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研究成果の概要（和文）：細胞内刺激伝達系をFRETセンサーで検出するトランスジェニックマウスと、蛍光タン
パク陽性マラリア原虫スポロゾイトを用い、多光子レーザー顕微鏡で原虫感染細胞と免疫細胞の生体イメージン
グを行い、宿主・寄生体相互作用を明らかにすることを目的とした。FRETセンサーマウスに直接感染させた実験
では、感染肝細胞周囲の原虫特異的CD8+ T細胞のクラスター部位に一致して、宿主細胞にFRET陽性細胞が観察さ
れた。細胞種の同定には至らなかったが、肝細胞期感染防御における細胞活性化を、カルシウムシグナルを検出
するFRETセンサーでモニターすることが可能であることが示された。

研究成果の概要（英文）：Host parasite interaction is one of the main theme of the infection 
research.  We used transgenic mice expressing FRET sensor that detect intracellular calcium 
signaling and Plasmodium sporozoites that express fluorescent protein, and performed intravital 
imaging of the interaction  between  immune cells and parasites as well as their activation using 
two-photon microscopy. 
 In mice expressing FRET sensor, we identified FRET positive host cells in the region where 
parasite-specific CD8+ T cells formed clusters around the infected hepatocytes.  Although we were 
unable to identify the cell type of those which were FRET positive, this study showed the potential 
of intravital imaging in identifying the functional activation of host cells during liver-stage 
infection with Plasmodium parasites using FRET sensor that detect calcium signaling.  

研究分野：感染免疫学
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１．研究開始当初の背景 
マラリア原虫感染の肝細胞期は、蚊の吸血に
より体内に侵入したマラリア原虫が最初に体
内で増殖する時期である。肝細胞から出たマ
ラリア原虫は、再び肝細胞に感染することは
ないため、感染する肝細胞数は最大でも吸血
時に体内に侵入した原虫数に限られる。その
ため、感染のボトルネックとも言われ、ワク
チン開発の主要な標的となっている。肝細胞
期感染防御の主要なエフェクターは、原虫抗
原特異的な CD8+ T細胞であることが示され
ている。しかしながら、原虫特異的 CD8+ T細
胞により肝細胞に感染したマラリア原虫が排
除されるメカニズムについては十分に理解さ
れていない。 
 
我々は、多光子レーザー顕微鏡を用いてマラ
リア肝細胞期 CD8+ T細胞による感染防御の
生体イメージング手法を開発してきた
（Kimura et al., Inf Imm, 81: 3825, 2013）。この
系では、モデルマラリア原虫抗原として、卵
白アルブミン（OVA）と蛍光タンパク gfpを
発現するマラリア原虫 Plasmodium berghei 
ANKA（PbA-gfpOVA）と、蛍光タンパク DSRed
を発現する OVA特異的 T細胞受容体(TCR)
トランスジェニックマウス由来の OT-I細胞
を用い、抗原特異的に CD8+ T細胞が肝細胞期
マラリア原虫を排除する現場を、生体イメー
ジングで捉えたものである。感染肝細胞内周
囲に特異的 CD8+ T細胞が集まり、両者相互作
用の中で、肝細胞内の原虫が排除される映像
を撮影することに成功した。しかしながら、
この手法では細胞動態と同時に細胞機能をモ
ニターすることはできなかった。 
 
近年、細胞内刺激伝達に関わるカルシウムセ
ンサーとして、蛍光共鳴エネルギー移動
（Fluorescence Resonance Energy Transfer, 
FRET）技術の発達が著しい。FRETセンサー
のトランスジェニックマウスも複数種類開発
されており、生体イメージングで細胞内カル
シウム濃度の変動を観察することにより、細
胞活性化を観察することができる。マラリア
原虫肝細胞期の感染防御のイメージングに
FRETセンサーを用い、病原体と免疫応答機能
の現場をイメージングで捉えることが可能に
なった。 
 
２．研究の目的 
細胞内刺激伝達系を FRETセンサーで検出す
るトランスジェニックマウスを用い、FRET
マウスに蛍光タンパク陽性マラリア原虫スポ
ロゾイトを感染させ、多光子レーザー顕微鏡
を用いて原虫感染細胞と免疫細胞生体イメー
ジングを行う。動態と機能を同時にモニター
することにより、宿主・寄生体相互作用を明
らかにすることを目的とした。 
 

 
３．研究の方法 
（１）マウス 
Ca2+ センサーYellow Cameleon 3.60 (YC3.60)
トランスジェニックマウス（Yoshikawa et al, 
Scient Rep, 6;6:18738. 2016）は、東京医科歯
科大学難治疾患研究所の安達貴弘准教授から
供与された。このマウスは、蛍光タンパク CFP
とYFPをカルモジュリン変異体などで結びあ
わせた YC3.60を発現する。細胞内 Ca2+濃度が
上昇すると、CFPと YFPの間で FRETが発生
する。このマウスを OT-Iマウスと交配し、
YC3.60/OT-Iマウスを作成した。 
 
