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研究成果の概要（和文）：本研究では、病原性真菌Cryptococcus gattiiに対する感染制御機構を解明する目的
で、樹状細胞 (DC)ワクチンを独自に開発し、その作用機序を解析した。DCワクチンは、長寿命性の肺常在性記
憶型Th17細胞 “Lung TRM17”を誘導し、感染後の肺内菌数や生存率を有意に改善することが明らかになった。
この感染制御効果は、肺内のIL-17Aの産生を伴い、FTY720投薬下でも同様に観察されたが、IL-17A欠損マウスで
はDCワクチン投与群でも感染後の好中球集積が乏しく、感染制御効果は有意に減弱した。これらの結果は、Lung
 TRM17が本菌の感染制御に必要であることを示唆している。

研究成果の概要（英文）：We analyzed vaccine-mediated immunity using dendritic cell-based (DC) 
vaccine to elucidate the protective immunity against a fungal pathogen Cryptococcus gattii. In this 
study, we identified the novel lung resident memory Th17 cells (Lung TRM17) in the immunized mice, 
which has characteristic marker profiles and a long-lived trait. DC vaccine significantly 
ameliorated fungal burden and survival rate after infection, and it upregulated IL-17A production in
 lungs of immunized mice after infection. The protective effect of DC vaccine was significantly 
reduced in IL-17A deficient mice, but not in mice treated by the immunosuppressive agents FTY720. 
The infection control in the immunized mice was correlated with IL-17A dependent neutrophil 
activation and accumulation in the lungs after infection. These results suggested the Lung TRM17 
contributed to the infection control against C. gattii in the vaccinated mice.

研究分野：感染免疫学
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１．研究開始当初の背景
　Cryptococcus gattii は肺や中枢神経系に病巣
を形成する病原性真菌であり、免疫が正常な
健常人に感染する。1999年以降、北米を中
心に本菌によるクリプトコックス症が多数報
告されたことから本菌による感染症が新興感
染症の一つとして認知されるようになった。
しかし、本菌に対するワクチンは開発されて
おらず、ワクチンの開発に資するような生体
防御機構も殆ど不明であった。結核のよう
に、ワクチンを投与することで記憶型T細胞
を誘導することが感染制御に有効であると推
察されていたが、 C. gattii は感染後に殆ど炎
症応答を誘導しないことから、どのような記
憶型T細胞を誘導すれば本菌の感染を制御で
きるかは不明であった。
　当研究グループでは、本菌に対する生体防
御機構を明らかにする目的で、独自に樹状細
胞 (Dendritic cells: DC)ワクチンを開発した 
(Ueno et al., Infect Immun, 2015)。その後
の解析で、肺常在性CD4+記憶型T細胞 
(Tissue Resident Memory: Lung CD4 
TRM)がDCワクチンにより誘導されることが
示唆されて、この集団が感染制御に寄与する
という仮説を得るようになった。
　呼吸器ウィルス感染症の領域では、Lung 
CD4 TRMはインフルエンザ経鼻感染後に誘
導されることが示されたが、この集団がどう
感染症の制御にどのように寄与するかは特定
されていなかった (Turner et al., Mucosal 
Immuno, 2013)。
　以上の背景から、DCワクチンをモデルと
して、Lung CD4 TRMの生理学的意義を明
らかにすることは、本感染症に対するワクチ
ン開発に重要な基盤情報を提供するだけでな
く、免疫学領域においても新しい知見を発信
できると考えた。

２．研究の目的
　C. gattii に対する樹状細胞 (DC) ワクチン
を解析モデルとして、肺常在性CD4+記憶型
T細胞 (Lung CD4 TRM) の性状解析及び機
能解析を行う。特に、本菌の経気道感染モデ
ルにおけるLung CD4 TRMの役割を解明す
る。

