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研究成果の概要（和文）：IL-17ファミリーの中でもIL-17Aと相同性が高く、共通の受容体を用いるIL-17Fが粘膜組織
における感染防御に深く関与することが近年報告された。しかし、肺におけるIL-17Fの関与は明らかになっていない。
そこで、結核菌感染肺におけるIL-17Fの関与を検討した。IL-17Fは結核菌感染肺では肉芽腫の周辺のII型肺胞上皮細胞
で強く発現され、感染早期の防御免疫に参加するものと推定された。すなわち、感染早期では肉芽腫近位のIL-17Fが肉
芽腫成熟を誘導するが、肉芽腫構造がさらに拡張する感染後期では、IL-17F産生細胞が肉芽腫の中心から遠ざかるため
にIL-17Fの影響が減弱すると考えられた。

研究成果の概要（英文）：The IL-17 cytokine family is comprised of six members, IL-17A to F. Both IL-17A 
and IL-17F have been considered to be linked to various diseases. However, the involvement of IL-17F in 
mycobacterial infection is unknown. In this study, a possible role of IL-17F in the course of pulmonary 
mycobacterial infection was investigated.
IL-17A producing cells are detected in a population of T cells. However, IL-17F producing cells were 
hardly detected in lymphocytes. We found that majority of IL-17F producing cells were the alveolar 
epithelial cells.
Our results suggest that IL-17F expressed by alveolar epithelial cells support mature granuloma formation 
at an early stage of pulmonary mycobacterial infection, its contribution decreases at a chronic infection 
stage possibly because the expansion of granuloma forces the IL-17F-producing epithelial cells away from 
the center of granulomas.

研究分野：感染免疫学

キーワード： 結核　肉芽腫　IL-17A　IL-17F
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１．研究開始当初の背景 
 結核は世界中で毎年約 880万人の新規患者
の発生が認められる。我が国では約 20 人/10
万人の新規罹患率が報告されており、世界的
には中程度発症国となっている。さらに、多
剤耐性結核菌の出現や免疫不全患者での重
複感染の併発により社会的問題である。結核
は人から人へ空気感染する疾患であるため
に、対策にはワクチンが必須となる。現行の
結核に対する唯一のワクチンは BCG ワクチ
ンのみである。BCGは長期に渡って使用され、
小児の結核性髄膜炎ならびに粟粒結核に対
しては 70％以上の防御効果を示しているが、
成人の肺結核に対しての予防効果が認めら
れていない。これらのことから、新規ワクチ
ン開発は急務であり、わが国はもとより、世
界的な重要課題でもある。 
 肺結核に対する感染防御免疫にはTh1細胞
や細胞傷害性T 細胞からのIFN-産生を主体
とした免疫応答が重要であることが知られ
ている。しかしながら、結核菌に感染した肺
の感染防御T 細胞誘導の経過と機能分化の
制御機構の詳細は不明である。一方、肺内上
皮細胞のバリアによる病原体侵入防御等の
特殊性があることが知られている。また、肺
において恒常的に産生の認められる抑制性
サイトカインが免疫応答誘導の制御を抑制
する可能性が考えられる。結核菌肺感染にお
ける肺免疫応答制御を解明することは、肺結
核に有効なワクチン開発に重要であると考
えた。 
２．研究の目的 
 マウスの結核菌肺感染モデルの解析結果
から、これまでに感染防御の重要性が認知さ
れていた IFN-のみでなく、感染局所への
IFN-産生細胞の誘導に働く interleukin 
(IL)-17Aも必須であることが明らかにしてき
た。この結果から、IL-17Aあるいはこれと関
連したサイトカインを産生する細胞の存在
も結核に対する防御免疫の指標として重要
な可能性が示唆され、またこれを用いた末梢
T 細胞の機能解析が有効な抗結核ワクチンの
指標にもなるものと考えられる。この基盤的
情報と既存のワクチン技術を基に、肺結核に
対して適切な免疫応答を誘導する方法論を
動物実験系を用いて確立することを目指す。
最初のアプローチとして、呼吸器系臓器に直
接的に結核菌抗原特異的免疫応答を誘導す
る方法論の確立を試みた。結核菌の菌体表層
に発現する主要なタンパク抗原の一つであ
るヘパリン結合ヘマグルチニン抗原(HBHA)
をワクチン抗原として選択し、結核に対する
感染防御免疫を肺に誘導するために経鼻的
に抗原を接種した。結核菌は、マクロファー
ジの食胞内に寄生することにより、肺におけ
る初期感染を成立させる。これに対して宿主
の免疫系は、マクロファージの活性化と集簇、
細胞性免疫を司るTh1細胞の局所への誘導に
より、結核菌の殺菌と封じ込めを強化する。
現在までに HBHA による経鼻ワクチン接種

