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研究成果の概要（和文）：寄生虫感染症のマラリアでは、免疫応答で重要な役割を果たす樹状細胞（DC）の成熟阻害が
起こり、宿主が免疫抑制状態に置かれることが知られている。しかし、その分子メカニズムはよく判っていない。本研
究では、マラリア原虫感染赤血球が宿主の骨髄細胞に作用し、DCの分化に必須の転写因子IRF4/IRF8の発現を転写レベ
ルで抑制してDCの分化異常を起こすことを、マウスマラリアモデルを用いた解析により明らかにした。

研究成果の概要（英文）：It has been reported that malaria parasite infection suppresses host immune system
 by interfering with the maturation of dendritic cells (DCs) playing a pivotal role in immune responses. H
owever the molecular mechanisms are not well understood. The present study shows that malaria parasite-inf
ected erythrocytes can interact with host bone-marrow cells and cause aberrant differentiation of DCs by s
uppressing the transcriptional expression of transcription factors IRF4 and IRF8, by using a mouse model o
f malaria parasite infection.
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様 式 Ｃ-１９、Ｆ-１９、Ｚ-１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 樹状細胞（Dendritic cell, DC）は自然免
疫から獲得免疫にかけて、免疫応答の司令塔
ともいうべき重要な役割を果たしている免
疫系の細胞で、プロフェッショナル抗原提示
細胞のひとつである。研究代表者はマラリア
原虫感染による寄生虫感染症であるマラリ
アで、脾臓内の DC の集団（サブセットと呼
ぶ）が非感染マウスの DC サブセットと異な
ること、また脾臓 DC の本来持つ抗原提示機
能が非感染マウスの脾臓 DC と比較して低下
していることを、マウスモデル（マウスマラ
リア原虫（Plasmodium berghei ANKA）感染
C57BL/6 マウス）を用いて見出してきた
（Keystone Symposium, 2008、臨床免疫・ア
レルギー科 50;709、2008）。ヒトに感染する
マラリア原虫もマウスに感染するマラリア
原虫も、それぞれの宿主に感染すると、宿主
の免疫応答を抑制して、マラリア原虫自身の
生存に有利となるように免疫回避している
と考えられるが、そのメカニズムは明らかで
ない。 
 連携研究者の田村は転写因子 Interferon 
Regulatory Factor （IRF; 哺乳動物で 1-9
が存在）の転写制御研究に実績があり、遺伝
子欠損マウス等を用いて分子から生体レベ
ルまで集中的に解析して、IRF4、IRF8 が DC
やマクロファージの分化・増殖、ならびにそ
れらの機能において重要な役割を果たすこ
とを見出し報告してきた （Tamura et al., 
Immunity 13: 155, 2000, Tamura et al., Annu 
Rev Immunol 26: 535, 2008）。これらの研究
から、マウス脾臓の DC に存在する DC サブセ
ット（CD4+ DC、CD8+ DC、CD4-CD8- DC （DNDC）、
plasmacytoid DC （PDC））の分化と IRF 遺伝
子発現との関係が明らかとなり、CD4+ DC の
分化には IRF4 が、CD8+ DC の分化には IRF8
が、また DNDC、PDC の分化には両者が必須で
あることが示された（Tamura et al., J 
Immunol 174: 2573, 2005）。研究代表者は、
マラリア DNA ワクチンの開発研究（Ichino et 
al., J Immunol 162: 3814, 1999）に携わっ
ていたことから、マラリア原虫感染と宿主応
答に興味を抱いており、本研究の開始当初、
マラリア原虫感染モデルマウスで、DC サブセ
ットの変化（CD4+ DC/PDC 減少、DNDC/CD8+ DC
増加）と IRF4、IRF8 の発現低下に気づき、
強い関心を抱いていた。これまでに、マラリ
アで DC の成熟阻害が起こることや、抗原提
示機能の低下が認められることが報告され
ていたが、そのメカニズムは不明であった。
研究代表者は自身の知見から、マラリア原虫
が DC の正常な分化を転写因子のレベルで阻
害することにより免疫抑制を起こすのでは
ないかと考えた。この考えは、マラリアの病
態を DC の分化および転写因子による制御の
不全という視点から新たに理解しようとす
るものである。遺伝子改変マウス等を利用で
きるマウスマラリアは優れたモデルであり、
本研究ではマウスマラリアモデルを用いて

解析を進める。 
 マラリア原虫感染により、転写因子 IRF4、
あるいは IRF8 の発現が阻害され、DC の分化
が正常に起こらないならば、DC の分化が損な
われる分化段階はどこなのだろうか。また、
マラリア原虫感染の状況においても、IRF 分
子の発現を細胞への遺伝子導入等により回
復させることで、正常な DC を分化させるこ
とができるだろうか。本研究は、マラリアの
病態を DC の分化と転写因子の発現制御の観
点から新たに理解しようとするもので、分子
基盤を明らかにして病態改善や治療応用を
めざすものである。 
 
