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研究成果の概要（和文）：低栄養及び微量元素やビタミン欠乏による免疫機能低下は、発展途上国における小児・妊婦
の感染症対策おける喫緊の課題である。我々のフィールドでの研究からも、血中亜鉛濃度がマラリア感染リスクに関与
することが示唆されたことから、ネズミマラリア原虫を亜鉛欠乏飼料給餌マウスに感染させ宿主の感染防御の動態を解
析することにより、フィールドでの研究を検証すると共に、そのメカニズムを追求した。
その結果、亜鉛欠乏状態下でのマラリア感染では、感染初期にはマクロファージによる貪食機能等の自然免疫機構によ
り防御されるが、感染後期における原虫特異抗体産生の誘導が十分でないために、マラリア原虫の排除が困難であると
考えられた。

研究成果の概要（英文）：Malaria is one of the most serious infectious diseases worldwide. Therefore, there
 were many reports suggested the importance of nutritional status to maintain the immunity against pathoge
ns. In particular, zinc is known to play a critical role in responding to infections including malaria. We
 have examined the relationship between zinc deficiency and murine malaria infection. The objective of thi
s study is to explore the effect of zinc deficiency to the immunity against malaria.
Mice fed with zinc deficient diet were infected with murine malaria parasites and the immunological parame
ters were sequentially analyzed. The results of this study indicated the zinc deficiency might affect the 
immune responses to malaria. The following is suggested; in early phase of infection, both innate immunity
 and phagocytic activities of macrophages can be maintained. However, acquired immune system might fail to
 induce the production of malaria specific antibodies to eliminate the parasites.
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１．研究開始当初の背景 
研究代表者らは、ラオス国のマラリア流行

地における血清疫学調査から、マラリアの感

染リスクについて、住民の感染抵抗性（感染

防御能）の動態から検討してきた。その結果

から、感染を繰り返し高いマラリア抗体価を

有する住民は、比較的低栄養状態であること

によりその感染リスクは高いものの、重症化

を免れているのではないかと推察した(Acta 

Trop. 126: 193-197, 2013)。 

感染症における「栄養と免疫」の考え方は、

低栄養及び微量元素やビタミン類の欠乏に

より免疫能が低下し、より症状が重篤化する

との見方が多い。本研究課題で取り上げた亜

鉛は、DNA 合成、RNA 転写、細胞分裂や細胞

活性等の生物学的機能に必須であり、成長や

発達及び免疫機能の維持に重要な役割を担

うことが知られている。従って、亜鉛欠乏は

成長不良や感染症に対する感受性や致死率

に大きな影響を与えることから、発展途上国

における小児と妊婦の重要な健康課題とさ

れている。亜鉛欠乏は、好中球や NK 細胞、

補体活性などの自然免疫（非特異的）機能を

弱めることにより、獲得免疫機構を担う T 細

胞や B細胞の減少や、高度な免疫機能である

細胞障害性や抗体産生機能を抑制するとさ

れている。このような知見から、一部の発展

途上国では感染症の予防や治療において亜

鉛が栄養補助剤として用いられているが、

Papua New Guinea と Gambia における研究で

はマラリア感染率の低下がみられたが、

Burkina Fasoではその効果がみられなかった

との報告も見られることから、動物モデルを

用いてこれらを免疫学的視点から追及する

ことは重要な研究課題と考えられた。 

 