において、体液性免疫応答としての高い抗結
核菌免疫応答の誘導に成功していることか
ら、細胞性免疫応答にも繋がる結核菌抗原を
検討することにより、より効果的な抗結核ワ
クチンが開発される可能性が期待される。 
 一方、これまでに我々は、炎症性サイトカ
インとして知られる IL-17A に注目し、その
細胞内寄生性細菌に対する防御としての
IL-17Aの重要性を見出し報告している。すな
わち、IL-17Aは単に炎症のメディエーターで
あるのでなく、炎症のような自然免疫応答か
ら抗原特異的な細胞性および液性獲得免疫
まで、広範な免疫応答を制御する機能を有す
るということである。これまでの研究過程に
おいて、結核菌を経気道感染させた IL-17A
遺伝子欠損(KO)マウスの肺組織では正常マ
ウスに比べて肉芽腫の形成が軽減されてい
ることを見出している。このことは結核菌感
染における防御機構のひとつである肉芽腫
の形成、成熟ならびにその維持に IL-17A が
深く関与していることを意味する。そこで本
研究は、IL-17Aの肺内での肉芽腫誘導に対す
る影響とその作用機序について考察する。 
 さらに、IL-17 サイトカイン・ファミリー
の一つである IL-17Fが IL-17A同様注目され
ている。IL-17Fは、IL-17Aとアミノ酸レベル
で最も相同性が高く、共通の受容体を利用す
ることから、両者は炎症性疾患に対して同等
に働くものと考えられてきた。しかし近年、
Citrobacter rodentiumや Staphylococcus aureus
の感染モデルでは IL-17A よりもむしろ
IL-17F の方が感染防御に強く働くことが報
告された。我々のM. bovis BCGの経気道感染
モデルを用いた予備実験においても IL-17A
のみならず、IL-17Fも肺組織から産生された
ことより、IL-17A および IL-17F が感染防御
に深く関与している可能性があるが、感染肺
における IL-17F による免疫応答誘導制御機
構は全く不明である。そこで、結核菌感染に
おける IL-17F の関与を遺伝子欠損マウスを
用いて検証し、肉芽腫形成段階における病理
組織学的解析を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) IL-17Aを利用した新規抗肺結核ワクチン
戦略による早期防御免疫応答の増強効果の
検討 
 8-12 週齢雌の野生型 C57BL/6 マウスに
heparin-binding hemagglutinin adhesin (HBHA)
およびコレラ毒素(CT)を経鼻投与(1 回/週 x4
週)した後に肺での Th1および Th17型免疫応
答を各々 IFN-および IL-17A の産生量を
ELISA法で調べた。ついで、Th1型免疫応答
を誘導しうる Mycobacterium bovis Bcille de 
Calmette et Guérin（BCG）を経皮接種し、さ
らに HBHA+CT を経鼻接種した後、M. 
tuberculosis H37Rvを肺に経気道感染させ、肺
結核初期における臓器内の菌数を測定した。
また、HBHA+CT 処理を加えた BCG ワクチ
ン接種による肺の組織傷害は組織病理学的



解析を行った。 
 
(2)IL-17A 依存性肉芽腫形成に関与する候補
遺伝子の検索 
 8-12 週齢雌 C57BL/6 マウスおよび IL-17A 
KOマウスにM. bovis BCGを経気道的に 5ｘ
106 cfu接種し、接種後 14日および 28日目に
肺組織を採取した。採取した肺の一部は 10％
ホルマリン固定ならびにパラフィン包埋を
行った後、薄層切片を作製した。組織学的観
察はヘマトキシリン&エオジン(HE)染色を行
い、菌の局在性はチール・ネールゼン(ZN)染
色法で確認した。同時に、肺ホモジネートか
ら total RNAを精製し、cDNAに合成した後、
real-time RT-PCR 法を用いて細胞間接着分子
や細胞走化性分子の発現レベルを測定した。
次いで、組織病理解析および既知の遺伝子発
現に IL-17A 依存的かつ顕著な表現型を示し
た群を選択し、DNAマイクロアレイ解析に供
した。供試サンプルはバイオアナライザで品
質チェックした RNA を用い、Cyanine3 のラ
ベル化（1色法）、ハイブリダイゼーションを
行った後、マイクロアレイをスキャニングし、
データを抽出した。データ解析は Gene Spring 
GXを用いた。 
 マイクロアレイ解析により両マウス間で
発現レベルの異なる遺伝子候補を検索し、そ
のうち肉芽腫形成に関与する遺伝子につい
ては、再現性を得るために real-time RT-PCR
法を用いて検証した。 
 