２．研究の目的 
 これまでに、ヒトマラリアで DC の成熟阻
害や抗原提示機能等が損なわれているとの
報告がなされてきた（Urban et al, Nature 
400:73, 1999）。また、マウスマラリアで制
御性 T細胞の誘導が免疫抑制に関与するとの
報告もある（Hisaeda J. Immunol. 180: 2496, 
2008.）。しかし、マラリアで認められる免疫
抑制の分子メカニズムは十分に明らかにさ
れているとは言えない。本研究の特色は、マ
ラリアの病態を、免疫系転写因子の発現異常
とそれに伴う DC の分化異常の視点から捉え
てアプローチすることにある。転写因子 IRF
分子は DC の分化に重要な役割を果たしてお
り、マラリアで認められる IRF 分子の発現低
下は DC の正常な分化と機能発揮に重大な支
障をきたすと考えられる。マラリア原虫感染
マウスの CD11c+ DC のマイクロアレイ解析は
これまでに 1例の報告があるが（Carapau et 
al., Cell Microbiol. 9: 1738, 2007）、感
染早期の重要性と転写因子との関連が見過
ごされている。研究代表者は、DC 分化異常が
DC のどの分化段階で起こるかに関心を寄せ
ており、感染早期に骨髄の DC 前駆細胞です
でにイベントが起こっているのではないか
と考えている。 
 本研究では、マラリア原虫が宿主に感染し
たときに、免疫系転写因子 IRF の発現を抑制
して DC の分化や機能を阻害する分子メカニ
ズムを明らかにしたい。そして、骨髄細胞へ
の遺伝子導入によりに IRF 分子の発現を回復
させることで、マラリア原虫感染の状況にお
いても、正常な DC を分化させることがはた
して可能か検討を加えたい。 
 
３．研究の方法 
（１）マラリアにおける DC サブセットの変
化と IRF 分子の発現の経時的解析 
 マウス脾臓の DC には CD4+ DC、CD8+ DC、DNDC、
PDC が存在し、CD4+ DC の分化には IRF4 が、
CD8+ DC の分化には IRF8 が、また DNDC、PDC
の分化には両者が必要であることが知られ
ている（Tamura et al., J Immunol 174: 2573, 
2005）。研究代表者は、マラリア原虫感染マ
ウスにおいて、脾臓 DC のサブセットが非感
染マウスと比較して変化している（CD4+ 



DC/PDC の減少、CD8+ DC/DNDC 増加（CD8 分子
は CD8+ DC で発現低下している）ことを見出
しており、また脾臓 DC において免疫系転写
因子 IRF4、IRF8 の発現低下に気づいて注目
している。予備的な実験から、これら変化は
マラリア原虫感染のきわめて早期から起こ
るのではないかと考えられる。そこで、マラ
リア原虫（Plasmodium berghei ANKA）感染
モデルマウスを用いて、DC サブセットの変化、
および IRF4、IRF8 の発現の動態を感染の早
期から経時的にフローサイトメトリー、定量
性 RT-PCR を用いて詳細に検討する。 
 
（２）マラリア原虫感染赤血球の存在下にお
ける骨髄由来樹状細胞の培養 
 マウス骨髄細胞に樹状細胞増殖因子であ
る Flt3L を加えて in vitro にて骨髄由来樹
状細胞（Flt3L 添加 bone marrow-derived DC; 
ここで FL-DC と呼ぶ）を培養する系はすでに
確立されており、DC の研究に良く用いられて
いる。FL-DC は前述の脾臓 DCサブセット（CD4+ 
DC、CD8+ DC、DNDC、PDC）全てを含む（ただ
し in vitro の培養系では CD8 は発現しない
ので、CD8 と同様の発現動態を示す CD24 分子
を指標とする）。この FL-DC 培養系にマラリ
ア原虫感染赤血球を共存させ、DC が正常に分
化するか、また IRF4、IRF8 の発現動態がど
のようになるか、正常赤血球の存在下、ある
いは赤血球の非存在下における FL-DC の培養
と比較する。マラリア原虫感染マウスの脾臓
CD11c+ DC で見られたのと同様に、in vitro
でも感染赤血球の存在で、非感染とは異なる
DC の分化が見られると予想される。 
 
