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研究成果の概要（和文）：マラリア患者では感染に伴う免疫抑制が知られているが、その機序は十分に理解され
ていない。我々はマラリア原虫感染マウスで、IL-27依存的に免疫応答を抑制するTr27細胞を報告した。本研究
は、Tr27細胞の抗原認識、誘導機構、感染免疫応答制御における役割を明らかにすることを目的とした。抗原認
識に関しては、Th1とTr27細胞が異なる原虫抗原を認識する可能性を示唆する結果を得た。誘導機構に関しては
IL-27発現を蛍光蛋白でモニターするマウスを作成し、機能に関してはIL-27の組織特異的遺伝子ノックアウトマ
ウスを作成するなど、Tr27細胞を解析する鍵となる材料を揃え、今後詳細な解析を行う準備が整った。

研究成果の概要（英文）：Malaria patients are known to exhibit reduced immune responses, although its
 mechanisms are unknown.  Using a mouse model, we previously reported CD4+ T cells that inhibit the 
immune responses in IL-27 dependent manner during malaria infection, and named them Tr27 cells. In 
this study, we aimed to study antigen recognition of Tr27 cells, mechanisms underlying their 
induction and their regulatory roles during infection. Our data suggested that specific Th1 cells 
and Tr27 cells recognize distinct Plasmodium antigens.  Furthermore, we produced a mouse model to 
monitor IL-27 expression with a fluorescent protein and conditional gene knock-out mice that lack 
IL-27 in specific cell populations.  These tools are powerful in studying the induction and function
 of Tr27 cells during infection with malaria parasites.

研究分野：感染免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
マラリアは、世界で毎年２億人以上の感染者と５０万人近くの死者を出し、最も重要な感染症のひとつである。
マラリア感染者では免疫抑制がおこり、他の感染に罹りやすかったりワクチン効果が低下することが知られてい
るが、その機序は明らかではない。我々は最近、マラリアのマウスモデルを用い、マラリア原虫感染により誘導
される免疫制御性T細胞の存在を報告した。本研究では、この制御性T細胞の性状解析を進めた。マラリア流行地
における感染対策や、ワクチン効果改善法開発への応用が期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
マラリアは、世界的に最も重要な感染症のひとつである。感染対策は進みつつあるが、十分に
有効性なワクチンはできていない。マラリア患者では、感染に伴う免疫抑制、他の病原体への
易感染性、過去に受けたワクチン効果の減弱などが知られているが、感染による免疫修飾の機
序は十分に理解されていない。我々は、これまでマウスマラリア Plasmodium berghei ANKA の
感染実験系で、T細胞の免疫制御に関し、以下のことを明らかにしてきた (Kimura et al, 
Immunity, 2016)。 
(1) マラリア原虫感染マウスでは、通常の foxp3+制御性細胞に加え、マラリア原虫抗原特異的
（CD11ahiCD49dhi）foxp3-CD4+ T 細胞が、他の T細胞の IL-2 産生と増殖反応を抑制する。 
(2) この原虫抗原特異的 foxp3-CD4+ T 細胞は、IL-27 を産生し、IL-27 依存性にマラリア感染マ
ウスの防御免疫応答を抑制する。この細胞を、Tr27 細胞と命名した。 
IL-27 は、IL-27 ファミリーに属する p28 と EBI3 の二量体サイトカインである。当初 Th1 誘導
に関わるサイトカインとして報告されたが、その後 IL-2 産生抑制、抑制性サイトカイン IL-10
産生誘導、Th17 細胞の誘導抑制など、免疫制御性機能が報告され、制御性サイトカインと位置
づけられている。従来、マクロファージや樹状細胞等自然免疫系の細胞が IL-27 を産生すると
考えられていたが、抗原特異的 CD4+T 細胞が IL-27 を産生し、免疫抑制を担うことを初めて解
明した。これらの研究成果を踏まえ、本研究では、Tr27 細胞の解析を中心課題に据えた。 
 
２．研究の目的 
マラリア原虫感染に伴う Tr27 細胞の誘導機構と抗原認識を解明するため、以下の疑問に答える
べく研究を計画した。 
(1) 原虫抗原特異的 Tr27 細胞と Th1 細胞は、同じ原虫抗原を認識するのか？ 
(2) ナイーブ CD4+ T 細胞原虫抗原を認識して活性化した後、Tr27 細胞は Th1 細胞と分岐して
どのように分化するのか？ 
(3) Tr27 細胞、樹状細胞、マクロファージはいずれもマラリア原虫感染に際して IL-27 を産生
するが、Tr27 細胞の産生する IL-27 の制御機能には、自然免疫系細胞の産生する IL-27 と
は異なる特性がみられるのか？  
 
