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研究成果の概要（和文）：近年、クリプトコックス症は潜在性感染後に免疫不全により内因性再燃すると考えら
れている。本研究では、クリプトコックスに特異的なT細胞抗原受容体を高発現するトランスジェニックマウス
を用いて潜在性感染モデルの作成に成功した。潜在性感染状態では、本真菌が感染した多核巨細胞をともなう肉
芽腫が肺内に形成され、TNF-αを発現したマクロファージとともに、MCP-1を発現したB細胞やT細胞が散在性に
観察された。本モデルを用いることで、クリプトコックスの潜在性感染から内因性再燃に至る詳細な免疫機序の
解明が期待される。

研究成果の概要（英文）：Recently, it has been considered that cryptococcosis may be developed by 
reactivation of latently infected Cryptococcus neoformans in lungs. In the present study, we 
succeeded in establishing a mouse model of latent pulmonary infection with C. neoformans using a 
transgenic mouse expressing T cell receptor for chitin deacetylase 2, which is a major T cell 
antigen in this fungal pathogen. During the latent infection stage, the granulomatous lesions were 
developed in lungs, which contained multinucleated giant cells engulfing these fungi, and B cells 
and T cells expressing MCP-1 as well as macrophages expressing TNF-α were observed in these 
granulomas. Using this model, the immunological mechanisms for latent infection with C. neoformans 
and its reactivation under immunocompromised conditions will be expected to be unveiled.

研究分野：感染症内科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、クリプトコックス症は潜在性感染後に免疫不全により内因性再燃すると考えられている。本研究では、
我々が樹立した本真菌に特異的なT細胞受容体を高発現するトランスジェニックマウスを用いることで、この重
要な臨床的課題へのアプローチを可能とする動物モデルの作成に成功した。さらに、本モデルを用いることで、
潜伏感染時にみられる肉芽腫や多核巨細胞の形成・維持における免疫機序の一端を明らかに出来た。今後、より
詳細な免疫機序を解明することで、臨床的に重要なクリプトコックス髄膜炎の発症病態の解明に迫ることが期待
される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
クリプトコックスは厚い莢膜を有する酵母型真菌で、ハトなど鳥類の堆積糞中で増殖し、乾燥

して舞い上がった酵母を吸入することで経気道的に感染し肺に病変を形成する。糖尿病、慢性腎

不全、血液悪性疾患、エイズ、抗がん剤投与、免疫抑制剤投与、血液透析などにより細胞性免疫

が低下すると、血行性に播種性感染し脳髄膜炎を発症することで難治化する（Clin. Infect. Dis. 28: 

82, 1999）。世界的には結核に次いでエイズ死因の第 2位を占めるとされる（Clin. Epidemiol. 6: 169, 

2014）。 

クリプトコックスは、莢膜多糖の産生やメラニン層の形成などによりマクロファージの殺菌

に対するエスケープ機構を有し、細胞内増殖性を有することが知られている Trends Microbiol. 9: 

273-278, 2001）。ラットに経気道感染させると、6 ヶ月あるいは 1 年半経っても肺内で潜伏感染

することや、マクロファージ内でクリプトコックスが活発に増殖することが報告されている

（Infect. Immun. 68: 832-838, 2000）。このようなクリプトコックス感染には、好中球や抗体のみで

は十分でなく、細胞性免疫による防御機構がより重要になると考えられている。そのためには、

Th1、Th2 免疫応答のバランスの影響が大きく、Th1 優位な状況では肉芽腫による封じ込めによ

って感染は治癒に向かい、逆に Th2 優位になると肉芽腫が上手く形成できず感染の悪化に至る

（Int. Rev. Immunol. 21: 423-438, 2002）。 

このような微生物と宿主の関係からは結核との類似性が想定される。結核では感染しても多

くは不顕性に終わり、潜在性結核（LTBI: Latent Tuberculosis Infection）として潜伏感染する。そ

の後、免疫不全を契機として内因性再燃により結核を発病する。この過程を免疫学的にみると、

初感染後結核菌に特異的なエフェクターT細胞、Th1細胞が誘導され、肉芽腫によって感染を封

じ込め、その後メモリーT細胞が誘導・維持され LTBIの状態に至る。この状態が続いた後、種々

の原因により免疫が低下しコンプロマイズドホストになると、免疫記憶が破綻することで結核

菌が再活性化し内因性再燃に至ると考えられる（Immunity 29: 567-577, 2010）。 

クリプトコックス症においても内因性再燃を示唆する臨床的事項が報告されていることから

（Pediatrics 107: e66, 2001; Clin. Vaccine Immunol. 14: 1550, 2007; J. Clin. Microbiol. 37: 3204, 1999; 

