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研究成果の概要（和文）：本研究は、マウス赤血球型マラリア感染時における記憶B細胞の生存維持の場の可視
化とそのサブセットの同定を目的としている。本研究では、群馬大学生体防御学講座にて作製されたGFPとOVAを
発現した赤血球型マウスマラリアを使用し、マウスの生体内で可視化する系を用いた。OVA特異的TCR-Tgマウス
のT細胞を嫡子移入したマウスに、OVA-GFP-マラリアを感染させ、IFNγを発現する細胞とOT-I、OT-II T細胞の
免疫応答を時系列で解析した。その結果、OVAに対する免疫応答も抗体もほとんど検出されなかった。免疫記憶
の応答(二次応答)もOVAに対する免疫応答はごく弱いという結果 となった。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to visualize the field of memory B cell 
survival during mouse malaria infection and to identify a subset of memory B cells. 
In this study, we used mouse malaria that expressing GFP and OVA established in the Department of 
Biodefense, Gunma University, and to visualize in the mice. OVA-GFP-malaria was infected into mice 
in which T cells of OVA-specific TCR-Tg mice were transferred, and the immune responses of IFNγ
-expressing cells and OT-I and OT-II T cells were analyzed in the various time.  As a result, almost
 no immune response or antibody to OVA was detected. The immunological memory response (secondary 
response) also resulted in a very weak immune response to the OVA.

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
寄生虫であるマラリアは、免疫応答から逃避する様々な機構を持っている。本研究は、ワクチン効果の基礎とな
る免疫記憶成立の場の同定とそれに関わる重要な記憶B細胞サブセットの同定を当初の目的としていた。マラリ
アに対する免疫応答を可視化するために用いたOVA-GFP- マラリアを使用し、OVAをマラリアの新たな仮想抗原と
したが逆に、マラリアの免疫回避の新たな機構となることが判明した。

※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 

  マラリアは、亜熱帯・熱帯地域において１年に 100 万人以上の死者を出す 3 大感染症の一

つである。そのためマラリア感染に対するワクチン開発は、古くから多くの研究者によって試

みられてきたが、決定的なワクチンの開発には至っていない。動物実験においてマラリアワク

チン開発や免疫応答惹起のターゲットは、赤血球型マラリア（メロゾイト）や肝臓型のスポロ

ゾイト由来の分子が多く試みられている。最近では米国の NIH 主導のもと製薬会社サナリアが

スポロゾイトを不活したワクチンの臨床研究が行われ、50％以上の感染防御効果があるという

報告が出ている(Science 341:1359(2013)。また、日本でも大阪大学微生物研究所の研究チーム

によるメロゾイトの膜表面分子の組み替えた改良タンパク質によるワクチンが良い発症防御

効果を上げ、大きな規模で臨床試験中となっている（PLoSOne8:e64073 (2013)。 研究段階で

あるが、ハマダラ蚊の中での増殖を阻止するワクチンの開発も試みられています。 

 ワクチン効果の基盤である免疫記憶の構築には、記憶 T 細胞への分化と共に、記憶 B 細胞

の分化誘導が必須であり、T 細胞と B 細胞の細胞間の時間経過ごとの統制のとれた情報伝達

が重要である。そのためには免疫応答が効率よく起きる“場”が必要であり、その免疫応答

の“場”を知ることがワクチン開発の重要な知見になると考える。 

 マラリア感染は直接、血管から血液中に侵入するため通常の免疫応答に見られる所属リン

パ節が存在しない。しかし、スポロゾイトやメロゾイトを利用した感染実験やワクチン研究

では、ワクチン効果による再感染に対する予防効果を認めている事から、免疫記憶の確立が

起きていると考えられる。 

 

２．研究の目的 

 本研究は、マウス赤血球型マラリア感染時における記憶 B 細胞の生存維持の場の可視化とそ

のサブセットの同定を目的としている。本研究では、複雑な免疫応答を複雑なまま捉え、免疫

応答の主な時間軸・場（環境）を可視化することにより病原体特異的で効果的な免疫応答の誘

導（ワクチン開発）をゴールとしている。一般的な感染症は、皮膚や粘膜のある一箇所から侵

入する事から開始するため、初期免疫応答の場所は所属リンパ節であるが、赤血球型マラリア

（メロゾイト）の感染では、メロゾイトが直接、血中に侵入するため感染が即全身に拡がる。

これまでの私たちの研究から、赤血球型マラリア（メロゾイト）感染において重要な免疫応答

の場は脾臓であるという結果を得ている。また一度感染し回復したマウスでは、二度目の感染

に対して中和抗体の産生を伴う強い免疫記憶が誘導されることも知られている。記憶 B 細胞が

どこに維持され（生存し）、効果的な抗体を産生するサブセットがどの記憶 B 細胞分画なのか明

確にすることと赤血球型マラリア（メロゾイト）感染の際に重要な免疫記憶形成の“場”であ

る脾臓での免疫応答を詳細に解析することにより「効果的なワクチンの投与法の開発」に繋が

ると考えている。 

 