３．研究の方法 
(1) Tr27 細胞の原虫抗原認識 
C57BL/6 マウスに Plasmodium berghei ANKA(PbA)あるいは P. chabaudi chabaudi (Pcc)を感染
させ、感染 6-7 日後に脾臓 CD4+T 細胞を抗 CD4 I-Mag を用いて精製した。この CD4+T 細胞を、
非感染マウスから調整した樹状細胞と原虫粗抗原存在下で２日間培養し、培養上清中のサイト
カインを ELISA 法で測定した（論文１）。PbA と Pcc の粗抗原は、感染マウスの赤血球から調
整した（論文１）。熱帯熱マラリア原虫粗抗原は、ヒト赤血球を用いた培養 P. falciparum か
ら調整した（論文７）。熱帯熱マラリア原虫組換え抗原パネルは、愛媛大学・プロテオサイエ
ンスセンターの高島准教授、坪井教授から供与された。 
(2) Tr27 細胞の誘導 
IL-27 を産生する T細胞をモニターするため、IL-27p28 遺伝子領域に蛍光蛋白遺伝子 Venus を
ノックインしたマウスを作成した（研究分担者 佐賀大学・吉田教授）。このマウスに PbA あ
るいは Pcc 感染を行い、脾細胞の Venus 発現を抗体による染色とフローサイトメトリー解析に
より明らかにした。一方、IFN-γ産生の Th1 細胞は、ジャクソンラボより導入した IFN-γ-eYFP
ノックインマウスを用いてモニターした。 
(3) Tr27 細胞の機能 
マラリア原虫感染における IL-27 の機能については、IL27ra-/-マウスとコントロールマウスに
Pcc を感染させ、感染経過と免疫応答を原虫血症、脾細胞のフローサイトメトリー解析、ELISA
法によるサイトカイン産生解析により行った。一方、IL-27 は T細胞、樹状細胞、マクロファ
ージにより産生される。マラリア原虫感染における IL-27 産生細胞の役割を解明するため、
IL-27p28 のコンディショナル遺伝子ノックアウトマウスを作成した（大阪大学・山本雅裕教授
との共同研究）。 
 
４．研究成果 
(1) Tr27 細胞の原虫抗原認識 
CD4+T 細胞のレベルでは、Pcc 抗原と PbA 抗原の間で強い交叉反応性が認められた（論文 1）。
そこで、Pcc 感染マウスの脾臓 CD4+T 細胞をヒトに感染する熱帯熱マラリア原虫粗抗原で刺激
すると、強い IFN-γ産生を示し、熱帯熱マラリア原虫抗原にも強い交叉反応性を示すことがわ
かった。そこで、愛媛大学プロテオサイエンスセンターの高島准教授、坪井教授の作成した熱
帯熱マラリア原虫組換え抗原のパネルセットを用いて CD4+T 細胞が応答する原虫抗原をスクリ
ーニングすることにした。組換え抗原は、96穴プレートに分注されているので、これらの抗原
で樹状細胞をパルスし、細胞洗浄後 Pcc 感染マウスから調整した CD4+T 細胞を加えて４８時間
培養し、培養上清中のIFN-γとIL-27をELISA法で測定した。これまでのスクリーニングから、
CD4+T 細胞の IFN-γを主に誘導する抗原と IL-27を主に誘導する抗原があることが示唆されて



いる。さらにスクリーニングを進め、今後 Th1 細胞と Tr27 細胞により認識される抗原の違いを
明らかにする予定である。 
(2) Tr27 細胞の誘導 
IL-27p28-Venus マウスに PbA あるいは Pcc 感染を行い、抗体による染色後フローサイトメトリ
ー解析を行い IL-27p28 を発現する細胞を同定した。原虫感染により、樹状細胞、マクロファー
ジ、T細胞に IL-27p28 産生が誘導されることを確認した。IL-27 産生細胞の解析手段を整のえ
ることができた。感染の経過とともに発現細胞がどのように変化するのか、今後さらに詳細に
調べる予定である。 
(3) Tr27 細胞の機能 
野生型と IL-27 受容体遺伝子欠損マウスに Pcc 感染を行った。IL-27 受容体遺伝子欠損マウス
では慢性期に原虫血症の低下、CD4+ T 細胞の抗原特異的 IFN-γ上昇、IL-10 産生低下がみられ、
IL-27 はマラリア慢性期に免疫制御に重要な役割を担っていることが示された（論文準備中）。
そこで、大阪大学・山本雅裕教授に作成していただいた Il-27p28-floxed マウスを、LyzM-Cre
マウス、CD11c-Cre マウス、Lck-Cre マウスに各々交配し、マクロファージ、樹状細胞、T細胞
にIL-27p28遺伝子を欠損するマウスを作成した。これらのマウスにPcc感染を行い、原虫血症、
T細胞応答を解析した。IL-27 を発現する細胞により、IL-27 欠損の感染免疫応答への影響が異
なることを示唆するデータを得ている。今後さらに解析を進め、各細胞の産生する IL-27 のマ
ラリア原虫感染免疫応答における役割を解明する。 
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