Semin. Respir. Crit. Care Med. 25: 145, 2004）、結核と同様な発症機序が想定される。クリプトコッ

クスが感染しても不顕性となり潜在性感染（LCNI: Latent Cryptococcus neoformans Infection）に至

る。この状態は特異的メモリー応答に

よって維持されるが、エイズなどによ

り細胞性免疫不全を来すと、特異的免

疫記憶の破綻から内因性再燃し髄膜

炎を発症する（図 1）。この仮説を検証

するためには、適切な動物モデルの作

成が必要となる。 

これまでに我々は、マウスを用いる

ことで潜在性感染・内因性再燃モデル

の作成に成功している。C57BL/6マウ

スの気管内に莢膜を欠損した弱毒株

を感染させることで半年に渡り少数

ながらクリプトコックスが肺内で検出され、このマウスにデキサメサゾンを投与し免疫不全を



誘導することで肺内菌数の増加が観察された（データ未発表）。このモデルでは、LCNIから免疫

不全により内因性再燃が誘導されたものと考えられた。 
 
２．研究の目的 
これまでに開発した LCNI モデルでは、真菌抗原非特異的な T 細胞がほとんどを占めること

から、クリプトコックスに特異的な T細胞免疫応答の解析は容易ではなかった。我々は、本真菌

に特異的な T細胞受容体を発現するトランスジェニックマウス（CnT-II）の作製を試み世界に先

駆けて成功している（J. Immunol. 205: 686-698, 2020）。そこで、本研究では、CnT-IIマウスを用

いることで LCNIモデルを作成するとともに、その免疫応答機序について解析を試みることを目

的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）研究に用いたマウス 

これまでに我々が作製した、クリプトコックスの主要な T 細胞抗原であるキチンデアセチラ

ーゼ 2（Cda2）に特異的な抗原受容体を高発現した CnT-IIトランスジェニックマウスを用いた。

その他の実験では C57BL/6 マウスや CARD9 遺伝子欠損（KO）、Dectin-1KO、Dectin-2KO、

MincleKOマウスを用いた。 

（２）クリプトコックスに対する T細胞免疫応答の解析 

C. neoformansとして B3501株（血清型 D）を用いた。本真菌 106CFUを C57BL/6マウスまた

は CnT-II マウスの気管内に接種することで感染モデルを作成した。感染後経時的に肺内の生真

菌数や、サイトカイン産生を ELISAにて調べるとともに、エフェクターT（Teff）細胞やメモリ

ーT（Tm）細胞、組織常在性 Tm（Trm）細胞、そしてこれらの細胞における細胞内 IFN-γ発現

をフローサイトメトリーを用いて解析した。Trm細胞の解析では、CARD9KO、Dectin-1KO、Dectin-

2KO、MincleKO マウスと野生型マウスとの比較解析も行った。また、CnT-II マウスや C57BL/6

マウスから得られた脾細胞をリコンビナント Cda2、あるいは Cda2 内の抗原エピトープを含む

オリゴペプチドによって刺激し、増殖反応とともに IFN-γ産生について、それぞれMTTアッセ

イ、ELISAにて解析した。 

（３）CnT-IIマウスを用いた LCNIモデルの作成 

CnT-IIマウスの気管内に本真菌 106CFUを接種し、感染後 3ヶ月まで経時的に肺内の生菌数を

解析した。 

（４）LCNIモデルにおける肺病理像の解析 

CnT-IIマウスの気管内に本真菌 106CFUを接種し、感染後 3ヶ月まで経時的に肺病理標本を作

成し、HE染色、PAS染色後に病理学的な解析を行った。併せて、F4/80、CD3、B220、TNF-α、

MCP抗体を用いて免疫組織化学染色を行った。 

（５）LCNIモデルにおける肺内白血球のMCP-1発現の解析 

感染 2ヶ月後に肺内白血球を採取し、エフェクターT細胞、メモリーT細胞、B細胞など各種

細胞における細胞内MCP-1発現をフローサイトメトリーにて解析した。 

（６）Cda2特異的 T細胞受容体に対する抗体の作製 

Cda2特異的 T細胞受容体が Vα17、Vβ1から構成されることから、それぞれのリコンビナント

体を作製し、適切なアジュバントとともにこれらの抗原でウサギを免疫することで、それぞれの

可変領域に対する抗血清を作製した。 
 
４．研究成果 

（１）CnT-IIマウスの抗原特異的免疫応答性 



CnT-IIマウスは、クリプトコックスの主要な T細胞抗原として知られる Cda2をMHC class II