(3)結核菌慢性感染における IL-17F の防御機
構の解析 
 1x103 cfuのM. tuberculosis H37Rv株を野生
型(C57BL/6)、IL-17A KOおよび IL-17F KOマ
ウスに経気道感染させ、60日後の臓器内菌数
を調べた。同時に、結核菌感染における肉芽
腫形成への IL-17Fの関与は、肺の病理組織学
的解析を行った。さらに、IL-17Fが欠損する
ことによる炎症性サイトカイン (IFN-、
TNF-)の発現および産生能を real-time 
RT-PCR法および ELISA法により検討した。
また、感染肺における IL-17F産生細胞を同定
するため、BCG感染 28日目の肺組織からリ
ンパ球を調整し、フローサイトメトリー
(FCM)による解析ならびに肺組織の凍結切片
を作製し、蛍光免疫染色法を試みた。 
 
 なお、本研究で行われる遺伝子組換え生物
等使用実験は「遺伝子組換え生物等の使用等
の規制による生物多様性の確保に関する法
律」およびこれに関係する施行規則並びに省
令に従って計画され、琉球大学遺伝子組換え
生物等使用安全管理規則の定めるところに
よって安全委員会の認可を受けたのちに実
施された。また、本研究での動物使用実験に
ついては、琉球大学動物実験委員会に研究計
画の審査を受け、動物実験における生命倫理
に適合することを承認された後に行なわれ
た。 

 
４．研究成果 
(1) IL-17Aを利用した新規抗肺結核ワクチン
戦略による早期防御免疫応答の増強効果の
検討 
 呼吸器系臓器に直接的に結核菌抗原特異
的免疫応答を誘導する方法を検討してきた。
結核菌の菌体表層に発現する主要なタンパ
ク抗原の一つである HBHA をワクチン抗原
として選択し、結核に対する感染防御免疫を
肺に誘導するために経鼻的に抗原を接種し
た。また、肺で有効に作用して免疫応答を増
強することが知られるアジュバントとして
CTを用いた。HBHA+CT経鼻ワクチン接種し
たマウスより分離した肺浸潤リンパ球が炎
症性サイトカイン IL-17A を産生することか
ら、IL-17Aに依存した Th1細胞の肺への動員
を増強する可能性が考えられた。そこで、
BCG 皮下接種で前もって末梢にマイコバク
テリア抗原特異的Th1細胞を誘導したマウス
に、さらに HBHA+CT経鼻免疫を施して肺に
Th17細胞を誘導した。このマウスの肺に結核
菌を接種すると、感染 2 週目の肺内菌数が
BCG 単独ワクチン接種マウスと比較して有
意に低下したが、肺組織像では明瞭な炎症性
の肺組織傷害は認められず、有効性が確認さ
れた。以上の結果から、肺への結核菌抗原特
異的 Th17 細胞を誘導することにより、BCG
ワクチンの肺結核抑制効果が増強する可能
性が示唆された。 
 
(2)IL-17A 依存性肉芽腫形成に関与する候補
遺伝子の検索 
 結核菌感染により形成される肉芽腫は、病
原菌の他臓器への播種を防ぐという観点か
らも重要な生体防御機構のひとつと考えら
れる。結核菌感染における肺組織での IL-17A
依存性肉芽腫形成不全を明確化にするため、
野生型および IL-17A KOマウスに BCG(マイ
コバクテリアのプロトタイプとして使用)を
経気道接種させた後に経時的に肺を採取し、
肉芽腫の形成頻度とその構成細胞を HE 染色
および ZN 染色法で調べた。肺組織の組織病
理所見の比較では、BCG感染により形成され
るマクロファージ集簇を取り囲むリンパ球
浸潤、すなわち肉芽腫の形成不全が IL-17A 
KO マウスで認められた。同時に、感染局所
への細胞の集簇に重要であると考えられる
細胞間接着分子(LFA-1 および ICAM-1)の発
現を real-time RT-PCR法で調べた結果、BCG
感染肺において、IL-17A KOマウスでは肉芽
腫構成細胞の菌局在部への集簇が明らかに
不完全であり、細胞間接着分子および単球走
化性因子/CCL2の発現も有意に低いことが明
らかになった。次いで、DNAマイクロアレイ
を用いた遺伝子発現解析の結果より、BCG感
染局所へのエフェクター細胞の動員に関与
するケモカインレセプターとして、CCR5、
CCR8、CCR9、CXCR6などが IL-17A依存的
に発現上昇していることが明らかになった。



