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研究成果の概要（和文）：リーシュマニア感染初期にはIRF4 KOでは抵抗性マウスより防御免
疫が亢進している（足趾の肥厚が減弱）が、Rag2 KO/IRF4 DKOに正常CD4 T細胞を移入したマ
ウス実験系、マクロファージあるいは樹状細胞のIRF4のみが欠損しているconditional IRF4 KOを
用いた解析から、その原因はCD4 T細胞ではなく樹状細胞に発現しているIRF4により制御され
ていることが判明した。また、脾臓の樹状細胞と異なり、IRF4 KOでも膝下リンパ節ではCD4
陽性DCが存在しており、脾臓とリンパ節ではDCの分化におけるIRF4依存性が異なることも明
らかとなった。感染後、IRF4 KOでは野生型に比べ皮膚DCのひとつであるCD103+DCの所属リ
ンパ節への移行が遅延することも判明した。

研究成果の概要（英文）：Reduction of footpad swelling in IRF4 KO after Leishmania infection 
compared to resistant mice revealed to be due to defect of IRF4 in dendritic cells not macrophages by the 
experiments using conditional KO.  Unlike splenic DC, CD4+ DC subset was observed in lymph node in 
IRF4 KO.  It suggested that DC differentiation in LN was different from that in spleen. 　Recruitment of 
CD103+ DC, which was a kind of skin DC, in IRF4 KO was slower than WT  within 48 hrs after  
infection.
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１．研究開始当初の背景
　リーシュマニア感染防御免疫の主体は抗原
特異的Th1の分化であり、これは感染マクロ
ファージ、あるいは病原体によって活性化し

た樹状細胞が産生するIL12によって誘導され
る。一方、我々は転写因子の一つである
interferon regulatory facto-4 (IRF4)が免
疫担当細胞にのみ発現していることに着目
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し、IRF4遺伝子欠損マウス（IRF4 KO）を用
いて、感染免疫における解析を行ってきた。
リーシュマニア感染実験においては以下の結
果が得られている。
(1)IRF4 KOでは感染初期には抵抗性マウスで
あるB6よりもむしろ足趾の肥厚は減弱してい
た。
(2)IRF4 KOのマクロファージはリーシュマニ
ア感染後のTNFa産生は野生型より高い。
(3)IRF4 KOのマクロファージはリーシュマニ
ア感染後のIL12産生は野生型より低い。
(4)感染後期になると、IRF4 KOでは所属リン
パ節の細胞数が激減し、足趾の肥厚も増悪し
た。
　 しかしながらこれまでの解析では
conventionalな手法で作成したIRF4 KOを用
いているため、特にin vivoの解析において
はT細胞を含むすべてのIRF4が欠損している
マウスを使用せざるを得ず、結果がマクロ
ファージ／樹状細胞の影響なのか、T細胞の
影響なのか判断が難しかった。

２．研究の目的
　そこで、本研究課題ではRag2 KOあるいは
conditional IRF4 KOを主として用いること
によりリーシュマニア感染防御免疫の解析を
行うことを目的とした。

３．研究の方法
(1)　Rag2 KOにIRF4 KOを掛け合わせ、Rag2/
IRF4ダブルノックアウトマウス（DKO）を作
成した。このマウスはT細胞、B細胞を欠損し
ており、さらにマクロファージ／樹状細胞の
IRF4が欠損したマウスである。DKOのコント
ロールとしてのRg2 KOはT細胞、B細胞を欠損
しており、マクロファージ／樹状細胞のIRF4
は正常に発現している。これらのマウスに正
常CD4 T細胞を移入し、２週間後にリーシュ
マニア感染を行った後、足趾の肥厚をモニ
ターした。

(2)　感染５週後に所属リンパ節である膝下
リンパ節から細胞を採取し、細胞数をカウン
トするとともに粗抗原で三日間培養した。培
養上清中のIFN-γはELISA法にて測定した。

