菌に対して、化学療法では不可能である感染部位の免疫増強効果を期待する
新しい免疫療法の基盤となる研究計画を提案する。本研究計画から、多剤耐性結核菌のパンデミックなどに備え
た、これまでにない抗酸菌に対する新しい免疫療法の基盤が構築できると確信している。

研究成果の概要（英文）：Anti-acid bacilli such as Mycobacterium tuberculosis and Leprosy are capable
 of parasitizing and reproducing in macrophages, the cells responsible for immunity, and are 
therefore highly virulent and can survive in the body for a long time. Therefore, if they cannot be 
treated with existing antibacterial drugs, the growth of anti-acid bacilli can become 
uncontrollable, resulting in life-threatening consequences. Therefore, we propose a research plan 
that will serve as the basis for a new immunotherapy against multidrug-resistant acid-fast bacteria,
 focusing on the reinforcement of  immune defense in mucosal tissues instead of conventional 
chemotherapies. The goal of this project is to provide the basis for a new therapeutic platform 
against multidrug-resistant acid-fast bacteria in preparation for a pandemic.

研究分野：粘膜免疫
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　抗酸菌の一つである結核菌は世界10大死因の一つに数えられ、2016年には世界中で1,040万人が結核に罹患
し、170万人が結核で死亡している。抗結核薬を長期間投与することにより、結核菌を駆逐することが可能であ
るが、多剤耐性結核菌(MDR) や広範囲薬剤耐性結核菌(XDR)に対しては、効果を発揮しない例が増加している。
最も致命的なのは、すべての抗結核薬に耐性の結核菌の将来的な蔓延である。
　本研究では、耐性菌を生み出す化学療法ではなく、粘膜組織の免疫増強効果を目的とした免疫療法のプラット
フォームの構築を検討することで、今後の多剤耐性菌にも対処できる治療方法の新しい方向性を示すことに成功
した。

※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 
 結核菌は世界 10 大死因の一つに数えられ、2016 年には世界中で 1,040 万人が結核に罹患
し、170 万人が結核で死亡している。多剤耐性結核菌 (MDR) や広範囲薬剤耐性結核菌 (XDR) 
に対しては、治療効果を発揮しない例が増加している。 
 結核菌が潜伏感染すると、肺組織のマクロファージに結核菌が感染して形成した肉芽腫が多
く認められる。マクロファージの他に、結核菌特異的 CD4 陽性 T 細胞の局在も多く認められ
るが、これらの CD4 陽性 T 細胞は、結核菌の除去に大きな役割を果たす IFN-g や TNF-a 産
生細胞のみならず、IL-17, IL-4 および IL-10 産生 CD4 陽性 T 細胞 (結核菌の潜伏感染に寄
与すると考えられる細胞群) も認められる。特に、多剤耐性結核菌患者では、IFN-g 産生 CD4 
陽性 T 細胞の著しい減少や FoxP3 陽性 CD4 陽性 T 細胞数の著しい増大が報告されている 
(Geffner L. et al. Infect Immun., 2009)。また、結核患者では、IL-6, IL-9 および IL-22 の産
生上昇が認められ、抗結核免疫応答の抑制が示唆される。 
 
２．研究の目的 
 申請者は、先の研究から単純ヘルペスウイルス 2 型 (Herpes simplex virus type 2; HSV-2) 
野生株からチミジンキナーゼ (Tymidine kinase; TK) を欠損した弱毒株を C57BL6 マウスの
生殖粘膜組織に免疫すると、免疫後 5 週間で感染部位である粘膜固有層に HSV-2 特異的メモ
リー T 細胞とマクロファージを中心とした抗原提示細胞の凝集塊 (Memory Lymphocyte 
Clusters; MLC) が形成されることを発見した (Iijima N & Iwasaki A. Science, 2014)。 
MLC の特徴としては、 
① 網羅的遺伝子解析の結果から、少なくとも MLC の形成にウイルスの複製は関与していな

い。 
② MLC には、HSV-2 特異的 IFN-g 産生メモリー T 細胞の凝集が認められ、HSV-2 再感染

後早期に IFN-g を産生し、HSV-2 除去に大きく貢献している (Iijima N & Iwasaki A. 
Science. 2014, Iijima N & Iwasaki A. Nature. 2016.)。 

③ MLC には、HSV-2 複製抑制の障壁となる IL-4, IL-13, IL-9 および IL-17 産生 CD4 陽性
T 細胞数は未検出であり、FoxP3 陽性 CD4 陽性 T 細胞数はごく僅かであった。 

