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研究成果の概要（和文）：Mycobacterium bovis BCG感染においてIL-7はIL-17A産生γδT細胞との増殖と維持
に、IL-21はエフェクターCD8+T細胞の増殖に働くことがわかった。結核菌由来の防御抗原であるAg85Bとこれら
サイトカインの融合蛋白質を分泌するレコンビナント(r) BCGワクチンを作成して、免疫応答を解析した結果、
rBCG-IL-7/Ag85BはIL-17A産生γδ型T細胞と抗原特異的CD4+Th1細胞を増加させた。rBCG-Ag85B-IL-21は抗原特
異的エフェクターCD8+T細胞を増加させ、相対的に疲弊CD8+T細胞を減少させた。

研究成果の概要（英文）： Mycobacterium bovis Bacillus Calmette-Guerin (BCG) vaccine confers 
incomplete protection against tuberculosis because it is not effective for inducing long-term 
immunity. Therefore, it is urgently required to develop improved vaccines. We found that IL-7 and 
IL-21 are pleiotropic common cytokines that affect IL-17+γδT cells and CD8+T cells, respectively. 
Based on these results, we examined the effects of recombinant BCG secreting fusion protein 
Ag85B/IL-7, or IL-21 (rBCG-Ag85B-IL7, rBCG-Ag85B-IL21) on cell-mediated immune responses against 
BCG. The levels of effector CD8+ T cells were significantly higher butexhausted CD8+ T cells were 
lower after immunization with rBCG-Ag85B-IL21 compared with rBCG-Ag85B. The levels of IL-17+γδ T 
cells and CD4+ Th1 cells were higher in rBCG-Ag85B-IL7-immunized mice than rBCG-Ag85B-immunized 
mice.  rBCG-Ag85B-IL-7 or IL-21 vaccination capable of inducing long-term efficient immunity might 
be used as an effective vaccine for tuberculosis.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
結核感染では、結核菌が気道から侵入して、
はじめに肺胞マクロファージに取り込まれ
る。一部の結核菌は肺組織に存在する未熟樹
状細胞にもとり込まれ、パターン認識レセプ
ター等を介して活性化された成熟樹状細胞
によって、所属リンパ節（肺門部リンパ節）
で T 細胞に抗原提示される。Th1 型の免疫応
答の出現によって、初期変化群（リンパ節病
変と肺肉芽腫）が形成される。大多数のヒト
は治癒して結核は発症しない。しかしながら
結核菌は完全に排除されず肉芽腫のなかで
adaptation をおこして、dormancy(休眠)して
いる状態で生き延びる。その機序としてマク
ロファージでのファゴゾームとライソソゾ
ーム融合阻害、ファゴゾームの酸性化の抑制、
さらに低酸素ストレスで誘導される
DosR(Dormancy survival Regulator)応答が
関与する。結核菌を排除する免疫防御機構と
して強い炎症反応を誘導するTh1細胞とキラ
ーT細胞(CTL)が重要であり、BCG ワクチンが
その細胞性免疫を誘導することによって結
核予防に使用されている。しかしながら、BCG
ワクチンは小児の結核性髄膜炎や全身感染
症である粟粒結核には有効なものの、成人結
核にはその効果は低い。その理由として記憶
T 細胞の維持が長期間続かないことや慢性感
染による抗原の持続的刺激がT細胞の疲弊化
を招くことが考られている。肺に侵入してき
た結核菌を貪食した樹状細胞は、ナイーブ T
細胞を所属リンパ節で活性化し、クローン増
殖させる。クローン増殖した活性化 T細胞は
エフェクターT 細胞としてリンパ節から感染
部位へ移動して、微生物を排除する
（effector phase）。排除後、大部分のエフ
ェクターT 細胞はアポトーシスで死滅する
（contraction phase）が、一部の細胞はセ
ントラルメモリー型として二次リンパ組織
に、またはエフェクターメモリー型として末
梢 の 非 リ ン パ 組 織 で 維 持 さ れ る 
(maintenance phase)、再感染時には速やか
に 活 性 化 さ れ 、 菌 の 排 除 に 働 く
（re-activation phase）。この記憶 T細胞の
産生・維持には IL-7、IL-15、IL-21 などの Cγ
サイカインファミリーメンバーが関与して
いる。結核などの慢性感染症では抗原刺激が
持続するため、エフェクターメモリーT 細胞
は疲弊 exhausted に陥る。その機序として
programmed death-1(PD-1)、LAG1、CTLL-4、
TIM2 の発現を介して抑制シグナルが考えら
れている。Tfh 細胞（瀘胞ヘルパーT 細胞）
の増殖因子であるIL-21はまた慢性感染症で
疲弊 T細胞を活性化 T細胞に変化させるサイ
トカインと考えられている。 
 
２．研究の目的 
記憶 T細胞はエフェターメモリー細胞とセン
トラルメモリーT 細胞に大きく分類され、再
感染の早期ではエフェターメモリー細胞が
応答し、後期になるとセントラルメモリーT

