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研究成果の概要（和文）：病原性真菌Cryptococcus gattiiは健常人に感染する。ワクチンは市販されておら
ず、本菌に対する感染防御機構は不明であった。我々は樹状細胞 (DC) ワクチンを開発し、DCワクチンが誘導す
る新規記憶型T細胞 Lung TRM17を特定した。LungTRM17は恐らく肺内の三次リンパ組織とは独立して維持されて
おり、好中球や多核巨細胞の誘導を伴って感染の進展を抑えることを報告した。その後、好中球の分化機構やC.
 gattiiに対する殺菌機構も明らかにし、C. gattiiがこれらの免疫認識を回避する機構も報告した。これらの知
見を応用して新たな経鼻ワクチンの開発に成功した。

研究成果の概要（英文）：The pathogenic fungus Cryptococcus gattii infects healthy individuals. No 
vaccine is commercially available, and the protective immunity against this fungus has remained 
unclear. We have developed a dendritic cell (DC) vaccine and reported new memory T cells, 
lung-resident memory Th17 cells (Lung TRM17) induced by the DC vaccine. We reported that LungTRM17 
is probably maintained in the lung independently of tertiary lymphoid tissues, and upon reinfection,
 it suppresses the progression of infection with the induction of neutrophils and multinucleated 
giant cells (Mucosal Immunol, 2018). Subsequently, we clarified the differentiation mechanism of 
neutrophils and the bactericidal mechanism against C. gattii (Sci Rep, 2018: Med Mycol, 2019), and 
also reported the mechanism by which C. gattii evades these immune recognitions (Eur J Immunol, 
2021). Applying these findings, a new intranasal vaccine was successfully developed (64th Annual 
Meeting of the Japanese Society for Medical Mycology).

研究分野： 真菌学, 免疫学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで長寿命性記憶型Th17細胞は報告がなかった。一方で、本研究はLung TRM17の感染防御作用や分化機構を
解明し、これまでにない重要な知見を発信した。この研究を契機に、新しいワクチン抗原の開発にも成功し 
(PLOS ONE, 2019)、新規経鼻ワクチンの開発に繋がった。この経鼻ワクチンは、樹状細胞の養子移入に頼らず
に、肺常在性記憶型T細胞を誘導することができ、第一世代のDCワクチンよりも強力に感染を抑制できる。この
特徴は、肺常在性記憶型T細胞の研究ツールとして、より簡便に利用できることを意味しており、臨床応用可能
な実践的なワクチンとしての性能も兼ね備えていることを意味している。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



1.	研究開始当初の背景	
病原性真菌	Cryptococcus	gattiiは健常⼈に感染しクリプトコックス症を引き起こす。北⽶

を中⼼に、C.	gattii感染症の集団感染事例が報告されて、本感染症が新興感染症として認知される
ようになったが、ワクチンは市販されていない。クリプトコックス症の従来の原因菌	
C.	neoformansに⽐べるとC.	gattiiは優れた免疫回避機構を有している菌株が多く、感染の際に
は炎症を誘導しない。そのため、通常の感染実験で得られる知⾒はとても少なく、これまでの研
究ではC.	gattiiに対する⽣体防御機構は殆ど不明であった。ワクチンの開発には、本菌の免疫回
避機構を理解し、かつ感染に応答する獲得免疫の機構を解明する必要があった。	

我々は、試験ワクチンとして独⾃に樹状細胞	(DC)	ワクチンを開発し、このDCワクチンが
マウス感染モデルにおいて、C.	gattiiの感染予後を有意に改善することを報告した	(Ueno	et	al.,	
Infect	Immun,	2015)。その後の研究で、このDCワクチンが肺常在性記憶型Th17細胞	“Lung	
TRM17”	を誘導することを⾒出し、DCワクチンの感染制御作⽤に必要な集団であることが推察さ
れた。	

