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研究成果の概要（和文）：　CD8T細胞の赤内型マラリアに対する防御効果は、CD8T細胞を除去したマウスでは抵抗性が
弱くなることから明確である。しかしながら、MHC class Iを発現しない赤血球に感染するマラリア原虫に対する防御
メカニズムは不明であった。本研究では、MHC class Iを発現している赤血球の前駆細胞である赤芽球にもマラリア原
虫が感染すること、また感染赤芽球が原虫抗原特異的にCD8T細胞に認識されることを見出した。また、CD8T細胞による
防御機構はFasLを介した感染赤血球系細胞へのphosphatidylserinの表出、その結果おきるマクロファージによる効率
的な貪食であることが示唆された。
　

研究成果の概要（英文）： Mice depleted of CD8 T cells showed higher parasitemia and lower survival during 
infection with otherwise non-lethal blood-stage malaria parasites, indicating protective roles of CD8 T ce
lls. However, how these cells mediate protection to blood-stage malaria parasites that infect red blood ce
lls deficient in MHC class I expression is elusive. In this study, we found that erythroblasts, progenitor
 cells of red blood cells, are parasitized by malaria parasites, and parasitized erythroblasts were recogn
ized by CD8 T cells in an antigen-specific manner, suggesting that parasitized erythroblasts are the targe
t of CD8 T cell. We further explored protective mechanisms exerted by CD8 T cells. We revealed that phosph
atidylserine was externalized on parasitized cells after a ligation of cytotoxic molecule FasL on CD8 T ce
lls to Fas on the target cells, which leads to induce effective phagocytosis by macrophages.
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１． 研究開始当初の背景 
(1) マラリアは年間約 2 億人が感染し、60 万
人もの死者を出す、エイズ・結核とならぶ世
界の３大感染症であり、早急な制圧が望まれ
る最重要課題の一つである。今なおマラリア
が猛威を奮っている原因として、薬剤耐性マ
ラリア原虫の出現に加え、有効なワクチンが
ないことが挙げられる。ワクチンの開発には
マラリアに対する防御免疫を詳細に検討し
理解することが必須である。 
 
(2) CD8Ｔ細胞はウイルス感染細胞や腫瘍細
胞などの異常な細胞を殺滅する細胞傷害活
性を持つ。その際に MHC クラス I 分子に提
示された抗原を認識する。CD8Ｔ細胞のマラ
リアにおける役割は広く研究されてきた。赤
外期マラリアに対しては、感染肝細胞を認識
して感染防御に寄与していることが知られ
ている。一方、赤内期においては赤血球が例
外的に MHC クラス I 分子を発現しない細胞
であるため、CD8Ｔ細胞は感染赤血球を認識
できないとされ、その防御免疫への貢献は疑
問視されている。しかしながら近年、赤内期
マラリア原虫が樹状細胞に取り込まれ、クロ
スプレゼンテーションと呼ばれる経路によ
り CD8Ｔ細胞に抗原提示されることが報告
された。また、赤内期マラリアにおいて活性
化された CD8Ｔ細胞が確実に存在すること
も明らかにされ、CD8Ｔ細胞の防御的役割が
再び注目されてきた。 
 これらの先行研究を受け、研究代表者らは
これまでの報告に反し CD8Ｔ細胞が赤内期
のマラリアに防御的に働くことを明らかに
した(Eur. J. Immunol. 2010)。本研究はこれま
での成果を基盤にしてさらに発展させるた
めに計画されたものである。 
 
 
２． 研究の目的 
 マウスマラリアモデルを用いて、赤内期マ
ラリアに対する CD8Ｔ細胞による感染防御
メカニズムを細胞あるいは分子レベルで解
明することを目的とする。 
 
 
３． 研究の方法 
(1) 卵白アルブミン(OVA)発現組換えマウス
マラリア原虫の作製 
 マウスの弱毒株マラリア原虫である
Plasmodium yoelii 17XNL (PyNL)に緑色蛍光
タンパク(GFP)を発現する原虫(PyNL-GFP)、
或は GFP とモデル抗原である卵白アルブミ
ン(OVA)を発現する原虫(PyNL-GFP-OVA)を
作製した。 
  