細胞が対応する。結核抗原特異的 T細胞の産
生と維持にCγサイトカインファミリーが重
要である。IL-2 はエフェターT細胞に、IL-7
はセントラルメモリーT 細胞に、IL-15 はエ
フェター／メモリ—T 細胞の増殖維持因子と
して重要である。IL-21 は慢性感染症で疲弊
T 細胞を活性化 T 細胞に変化させるサイトカ
インと考えられている．我々は IL-15 遺伝子
操作マウスの基礎研究をもとづくIL-15産生
BCG ワクチンの抗結核感染防御での有効性を
すでに報告している。本研究では BCG ワクチ
ン接種後の記憶 T細胞、疲弊 T細胞の産生維
持機構における IL-7 と IL-21 の役割を遺伝
子操作マウスで検討し、結核菌由来の防御抗
原である Ag85B とこれらサイトカイン(IL-7 
IL-21)の融合蛋白質を分泌するレコンビナ
ント(r)BCG ワクチンを作成して、結核感染に
対する防御効果を検討する。 
 
３．研究の方法 
（1）結核気道感染防御機構の IL-21 の役割 
 BCG および結核菌の腹腔及び気道感染モデ
ルを用いて、その宿主防御機構を T細胞中心
に解析する。BCG ワクチン接種後の記憶 T 細
胞の産生維持におけるIL-21の役割をIL-21R
ノックアウト(KO)マウスを用いて検討する。
卵白アルブミン(OVA)発現 BCG をマウスの気
道内に感染させて、リンパ組織（脾臓）と非
リンパ組織（腹腔、肺、肝臓）に存在する抗
原特異的 CD4T 細胞、抗原特異的 CD8T 細胞を
フローサイトメターにて経時的に観察する。
OVA-特異的 T 細胞レセプター（TCR）トラン
スジェニックマウスレセプターノックアウ
トマウスの T 細胞を CFSE でラベルしてマウ
スに移入して、さらにOVA-BCGを感染させて、
OVA257-264 を結合させた H-2Kb テトラマー
を用いて、フローサイトメターにて経時的に
観察する。セントラルメモリ−タイプとエフ
ェクターメモリータイプ IL-7Rα(CD127) 、
CD122(βcR) 、CD62、 CCR6 で染色すること
によって区別して、それぞれの分子がどちら
のタイプに維持、分化に IL-21 が必要かを明
らかにする。疲弊exhausted T細胞はPD-1、
LAG1、CTLL-4、TIM2 の発現でその動態とサイ
トカイン産生能を解析する。 

（2）結核気道感染防御機構の IL-７の役割 

 IL-7RαKO マウスでは TCRγ鎖遺伝子の再
構成が起こらないので我々が既に作成して
いるTCRγδ鎖トランスジェニックマウスと
かけあわせて分化してきたγδ型 T細胞と
αβ型 T細胞の機能を末梢組織で検討する。
IL-7Rαは Dll4/Notch1 シグナルで誘導され
るので Rosa26-loxP-stop-loxP-ICN1- 
IRES-GFP x MX1-Cre マウスで Notch シグナル
を末梢で強制的にIL-7R誘導したマウスを用
いて肺と所属リンパ節に存在するT細胞を解
析する。 
（3）IL-7 および IL-21/Ag85B 融合蛋白質産
生レコンビナント BCG の作成と免疫応答の
解析 



  IL-7 または IL-21/Ag85B 融合蛋白質産生
rBCGは E.coli-mycobacteria shuttle vector 
pNN2 に Ag85 遺伝子とマウス IL-７または
IL-21 cDNA を組み込んだプラスミドを
BCG(東京株)にエレクトロポレーションで導
入してカナマイシンで選択して得た。コント
ロールとしてプラスミドのみを導入した
BCG(東京株)および Ag85遺伝子のみを組み込
んだプラスミドを導入した Ag85B-BCG(東京
株)を用いる。超音波破砕菌体と培養上清中
の IL-７または IL-21/Ag85B 融合蛋白質の発
現を抗 IL-7 または IL-21 抗体と抗 Ag85 抗体
とSDS-PAGE で確認する。6〜8週齢のC57BL/6 
マ ウ ス の 腹 腔 に 5×106 CFU の
rBCG-Ag85B-IL-7 、 BCG-Ag85B-IL-21 、
rBCG-Ag85B またはBCG-plasmid-vector rBCG
を投与して、経時的に腹腔内、肺、肝臓の菌
数をMiddlebrook 7H10 agarでカウントする。
肺を EDTA とコラゲネース処理してリンパ球
を集めた。経時的にマイコバクテリア抗原
（TB-2、MPT-64、Ag85B、および PPD）特異的
T細胞をサイトカイン FACS で調べる。セント
ラルメモリ−タイプとエフェクターメモリー
タイプ IL-7Rα(CD127) 、CD122(βcR) 、CD62、 
CCR6 で染色することによって区別する。疲弊
exhausted T 細胞は PD-1、LAG1、CTLL-4、
TIM2 の発現でその動態とサイトカイン産生
能を解析する。病理組織組織は、緩衝 10%ホ
ルマリンで保存し、パラフィン封埋・切断後、
ヘマトキシリン・エオジン染色する。 
 