(3)　 CD 1 1 cプロモーターの下流および
l y s o s o m e プ ロ モ ー タ ー 下流に C r e 
recombinaseをつないだCD11c-creマウス、
LysM-creとIRF4fl/flマウスを入手し、掛け合
わせを行い、CD11c陽性細胞（樹状細胞）の
みIRF4欠損のマウスとマクロファージのIRF4
が欠損したマウスを作製した。これらのマウ
スにリーシュマニアを感染させ、経時的に足
趾の肥厚をモニターした。

(4)　これらconditional IRF4 KOにおける所
属リンパ節のサブセットをコントロールマウ

スと比較検討した。未感染、感染24時間後、
48時間後に膝下リンパ節内の樹状細胞を表面
マーカー（C D 1 1 c、 C D 1 1 b、 C D 1 0 3、
Langerin）で染色し、フローサイトメーター
で解析した。

４．研究成果
(1)　Rag2 KOおよびDKOにそれぞれ正常CD4 T
細胞を移入した後、リーシュマニア感染を
行った。足趾の肥厚をモニターしたところ、
感染初期にはRag2 KOに正常CD4 T細胞を移入
した群に比べて、DKO群では足趾の肥厚が減
弱していた。これは抵抗性マウスB6とIRF4 
KOで認められた実験結果を再現していた。こ
のことから、感染初期におけるIRF4 KOの足
趾の肥厚の減弱はCD4 T細胞によるものでは
なく、マクロファージ／樹状細胞における
IRF4 欠損に起因していることが示唆され
た。

(2)　一方、感染後期では、DKO群でも足趾の
肥厚は増悪した。所属リンパ節である膝下リ
ンパ節の総細胞数を測定した。DKOに正常CD4 
T細胞を移入した群ではRag2 KOへの移入群に
比べて著明な細胞数の低下を認めた。また、
これらリンパ節細胞をリーシュマニア粗抗原
で刺激したところ、抗原特異的Th1細胞も認
められなかった。感染後期における感染の増
悪は抗原特異的Th1細胞が消失するためと考
えられた。



(3)　Rag2 KO、DKOへの移入実験ではマクロ
ファージと樹状細胞のどちらに原因があるか
明らかにはできない。そこで、LysM-IRF4 KO
（マクロファージのみIRF4欠損）、CD11c-
IRF4 KO（樹状細胞でのみIRF4欠損）の
conditional KOにリーシュマニアを感染さ
せ、足趾の肥厚をモニターした。
CD11c-IRF4 KOでは抵抗性マウスB6に比べ感

染初期の足趾の肥厚は減弱しており、その程
度はconventional IRF4 KOと同程度だった。
一方、LysM-IRF4 KOでは足趾の肥厚はB6と変
わらなかった。このことから、リーシュマニ
ア感染初期のIRF4 KOにおける足趾の肥厚の
減弱は、樹状細胞に発現しているIRF4によっ

て制御されていることが明らかとなった。

(4)　リーシュマニア感染後の所属リンパ節
のDCサブセットの変化を解析した。脾臓DCで
は、IRF4 KOにおいてCD4+ DCが欠損している
ことを既に我々は報告しているが、驚いたこ
とにリンパ節DCではIRF4 KOでもWTと同程度
のCD4+ DCが存在していた。このことは、脾
臓とリンパ節ではDCの分化におけるIRF4依存
性が異なることを示唆しており、今後解析を
進めたいと思う。また、リーシュマニア感染
後24時間、48時間で所属リンパ節に移行する
皮膚DCサブセットの解析を行ったところ、WT
では24時間で既にCD103+ DCが所属リンパ節
に移行しているのに対して、IRF4 KOでは48
時間後に検出された。このことはIRF4 KOで
は感染後のCD103+ DCの所属リンパ節への移
行が著しく遅延していることを示唆してい
る。移行を促すケモカインの産生量の違い、
ケモカイン受容体の発現の違い、などいくつ
かの可能性は考えられるが解析はこれからで
ある。
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