(2) 感染実験 
 C57BL/6 マウスまたは細胞傷害性分子であ
る FasLに変異をもつ gldマウスに上述の原虫
を感染させ、虫血症および生存率の観測を行
った。動物実験は群馬大学倫理委員会の承認

を得た後に指針を遵守し行った。 
 感染赤血球系細胞、T 細胞、マクロファー
ジの分離には MACS およびセルソーターを
用いた。分離した細胞は細胞移入実験や試験
管内の実験に用いた。OVA 特異的Ｔ細胞レセ
プタートランスジェニックマウス(OT-I)を抗
原特異的 CD8Ｔ細胞として解析に供した。
CD8T 細胞の活性化の指標として IFN-γを
ELISA にて測定した。 
 
 
４． 研究成果 
(1)CD8T 細胞の赤内期感染における役割 
  マウスマラリア原虫には一過性感染を引
き起こし、自然治癒する弱毒株である PyNL
の他、脳マラリアを引き起こす致死性強毒株
である P. berghei ANKA (PbA)など様々な種類
が存在する。これらの感染系において CD8T
細胞を抗体により除去することで本細胞の
重要性を検討した。PyNL 感染においては対
照群に比べ虫血症の悪化および生存率の低
下が見られた。一方で PbA 感染においては対
照群に比べ脳マラリアを発症せず、生存期間
の延長が見られた。この結果より CD8T 細胞
は弱毒株 PyNL 感染では感染防御に寄与して
いる善玉細胞であるが、強毒株 PbA 感染にお
いては脳マラリアを引き起こす悪玉細胞で
あることが示唆された。以降は主に PyNL 感
染系で CD8T 細胞による赤内期感染防御の研
究を遂行した。 
 
(2)CD8T 細胞が赤内期 PyNL 感染において認
識する細胞の同定 
 CD8T細胞は適合するMHC class Iと抗原の
複合体に出会う前はナイーブ CD8T 細胞と呼
ばれ細胞傷害活性は持たない。一般的に樹状
細胞による MHC class I 上の特異抗原の提示
と CD8T 細胞による認識（細胞接着）により
ナイーブ CD8T 細胞から活性化したキラーT
細胞へと変化する。キラーT 細胞は IFN-γを
産生すると共に特異抗原を発現する「標的細
胞」を傷害する。 
①樹状細胞 
 すでにマラリア感染で樹状細胞による
CD8T 細胞の活性化がおきていることが報告
さ れ て い る 。 本 研 究 に お い て も
PyNL-GFP-OVA 抗原と樹状細胞、OT-I 由来
CD8T 細胞を試験管内で培養すると IFN-γが
産生されることを確認した。このことから
PyNL 感染においても樹状細胞を CD8T 細胞
が認識し活性化していることが示唆された。 
②赤芽球 
 成熟した赤血球は MHC class I 分子を発現
しないが、前駆細胞である赤芽球は CD8T 細
胞が認識できる MHC class I 分子を発現する。
これは、両者を区別するのに有用なマーカー
である。またマウス赤血球系細胞の表面には
TER119 分子が発現しているので他の細胞と
区別できる。マウスマラリア原虫が赤芽球に
寄生しそれを CD8T 細胞が認識するのではな



いかと作業仮説を立て実験を行った。 
 PyNL-GFPおよびPyNL-GFP-OVAをマウス
に感染させ、赤芽球にマラリア原虫が感染し
ていることを蛍光顕微鏡およびフローサイ
トメトリーにて確認をした。図１に原虫寄生
赤芽球を示した。 
図１.マラリア原虫の寄生した赤芽球のギム
ザ染色像。宿主由来の大きな核と原虫由来の
小さな核や分裂体らしき原虫(矢印)が見える。
スケール 10μm 
  