（３）IRF8-GFP マウスを用いた骨髄前駆細胞
における IRF8 の発現の検討 
 マラリア原虫感染によって認められる非
感染マウスとは異なる DC サブセットはどの
ようにして出現するのだろうか。変化がマ
ラリア原虫感染の早期から認められること
から、末梢ですでに分化した DC にマラリア
原虫感染赤血球が作用するのではなく、む
しろ骨髄中の DC 前駆細胞に作用すること
によって非感染時には見られない DC サブ
セットが感染時に誘導されるのではないか
と考え、これを検討する。IRF8-GFP マウス
は IRF8 の発現とともに緑色蛍光タンパク
質である GFP を発現するマウスで、IRF8 の
発現を GFP の発現によりモニターすること
ができる。そこで、とくに IRF8 分子の発現
に着目して、マラリア原虫を IRF8-GFP マウ
スに感染させて、骨髄前駆細胞（GMP、CMP、
MEP、MDP、pre-cDC）における IRF8 発現を解
析する。 
 
（４）マラリア原虫感染赤血球存在下におけ
る IRF8 遺伝子導入骨髄細胞の DC への分化 
 マラリア原虫感染赤血球が骨髄前駆細胞
に作用し、IRF 分子の発現を抑制することに
よって DC の正常な分化を阻害するならば、

骨髄細胞にIRF遺伝子を導入し、強制的にIRF
遺伝子を発現させた場合、DC の分化は正常に
誘導されるであろうか。Flt3L 存在下でマウ
ス骨髄細胞を培養し FL-DC を分化誘導する系
に、ウイルスベクターを用いて予め IRF 遺伝
子を骨髄細胞に遺伝子導入した上でマラリ
ア原虫感染赤血球を共存させ、DC が正常に分
化するか、また IRF 分子の発現がどのように
なるか、正常赤血球の存在下、あるいは赤血
球の非存在下における FL-DC と比較する。IRF
分子の強制的な発現により、マラリア原虫感
染赤血球の存在下でも、機能的な DC が分化
誘導されると予想される。 
 
４．研究成果 
（１）マラリアにおける DC サブセットの変
化と IRF 分子の発現の経時的解析 
 マラリア原虫感染モデルマウスにおける
感染の進行と DC サブセットの変化、および
IRF4、IRF8 分子の発現の動態をフローサイト
メトリーにより感染の早期から経時的に詳
細に解析し、非感染マウスの脾臓 DC サブセ
ットと比較した。すると、マラリア原虫感染
マウスでは、感染の進行と共に脾臓 CD11c+ DC
のうち、CD4+ DC、CD8α+ DC、および PDC の
割合と絶対数が減少し、DN DC の割合と絶対
数は逆に増加することを見出した。また、こ
の変化はこれまで考えられていたよりも早
く、感染のきわめて早期（感染 3日目）から
認められることがわかった。次に、脾臓CD11c+ 
DCが分化する際に転写因子IRF4/IRF8が重要
であることから、マラリア原虫感染マウスの
脾臓 DC サブセットで見られる変化が、
IRF4/IRF8 の発現変化を伴うのではないかと
考え、フローサイトメトリーを用いて脾臓
CD11c+ DC における IRF4/IRF8 の発現を調べ
た。すると、マラリア原虫感染マウスの脾臓
CD11c+ DC では、非感染マウスの脾臓 DC に比
べて、IRF4/IRF8 発現の低下が認められた。
さらに、定量性 RT-PCR の解析結果から、
IRF4/IRF8 発現の低下は転写レベルで起こっ
ていることも明らかとなった。 
 
（２）マラリア原虫感染赤血球の存在下にお
ける骨髄由来樹状細胞の培養 
 マウス骨髄細胞に Flt3L を加え培養すると
骨髄由来樹状細胞（FL-DC）を誘導すること
ができる。この培養系に、マラリア原虫感染
赤血球を共存させ、DC が正常に分化するか、
また IRF4、IRF8 の発現がどのようになるか、
正常赤血球の存在下、あるいは赤血球の非存
在下における FL-DC の培養と比較した。する
と、マラリア原虫感染赤血球存在下で培養し
た FL-DC（CD11c+ DC）では、CD24+細胞（脾臓
CD8+ DC に相当）と PDC（CD11b- B220+細胞）
の誘導される割合が、非感染赤血球の存在下、
あるいは赤血球未添加において培養された
FL-DC における割合よりも低かった（図１）。
また、マラリア原虫感染赤血球存在下で培養
した FL-DC における IRF4、IRF8 の発現は、



非感染赤血球の存在下、あるいは赤血球未添
加において培養された FL-DC における IRF4、
IRF8 の発現に比べ低く、とくに IRF8 の発現
に著減が認められた（図１）。これらの結果
は、非感染マウスとは異なり、マラリア原虫
感染マウスで見られる DC サブセットらは、
マラリア原虫感染赤血球が骨髄細胞と相互
作用することにより起こることを示す。以上
から、マラリア原虫感染赤血球が、骨髄中に
存在する DC の前駆細胞、あるいは DC への分
化の途中の段階にある細胞に作用し、転写因
子IRF4/IRF8の発現を抑制することによりDC
の正常な分化を抑制する可能性が考えられ
る。 
 