３．研究の方法 

 マウス赤血球型マラリアは、マラリア原虫（メロゾイト）：P.yoelii 17XNL（非致死株）を使

用する。抗原特異的 B 細胞が、どの臓器・組織に存在するかを確認するために、脾臓、鼠径リ

ンパ節、腸間膜リンパ節、骨髄を解析する。また、マウス赤血球型マラリアに対して正常に免



疫応答が起きているかどうかを確認するために、感染させたマウスの血清を経時的に集め、マ

ウス赤血球型マラリア由来の抗原に対する抗体価を測定する。記憶 B 細胞の存在する臓器・組

織を解析するためには、赤血球型マラリア感染が収束した時点（40 日〜）で、記憶 B 細胞の表

現系（IgG+記憶 B 細胞、プラズマブラスト細胞、長期生存型プラズマ細胞）を持つ細胞が増加

しているかをフローサイトメトリー、免疫組織染色法を用いて解析を行う。抗原特異的な B 細

胞をトレースするためには B 細胞受容体（抗体）の結合する抗原を色素で標識し、抗原に結合

する B 細胞を検出することが重要である。本研究では MSP-1、2 や PfEMP1等の抗原性の強いマ

ラリア抗原を蛍光色素で標識し、親和力の非常に高い中和抗体を産生する記憶 B 細胞がどこに

維持され、どのサブセットが赤血球型マラリア感染防御に主に働いているかの解析を進めるこ

ととした。また上記の抗原の精製、標識等が困難であった場合を考え、群馬大学大学院医学系

研究科生体防御学講座にて作製された GFP 蛍光タンパク質と鶏のアルブミン(OVA)を発現した

赤血球型マウスマラリアを供与していただく事とした。この OVA-GFP-赤血球型マラリアを使用

する利点としては、赤血球型マラリアに対する免疫応答のみならず、外来タンパク質である OVA

や GFP に対する免疫応答も抗原特異的な応答としてトレース可能な事である。 

 

４．研究成果 

本研究は、マウス赤血球型マラリア感染時における記憶 B 細胞の生存維持の場の可視化とそ

のサブセットの同定を目的としている。私達は、IFNγ を産生する細胞が蛍光タンパク質を発

現するマウスに赤血球型マラリアを感染させる実験系により 1.)赤血球型マラリアに対する

免疫応答が脾臓で起きていること、2.)リンパ節や骨髄では免疫応答はほとんど起きていない

という結果を得た。他の研究グループによる知見では、マウス赤血球型マラリアに感染し、回

復後には強い中和抗体が産生されている事が知られている。初めに私達は、赤血球型マラリア

感染時に強い抗原製を持つ MSP-1、2 や PfEMP1 の組み換えタンパク質を作製し、精製したタン

パク質を蛍光色素で標識することを目指したが、純度の高い抗原を得ることが困難であった。

そこで本研究では、群馬大学大学院医学系研究科生体防御学講座にて作製された GFP蛍光タン

パク質と鶏のアルブミン(OVA)を発現した赤血球型マウスマラリアを使用し、マウスの生体内

で可視化する系を用いた。IFNγ検出マウスに OVA 特異的 TCRを発現する TCR-Tgマウスの T 細
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図１：OVA-GFPメロゾイト寄生率の変化



胞を嫡子移入したマウスに、OVA-GFP-マラリアを感染させ、IFNγを発現する細胞と OT-I、OT-

II T 細胞の免疫応答を時系列で解析した。また OVA-GFP-マラリア特異的な抗体を検出するた

めにマラリアの粗タンパク抗原と OVAを抗原として ELISA 法で検出を試みた。初期感染マウス

において、OVA発現マラリアの感染は 18 日をピークに 30 日後には排除されている（図１）。こ

の時の血清抗体価を ELISA 法で検出するとマラリアの粗タンパク抗原に対しては抗体を検出し

たが、OVAに対する抗体もほとんど検出されなかった。また、嫡子移入された OT-I、OT-II T 細

胞の細胞表面マーカーによる解析でも、OT-I、OT-II T 細胞がマラリア感染させていないマウ

スと比較して優位に活性化した変化を認めることができなかった。次に OVA-GFP マラリアの感

染から回復したマウスに二度目の OVA-GFP-マラリアを感染させ、免疫記憶の応答(二次応答)を

ELISA 法で解析した（図２）。マラリアの粗タンパク抗原に対しての抗体価は初期応答時に比べ

著しく上昇したが、OVA に対する免疫応答はごく弱いもので、抗体産生も非常に少ないという

結果となった。また、OT-I、OT-II T 細胞を嫡子移入していない正常な B6 マウスのが、OVA-

GFP-マラリアを効率よく排除するという結果が得られた。今回の研究では、OVA 特異的 T 細胞

が存在することにより逆に OVAを発現したマラリアに対する免疫応答が減弱するという驚くべ

き結果を得ることができた。  
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