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研究成果の概要（和文）： 
マウスマラリアPlasmodium berghei ANKAの実験モデルを用い、感染に伴う免疫抑制機序の解析

を行った。感染マウスのCD4+ T細胞は、他のCD4+Ｔ細胞のIL-2 産生を抑制する能力があり、そ

れは液性因子によることを明らかにした。抑制性細胞はfoxp3-のマラリア特異的活性化CD4+Ｔ

細胞であった。抑制因子はIL-10 やTGF-βではなく、Ｔ細胞の産生する新たな抑制性サイトカイ

ンＸであると考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We investigated mechanisms of the modulation of T cell immune responses during infection with 
Plasmodium berghei ANKA (PbA). CD4+ T cells from PbA-infected mice inhibited IL-2 production of 
other CD4+ T cells by cytokine-mediated mechanisms.  The inhibitory cells were foxp3- activated 
CD4+ T cells and were distinct from Tregs.  The inhibitory cytokine produced by these CD4+ T cells 
was not TGF-b or IL-10, and was identified as a novel T cell producing inhibitory cytokine X.  
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１．研究開始当初の背景 

人類との長い歴史を有し高度に発達した真

核細胞寄生体であるマラリア原虫は寄生適

応に優れ、血液内で長期間にわたり持続的に

慢性感染をすることができる。この際マラリ

ア原虫のGPIアンカーやヘモゾインは自然免

疫系に対して強い活性化刺激能を有する。一

方で、原虫は種々の免疫エスケープ機構を有

し、感染に伴い宿主の免疫応答が抑制される。

特にマラリア感染防御で主要な役割を担っ
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ているCD4+ T細胞は、感染の際には免疫修飾

を受けて十分な防御効果を発揮できないこ

とが知られている。その機構としては、樹状

細胞の抗原提示機能の低下、抗原特異的T細

胞のアポトーシス、制御性T細胞の活性亢進

などが報告されているが、その仕組みは十分

に理解されていない。 

 
我々は、モデル抗原としてOVA(ovalbumin)を

発 現 す る 組 換 え マ ウ ス マ ラ リ ア 原 虫

Plasmodium berghei ANKA (PbA)を三重大

学・油田教授らとの共同研究で作成し、マラ

リア感染に伴う宿主免疫応答の修飾につい

ての研究を進めている。これらの結果、マラ

リア感染では、感染マウスCD4+ T細胞はT細

胞受容体（TCR）刺激に対してIFN-γは産生す

るが、IL-2 産生は殆ど示さないことを明らか

にした。さらに、PbA感染マウスのCD4+ T細

胞の中には、他の細胞の抗原刺激によるIL-2

産生を抑制する細胞が存在することを強く

示唆する実験結果を得ていた。この抑制性T

細胞は、CD25-CD4+T細胞であり、foxp3+の制

御性T細胞とは異なる新規の制御性T細胞で

あると考えられた。抑制活性は感染マウスT

細胞の培養上清に存在し、抑制は液性因子に

よると考えられた。 

 

２．研究の目的 

これまでの研究で、マラリア感染時にマラリ

ア特異的新規制御性T細胞の存在とこの細胞

により分泌される新規抑制性サイトカイン

様物質の存在が明らかになったことから、本

研究ではマラリア感染マウスCD4+ T細胞の

産生するIL-2産生抑制因子を同定する。また、

マラリア感染時にこのサイトカインを産生

する細胞を確認・同定することを目的とした。 

 

 