これらの結果から、HSV-2 弱毒株を用いて粘膜組織に MLC を誘導することにより、IFN-g や 
TNF-a 産生を介して速やかに病原体の除去できるプラットフォームを他の末梢組織に応用で
きると構想をたてた。 
 そこで、申請者は抗酸菌の一種であるらい菌や結核菌に着目した。抗酸菌の多くは、マクロフ
ァージに寄生・感染し、免疫回避機構を駆使して長期間生体で生存する。特に、IFN-g が抗酸菌
の除去・増殖抑制に重要な役割を果たすが、現在まで長い間、免疫担当細胞を基盤とした免疫療
法よりも、イソニアジドなどの化学療法に治療を委ねてきた。しかしながら、近年多剤耐性結核
菌 (MDR) や広範囲薬剤耐性結核菌 (XDR) などの化学療法では対処できない耐性菌の増加に
悩まされ、化学療法では達成できない新しい免疫療法の構築が望まれている (Singh J et al. 
Drug Deliv. 23: 1676, 2016)。そこで、末梢組織で長期間の防御能力を維持できる MLC 構築方
法を検討した。具体的には、皮膚組織 (らい菌) や肺組織(結核菌) にこれらの細菌特異的メモリ
ー T 細胞をクラスターに呼び込み、MLC を構築することで、免疫抑制機構を回避し (抗酸菌
除去に障壁となる IL-4, IL-13, IL-9 産生細胞や FoxP3 陽性制御性 T 細胞の増加を抑える)、
抗酸菌を効果的に治療する基盤となるプラットフォーム構築を目指した。 
 
３．研究の方法 
 本研究の目的を達成するために、まず C57BL/6 マウスの鼻粘膜組織に HSV 弱毒株を免疫し
た。免疫 5 週間後に肺組織や気管支組織に MLC が形成されるのか明らかにする目的で、フロ
ーサイトメトリー解析を実施した。具体的には、肺組織や気管支組織を単離し、Dispase や 
Collagenase などの消化酵素で処理後、単一細胞浮遊液を調製した。その後、HSV 抗原と共に培
養し、HSV 特異的メモリー T 細胞が産生するサイトカインをフローサイトメトリーにより解
析した。細胞表面に発現する抗 CD45 抗体および抗 CD4 抗体で染色後、細胞内サイトカイン
染色法により細胞を固定してから Permeabilization buffer で細胞に穴を開けた。HSV 特異的 
CD4 陽性メモリー T 細胞が産生する IFN-g や TNF-a を各抗体で染色し、フローサイトメト
リーにより解析した。 
 
４．研究成果 
 マウスの鼻粘膜に HSV-2 弱毒株を感染 5 週間後、メモリーリンパ球クラスター形成の指標
となる HSV 特異的 CD4 陽性メモリー T 細胞の局在をフローサイトメトリーにより解析した。
その結果、未感染マウスおよび HSV 免疫マウスの肺組織では、組織局在型メモリー T 細胞 



 

 

(Tissue-resident memory T cells; TRM) の指
標となる CD69 が高発現していたが、
IFN-g を産生する HSV 特異的 CD4 陽
性メモリー T 細胞はごくわずかであっ
た (データ非公表)。加えて、IL-4 陽性、
IL-17a 陽性または GM-CSF 陽性 T 細
胞数もわずかであった。一方で、気管支
組織から単一細胞浮遊液を調製して 
HSV 抗原と共に培養し、HSV 特異的メ
モリー T 細胞が産生するサイトカイン
をフローサイトメトリーにより解析し
た。その結果、HSV 特異的 CD4 陽性メ
モリー T 細胞の中で、IFN-g 陽性およ
び  TNF-a 陽性 T 細胞群を検出した 
(図 1)。また、一部 GM-CSF 陽性 T 細
胞の増加も認められた。 
 以上の結果から、マウス鼻粘膜より
HSV-2 弱毒株を免疫すると、肺組織に HSV 特異的メモリー T 細胞が集積すると予想していた
が、実際には肺組織よりも、気管支組織で HSV 特異的メモリー T 細胞の集積が認められた。
特に、IFN-g, TNF-a, GM-CSF など抗酸菌に対する生体防御機構を強化するのに重要なサイトカ
インを分泌できる T 細胞の集積を確認することができた。また、申請者らは、マウス鼻粘膜か
ら HSV-2 弱毒株を免疫すると、強力な B 細胞応答を誘導することができることを明らかにし
ており (Iijima N & Iwasaki A. Nature, 2016)、MLC 様組織が気管支組織に形成されている可能性
が考えられた。現在、気管支組織における免疫組織染色により、B 細胞や T 細胞の局在を解析
しており、今後このような粘膜組織の免疫増強効果を目的とした免疫療法のプラットフォーム
の構築をさらに検討することで、今後の多剤耐性菌にも対処できる新規治療方法の開発が期待
される。 
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