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研究成果の概要（和文）：内臓型リーシュマニア症はリーシュマニア症の最も重篤な病型である。リーシュマニ
ア感染に対する防御免疫はTh1細胞に依存することが示されているが、感染におけるB細胞と抗体の役割は不明で
あった。本研究では、内蔵型リーシュマニア症における分泌型免疫グロブリンの役割を明らかにした。 分泌型
免疫グロブリン欠損マウスでは感染により肝臓でのＩＦＮ －γ非依存性ＮＡＤＰＨオキシダーゼ活性が上昇し
ドノバンリーシュマニア感染に対する防御応答を誘導することから、分泌型免疫グロブリンはマウスにおける内
蔵型リーシュマニア症の制御において負の役割を果たしていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Visceral leishmaniasis (VL) is the most severe form of leishmaniasis. 
Immunity to Leishmania infection has been shown to depend on the development of Th1 cells; however, 
the roles of B cells and antibodies during infection remain unclear. In this study, we found that 
the mice lacking circulating immunoglobulins (cIgs-deficient mice) became resistant to VL. IFN-γ 
depletion did not affect the rapid reduction of parasite burden, whereas NADPH oxidases was 
up-regulated in the livers of infected cIgs-deficient mice. The inhibition of the reactive oxygen 
species pathway in vivo by a NADPH oxidase inhibitor resulted in a significant increase in the 
parasite burden in cIgs-deficient mice. These results indicate that a circulating Ig deficiency 
induces a protective response against VL by elevating IFN-γ-independent NADPH oxidase activity, and
 also that cIgs play a regulatory role in controlling murine VL.

研究分野： 医学、寄生虫学、免疫学

キーワード： 内蔵型リーシュマニア症　遺伝子改変マウス　AID　μs　分泌型免疫グロブリン　インターフェロンγ
　活性酸素種

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
マウス感染モデルを用いて、内蔵型リーシュマニア症における分泌型免疫グロブリンの役割を明らかにすること
ができた。このことは、内蔵型リーシュマニア症のワクチン開発において、抗体に依存した免疫応答が必ずしも
感染防御に寄与するわけではないことを示している。本研究の成果から、リーシュマニア特異的抗体産生を誘導
しないワクチン開発が必要であると考えられる、またこのようなワクチンの開発が、南アジアや南米で流行して
いる重篤な内蔵型リーシュマニア症の制御に大きく寄与すると考えている。
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１．研究開始当初の背景 