DCワクチンは、これまで報告されている試験ワクチンの中では最も感染制御効果が優れて
いたが、DCの養⼦移⼊を伴うことから臨床応⽤には⼤きな課題を残していた。またlung	TRM17
を解析するツールとしてもDCワクチンなどの既存ワクチンは改良の余地があり、簡便かつ強⼒に
lung	TRM17を誘導し感染予防効果を発揮する新たな経⿐ワクチンの開発が求められていた。	

2.	研究の⽬的	
本研究では、Lung	TRM17の分化維持機構・⽣体防御機構を解明することを⽬指した。さら

にこの知⾒を応⽤して、DCの養⼦移⼊に頼らない次世代ワクチンの開発を試みた。	

3.	研究の⽅法	
3.1.	DCワクチン	

当⽅らの先⾏研究に従って調製し、C57BL/6Jマウスの尾静脈より2週間隔で合計2回投与し
た	(Ueno	et	al.,	Infect	Immunol,	2015)。	

3.2.	感染実験	
C.	gattii	R265株	(北⽶流⾏型⾼病原性株)を30°CのYPD培地にて1⽇振とう培養し感染実験

に供した。菌体はリン酸緩衝⽣理⾷塩⽔	(PBS)にて洗浄し、3	×	103	cellsの菌体懸濁液を⿇酔下
で経気道または経⿐投与した。⼀部の実験では、C57BL/6を背景とするIL-17A遺伝⼦⽋損	(KO)
マウスを⽤い	(東京理科⼤学	⽣命科学研究所	岩倉	洋⼀郎	教授より分与)、⾎管循環性リンパ球を
枯渇させるために感染3⽇前より免疫抑制剤FTY720を投与した。2.5	mg/L	FTY720を含む飲⽔
を⾃由飲⽔させ、さらに2–3⽇毎に	1mg/kg	FTY720を腹腔投与した。	

3.3.	病理組織学的解析	
凍結切⽚における免疫組織化学的解析は、先⾏研究に倣った	(Adachi	et	al.,	J	Exp	Med,	

2015)。⾮感染肺は、OCTコンパウンドで包埋したブロックから厚さ8	µmの切⽚を作製し、アセ
トン固定後に染⾊を⾏った。感染肺は、2%	パラフォルムアルデヒド溶液で固定した後に包埋し、
薄切⽚を作製した。パラフィン切⽚の解析は、東邦⼤学	病院病理学講座	渋⾕和俊	教授のもとで
実施された。	



3.4.	好中球の解析	
C57BL/6マウスの⾻髄細胞を採取し、Histopaque-1077とHistopaque-1119	(Sigma)を

⽤いて⽐重遠⼼法	にて好中球を含む顆粒球画分を得た。⾎清は毎回実験当⽇に調製した。40%	
⾎清存在下で貪⾷応答や殺菌活性を評価し、⼀部の実験では、cytochalasin	D	(Wako),	
diphenyleneiodonium	chloride	(Sigma),	sivelestat	(Cayman	Chemical),	HaltTM	Protease	
Inhibitor	Cocktail	(ThermoFisher	Scientific),	または4-(2-aminoethyl)benzenesulfonyl	
fluoride	hydrochloride	(AEBSF;	Tokyo	Chemical	Industry	Co.,	Ltd.)を使って解析した。	

3.5.	菌体抗原の免疫賦活性評価	
合成グルコース培地	[0.67%	(w/v)	YNB	with	amino	acids	and	ammonium	sulfate	(BD	

Difco),	and	2%	(w/v)	dextrose]を菌体培養に⽤いた。菌体に対するC型レクチン受容体の
結合性は、Fc融合可溶型受容体	dectin-1	Fcとdectrin-2	Fc	(Enzo	Life	Science)を⽤いて
フローサイトメトリーまたは蛍光顕微鏡で評価した。免疫賦活性の評価には、⾻髄細胞をGM-CSF
存在下で培養して得られる⾻髄由来樹状細胞	BMDCsを使⽤した。BMDCsを各種菌体で刺激し、
その後誘導される各種タンパク質のリン酸化・貪⾷活性・サイトカイン産⽣性を評価した。	