３．研究の方法
(1) DCワクチンの調製

　マウスの大腿骨と脛骨から骨髄細胞を採取
し、その骨髄細胞をGM-CSF存在下にて6日
間培養した。非接着性の細胞を回収し、骨髄
由来樹状細胞 (Bone marrow-derived 
dendritic cells: BMDC)とした。このBMDC
に、熱処理で死滅化したC. gattii 莢膜欠損株
CAP60∆をワクチン抗原として添加し、1日
培養することで、BMDCにCAP60∆を貪食さ
せた。培養後、熱処理死菌を含めて、培養容
器に接着していない全細胞を回収し、DCワ
クチンとした。DCワクチンは、5 ✕ 105 
cells/mouseの割合でC57BL/6の尾静脈内に
接種し、14日間隔で合計2回実施した (Ueno 
et al., Infect Immun, 2015)。

(2) DCワクチンで誘導される記憶型T細胞の
解析

　DCワクチン投与後のマウスをSpecific 
pathogen free (SPF)条件の飼育室にて、2ヶ
月以上飼育した。その後、非感染状態のまま
肺・脾臓・骨髄を摘出し、各臓器中に含まれ
る白血球を調製した。白血球中の記憶型T細
胞は、フローサイトメトリー (Flow 
cytometry: FCM) にて解析した。一部の解
析では、回収後の細胞をphorbol 12-
myristate 13-acetate (PMA)及びionomycin
で刺激した後に実施し、記憶型T細胞のサイ
トカイン生産性を評価した。各種白血球の調
製方法と各種解析方法は、既報 (Ueno et al., 
Infect Immun, 2015)に倣った。

(3) C. gattii の経気道感染実験
　高病原性の臨床分離株として知られるC. 
gattii  R265株を用いた。Yeast-extract 
Peptone Dextrose (YPD) 培地にて1日培養
した菌体をリン酸緩衝生理食塩水にて2‒3回
洗浄し、その後 3 ✕ 103 cells/mouseの割合
で経気道接種した (Ueno et al., Infect 
Immun, 2015)。
　一部の感染実験では、C57BL/6を背景とす
るIL-17A遺伝子欠損 (knock-out: KO)マウス 
(東京理科大学 生命医科学研究所 岩倉 洋一
郎 教授より分与) を使用した。また、血管循
環性リンパ球を枯渇させるために、感染3日
前から免疫抑制剤FTY720 (fingolimod) を投
与した。2.5 mg/L FTY720を含む飲水を自
由飲水させるとともに、2‒3日毎に1 mg/kg 
FTY720を腹腔投与した。
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(4) 感染後の肺に集積する白血球の解析
　Iwata et al., Int Immunol, 2013やSlonov et al., 
PLoS Pathogen, 2015を参考に、感染後の肺に
集積している各種白血球をFCMにて評価し
た。この解析では、主に好中球・好酸球・マ
クロファージ・樹状細胞を定量した。

４．研究成果
(1) DCワクチンは、肺常在性記憶型Th17細
胞 “Lung TRM17”を誘導する

　DCワクチンをマウス尾静脈内に接種し、2
ヶ月以上経過した後に各臓器に含まれる記憶
型T細胞を評価した。その結果、ワクチン投
与群の肺では組織常在性記憶型T細胞 (Lung 
CD4 TRM)のプロファイルを示す集団が有意
に増えることが明らかになった。同様の集団
は脾臓や骨髄では増加を認めなかった。肺で
観察されたこの集団は血管内染色陰性であ
り、FTY720の投与で枯渇しない集団である
ことから、血液循環性の集団ではなく組織溜
滞性の集団であることが裏付けられた。さら
に、Lung CD4 TRMは、PMA-ionomycinに
よる再刺激や抗原の再刺激に応答して、
IL-17Aを産生する集団であることも明らか
になった。その他性状解析の結果から、この
集団が長寿命性であり、既存の集団とは異な
る新規の肺常在性記憶型Th17細胞 “Lung 
TRM17”であることが明らかとなった。