拘束性に認識する T細胞ハイブリドーマ P1D6からクローニングした抗原受容体 α鎖、β鎖の遺

伝子を導入したトランスジェニックマウスである。CnT-IIマウス由来の脾細胞をリコンビナント

Cda2 あるいは抗原エピトープを含むペ

プチドで刺激すると増殖反応とともに

IFN-γ産生が誘導された。一方、非トラ

ンスジェニックマウス由来の脾細胞で

はそのような反応はみられず抗原特性

が確認された（図２）。 

（２）CnT-IIマウスにおける肺クリプト

コックス感染の自然経過 

 CnT-II マウスの肺内にクリプトコッ

クス 106CFUを感染させ、肺内における

生菌数と IFN-γ 産生の経時的変化を非

Tg マウスと比較検討した。CnT-II マウ

スでは、IFN-γ産生や IFN-γ発現 CD4陽

性エフェクターT 細胞数が有意に増加

しており、肺内生菌数も感染 14日後において非 Tgマウスの 1/100程度に減少していた。 

（３）CnT-IIマウスを用いた LCNIモデルの作成 

 上記（２）の結果から、CnT-IIマウスを用いることで LCNIモデルが作成できる可能性が期待

された。CnT-IIマウスの肺内にクリプトコックス 106CFUを感染させ、3ヶ月まで経時的な肺内

生菌数の変化を解析したところ、1ヶ月から 3ヶ月まで 103CFU程度で一定したクリプトコック

スを検出することができ、LCNIモデルの作成に成功したものと考えられた。 

（４）LCNIモデルにおける肺病理像の変化 

 LCNIモデルにおける肺病理像の経時的な変化を調べたところ、感染１週目頃から肺胞腔内に

組織球およびリンパ球の明らかな集簇が認められた。４週目頃になると肺胞腔内で単核性炎症

細胞による充満像が観察され、多核巨細胞に貪食された菌体が散見されるとともに、その周囲に

はリンパ球や菌体を貪食した組織球が多数認められ、明確な肉芽腫の形成が観察された。免疫組

織染色では、マクロファージによる TNF-α産生と、肉芽腫に散在する T細胞や一部リンパ濾胞

を形成する B細胞からの MCP-1の発現が観察された。エフェクターT細胞やメモリーT細胞、

B細胞におけるMCP-1の発現はフローサイトメトリー解析でも認められた。 

（５）感染早期における CARD9に依存する IFN-γ発現組織常在性メモリーT細胞の増加 

 これまでに我々は、感染 3 日後の早期から Trm 細胞が顕著な増加を示すこと、これらの細胞

は細胞内に IFN-γを発現することを報告してきた。本研究では、感染早期における増加する Trm

細胞の制御機構について、CARD9とその上流で機能する Dectin-1、Dectin-2、Mincleといった C

型レクチン受容体を欠損するマウスを用いて検討した。CARD9KO マウスでは野生型マウスと

比べ感染 3日後の肺内における IFN-γ発現 Trm細胞が顕著に減少したのに対して、Dectin-1KO、

Dectin-2KO、MincleKO マウスでは大きな影響はみられなかった。これらの結果から、感染早期

における IFN-γ発現 Trm細胞の増加は、Dectin-1、Dectin-2、Mincle以外の何らかの CARD9上流

分子に依存することが示唆された。 

（６）LCNIモデルにおける肺内メモリーT細胞の解析 

 LCNI モデルの肺内における T 細胞についてフローサイトメトリーを用いて解析したところ、



感染 2ヶ月後の肺内において Teff細胞のみならずエフェクターTm細胞が非感染マウスと比較し

て明らかに増加していることを観察した。さらに、これらの T細胞では、細胞内での IFN-γの発

現が明らかに増加していた。 

（７）Cda2特異的 T細胞受容体に対する抗体の作製 

CnT-IIマウスの T細胞の 90%程度は Cda2特異的であることが予想されるが、特異的でない T

細胞が一定割合で存在するため、Cda2特異的 T細胞受容体を認識する抗体の作製を試みた。Cda2

特異的 T細胞受容体が Vα17、Vβ1から構成されることから、それぞれの可変領域のリコンビナ

ント体を作製し、これでウサギを免疫することで抗血清を作製した。現在は、得られたそれぞれ

の抗血清から IgG を精製するとともに蛍光色素での標識を行っているところである。今後は、

これらの抗体を用いることで、フローサイトメトリーや免疫組織化学染色により、LCNI及び免

疫低下に伴う内因性再燃における Cda2特異的な T細胞免疫応答についてより詳細な解析を行っ

ていきたい。 
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