感染症には衛生管理や感染予防啓発、治療薬剤開発、病原体感染源のコントロールなど多面的

な予防・治療戦略が必要である。なかでもワクチンは感染症を克服する最も重要な戦略のひと

つである。終生免疫が成立すると考えられる感染症に対しては基本的にワクチンを確立できる。

実際、ウイルスや細菌感染症に対しては有効なワクチンが開発され撲滅された病原体も存在す

る。これらの成功したワクチンはコンポーネントワクチンや弱毒化ワクチンであるが、マラリ

アをはじめとするすべての寄生虫感染では未だそのいずれのワクチンも確立されたものは存在

しない。寄生虫はウイルスや細菌と比較して複雑な感染様式や多種多様な抗原性をもっている。

寄生虫感染症に対しても特定の抗原を標的にしたコンポーネントワクチンの開発や発現量の増

加を目指したワクチン法の開発が日本を始め世界各地で精力的に行われている。その中には実

験的に有効なものも存在するが未だ実用化には至っていない。一方寄生虫の弱毒化ワクチンも

有望なワクチン法として報告が見られる (Kahn SM, et al. Curr Opin Biothechnol. 2012, 

Gennavaram S, et al. Front Immunol. 2014)。しかし、安全性などの課題も多い。 

ワクチンの基盤となるのは宿主免疫システムの

もつ免疫学的記憶（免疫記憶）機構である。免疫

記憶の働きは抗原特異的リンパ球（メモリーT お

よび B 細胞）が長期間生体内で生存し再感染に際

し速やかかつ強力な免疫応答を発揮し病原体を排

除することである。また、免疫記憶は同一微生物

によって活性化・強化されていくという特徴もあ

る。さらにメモリーT 細胞にはエフェクターメモ

リー、セントラルメモリーなどが、またメモリー

B 細胞についても多層的なメモリーB 細胞が存在

する。このように複雑かつ精緻に制御されている

免疫記憶機構を効率的かつ効果的に活用すること

が、ワクチン開発には必須である。本研究では終

生免疫が成立するとされるリーシュマニア症において、多様な各ワクチン法によって発動され

る免疫記憶機構を長期時間軸に渡り質的・量的に解析し比較する。この解析によって長期間有

効なワクチンとはどのような免疫基盤に立脚しているのかを明らかにすることができる。また、

この解明に基づくあらたなワクチン評価法を確立することができ、適切な評価に則った新たな

ワクチン設計が可能になると考える。 

 私たちは従来の研究を通して宿主免疫記憶機構を解明する重要性に気づき、その解明に取り

組んできた。結果として、新たな知見を得ることに成功した(Maekawa Y, et al. Nature Med. 2015)。

その知見のなかでメモリーT 細胞の長期生存に必須

のシグナル伝達経路を見出した。私たちが見出した

知見（メモリーT 細胞長期生存の分子基盤）を基に

して、各種ワクチン法での免疫記憶の質的・量的評

価ができるのではないかと考えるに至った。免疫記

憶の質的・量的な評価法を確立することがリーシュ

マニア症をはじめとした難治性寄生虫感染症に対す

る有効なワクチン開発上非常に重要であり、早急に

取り組まなければならない課題であると考えた。 

２．研究の目的 

内臓型リーシュマニア症は重篤なリーシュマニア

症で、治療を行わない場合には致死性である。この

感染症の病原体であるリーシュマニア原虫はマクロ

ファージやクッパー細胞などの細網内皮系細胞内に



寄生する。リーシュマニア原虫感染に対してはインターフェロン γ 産生と特徴とする I 型免疫

応答、特に Th1 型 CD4 陽性 T リンパ球が感染防御に重要である。一方、内臓型リーシュマニ

ア症患者では B リンパ球活性化が病態を悪化させること、また B リンパ球を欠損するマウスで

は感染に対する抵抗性が高まることが報告されており、B リンパ球が感染病態を左右する因子

であることが示唆されている。B リンパ球は、免疫グロブリンを産生するという機能に加え免

疫を抑制性に制御することも明らかになっている。しかし、内臓型リーシュマニア症の感染病

態に対して免疫グロブリンあるいはBリンパ球のいずれが影響を与えているのかについては依

然決定されていなかった。本研究では、B リンパ球は有するが免疫グロブリンは分泌すること

ができない遺伝子改変マウスを用い本課題の解明を試みた。 

３．研究の方法 

本研究では AID 遺伝子欠損(AID-KO)マウス、μs 遺伝子欠損(μs-KO)マウスおよびそれらの二

重欠損（DKO）マウスを用いた。いずれのマウスも B リンパ球を持つ。AID-KO マウスは血清

中に IgM は存在するがクラス変換に依存する IgG、IgA、IgE を産生することはできない。一方、

μs-KO マウスは分泌型 IgM を産生することができないため血清中に IgM は存在しないが、クラ

ス変換依存性免疫グロブリンは存在する。また、DKO マウスは IgM もクラス変換依存性免疫

グロブリンも有しない。これらのマウスに内臓型リーシュマニア症起因原虫である Leishmania 

donovani(L. donovani)を静脈接種し、以後の感染動態を観察した。なお、観察動態の観察を容易

にするため、本研究で用いた L. donovani はルシフェラーゼあるいは GFP を恒常的に発現する。 

肝臓での L. donovani 感染細胞を同定するために抗 CD11b 抗体および抗 F4/80 抗体を用いたフ

ローサイトメトリー解析を行った。 

肝臓での原虫排除機序を解明するために、感染マウスおよび非感染マウスの肝臓を試料として、

NADPH oxidase 関連の遺伝子について定量 PCR を行った。また、NADPH oxidase 阻害剤 apocynin

を感染マウスに投与し、原虫数を観察した。 

４．研究成果 

DKO マウスは野生型対象マウスと比較し、感染２および３週後の肝臓での原虫数が低下して

いた（図１A）。しかし、AID-KO マウスならびに μs-KO マウスでは同様に現象は観察されなか

った（図１B）。DKO マウスで観察される肝臓

での原虫数低下は原虫接種４８時間後から認め

られた（図１C）。野生型マウスの血清を DKO

マウス移入し原虫を接種すると、原虫数の低下

は軽減した（図１D）。DKO マウスへの血清移

入による原虫数低下の軽減は IgM が存在する

AID-KO マウス由来血清では顕著であったが、

IgM が存在しない μs-KO マウス由来血清では限

定的であった。 

DKO マウスでの原虫接種後早期からの原虫数

低下は、GFP を発現する L. donovani 原虫を用いても観察された。DKO マウスも野生型マウス

も肝臓での主要な原虫感染細胞はF4/80とCD11bを共発現するクッパー細胞であった（図２A）。 

DKO マウスで観察される早期原虫数低下は T、B リンパ球を欠損する Rag1 マウスでも同様に

観察された。また、DKO マウスを遺伝的背景に持つ IFN-γ 遺伝子欠損マウスでも原虫数低下の

解除は緩徐であった（図３）。 

原虫が肝臓で感染するクッパー細胞の CD11b 発現は野生型マウスクッパー細胞より亢進して

いた（図２B）。また感染 DKO マウスの肝臓では NADPH oxidase の主要構成分子の発現が野生

型マウスと比較し優位に上昇していた。さらに、感染 DKO マウスに NADPH oxidase 阻害剤を

投与すると、原虫数低下が顕著に解除された（図４）。 



血液中を循環している機能的免疫グロブリン

を持たない DKO マウスは野生型マウスと比較

し肝臓での原虫数が感染早期から低下すること

から、B リンパ球ではなく免疫グロブリンの欠

如が原虫数低下と強く関連していると考えられ

た。DKO マウスでの原虫数低下には γδ 型 T リ

ンパ球や NKT リンパ球などの自然免疫系 T リ

ンパ球は関与していないと考えられた。また、

Th1 型サイトカインの代表であり細胞内寄生性

原虫排除に必須と考えられている IFN-γ の関与も限定的であった。一方、DKO マウスの肝臓で

原虫が感染しているクッパー細胞では CD11b 分子の細胞表面発現が亢進し、また感染 cIgs 欠

損マウスの肝臓では NADPH oxidase 関連遺伝子の発現が上昇していた。さらに、NADPH oxidase

阻害剤により DKO マウスでの原虫数低下が解除されることから、DKO マウス肝臓での原虫の

早期排除には活性酸素種が関与していることが強く示唆された。 

本研究から、循環免疫グロブリンは Leishmania donovani 感染マウスの肝臓において、活性酸

素種の産生誘導を抑制することによって、宿主感染防御能に負の影響を与えていることが示唆

された。 
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