3.6.	経⿐ワクチンの性能評価	
熱処理死菌をワクチン抗原として、C57BL/6マウスを2週間間隔で3回免疫した。ワクチン

完了1ヶ⽉後に、感染実験や各種免疫学的評価を⾏った。	

4.	研究成果	
4.1.	Lung	TRM17は細気管⽀と⾎管に隣接する肺間質に⼩型濾胞を形成して局在する	
DCワクチン投与2–5ヶ⽉後に肺の凍結切⽚を作製し、CD4,	B220,	CD326,	CD31抗体を⽤い

た免疫組織化学的解析を⾏った。この結果、ワクチン投与群では、CD4陽性T細胞が、細気管⽀と
⾎管に隣接する肺間質に⼩型濾胞を形成して局在していた	(Ueno	et	al.,	Mucosal	Immunol,	
2018)。この局在はFTY720投与群でも同様であったことから、DCワクチンが誘導するLung	
TRM17の局在であると考えられた。この局在は、インフルエンザウイルス感染症後に誘導される
Th1型の肺常在性記憶型T細胞の局在と⼀致する	(Turner	et	al.,	Mucosal	Immunol,	2014)。	
インフルエンザ感染モデルや喘息モデルで知られる肺常在性記憶型T細胞は、肺内のB細胞濾

胞と共局在することが指摘されているが、DCワクチンが誘導するLung	TRM17はB220陽性細胞
の局在とは⼀致せず、B細胞濾胞は観察されなかった。このことは、Lung	TMR17が誘導性気管⽀
関連リンパ組織（iBALT)とは独⽴して肺内で維持されている可能性を⽰唆している。	

4.2.	Lung	TRM17は感染後に好中球と共局在し多核巨細胞を誘導する	
研究開始当初、DCワクチン投与群では感染後にIL-17A依存的に好中球が誘導されることが明

らかになっていた。そこでFTY720投与条件下で、感染14⽇⽬の肺内におけるT細胞と好中球の局
在を調べた。その結果、菌体周囲に⽩⾎球が集積しており、その部位にT細胞と好中球が隣接して
局在していることがわかった。IL-17A⽋損マウスでは、T細胞の局在はわずかに認めたものの、
野⽣型マウスに⽐べると少なく、好中球の集積は⼤幅に減少した。この結果は、DCワクチンで誘
導されたLung	TRM17がC.	gattiiの再感染に応答し、IL-17Aの産⽣を介して好中球を誘引してい
る可能性を⽰唆している。	



当⽅らの先⾏研究で、⾁芽腫形成がC.	gattiiの感染制御に有効であることを⽰していた。その
ため本研究では、Lung	TRM17が⾁芽腫形成に与える影響について調べた。FTY720投与下にて
感染14⽇⽬の肺を採取してパラフィン切⽚を作製した。HE染⾊やPAS染⾊にて病理像を評価した
ところ、DCワクチン投与群では好中球の集積を認める炎症部位において多数の多核巨細胞を認め
た。⼀⽅で、IL-17A⽋損マウスでは、多核巨細胞の数は有意に減少した。多核巨細胞は、異物を
封じ込めるためにマクロファージが融合して形成された多核になった細胞であり、⾁芽腫におい
て特徴的な病理像である。この結果は、Lung	TRM17が⾁芽腫形成に関与することを⽰唆してい
る	(Ueno	et	al.,	Mucosal	Immunol,	2018)。	