 
（３）IRF8-GFP マウスを用いた骨髄前駆細胞
における IRF8 の発現の検討 
 マラリア原虫が、DC へと分化する血球系細
胞のどの分化段階を標的とするかを明らか
にするために、とくに IRF8 分子の発現に注
目し、IRF8-GFP マウスを用いて、マラリア原
虫感染時の骨髄前駆細胞（GMP、CMP、MEP、
MDP、pre-cDC）における IRF8 発現を詳細に
解析した。しかし、予想に反して、マラリア
原虫感染 IRF8-GFP マウスの骨髄前駆細胞に
おける IRF8 発現は、非感染マウスと変わる
ことはなく、IRF8 の発現の低下は認められな
かった。このことから、マラリア原虫感染赤
血球は DCの前駆細胞に作用するのではなく、
前駆細胞が DC へと分化することが決定した
骨髄中の細胞に作用し、IRF8 の発現を低下さ
せるのではないかと考えられる。 
 
（４）マラリア原虫感染赤血球存在下におけ
る IRF8 遺伝子導入骨髄細胞の DC への分化 
 マラリア原虫感染で発現が大きく損なわ
れる IRF8 分子にとくに着目し、ウイルスベ
クターを用いて骨髄細胞に IRF8 遺伝子を導
入して強制的に発現させることにより、マラ
リア原虫感染赤血球の存在下においても正
しく DC の分化誘導ができるか検討した。骨
髄細胞で IRF8 が強制的に発現されるならば、
マラリア原虫感染赤血球存在下においても、
非感染赤血球存在下、あるいは赤血球未添加

における DC の培養と同様に DC が分化誘導さ
れると予想された。非感染赤血球存在下、あ
るいは赤血球未添加における FL-DC の誘導効
率は約 95％であるが、マラリア原虫感染赤血
球を存在させると、この効率は約 23％に低下
し、マラリア原虫感染赤血球が DC への分化
を阻害することが確認された（図２）。この
とき、骨髄細胞へのウイルスベクターによる
導入の効率は human CD8 （hCD8）を指標とし
て、ウイルスベクターのみの導入が 26-30％、
IRF8 遺伝子の導入が 36-48％であったが、ベ
クターのみの導入の場合（Vector）は、感染
赤血球存在下で遺伝子を導入しない場合
（Mock）と同様の割合に FL-DC が誘導された
（図２）。ところが、IRF8 遺伝子導入時（IRF8）
では、感染赤血球存在下で、FL-DC の誘導効
率が高まるどころか予想に反して CD11c 陽性
細胞の割合が低く、むしろ抑制される結果と
なった（図２）。IRF8 を強制発現された骨髄
細胞のすべてが非感染赤血球存在下、あるい
は赤血球未添加で FL-DC に分化できる訳では
ないが、少なくとも、感染赤血球存在下で
IRF8発現細胞はCD11cの発現を抑制されてい
ると言える。この結果は、マラリア原虫が
IRF8 発現細胞の CD11c+ DC への分化を選択的
に抑制することを示すものである。CD11c+ DC
が原虫排除に重要であることが報告されて
いることから、マラリア原虫は自身の生存を
有利とするために、転写因子 IRF 分子の発現
を抑え、宿主 DC の分化・機能を抑制して免
疫回避していると考えられる。                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                       
 



 
（５）まとめ 
 本研究により、マラリア原虫感染時に DC
サブセットが非感染時とは異なる集団像を
示し、このとき DC の分化に重要な転写因子
IRF4、IRF8 の発現が転写レベルで減少してい
ることを見出してきた。これはマラリア原虫
感染赤血球が、DC の前駆細胞から DC に分化
決定した段階の骨髄中の細胞におそらく作
用し、IRF 分子の発現を抑制するのではない
かと考えられる。実際、骨髄細胞から DC の
培養を行うとマラリア原虫感染赤血球存在
下で DC の分化が阻害されることが確認でき
た。ここで、骨髄細胞に IRF8 遺伝子導入し
てマラリア原虫感染赤血球存在下で DC の培
養を試みると、IRF8 遺伝子の強制発現により
DC の分化が救済されると予想したが、DC の
分化がむしろ抑制されることが判明した。以
上の結果は、マラリア原虫が IRF 発現細胞の
CD11c+ DC への分化を選択的に抑制すること
を示すものである。CD11c+ DC が原虫排除に
重要であることが報告されていることから、
マラリア原虫は自身の生存を有利とするた
めに、転写因子 IRF4、IRF8 の発現を抑え、
宿主 DC の分化・機能を抑制していると考え
られる。本研究結果から、IRF4/IRF8 によっ
て発現が誘導される分子がマラリア原虫感
染赤血球の標的である可能性が考えられる。
今後この分子を明らかにし、マラリアの新た
な病態理解・治療に結びつけたていきたい。 
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