２．研究の目的 
本研究は、申請者らのラオス国における血

清疫学調査において、マラリアの感染リスク

を住民の栄養状態（血清中の微量栄養素含

量）より解析した結果を基に、亜鉛欠乏飼料

給餌マウスにネズミマラリアを感染させ、そ

の免疫動態を解析することによりフィール

ドから得られた結果の検証をすると共に、そ

のメカニズムを追求する。これらの研究より

得られた知見は、マラリアをはじめとする熱

帯感染症制圧に向けての実験室レベルの基

礎的データーであり、フィールドからの知見

と共に、発展途上国における新興・再興感染

症対策に役立てることを目的としている。 

 
３．研究の方法 

(1) マウスとマラリア原虫： C57BL/6マウス

（8〜14 週令）を用いた。給餌飼料は精製亜

鉛欠乏飼料(Zn(-))（亜鉛含有量 0ppm）、精

製対照飼料（Zn(+)）（亜鉛含有量 21ppm）お

よび通常飼料（normal）の 3 種を用いた。亜

鉛欠乏飼料並びに対照飼料給餌マウスは 3-4

週間の飼料への順化飼育を行った後、マラリ

ア原虫の感染実験に用いた。亜鉛欠乏並びに

対照飼料給餌マウスには、マラリア原虫の生

育に必要なパラアミノ安息香酸（PABA、150 

mg/kg）を添加した。飲水は亜鉛欠乏飼料お

よび対照餌飼料給餌マウスには亜鉛等の微

量金属の摂取を防ぐ為に超純水を、通常飼料

給餌マウスには水道水を自由摂取させた。ネ

ズミマラリア原虫 Plasmodium yoelii 17XNL

（非致死株）はマウスで継代維持した後、実

験に用いた。マウスへの感染はマラリア原虫

寄生赤血球 104 個を腹腔内に接種することで

行った。赤血球の原虫感染率(Parasitemia)

