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研究成果の概要（和文）：原虫特異的CD4T細胞応答を解析するために、マラリア原虫抗原特異的T細胞受容体ト
ランスジェニックマウス(PbT-II)を導入した。PbT-IIあるいはIL-27受容体欠損(IL-27RKO)PbT-IIマウスより精
製したCD4T細胞を、野生型およびIL-27RKOマウスへそれぞれ移入し、感染・治療を行った。1ヶ月後、
IL-27RKOPbT-II細胞はIL-27RKOマウス中で長期間生存し続け、且つ記憶応答を示したが、野生型マウス中の
PbT-II細胞は消失していた。以上のことから、IL-27依存的にマラリア原虫特異的CD4T細胞にアポトーシスが誘
導され、免疫記憶の維持を妨げることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To examine the response of malaria-antigen specific CD4+ T cells, we used 
PbT-II mice that express TCR specific for the malaria antigen. C57BL/6 and Il27raKO mice were 
adoptively transferred with CD4+ T cells from PbT-II and Il27raKOPbT-II mice, respectively, infected
 with PbA and were cured by the drug treatment. One month later, Il27raKOPbT-II cells were 
maintained in Il27raKO mice and showed memory responses, while PbT-II cells almost disappeared from 
the spleen of C57BL/6 mice, confirming the effect of IL-27 on the survival of memory CD4+ T cells 
after malaria infection. When the mice were re-challenged with PbA, IL-27p28KO mice showed little 
parasitema, and their CD4+ T cells exhibited enhanced IFN-gamma response, while C57BL/6 mice 
exhibited high parasitemia levels. These results suggest that IL-27 inhibits the generation of 
memory CD4+ T cells by accelerating the apoptosis of parasite-specific CD4+ T cells during 
contraction phase of the immune response against PbA.

研究分野： 寄生虫学、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
マラリアでは免疫記憶が成立しにくいことはよく知られており、マラリアに対する有効なワクチンがこれまでに
開発されていない原因の１つでもある。しかしながら、そのメカニズムは未だによくわかっていなかった。本研
究成果の「マラリア原虫特異的CD4T細胞がIL-27依存的にアポトーシスを引き起こす」は、これまで明らかにさ
れていなかった免疫記憶抑制のメカニズムの1つであると考えられ、マラリアにおける免疫記憶抑制の解除法開
発へつながるものである。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
マラリア制圧困難な理由として、マラリア原虫感染によって宿主免疫応答が抑制されることや、
免疫記憶が持続しにくい問題がある。これら問題の機序は明らかでなかったが、近年 T細胞上
の PD-1 などの抑制性受容体の関与が示唆された（Butler et al. Nat Immunol. 2012）。一方、
我々はマラリア原虫感染マウスモデルにおいて抑制因子 IL-27 を産生する新規制御性 CD4+T 細
胞「Tr27」が誘導され、CD4+T 細胞の IL-2 産生およびクローン増殖を抑制することを報告した
（Kimura et al. Immunity 2016）。さらに、Tr27 研究の延長線上において、IL-27 が記憶 CD4+T
細胞の細胞死を誘導することを示唆する結果を得た。 
 
２．研究の目的 
本研究では、マラリア原虫感染中 IL-27 により記憶 T細胞の成立・維持が阻害されるという仮
説を検証し、その機序を明らかにする。 
(1) 野生型マウスと比較し、IL-27 欠損マウスではマラリア治癒後に記憶 CD4T 細胞が出来やす

いのか検証する。 
(2) 野生型と IL-27 欠損マウスを比較し、CD4T 細胞の分化や細胞死の違いについて詳細な解析

を行い、記憶 T細胞成立・維持の違いの機序を明らかにする。 
(3) IL-27による記憶T細胞成立の阻害が、CD4T細胞のIL-2産生を抑制することに原因があるの

かメカニズムを明らかにする。 

 

３．研究の方法 
IL-27 は p28 と EBI-3 の二量体であるため、IL-27 の効果を評価するために IL-27 欠損マウスと
して p28-/-マウスを使用する。 
(1) p28-/-マウスでは PbA 感染・治癒後に記憶 CD4T 細胞が出来やすいのか明らかにする 
① 野生型と p28-/-マウスに PbA を感染させ、感染率が十分に上昇した時点（感染後約 6日目）