 原虫寄生赤芽球のみを分離しマウスに接
種すると末梢血中に寄生赤血球が見られた
(虫血症)。このことは、原虫は赤芽球内でも
赤血球内と同じく分裂増殖しメロゾイト(娘
虫体)を放出できることを示している。 
 原虫寄生赤芽球を CD8T 細胞が認識できる
かを検討した。OT-I 由来 CD8T 細胞と
PyNL-GFP 寄生赤芽球を共培養しても反応は
起きないが、PyNL-GFP-OVA 寄生赤芽球と共
培養すると IFN-γが産生された。以上の結果
より原虫寄生赤芽球は MHC class I 分子上に
マラリア原虫抗原を提示し、CD8T 細胞は抗
原特異的に認識し活性化していることが示
唆された。(2)①および②は Sci.Rep.2013 に報告
した。 
 
(3)標的細胞殺滅に関わる分子群の解析 
 CD8T 細胞による赤内期感染防御を担う分
子として IFN-γが最重要であることを以前
報告した(Eur. J. Immunol. 2010)。本分子はマ
クロファージの活性化を担うと共に標的細
胞の MHC class I 分子の発現上昇を起こすこ
とが知られている。そのことは、実際 IFN-
γを赤芽球培養液に加える試験管内実験で
確認した(Sci.Rep2013)。標的細胞を CD8T 細胞
が認識しやすくするための戦略かも知れな
い。 
 CD8Ｔ細胞(キラーT 細胞)による細胞傷害
には２つの経路がある。１つは顆粒放出依存
性で、パーフォリンとグランザイムが関わる。
もう一つは細胞接触依存性のFasとFasLの関
与する経路である。赤内期感染防御において
パーフォリンの部分的な関与があることを
既に報告しているので、本研究においては
FasL と細胞傷害分子が如何に感染防御に寄
与しているのかを解析した。 
①赤内期感染防御における FasL の重要性 
 FasL に変異をもつ gld マウスに PyNL を感
染させると、野生型マウスに比べ抵抗性が弱
く半数程度のマウスが死亡した。PyNL およ
び強毒株PyLを用いた生ワクチンおよび細胞
移入実験で、CD4T 細胞あるいは CD8T 細胞
のどちらが FasL を防御に用いているかを検
討したところ、CD8T 細胞が本分子を利用し
ていることを確認した。 
②FasL による感染防御メカニズム 
 FasLの受容体である Fasを原虫感染赤血球
系細胞が発現していた。CD8T 細胞は FasL に
より原虫感染赤血球系細胞上にフォスファ

チジルセリン(PS)の表出を誘導した。PS は
「eat me シグナル」として知られているよう
に、PS を多く発現する感染赤血球系細胞の方
がマクロファージにより貪食されやすいこ
とが明らかとなった。 
 
(4)総括と今後の研究展開 
 CD8T 細胞による赤内期マラリア感染防御
機構を研究代表者らの今までの関連する研
究結果を総括し論じる。まず樹状細胞による
原虫抗原のクロスプレゼンテーションある
いは原虫寄生赤芽球による CD8T 細胞の活性
化がおきる。CD8T 細胞はキラーT 細胞へと
変化し、IFN-γによるマクロファージの活性
化および標的細胞（寄生赤芽球?）の MHC 
class I 分子の発現上昇を引き起こす。FasL に
よる感染赤血球系細胞への細胞傷害により
細胞表面に PS が表出する。PS の表出した感
染赤血球系細胞は活性化マクロファージな
どにより効率よく貪食され原虫の排除に至
る。 
 今回の研究でマウスマラリア原虫が、赤血
球の前駆細胞である赤芽球にも寄生するこ
とを世界に先駆けて発見した。しかしながら
「マラリア原虫が赤芽球に感染する」その意
義は不明である。原虫が赤芽球に寄生する利
点や原虫赤芽球に対する宿主防御免疫機構
を明らかにすることがマラリア撲滅への鍵
となるかもしれない。 
 最後に CD8T 細胞が原虫寄生赤芽球を認識
していること、そして原虫寄生赤血球系細胞
上に細胞傷害の結果と思われる PS の表出を
確認している。しかしながら実際のところ細
胞傷害の標的が原虫寄生赤芽球である証明
はなされていない。この残された課題は、次
の平成 26 年度以降に始まる科学研究費若手
B「マラリア原虫寄生赤芽球に対する防御免
疫機構の解明」にて解決する予定である。 
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