３．研究の方法 

（１）マウスのマラリア原虫 PbA 及びモデル

抗原として OVA を発現する組換えマラリア

原虫（PbA-OVA）を用いた。OVA 特異的ＴＣ

Ｒトランスジェニックマウス OT-II を用いた。

通常の近交系マウスは業者から購入した。遺

伝子改変マウスは、他研究者からの分与、或

いはジャクソン研究所から購入した。動物実

験は、長崎大学動物実験委員会により審査さ

れた実験計画に基づいて行った。感染動物の

原虫血症レベルは、血液スメア標本を作製し

て顕微鏡下でカウントした。Ｔ細胞を養子移

入する実験では、移入するＴ細胞と宿主側の

細胞をCD45.1或いはCD45.2のコンジェニッ

クマウスを用いることにより識別した。 

（２）細胞表面分子発現や、細胞内サイトカ

イン産生は、蛍光色素ラベル抗体を用いて染

色し、フローサイトメトリー法により解析し

た。また、細胞の分離精製は磁気ビーズ法或

いは FACS Aria II を用いてソーティングによ

り行った。 

（３）サイトカイン産生は、培養上清中のサ

イトカイン量をサンドイッチ ELISA 法によ

り測定した。また、リアルタイム RT-PCR に

より RNA 発現を調べた。 

（４）マラリア感染マウスの培養Ｔ細胞中に

含まれる抑制因子の精製は、ゲル濾過カラム、

脱塩処理、陽イオン交換カラム、陰イオン交

換カラムなど、様々な蛋白分離法を用いて行

った。活性の測定は、C57BL/6 マウスのCD4+

Ｔ細胞を抗TCR抗体で刺激し産生するIL-2 の

低下により抑制能を判定した。 

（５）感染マウスと非感染マウスCD4+ T細胞

の発現遺伝子については、網羅的アレイ解析

を行い、両者に高発現される遺伝子の違いを

gene springを用いて解析した。 

（６）各種サイトカイン遺伝子ノックアウト

マウスを用い、PbA感染後CD4+ Ｔ細胞を分離



し、抗TCR抗体による刺激後のIL-2 産生及び

抑制因子産生能について検討した。 
 

４．研究成果 

（１）PbA感染マウスCD4+ T細胞のサイトカ

イン産生 

TCR刺激に対して感染マウスCD4+ T細胞は、

IL-2 産生低下、IFN-γ、IL-4、IL-10 産生亢

進を示した。このような変化は、PbA感染後

５日目、原虫血症の出現と一致していた。ま

た、クロロキン投与でマラリア治療を行うと、

原虫血症低下に伴いCD4+ T細胞のサイトカ

イン産生能も回復した。 

（２）サイトカイン産生細胞の解析 

OVA特異的TCRトランスジェニックマウス

OT-IIを受け身移入したC57BL/6 マウスに

PbA-OVAに感染させた。原虫血症上昇後

OT-IIと宿主CD4+ T細胞のサイトカイン産生

を調べた。感染マウスのOT-II細胞は、特に

IL-2 産生低下やIFN-γ産生亢進を示さなかっ

た。一方、宿主のCD4+ T細胞はIL-2 産生低

下とIFN-γ産生亢進を示した。さらに、これ

らの宿主CD4+ T細胞はCD44+CD62L-活性化

Ｔ細胞であり、マラリア特異的に活性化され

たＴ細胞であることが示唆された。 

（３）IFN-γ産生亢進の解析 

OT-IIを用いた実験から、OVAに対してIFN-γ

産生亢進が見られるが、IFN-γ産生はOT-II 

以外のCD4+Ｔ細胞であることが明らかにな

った。OT-II細胞の産生する液性因子が必要

であることから、さらに調べた結果、OT-II

細胞がIL-2 を産生し、これに反応してマラリ

ア特異的に活性化されIL-2 受容体を発現し

た宿主CD4+ Ｔ細胞がIFN-γを高産生するこ

とが明らかになった。さらに、CD4+ Ｔ細胞

によるマラリア抗原特異的IFN-γ産生は抗

IL-2 受容体抗体で完全にブロックされるこ

とから、マラリア感染動物におけるCD4+ Ｔ

細胞のIFN-γ産生はIL-2 依存的であることが

明らかになった。CD4+ Ｔ細胞のIFN-γ産生

については、我々はIL-2 依存的である場合と

非依存的である場合とがあることを明らか

にしており、どのような場合にIL-2 依存性が

生ずるのかについては今後解析を進める必

要がある。 

（４）IL-2 産生抑制に関する解析 

感染マウスCD4+Ｔ細胞は、TCR刺激に対す

るIL-2 産生能が低い。内在的な低下なのか、

抑制による低下なのかを明らかにするため、

非感染マウスCD4+Ｔ細胞の培養系に感染マ

ウスCD4+ T細胞を加えて培養したところ、非

感染マウスCD4+Ｔ細胞のIL-2 産生が低下し、

抑制によることが明らかになった。さらに、

感染マウスCD4+ T細胞の培養上清中に、非感

染マウスCD4+Ｔ細胞のIL-2 産生を抑制する

物質が含まれていることが明らかになった。

この抑制物質について、既知のサイトカイン

を検討した。抗IL-10 抗体、抗TGF-β抗体、抗

IL-4 抗体、抗IFN-γ抗体ではこの抑制活性を十

分に中和することができず、新規サイトカイ

ンである可能性が高いと考えられた。 

（５）新規抑制物質の検討 

感染マウスCD4+
Ｔ細胞を抗TCR抗体で刺激

した培養上清を大量に集め、ここから抑制性

サイトカインの精製を試みた。イオン交換カ

ラム、ゲル濾過カラムなどを試みたが、抑制

活性を濃縮できるフラクションには至らず、

蛋白精製は困難であった。また、非感染マウ

スCD4+T細胞、感染マウスCD4+
Ｔ細胞から

各々RNAを回収して全ゲノム配列の発現ア

レイ解析により感染マウスCD4+
Ｔ細胞に高

発現されるRNAについても検討したが、抑制

物質の候補となるような物質は出現しなか

った。 

（６）遺伝子ノックアウトマウスを用いた解

析 



様々な試みを行う中で、遺伝子 X（非公開）

のノックアウトマウスを用いて感染実験を

行ったところ、IL-2 産生低下がみられないマ

ウスがいた。この遺伝子 X が抑制性サイトカ

イン関連物質と考えられ、現在さらに詳細な

解析を進めている。詳細については、現時点

でまだ非公表であることから、本報告書では

控えさせていただく。 

（７）その他の成果 

PbAはC57BL/6マウスに脳マラリアを発病さ

せることが知られている。そこで、脳マラリ

アにおけるＴ細胞の働きを調べる目的で、樹

状細胞増殖因子Flt3 ligandのプラスミドを投

与して発現させ、樹状細胞をin vivoで増殖さ

せた。このモデルでは、原虫血症の低下と脳

マラリアを発症しないことが明らかになっ

た。CD8+
Ｔ細胞は増殖するが、表現型などが

通常の活性化CD8+
Ｔ細胞と異なっていた。ま

た、脳にCD8+
Ｔ細胞は集積したが、表現型は

脳マラリア発症マウスのCD8+
Ｔ細胞と異な

っていた。脳マラリアの発症にはCD8+
Ｔ細胞

の脳集積だけでは十分でなく、Ｔ細胞の活性

化様式も関与していることが示唆された。 
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