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研究成果の概要（和文）：マウスのマラリア原虫感染モデルを作成して二種類のマラリア原虫Plasmodium 
bergheiとP.chabaudiを各々感染させ、抗原特異的T細胞応答を比較検討した。感染急性期では、P.berghei感染
で特異的CD4+T細胞数は多かったがTh1の比率は少なく、一方1型インターフェロン関連遺伝子発現が亢進してい
た。感染早期の自然免疫応答に伴う1型インターフェロン産生により、CD4+T細胞の応答と記憶細胞誘導が数的質
的に影響されることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：We studied CD4+ T-cell responses using Plasmodium-specific T-cell receptor 
transgenic mouse, PbT-II. C57BL/6 mice were transferred with PbT-II CD4+ T cells, and infected with 
Plasmodium berghi or P. chabaudi. In acute phase, PbT-II cells in P. berghi-infected mice exhibited 
higher number, more Th1-biased phenotype, and higher levels of type I interferon-related gene 
expression when compared with those in P. chabaudi-infected mice. In memory phase, after 
anti-malaria drug treatment, the number of PbT-II cells were higher in P. berghei-infected mice. 
These features suggest difference in the quality and quantity of effector and memory CD4+ T cells 
induced in 2 models of Plasmodium parasite infection.

研究分野： 感染免疫学

キーワード： マラリア　T細胞　サイトカイン　感染防御　免疫記憶
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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、毎年２億人程の患者と５０万人近い死者のある重要な感染症である。マラリアが赤血球に感染する
時期に発症するが、抗体とCD4+T細胞が感染防御の主体である。その病型は様々で、無症状の感染から脳マラリ
アなどの死に至る重篤な感染まで幅広いが、その理由は十分に理解されていない。本研究では、マウスモデルを
用い、マラリア原虫の種の違いにより、感染宿主に惹起されるCD4+T細胞の免疫応答と免疫記憶に違いがあるこ
とを明らかにした。今後のマラリアに対する新規治療薬の開発や、マラリアワクチン開発において重要な示唆を
与える研究である。

※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 
 

マラリアは、いまだに年間２億人以上の感染者と４０万人以上の死者のいる重要な感染症である。

マラリアの病態や免疫応答のメカニズムの理解に、マウスマラリアモデルの実験系が貢献してき

た。マウスモデルのマラリア原虫は数種類存在するが、脳マラリアを惹起する強毒型マラリア原

虫 P. berghei ANKA 株と、慢性感染を惹起する P. chabaudi 株は、赤内型感染（赤血球に感染す

るステージ）の代表的モデルである。両者の原虫により引き起こされる病態の違いは、原虫側の

要因と宿主側の要因があると考えられるが、感染に伴う宿主免疫応答の差異については、十分に

理解されていない。以前の研究から、P. berghei 感染治癒マウス群では再感染に対して T細胞は

十分な二次応答を示さず再度脳マラリアを発症するが、P. chabaudi 感染治癒マウス群では再感

染に対して T細胞が二次応答を示し、低い原虫血症を示すのみで治癒することが示唆されていた。

即ち２種類の原虫株感染により誘導される T 細胞免疫応答に質的な差異があることが予測された。 

T 細胞は、免疫応答の司令塔として感染や癌免疫において極めて重要な役割を担うことが知られ

ている。慢性感染症や癌など、抗原排除が容易でない場合には、感染に伴う持続的な抗原刺激を

受けて PD-1 などの抑制性分子を発現し、サイトカイン産生低下などの疲弊状態に陥る。しかしな

がらマラリア原虫赤内型感染マウスでは、マラリア原虫抗原特異的 CD4+ T 細胞は、感染初期から

サイトカイン産生低下などの疲弊状態を示すことが知られている 1)。このような、活性化初期か

ら惹起される T細胞疲弊状態の仕組みは十分に理解されていない。 

マラリア原虫特異的 T細胞応答を調べるため、我々はメルボルン大学の Dr. William R Heath ら

の作成した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 を用いて研

究を行っている 2)。この T細胞は、P. berghei と P. chabaudi の共通抗原（hsp90）エピトープを

認識するため、この実験系では PbT-II 細胞を指標にして、異なる原虫株に対する免疫応答を評価

することができる。 

そこで、PbT-II 細胞を受け身移入したマウスに P. berghei あるいは P. chabaudi を感染させた

後、抗マラリア薬投与により治癒させ、PbT-II 細胞の応答を評価したところ、両者とも PbT-II 細

胞は疲弊状態になった。しかしながら、これらのマウスに P. berghei 感染を行ったところ、両者

の間で PbT-II 細胞の増殖能に違いが見られた。このような背景から、PbT-II 細胞は、P. berghei

感染後の治療群では回復可能な疲弊状態、P. chabaudi 感染後の治療群では回復不能な疲弊状態

になると仮説をたてた。 

 