は血液の塗抹標本を作成し、常法のギムザ染

色法により算出した。 

(2) 血中亜鉛濃度測定：ヘパリン処理キャピ

ラリーにて尾静脈より血液を採取し、遠心分

離により血漿を得た。血漿は−80 ℃にて凍結

保存し、亜鉛濃度の測定は Zinc Assay Kit

による比色定量法で算出した。 

(3) 細胞分離： 麻酔下で、マウスの心臓よ

り全採血を行った後、肝臓や脾臓等を摘出し

た。各臓器を細切した後、スチールメッシュ



上ですりつぶし、単核球浮遊液を調整した。

肝臓の細胞浮遊液はヘパリン加 35% Percoll

溶液による遠心で単核球を分離・採取した。 

(4)リンパ球サブセットの解析： 肝臓や脾臓

等のリンパ球表面抗原の解析は、各種蛍光標

識の抗マウスモノクローナル抗体による多

重蛍光免疫染色法にて行った。蛍光免疫染色

を し た 細 胞 は フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー

（FACSCalibur)を用い CellQuest Proソフト

ウェアで解析した。 

(5) サイトカインの測定： 血漿中のサイト

カ イ ン IFN-γ 及 び IL-4 等 の 測 定 は

Cytometric Bead Array キット及び Mouse 

Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit を用いた。 

(6) 原虫特異的 IgG 抗体価の測定： ネズミ

マラリア原虫対する抗原特異的 IgG抗体価の

測定は粗抗原を用いた ELISA 法で行った。マ

ラリア原虫の再感染 7日目のマウス血清を陽

性対照とし、IgG抗体価を index で表した。 

マクロファージの貪食能の測定： 肝臓の単

核球に蛍光標識ラテックスビーズを添加培

養することにより、ビーズをマクロファージ

に貪食させ、フローサイトメーターによる多

重蛍光免疫染色法を用いて、貪食能を Mean 

fluorescent Intensity(MFI)で評価した。 

(7) 検 定 ： 実 験 群 の 有 意 差 検 定 に は

Student’s t-test を用い、p<0.05 を有意差

ありとした。 

 
４．研究成果 

(1) 一般的な動物飼育飼料は植物性タンパ

ク質である大豆粕等を主体にしたペレット

状である。本実験では亜鉛含量を極力少なく

するために、栄養素の含有量や由来が明確な

精製原料により調整された粉末状飼料を用

いた。従って、通常飼育飼料、精製亜鉛欠乏

飼料(Zn(-))と精製対照飼料（Zn(+)）を用い

た場合の体重・血中亜鉛濃度の変化を観察す

る必要がある。その結果、通常飼料と対照飼

料給餌マウスでは体重の有意な変動は認め

られなかったが、亜鉛欠乏飼料給餌マウスで

はやや体重が低値を示していた。一方、亜鉛

欠乏飼料群では明らかな血中亜鉛濃度の低

下が認められたが、70日後でもマウスは死亡

することなく、血中亜鉛濃度を 90%低下させ

る実験系が確立できた。 

(2) 本実験で用いたネズミマラリア原虫は

弱毒株であり、感染後約 2週間で原虫の赤血

球内寄生率がピークに達するが、その後宿主

の免疫機構により原虫が排除される。通常飼

料と対照飼料給餌マウスでは原虫が排除さ

れるが、亜鉛欠乏飼料給餌マウスでは赤血球

内寄生率のピーク時に全例が死亡した（図 1）。

従って、亜鉛欠乏により免疫機構の不全がも

たらされたものと考えられた。 

 

図 1 赤血球内原虫寄生率の経時的変化 

 

(3) マラリアに対する宿主の感染防御機構に

ついてはすでに多くの報告がある。病原体の

侵入に伴い、感染初期にはマクロファージ、

好中球、NK細胞、NKT細胞、T細胞などの自

然免疫担当細胞が動員され、非特異的な免疫

応答（自然免疫機構）が誘導される。感染中

期から後期にかけてはT細胞やB細胞が免疫応

答の制御を担い、抗原特異抗体の産生や細胞

障害性T細胞の誘導などの獲得免疫機構が感

染防御の主体となる。我々は自然免疫担当細

胞の機能解析を行い、特に原虫の排除を担う

マクロファージについて注目した。肝臓と脾

臓のマクロファージの動態を解析した結果、

亜鉛欠乏飼料給餌感染（亜鉛欠乏感染）マウ

スでは肝臓・脾臓においてマクロファージが

増加するが、蛍光標識ビーズの取り込みで検



討したその貪食能については対照飼料給餌感

染（対照感染）マウスとの差は見られなかっ

た。従って、感染初期のマクロファージによ

る原虫排除機能は正常であることが明らかと

なり、亜鉛欠乏感染マウスの死亡原因とはな

らないことが明らかとなった。 

(4) 感染初期のマラリア感染防御を担う自

然免疫機構は正常に機能していると考えら

れることから、その後に稼働する獲得免疫機

構について解析を進めた。亜鉛欠乏飼料給餌

感染マウスでは、免疫応答の制御をする CD4+T

細胞の総数が肝臓及び脾臓で優位に減少し

ていたが、エフェクター機能を発揮する CD8+T

にその差は見られなかった（図 2）。 

 
図 2 肝臓と脾臓の CD4+T細胞数の変動 

 
(5) 獲得免疫機構では CD4+T細胞が産生する

サイトカインがこれらの機能を制御するこ

とから、血中のサイトカインレベルを測定し

た。対照感染マウスと亜鉛欠乏感染マウスで

は、細胞障害性 T細胞の誘導などの Th1免疫

応答を担う IFN-γの産生の有意な低下は認

められなかったが、亜鉛欠乏感染マウスでは

抗原特異抗体産生に関わる Th2応答を担う

IL-4産生が感染中期から有意に低下してい

た。これらの結果から、亜鉛欠乏感染マウス

における感染後期におけるマラリア原虫の

排除に重要な原虫特異抗体の血中レベルを

測定したところ、感染に伴う抗体価の上昇は

見られなかった。従って、Th2型 CD4 T細胞

の IL-4産生が低下することにより、B 細胞

からの原虫特異抗体の産生が低下し、マウス

が死に至ることが強く示唆された（図 3）。              

 

図 3 血中サイトカインとマラリア原虫特異 

抗体価の経時的変化 

 

(6) 本研究では、ネズミマラリア感染マウス

モデルにおいても、宿主の亜鉛欠乏は感染防

御機能の低下、特に感染後期の原虫排除の主

体をなす特異抗体産生能の低下をもたらし、

マウスが死亡することが強く示唆された。本

研究で得られた成果がマラリアをはじめと

する熱帯感染症制圧に向けての基礎的デー

ターとなり、発展途上国における新興・再興

感染症対策やわが国の輸入感染症対策に役

立てることが期待できる。 
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