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研究成果の概要（和文）：免疫記憶は生体における病原体感染防御にとって必須の現象であるものの、マラリア
に対する免疫記憶の形成・維持機構はほとんど分かっていない。したがって、如何にしてマラリア免疫記憶機構
が働いているのかを解明することは、マラリア研究において極めて重要な課題である。本研究は、自然免疫様リ
ンパ球であるγδ T細胞の機能解析を基軸としてマラリア免疫記憶機構の分子基盤を解明することを目的として
遂行された。その結果、我々は、免疫記憶細胞の維持にγδ T細胞が重要な働きを担っていることを明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：Immunological memory is a crucial phenomenon for protective immunity against
 a variety of pathogens. However, it remains largely unknown the mechanism how immunological memory 
against malaria develops and maintains during malaria. Thus, to elucidate the mechanism, we used 
mice model of malaria. We have shown that gamma delta T cells, which is a innate-like lymphocyte, 
have crucial functions for protective immunity against malaria during primary infection with 
Plasmodium parasites. In this study, we suggest that gamma delta T cell would be involved in 
immunological memory against malaria.
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１．研究開始当初の背景 
これまで、マラリア患者の末梢血や脾臓で 
T 細胞が増加しているとの報告があることか
ら、 T 細胞とマラリアの関連性が示唆され
てきた。さらに、国外でのマウスを用いた研
究により、ヘルパーT 細胞が活性化して原虫
排除に働くのを T 細胞が補助していると推
測されていた。しかし最近、我々は、 T 細
胞は感染初期に CD40 ligand (CD40L)を発現
して樹状細胞を活性化させ、マラリア原虫に
対する防御免疫を亢進させているという宿
主防御免疫機構を世界に先駆けて明らかに
した(Inoue et al. PNAS 2012)。さらに我々
は、 T 細胞は樹状細胞が活性化する感染初
期において感染防御に重要な役割を担って
いて、その後に起こる T 細胞の急増現象は
「初感染」防御免疫に必須でないことを見出
した。しかし、 T 細胞の急増の意義は依然
として謎のままである。  
 上述の様に、我々は、マラリア原虫感染後
における T 細胞の CD40L 発現を明らかにし
たが、CD40L は樹状細胞だけではなく B 細胞
の抗原特異的応答において必須の補助刺激
分子であることが知られている。すなわち、
 T 細胞は B細胞に対する刺激、さらには記
憶B細胞の分化や維持に関与している可能性
が考えられる。記憶 B細胞は、リンパ組織（マ
ラリアでは特に脾臓）の「濾胞」などの特定
部位に存在する支持細胞との相互作用によ
って適切に分化し維持されている。したがっ
て、脾臓の組織構造や細胞の配置は、記憶細
胞の分化・維持にとって極めて重要な要素と
なる。これらのことから、我々は、(A)  T
細胞は特定の分子を用いて記憶B細胞に働き
かけている(CD40L や直接的因子)、(B) 記憶
B 細胞の分化・維持に重要な支持組織構造の
形成や支持因子の産生に T 細胞が関与して
いる（間接的因子）という仮説を立てた。 
 上記の仮説を検証するために、まず、マウ
スマラリア感染モデルを用いた実験系を構
築した。非致死性の Plasmodium berghei XAT
を野生型マウスに一度感染させて自然治癒
させると、マラリア原虫に対する免疫記憶が
形成される。そこに、P. berghei NK65 (ナ
イーブ マウスに対して致死性)を感染させ
ても原虫は速やかに免疫的に排除される。
我々は、このマラリア原虫感染の免疫記憶実
験系と抗体による T 細胞除去法を用いるこ
とで、 T 細胞と免疫記憶の関連性の手がか
りを得た。すなわち、 T 細胞が除去される
ことにより、致死性の P. berghei NK65 の排
除機能が低下、つまり免疫記憶機能が低下し

ていたのである。この予備実験の結果は、 T
細胞は免疫記憶に何らかの重要な役割を担
っていることを強く示唆している。この結果
をもとに、マラリア原虫感染時の T 細胞に
おける免疫記憶の制御機構について詳細な
検討をおこなうこととした。 
 
 
２．研究の目的 
マラリアに対する免疫記憶の形成・維持機構
はほとんど分かっていないものの、免疫記憶
は生体による病原体感染防御にとって必須
の現象である。したがって、如何にしてマラ
リア免疫記憶機構が働いているのかを解明
することは、マラリア研究において極めて重
要な課題である。 
 本研究では、 T 細胞の機能解析を基軸と
してマラリア免疫記憶機構の分子基盤を解
明することを最終目的とした。 

 

３．研究の方法 
(1)記憶 B 細胞の分化・維持における T 細
胞の重要性の解明 
 非致死性 P. berghei XAT の一次感染と致
死性 P. berghei NK65 の二次感染を組み合わ
せた免疫記憶実験系において、免疫記憶の形
成・維持に T 細胞が重要であることを明ら
かにするため、抗体による T 細胞除去
(Inoue et al., PNAS 2012)をおこなった。 
[A 群] P. berghei XAT の一次感染→→ 抗
体で T 細胞除去→→ P. berghei NK65 の二
次感染 
[B 群] P. berghei XAT の一次感染→→  
control IgG 投与   →→ P. berghei NK65
の二次感染 
両群について、P. berghei NK65 の二次感
染後より経時的に血液薄層塗抹ギムザ染色
標本を作製し、感染赤血球の割合の推移を比
較・検討した。 T 細胞除去は P. berghei XAT
の一次感染後 30〜90 日目におこなった。そ
して、P. berghei NK65 の二次感染は P. 
berghei XAT の一次感染後 180 日目におこな
った。多数のマウスの感染赤血球の推移を経
時的に観察するにあたり、研究協力者（研究
代表者の所属研究室の実験助手）から支援を
受けた。 
 