２. 研究の目的 

本研究は、２種類の異なるマラリア原虫 P. berghei 株と P. chabaudi 株の赤内型感染実験モデル

を導入し、T 細胞疲弊の新しい実験系を樹立すること、この系を用いて T 細胞疲弊の鍵を握る新

たな分子を同定することを目的とした。 

 

 



3. 研究の方法 

（１）PbT-II は、P. berghei と P. chabaudi に共通なマラリア原虫抗原 hsp90 エピトープを認識

する MHC-II 拘束性 T細胞受容体（TCR）トランスジェニックマウスである 2)。PbT-II 細胞を

C57BL/6 マウスに受け身移入し、P. berghei 又は P. chabaudi を感染させ、感染に伴う T細

胞活性化について解析する感染モデルを樹立する。PbT-II 細胞(CD45.1+)と C57BL/6 マウス

(CD45.2+)の細胞は、抗 CD45.1/CD45.2 抗体による染色で区別した 3)。 

（２）CD4+T 細胞の活性化は、細胞表面分子および転写因子を特異抗体により染色しフローサイト

メトリーを用いて解析した。転写因子の発現は、市販のキットを用いて細胞を固定、膜に穴

を開けてから、抗体を用いて細胞内染色を行った。サイトカイン産生は、PbT-II 抗原ペプチ

ドで刺激した場合と PMA と ionomycin で刺激した場合について、細胞内染色を行い、フロー

サイトメトリー解析により実施した 3)。 

（３）遺伝発現解析は、C57BL/6 マウスに受け身移入した PbT-II 細胞を用いて行った。P. berghei

感染と P. chabaudi 感染７日目のマウス各３匹から、CD11ahiCD49dhi PbT-II 細胞と

CD11ahiCD49dlo PbT-II 細胞をソーティングにより精製し、RNA を抽出、マイクロアレイによ

り全遺伝子発現の網羅的解析を行った。コントロールは、非感染マウスの CD11aloCD49dlo PbT-

II 細胞をソーティングして用いた。Th1 型の CD11ahiCD49dhi 細胞と、Tfh 細胞を含む

CD11ahiCD49dlo細胞に分けて解析した。データは、Volcano plot、gene ontology analysis、

gene set enrichment analysis (GSEA)など、種々ソフトウェアを用いて解析した 3)。 

（４）I型インターフェロン(IFN)の影響を解析するため、抗インターフェロン（IFN）受容体抗体

をマウスに投与して I型 IFN のシグナルを in vivo で遮断し、P. berghei 感染と P. chabaudi

感染実験を行った。コントロール群は、ラット IgG を用いた。 

（５）マラリア原虫感染の免疫記憶を調べるため、PbT-II 細胞を C57BL/6 マウスに受け身移入し

て P. berghei 又は P. chabaudi を感染させた後、抗マラリア薬 Chloroquine の腹腔内注射

と Sulfadiazine の経口投与を併用して治療した。抗マラリア薬投与後、原虫血症は速やかに

低下した。感染４週間後、脾臓 PbT-II 細胞の細胞表面分子、転写因子、サイトカイン産生の

解析を行った 4)。 

（６）上記の PbT-II 移入、感染治癒マウスに P. berghei 感染実験を行い、マラリア原虫感染に

対する二次免疫応答を解析した。原虫血症、脾臓 T 細胞の細胞表面分子、転写因子、サイト

カイン産生の解析を行った。PbT-II 細胞数は、脾臓細胞数に PbT-II 細胞の比率をかけて計

算した 4)。 

 

４．研究成果 

（１）C57BL/6 マウスに PbT-II 移入後、P. berghei と P. chabaudi に感染させ、感染７日目に脾

臓 CD4+T 細胞のフローサイトメトリー解析を行った。P. berghei 感染マウスの PbT-II 細胞

は、P. chabaudi 感染マウスより CD4+ T 細胞内の比率は高かった。しかし P. chabaudi 感染

の CD4+T 細胞は絶対数が多いため、PbT-II 細胞の絶対数は P. berghei 感染マウスが P. 