４．研究成果 
（1）マイコバクテリア感染防御機構の IL-21
の役割 
 BCG-OVA を IL-21R KO マウスの気道内に感
染させて、肺に存在する抗原特異的 CD8+T 細
胞をフローサイトメターにて経時的に観察
したところ、感染２１日目の肺で抗原特異的
IFN-γ 産生 CD8+T 細胞の数が IL-21RKO マウ
スで wild type(WT)マウスに比べて有意に減
少していた。IL-7Rα(CD127) 、CD122(βcR) 、
CD62、KLRG—１、PD—１で染色したところ、肺
の OVA 特異的 PD-1-KLRG1+ エフェクター 
CD8+T 細胞の絶対数は、感染後 IL-21R KO の
マウスで有意に減少していた。一方、OVA-特
異的  PD-1+ KLRG-CD8+ T 細胞数は wild 
type(WT) マウスと変化はなかった。移入実
験より、IL-21-R KO OT-I 細胞の移入実験か
ら,CD8+T 細胞上の IL-21R がエフェクター
CD8+T 細胞の増殖に重要であることがわかっ
た 
（2）マイコバクテリア感染防御機構を担う T
細胞の産生における IL-７の役割 
 IL-17A 産生γδ型 T 細胞は早期の結核感
染防御に重要な役割を担う。IL-7RαKO マウ
スにTCRγ鎖トランスジェニックマウスとか
けあわせて分化してきた γδ 型 T 細胞の機
能を末梢組織で検討したところ、肺で IFN-γ
産生γδT細胞が検出できたが、IL-17A 産生
γδ 型 T 細胞は検出できなかった。

Rosa26-loxP-stop-loxP-ICN1-IRES-GFPx 
MX1-Cre マウスで Notch シグナルを末梢で強
制的にIL-7R誘導したマウスを作成したとこ
ろ、IL-17A 産生γδ型 T 細胞が有意に増加
することがわかった。 
（3）IL-7/Ag85B 融合蛋白質産生レコンビナ
ント BCG の効果  
 IL-7/Ag85B 融合蛋白質産生レコンビナン
ト BCG(rBCG-IL-7/Ag85B)を作成してウェス
タン法、IL-7-dependent cell line 2E8 を用
いたバイオアッセイで Ag85B 融合 IL-7 蛋白
質産生を確認した。rBCG-IL-7/Ag85B をマウ
スの静脈内に投与して菌数、細胞動態を解析
したところ、菌数はコントロールの
rBCG-IL-7/Ag85B と差はなかったが、感染後
７日目での IL-17A 産生γδ型 T細胞の数が
rBCG-IL-7/Ag85B 投与群で有意に増加してい
た。感染 21 日目の PPD および Ag85B 特異的
CD4+Th1 細胞も rBCG-IL-7/Ag85B 投与群で有
意に増加していた。BCG 感染後に増加する
IL-17A産生γδ型T細胞はVγ4、またはVγ6
を発現しており、Vγ4/Vγ6 KO mice では、
rBCG-IL-7/Ag85B 投与群で CD4+Th1 細胞の増
加がみとめられなかった。以上の結果より、
rBCG-IL-7/Ag85B は IL-17A 産生γδ型 T 細
胞を増加させることより、結核感染防御に重
要なマイコバクテリア特異的 CD4+Th1 細胞を
増加させることが明らかになった。 
（4）IL-21/Ag85B 融合蛋白質産生レコンビナ
ント BCG の効果 
IL-21/Ag85B 融合蛋白質産生レコンビナン
ト BCG(rBCG-IL-21/Ag85B)を作成してウェス
タン法と ELISA で Ag85B 融合 IL-21 蛋白質産
生を確認した。rBCG-IL-7/Ag85B をマウスの
腹腔内に投与して菌数、細胞動態を解析した
と こ ろ 、 菌 数 は コ ン ト ロ ー ル の
rBCG-IL-21/Ag85B と差はなかったが、感染後
７日目での IL-17A 産生γδ型 T細胞の数が
rBCG-IL-21/Ag85B 投与群で有意に低下して
いた。その低下する IL-17A 産生γδ型 T細
胞は Vγ6を発現しており、BCG 感染マウスの
γδ型 T細胞を取り出し、in vitro に IL-21
を加えると Vγ6 IL-17A 産生 γδ 型 T 細胞
が選択的にアポプトースをおこすことがわ
かった。次に Ag85B を分泌する rBCG-Ag85 を
対照として、rBCG-Ag85B-IL-21 をマウスに気
道感染させて解析を行った。対照と比較し、
rBCG-Ag85B-IL-21 を感染させた時に結核抗
原特異的なエフェクターCD8+T 細胞数が増加
した。以上の結果から IL-21 は BCG 感染後の
エフェクターCD8+T 細胞の産生に重要な役割
を示し、感染防御に働くことを示した。一方
で、PD-1+KLRG-1-CD8+疲弊 T 細胞の産生には
IL-21 は影響しないことがわかった。IL-21
シグナル経路はエフェクターCD8+T 細胞の産
生を促進し、疲弊 CD8+T 細胞の相対的役割を
低下させると考えられる。 
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