4.3.	好中球はオプソニン化依存的にC.	gattiiを貪⾷し殺菌する	
先⾏研究では、好中球の増加はクリプトコックス症の病態悪化と相関する可能性が指摘されて

おり、研究開始当初、好中球によるC.	gattiiの殺菌機構は不明であった。DCワクチンによる病態
改善作⽤は、好中球の集積と相関していたため、本研究では⾻髄から採取した無刺激の好中球を
材料に、好中球のC.	gattii殺菌機構を解析した。好中球は、⾎清⾮存在下ではC.	gattiiや
C.	neoformansを貪⾷できずに殺菌できなかった。⼀⽅で、新鮮⾎清40%存在下では、好中球は
C.	gattii及びC.	neoformansを貪⾷し、培養三時間で半数以上の菌体を殺菌した。この殺菌機構
は活性酸素種の産⽣には依存せずセリンプロテアーゼの活性が必要であった。これらの結果は、
好中球は病態改善に寄与しうることを⽰している	(Ueno	et	al.,	Med	Mycol,	2019)。	

4.4.	合成グルコース培地で培養したC.	gattiiは免疫賦活性が増加する	
クリプトコックス症ワクチンの先⾏研究では、弱毒株⽣ワクチンや死菌による不活化ワクチン

が病態改善に有効であることが⽰されている	(Ueno	et	al.,	Biol	Pharm	Bull,	2020)。DCワクチ
ンの場合もC.	gattii莢膜⽋損株	CAP60∆をワクチン抗原として使⽤している。⼀⽅で、クリプト
コックス属真菌の場合、他の病原性真菌に⽐べると菌体⾃体の免疫賦活性が弱く、CAP60∆の熱
処理死菌をマウスに投与してもそれだけでは殆ど獲得免疫を誘導できないことが経験的に分かっ
ていた。また	in	vitroの検証においても、dectin-1やdectin-2といった⾃然免疫受容体は野⽣型株
及び莢膜⽋損株に結合しないことが知られていた。これは、通常の培養で得られるC.		gattiiや
C.	neoformansは免疫賦活性が低いことを意味しており、ワクチン研究の課題でもあった。	
本研究では、菌体の培養条件を検討している過程で、合成グルコース培地で培養した菌体には、

莢膜の有無に関わらずdectin-1やdectin-2が結合することを⾒出した。これと相関するように、
合成グルコース培地で培養した菌体は、樹状細胞に対する免疫賦活性が有意に⾼かった	(Ueno	et	
a;l.,	PLOS	ONE,	2019)。この結果は、クリプトコックス属真菌が環境に応答して細胞壁の構成	
成分や局在を変化させることを意味しており、免疫回避機構の⼀端を担っている可能性が推察さ
れた。	

4.5.	新規経⿐ワクチンは肺常在性記憶型T細胞を誘導し感染予後を改善する	
肺常在性記憶型T細胞の誘導には、経⿐ワクチンが有効であることが知られている	

(Christensen	et	al.,	Mucosal	Immunol,	2017)。C.	gattii感染症に有効なワクチンとしても、経
⿐ワクチンが指摘されているが、適切なワクチン抗原やアジュバントに関する情報は不⾜してい
た	(Ueno	et	al.,	Biol	Pharm	Bull,	2020)。本研究では、Ueno	et	al.,	PLOS	ONE,	2019の知⾒
に基づき、合成グルコース培地で培養した菌株VacXが、新規経⿐ワクチンの抗原として利⽤可能
か検証し、適切なアジュバントも探索した。	



VacXを⽤いた経⿐ワクチンは、DCワクチンと同様に肺常在性記憶型T細胞を誘導した。これ
と相関するように、VacXワクチン投与群では、C.	gattii感染後の⽣存率や肺内菌数を有意に改善
した。アジュバントとして⽤いるTLRリガンドの種類によってワクチンによる感染防御作⽤が増
強する場合と減弱する場合があり、適切なアジュバントが必要であることも明らかになった。こ
の経⿐ワクチンは、従来のDCワクチンに⽐べると、特別な技術を必要とせず簡便かつ⼤量に調製
することができる。VacX新規経⿐ワクチンが第⼆世代の試験ワクチンとして⼗分な性能を有して
おり、当該研究分野の今後の発展に⼤きく貢献できると考えられた	(上野ら、第64回	⽇本医真菌
学会総会,	2020)。
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