(2) T 細胞が免疫記憶の成立・維持に及ぼ
す効果に関与する分子の特定 
  T 細胞は樹状細胞が活性化する感染初期
より後(感染 15〜30 日目)において細胞数が
急増する。しかし、 T 細胞が免疫記憶細胞



の分化・維持において重要な役割を担ってい
るのは、この急増期以降である可能性がある。
そこで、非感染(ナイーブ)、感染終息期(XAT
感染後 15〜30 日目)、感染治癒後(XAT 感染後
60〜90 日目)のマウス由来の T 細胞をフロ
ーサイトメトリーで単離し、マイクロアレイ
により網羅的な遺伝子発現解析をおこなっ
て候補遺伝子を探索した。 
 
(3)各分化段階の B 細胞と抗体産生細胞に対
する T 細胞の影響の解明  
 P. berghei XAT の一次感染前後の脾臓のナ
イーブ B細胞、活性化 B細胞やマラリア原虫
特異的な抗体産生細胞の細胞数や細胞分布
について、フローサイトメーター、組織免疫
染色法、ELISPOT を用いて解析した(XAT 感染
後 0〜30 日目)。 
 
(4)各分化段階の B 細胞と抗体産生細胞に対
する T 細胞の影響の解明  
 P. berghei NK65 の二次感染前後において、
記憶B細胞の数や産生される免疫グロブリン
のアイソタイプをフローサイトメーター、
ELISA、ELISPOT を用いて解析した(XAT 感染
後 120〜180 日目)。さらに、 T 細胞除去に
よって、それらがどの様に変化するのかにつ
いても検討した。また、長期記憶 B細胞や長
期抗体産生細胞は骨髄にも移行するので、骨
髄の解析も同様におこなった。 
 
４．研究成果 
本研究は、 T細胞の機能解析を基軸として
マラリア免疫記憶機構の分子基盤を解明する
ことを目的としている。記憶細胞の分化・維
持における T細胞の重要性を検討するため、
P. berghei XAT(弱毒株マラリア原虫)の感染
耐過マウスにP. berghei NK65(強毒株マラリ
ア原虫)を感染させる免疫記憶実験系に、抗体
による T細胞除去を組み合わせて免疫記憶
の形成・維持に T細胞が重要であるのか検
証した。その結果、弱毒株感染をした後に原
虫排除がなされたマウスに対して T細胞除
去をすると、その後の強毒株感染に対する免
疫防御能が低下することがわかったことから、
免疫記憶細胞の維持に T細胞が重要な働き
を担っている可能性を示すことが出来た。 
 さらに、 T細胞が免疫記憶の成立・維持
に及ぼす効果に関与する分子の特定するため、 
非感染マウスと弱毒株マラリア原虫感染より
治癒したマウス由来の T細胞をフローサイ
トメトリーで単離し、マイクロアレイにより
網羅的な遺伝子発現解析をおこなった。その
結果、治癒後のマウスから取った T細胞に

おいて優位に発現する遺伝子を候補分子とし
て挙げることが出来た。さらに、これらの候
補分子に関してRT-PCRで発現の再確認をおこ
なった。 
 ナイーブ T細胞欠損マウスは弱毒株マラ
リア原虫を制御できない。したがって、この
マウスを使用して T細胞の免疫記憶能への
影響を検討することは難しいと考えられてい
た。しかし、弱毒株マラリア原虫の感染後に
抗マラリア薬で治療することで、一定のマラ
リア免疫記憶を成立させることができること
を発見した。ただし、野生型マウスの弱毒株
マラリア原虫感染耐過マウスに比べると、そ
の免疫記憶能は低いことが分かった。そこで、
治癒後の感染耐過マウスの T細胞において
優位に発現する遺伝子群のある候補遺伝子の
タンパク質をこの感染耐過 T細胞欠損マウ
スに投与したところ、若干の免疫記憶能力の
上昇が見られた。現在、発展研究として、ウ
イルスベクター感染による強制発現によって
免疫記憶能の上昇が見られるのかを確認する
ため、レンチウイルスベクターの構築を行っ
ている最中である。また、同様にsiRNAによる
発現抑制により免疫記憶の低下がみられるの
かを確認する予定である。 
 また、各分化段階のB細胞と抗体産生細胞に
対する T細胞の影響の解明するため、 弱毒
株マラリア原虫の一次感染前後の脾臓のナイ
ーブB細胞、活性化B細胞やマラリア原虫特異
的な抗体産生細胞の細胞数について、フロー
サイトメーター解析、ELISPOT解析を行った。
さらに、弱毒株マラリア原虫感染後のマウス
における原虫特異的抗体産生能力を経時的に
ELISA解析したところ、弱毒株マラリア原虫感
染後120日目においても血漿中の抗体産生量
は高値を維持していた。さらに、脾臓と骨髄
における抗体産生細胞(ELISpot)、記憶B細胞
(ELISpot)を経時的に解析したところ、抗体産
生細胞は感染当初に脾臓に多く、感染120日後
に骨髄における割合が増加することが分かっ
た。ただし、脾臓内にも多数の長期生存形質
細胞が維持されていた。一方の記憶B細胞は、
感染120日目に、骨髄と脾臓では同程度の割合
で存在し、総数としては脾臓の方が多いとい
う結果だった。さらに、弱毒株マラリア原虫
感染後、特異的抗体による T細胞除去をお
こなったマウス群と T細胞除去をしない
マウス群に分け、両群における原虫特異的抗
体産生能力を解析したが、ELISAとELISpot解
析ともに、両者で大きな変化が見られなかっ
た。したがって、 T細胞は、記憶B細胞よ
りも記憶T細胞に影響を与える可能性が考え
られた。 
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