から 6 日間毎日クロロキンを腹腔投与し治療する。薄層塗抹標本による顕微鏡観察を行
い、感染率を毎日モニターして治療の確認をする。 

② 治療完了後から 2 か月間毎週フローサイトメトリーを用いて、末血および脾臓中の PbA
特異的 CD4T 細胞（CD11ahiCD49dhi）の数や割合の推移をモニターする。 

③ 原虫粗抗原で脾細胞中の CD4T 細胞を in vitro で刺激し、抗原特異的 IFN-産生量を細胞
内サイトカイン染色法および ELISA 法を用いて調べる。 

④ 治癒した野生型と p28-/-マウスに PbA を再感染させて抵抗性を示すのか感染率をモニタ
ーして解析する。 

(2) 野生型と p28-/-マウスにおける CD4T 細胞の分化や細胞死の違いについて明らかにする。 
① ①と同様に野生型および p28-/-マウスに PbA 感染および治療を行い、感染率および CD4T

細胞の数をモニターする。 
② CD4T 細胞表面分子（CD25、CD69、CD44、CD62L、KLRG-1、CD127、CD11a、CD49d）の発現

を野生型と p28-/-マウスとで比較解析し、両者の活性化状態の違いを明らかにする。特に
エフェクター細胞（CD44hiCD62Llo）に着目し、ターミナルエフェクター細胞
（CD127-KLRG-1+）とメモリー前駆細胞（CD127+KLRG-1-）の割合や数に違いがあるか調べ
る。 

③ すでに得られた解析結果から PbA 特異的 CD4T 細胞は PD-1 や LAG-3 といった抑制シグナ
ル受容体を発現していることがわかっており、これらの受容体発現にも違いがあるのか
調べる。 

④ 野生型マウスでは PbA 感染治癒後において、特異的 CD4T 細胞が速やかに消失することか
ら 細 胞 死 を 起 こ し て い る こ と が 予 想 さ れ て い る 。 そ こ で 、 AnnexinV と
7-Amino-Actinomycin D（7-AAD）でアポトーシス細胞を染色し、野生型と p28-/-マウスで
差があるのかフローサイトメトリーで調べる。また、アポトーシスを制御する抗アポト
ーシス蛋白 Bcl2 の発現についても違いがあるか調べる。 

(3) 我々の研究室は、PbA 感染中におけるモデル抗原 OVA（卵白アルブミン）を用いて抗原特
異的細胞をモニターできる系を確立しており、これを利用した解析を行う。 

① 野生型およびp28-/-マウスにOVA323-339エピトープを認識するT細胞受容体トランスジェニ
ックマウス（OT-II）より精製した CD4T 細胞を受け身移入し、OVA を発現する組換え PbA
（PbA-OVA）を感染させる。 

② 感染率上昇後抗マラリア薬で治療し、OT-II 細胞が記憶 CD4T 細胞として長期間生存し続
けるのか、また活性化状態やアポトーシスについて継時的にフローサイトメトリーを用
いて解析する。 

クロロキン治療により治癒後PbA-OVA再感染によって記憶OT-II細胞が増殖するのか解析
する。 

(4) IL-27 が直接 CD4T 細胞の分化・維持を阻害しているかを明らかにする。 
IL-27 受容体欠損マウスの骨髄細胞（CD45.2+）と野生型マウスの骨髄細胞（CD45.1+）を
1:1 で移入した骨髄キメラマウスを作成する。このマウス内では CD4T 細胞の半分が野生
型、半分が IL-27 受容体欠損である。このキメラマウスで PbA 感染実験を行い、各 CD4T



細胞の割合や数、活性化状態およびアポトーシスについて詳細に解析する。もし IL-27
受容体欠損マウスの CD4T 細胞のみ維持されれば、IL-27 が直接 CD4T 細胞の記憶維持を
阻害していたことになる。 

 
４．研究成果 
(1) 野生型マウス（B6）と IL-27 欠損マウス（p28KO）の Plasmodium berghei ANKA（PbA）感

染および治療中における CD4T 細胞を経時的に解析した。活性化状態（CD44, CD62L, CD25, 
CD69, CD127, KLRG1）について両者で差は認められず、ターミナルエフェクター細胞やメ
モリー前駆細胞への分化の違いはなかった。しかしながら、治療開始後において AnnexinV
陽性のアポトーシス細胞が B6 で増加するのに対し、p28KO マウスでは治療前後で変動しな
かった。この結果は、治療後に野生型マウスで CD4T 細胞の数が著しく減少する結果と一
致しており、マラリア原虫感染では、IL-27 依存的に CD4T 細胞が急速に死滅し、免疫記憶
が維持されないことが示唆された。 