また、肉芽腫形成段階で重要な因子と考えら
れるマトリックスメタロプロテアーゼ
(MMP)のうち、MMP-2やMMP-9の活性化を
誘導する MMP-13 の発現レベルの上昇が
IL-17A KOマウスでは認められなかった。非
常に興味深いことに、野生型マウスに BCG
を接種させ、経時的に(0、1、3、5、7、10、
14、21および28日)感染肺を採取して、MMP-2
およびMMP-9の発現推移を real-time RT-PCR
で確認したところ、MMP-9よりもMMP-2の
方が発現レベルの顕著な増加が認められた。
なお、その他の BCG接種による IL-17A依存
的な遺伝子発現の変化は現在解析中である。 
 
(3) 結核菌慢性感染における IL-17Fの防御機
構の解析 
 結核菌感染における慢性感染 60 日後の各
臓器内(肺、肝臓および脾臓)の菌数を解析し
た結果、IL-17F KOマウスでは、IL-17A KO
マウス同様、野生型マウスに比べ有意に増加
していた。また、肉芽腫形成においても、
IL-17F KOマウスでは、IL-17A KOマウスと
同様に異常が認められた。感染 60 日後の感
染肺での Th1 型免疫応答を IFN-および
TNF-の発現・産生能を調べたところ、mRNA
レベルならびにタンパクレベル両者におい
て、IL-17F KO、IL-17A KOマウス共に野生型
マウスに比べ有意に低下していた。これらの
ことから、結核菌感染早期の肺では IL-17A
同様、IL-17Fも感染防御に重要な役割を担っ
ていることが考えられた。一方、BCGを経気
道感染させ、経時的に肺組織を採取し
real-time RT-PCRで IL-17F発現の動態を調べ
た結果、感染後 IL-17Fの発現増強が認められ
た。BCG感染 28日目のリンパ球を調製し、
FCMで IL-17F産生細胞の同定を試みた結果、
リンパ球からの IL-17F 産生は観察できなか
った。このことから、IL-17F産生細胞は非造
血系細胞である可能性が考えられた。そこで、
肺組織切片を抗 IL-17F 抗体で染色したとこ
ろ、肺胞上皮細胞から恒常的に産生している
可能性が示唆された。現在、感染肺における
IL-17F の局在性と肉芽腫形成に及ぼす影響
を検討している。 
 
近年注目されている炎症性サイトカイン
である IL-17A が結核菌感染における肉芽腫
の成熟と維持に必須であることを見出して
いる。これを手掛かりに、結核菌感染により
誘導される肉芽腫形成に関与する分子メカ
ニズムを解明するために、初期肉芽腫から成
熟肉芽腫への移行時期の肺を経時的に採取
し、野生型と IL-17A KOマウス間で遺伝子発
現プロファイルをマイクロアレイ解析によ
り検索を行った。その結果、IL-17A KOマウ
スでは細胞間接着分子以外に MMP の発現低
下が認められた。また、IL-17Aと相同性を有
する IL-17F の抗結核応答機構を理解するた
めに、結核菌慢性感染モデルを用いて解析を
行った。IL-17F産生細胞は、IL-17A産生細胞

と異なることが示唆されたことから、両者の
機能分担がその局在により規定される可能
性が考えられた。 
 結核菌感染に対する感染防御に肉芽腫の
形成が重要な役割を果たす。しかし、この肉
芽腫の形成メカニズムについては不明な点
が多い。今回の解析結果より、IL-17Aが肉芽
腫形成およびその防御効果に重要な役割を
果たすこと、IL-17F と IL-17A の産生細胞が
異なることが示唆されたことから、両者の機
能分担がその局在により規定される可能性
が考えられ、より効果的な抗結核ワクチンと
して各々の炎症性サイトカインを人為的に
操作出来るような性能を付加するワクチ
ン・デザインを考慮したいと考えている。 
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