(2) Lung TRM17はDCワクチンによる感染制
御効果に寄与する

　DCワクチン投与2ヶ月後に高病原性の臨床
分離株 R265株を経気道感染させ、DCワク
チンによる感染制御効果の持続性を評価し
た。その結果、ワクチン投与群では感染後の
生存率が有意に改善し、感染14日目における
肺内菌数も有意に減少した。DCワクチン投
与6ヶ月後に感染させた場合もDCワクチンに
よる感染制御効果は消失せず、感染14日目に
おける肺内菌数は有意に減少した。この結果
は、DCワクチンによる感染制御効果に持続
性があり、その持続性がLung TRM17の長期
維持と相関していることを示している。
　同様の実験をIL-17A KOマウスで実施する
と、DCワクチン非投与群では、野生型 
(Wild-type: WT) マウスとKOマウスで同等
の肺内菌数を示したが、KOマウスでは、 

DCワクチンの効果は消失し、DCワクチンに
よる感染14日目の肺内菌数減少は認めなかっ
た。一方、FTY720投与下では、DCワクチ
ンの効果は消失せず対照群と同等の感染制御
効果を示した。これらの結果は、DCワクチ
ンの感染制御効果は、IL-17A依存的である
がが循環型リンパ球には依存していないこと
を意味しており、Lung TRM17がDCワクチ
ンの感染制御作用への関与を強く示唆してい
る。

(3) Lung TRM17は感染後の好中球誘引に寄
与する

　Lung TRM17による感染制御作用を調べる
目的で、感染後の肺における各種白血球を
FCMにて解析した。血管循環性の記憶型T細
胞/B細胞による影響を排除するために、この
実験は感染3日前からFTY720を投与し、血
管循環性リンパ球が枯渇する条件で実施し
た。その結果、感染7日目のWTマウスで
は、DCワクチンの投与により肺の好中球・
好酸球・炎症性DC・Lung CD4 TRMの数が
有意に増加した。一方で、このIL-17A KOマ
ウスでは、DCワクチンによる好中球の増加
を認めなかった。感染7日目のLung CD4 
TRMは、感染前や感染1日目に比べると有意
に増加し、CD25やCD69の発現量も増加し
ていた。このことは、Lung TRM17を含む
Lung CD4 TRMは、C. gattii の感染を認識し
て活性化・増殖したことを意味している。好
中球の増加は、感染1日目では乏しく、感染7
日目にIL-17A依存的に観察された。このこ
とは、好中球の増加がLung CD4 TRMの活
性化・増加と相関していることを示してお
り、Lung TRM17が好中球の誘引に関与して
いたことを示唆している。IL-17Aは、好中
球の活性化や遊走を担うサイトカインであ
り、Th17細胞の活性化は一般的に好中球の
増加を伴うこととも矛盾しない。
　真菌症の中でもカンジダ症やアスペルギル
ス症は、好中球の減少は危険因子であり、病
態の悪化と相関していることが知られてい
る。一方で、クリプトコックス症の病態改善
には好中球は必須でないとする報告 
(Mednick et al., Eur J Immunol, 2003)もあ
るが、IL-17A産生と好中球の誘導が病態改
善と相関していることを指摘した報告もある 
(Murdock et al., Infect Immun, 2014: 
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Slonov et al., PLoS Pathogen, 2015)。この
文献を参考にすれば、DCワクチンにより誘
導されたLung TRM17は、感染後に好中球を
誘導することで、C. gattiiの増殖を抑制した
と考えられる。好中球が直接的に菌体増殖を
抑制したのか、好中球の集積が感染後期の炎
症応答を誘導し間接的に菌体増殖を抑制した
のかは、現時点で不明である。DCワクチン
投与群では感染14日目に多核巨細胞を誘導し
たことから、肉芽腫形成が菌体の増殖抑制の
主たる因子である可能性も考えられた。
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