(2) IL-27 による記憶 T細胞成立の阻害が、直接的・間接的どちらであるのか検証するために、
OVA323-339 エピトープを認識する T 細胞受容体トランスジェニックマウス（OT-II）を
IL-27 受容体欠損マウス（WSX1KO）バックグラウンドにかけ戻して WSX1KOOT-II マウスを
作成した。OT-II（CD45.1）と WSX1KOOT-II（CD45.1/45.2）の CD4T 細胞を、B6（CD45.2）
に受け身移入し、モデル抗原 OVA を発現する組換え PbA（PbA-OVA）を感染・治療させた。
OT-II 細胞の割合、細胞表面分子の発現やアポトーシス細胞について調査した。その結果、
移入した両 OT-II 細胞は治療後細胞死を起こし同様に減少した。野生型マウス体内では
WSX1KOOT-II が生存出来なかったことから、サイトカイン等の T 細胞周囲の環境が重要で
あることが明らかとなった。IL-27 直接的な要因はこの結果からは明らかには出来ておら
ず、受け身マウスを WSX1KO に変えて検証する必要がある。 

(3) IL-27 は p28 と EBI-3 の二量体であるため、これまで IL-27 欠損マウスとして p28-/-を使用
して検討してきた。しかし、p28は単独で IL-30でもあることから、これまでの結果をIL-27
受容体欠損マウス（WSX1-/-）でも検討した。その結果、p28-/-と同様に WSX1-/-でもマラリ
ア原虫 PbA 感染・治療後において、CD4T の消失は阻止された。このことから、IL-27 が記
憶 CD4T 細胞の分化や維持を制御していることが確認できた。さらに、この確認実験の中
で、濾胞ヘルパーT 細胞（CXCR5+PD-1+）が WSX1-/-で増加していることが明らかとなった。
これに伴って胚中心 B細胞や形質細胞も WSX1-/-でより多く分化し、治療後も長く維持され
ていることが新たに明らかとなった。この結果は、野生型マウスでは PbA 特異的抗体が認
められないのに対し、IL-27 欠損マウスでは高値で検出された過去の結果と一致し、IL-27
欠損マウスが PbA 再感染防御を示す一因と考えられた。 

(4) （2）の結果から IL-27 が間接的に記憶 CD4T 細胞を制御している可能性が示唆された。
IL-27 が間接的に記憶 CD4T 細胞を制御している可能性として、IL-2 について着目した。
すなわち、IL-27 は CD4T 細胞の IL-2 産生を抑制することや、IL-2 は記憶 T細胞の分化や
再活性化に必要であることの理由からである。そこで、野生型マウスに PbA 感染・治療を
行う間リコンビナント IL-2（rIL-2）を投与して非投与群と比較検討した。その結果、rIL-2
投与により PbA 特異的 CD4T 細胞は増加したが、治療中におけるアポトーシスの割合は変
化なく、結果記憶 CD4T 細胞は維持されなかった。今後は IL-7 や IL-15 など記憶細胞維持
に関連するほかのサイトカインについても検討する。 

(5) 記憶細胞の解析には抗原特異的細胞のモニターをする必要があるが、これまでは抗原特異
的 T細胞を表面分子（CD11ahiCD49dhi細胞）で評価するしかなく、表面分子の発現低下なの
か細胞が消失したのか判断出来ない課題があった。そこで、マラリア抗原特異的 CD4+T 細
胞受容体トランスジェニックマウスを導入し、PbT-II 細胞（CD45.1+）を C57BL/6 マウス
へ養子移入して PbA を感染させたところ、PbT-II 細胞の割合は感染によって増加、治療に
より減少し、予備実験結果の再現性を確認できた。さらに、IL-27 受容体欠損マウス
（WSX1-/-）バックグラウンドにかけ戻して WSX1-/-PbT-II マウスを作成し、同様の実験を行
った。その結果 WSX1-/-PbT-II 細胞のみ、マラリア原虫感染および治癒後において長期生存
することが確認できたことから、我々の仮説を証明することができた。 
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