（２）スポロゾイトの調整 
ハマダラカは、長崎大学動物実験施設内で飼
育維持している。PbA-gfpOVAをマウスに腹
腔内注入により感染させた。原虫血症上昇後、
このマウスをハマダラカに吸血させた。約２
週間後、蚊の唾液腺から感染性マラリア原虫
スポロゾイトを採取した。 
 
（３）抗原特異的 CD8+T細胞の Ca2+シグナリ
ング 
YC3.60/OT-Iマウスから CD8+ T細胞を精製し、
試験官内で OVAペプチドを用いて抗原刺激
し、３日間培養し活性化させた。この T細胞
を C57BL/6マウスに受け身移入した。翌日、
このマウスにスポロゾイトを静注により感染
させた。約４４時間後、麻酔下でマウスの腹
部皮膚を切開して肝臓の一部を引き出し、倒
立型多光子レーザー顕微鏡で観察した。 
 
（４）肝臓内免疫細胞の Ca2+シグナリング 
YC3.60/OT-Iマウスに直接スポロゾイトを静
注により感染させた。約４４時間後、麻酔下
でマウスの肝臓の生体イメージングを行った。 
 
（５）イメージング解析 
FRETの結果は、YFP/CFPの比率により判定
する。これらイメージング結果の解析は、
Metamorphソフトウェアを用いて行った。 
 
（６）フローサイトメトリー 
蛍光タンパクの発現強度の確認は、FACS 
Canto IIを用いて行った。 
 
４．研究成果 
（１）OT-I モデルを用いた抗原特異的 CD8+ T
細胞の活性化イメージング 
YC3.60/OT-Iマウスの活性化 CD8+ T細胞を移
入したマウスに PbA-gfpOVAメロゾイトの感
染を行い、イメージング解析を行ったが、OT-I
細胞の感染細胞周囲へのクラスター形成を明
確に捉えることができなかった。原因として
は、CD8+ T細胞の YC3.60発現がイメージン
グを行うのに十分ではない可能性が考えられ



た。そこで、YC3.60/OT-Iマウス脾臓細胞のフ
ローサイトメトリー解析を行い、CFPと YFP
発現レベルを調べたところ、両蛍光タンパク
とも樹状細胞で最も高く、B細胞とマクロフ
ァージがそれに次ぎ、T細胞の発現は最も低
かった。このことから、YC3.60トランスジェ
ニックマウスの T細胞の蛍光タンパク発現は、
生体イメージングを行うには低すぎると結論
し、T細胞のカルシウムシグナルを調べる実
験をこのマウスで行うことは断念した。 
 
（２）肝臓内の細胞活性化モニタリング 
樹状細胞やマクロファージの YC3.60発現は
比較的高かったため、これらの細胞の活性化
状態を調べることにした。YC3.60マウスに活
性化 DSRed/OT-I細胞を移入し、翌日
PbA-gfpOVAスポロゾイトを感染させた。約
４４時間後に肝臓の生体イメージング解析を
行い、Metamorphソフトウェアを用いて
YFP/CFP比率を計算して画像として表示させ
た。YFP/CFP比率が高い部位は Ca2+濃度が高
まっていると考えられる。DSRed/OT-I細胞が
クラスター形成をした部位と、OT-I細胞がな
い部位を比較してみると、OT-Iクラスター形
成のある部位で Ca2+濃度が高い領域が観察さ
れた。別の実験から、CD8+ T細胞がクラスタ
ー形成する領域では、樹状細胞やマクロファ
ージも集簇してくることが観察されている。
これらの細胞に、何らかのシグナルが入り、
細胞質内 Ca2+濃度が上昇している可能性が示
唆された。 
 
（３）まとめ 
YC3.60トランスジェニックマウスをマラリ
ア原虫肝細胞期の感染防御モデルに導入し、T
細胞の動態に加えて機能を同時にモニターす
ることを目指した。T細胞における YC3.60タ
ンパクの発現が十分ではなかったため、T細
胞の活性化をモニターすることができなかっ
たのは残念であった。しかしながら、樹状細
胞、マクロファージなどの自然免疫系細胞の
活性化状態をモニターできる可能性が示され
た。これらの細胞の活動は、貪食やサイトカ
イン産生などのエフェクター機能をもって活
性化状態を推測するのが一般的であるが、
Ca2+ シグナルという細胞内の状態をモニター
可能である利点は大きい。一方で、イメージ
ング中の細胞の同定には他の蛍光タンパクを
特定の細胞に発現させるなど、さらに改善工
夫が必要である。また、FRETでは CFP/YFP
比率をソフトで計算して解析するため、解像
度も十分とはいえない。マラリア肝細胞期の
感染防御における細胞活性化を FRETでモニ
ター可能であることを示すことができたのは
成果であったが、まだ技術的な改善の余地は
大きい。 
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