chabaudi 感染より少なかった。細胞表面マーカー及び転写因子発現解析では、P. berghei 感

染マウスの PbT-II 細胞は、CD11ahiCD49dhi細胞と T-bethiTcf1lo細胞の比率が P. chabaudi 感



染マウスより低く、Th1 細胞の低下を示していた。一方、Ly6Clo細胞の比率及び T-bethiTcf1lo

細胞中の Ly6Clo細胞の比率は低かった。この細胞は、記憶前駆細胞であることが示唆されて

おり、P. berghei 感染マウスでは記憶 CD4+ T 細胞の誘導が低い可能性を示していた。 

（２）P. berghei 感染と P. chabaudi 感染マウスの７日目の原虫血症を比べると、P. berghei 感

染ではマウス間のばらつきは小さく数％であった。一方 P. chabaudi 感染マウスでは、数％

から 50％近くまで大きくばらついていた。しかしながら、T 細胞分化と原虫血症レベルの間

に相関関係はなく、感染７日目の CD4+T 細胞分画は、原虫血症レベルに関わらず一定の値を

示した。 

（３）PbT-II 細胞のサイトカイン産生は、PMA と ionomycin で刺激した場合には P. berghei と P. 

chabaudi 感染マウス間で差は認められなかった。PbT-II ペプチド刺激をした場合には、IFN-

γ産生は P. berghei 感染マウスの方が低く、Th1 分化の低下という結果と一致していた。 

（４）P. berghei 感染と P. chabaudi 感染マウスの CD11ahiCD49dhi PbT-II 細胞と CD11ahiCD49dlo 

PbT-II 細胞について、遺伝子発現の網羅的解析を行った。CD11ahiCD49dhi PbT-II 細胞は Th1

型、CD11ahiCD49dlo PbT-II 細胞は Tfh 型の遺伝子発現を示した。さらに、CD11ahiCD49dhi PbT-

II 細胞の中で比較したところ、P. chabaudi 感染マウスに比べて P. berghei 感染マウスで

自然免疫関連遺伝子、特に I 型インターフェロン関連遺伝子の発現が高かった。同様に、

CD11ahiCD49dlo PbT-II 細胞の中でも、I 型インターフェロン関連遺伝子発現の違いが P. 

berghei 感染と P. chabaudi 感染マウス PbT-II 細胞の間で顕著であった。 

（５）P. berghei 感染と P. chabaudi 感染 5日目マウス脾臓組織内のサイトカイン量を、ELISA

法にて調べた。IFN-αレベルは、P. berghei 感染マウスで有意に高かった。一方 IFN-γの

値には差異は認められなかった。 

（６）マラリア原虫感染マウス CD4+T 細胞活性化における I 型 IFN の役割を解明するため、I 型

IFN 受容体のブロック実験を行った。P. berghei 感染の抗 IFN 受容体抗体投与群では、コン

トロール群に比べて PbT-II 細胞数が上昇し、T-bethiTcf1loPbT-II 細胞の中の Ly6Clo細胞の比

率が高まった。I型 IFN により、特異的 CD4+T 細胞の増殖が促進されること、記憶細胞の分化

が抑制されることが示唆された。一方 P. chabaudi 感染マウスでは、PbT-II 細胞数の有意な

上昇は見られず、T-bethiTcf1loPbT-II 細胞中の Ly6Clo細胞の比率は上昇していたが、その程

度は低かった。以上のことから、これら二種類のマラリア原虫感染において、CD4+T 細胞の増

殖・分化における I 型 IFN の影響に違いがあることが示唆された。この結果は、トランスク

リプトーム解析で得られた結果と一致し、P. berghei 感染マウスでは、I型 IFN の強い影響

により T細胞の機能分化が修飾されることが明らかになった。 

（７）マラリア原虫感染薬剤治療を行ったマウスでは、感染４週間後の PbT-II 細胞数は、P. 

berghei 感染マウスの方が P. berghei の感染マウスより多かった。細胞表面分子や転写因子

発現には、両者間で有意な差は認められなかった。これらのマウスに P. berghei 再感染実験

を行ったところ、感染７日後の PbT-II 細胞の数および発現分子に両者間で差は認めなかっ

た。P. chabaudi 感染治癒マウスでは、PbT-II 細胞数が少なかったにもかかわらず、再感染

後 P. berghei 感染治癒マウスと同数になったことから、記憶 PbT-II 細胞の増殖能力は高い

ことが示唆された。 



 

結語 

二種類のマラリア原虫 P. berghei と P. chabaudi の赤内型感染モデルにおいて、感染急性

期の CD4+T 細胞応答に違いがあり、P. berghei 感染の方が Th1 応答は高かった。一方で免疫

記憶前駆細胞になる Ly6Clo 細胞の比率は低かった。この時期に脾臓内 I 型 IFN の値は P. 

berghei 感染の方が高く、その影響が T 細胞分化にも顕著に観察された。感染初期の自然免

疫応答がマラリア原虫の種類によって異なり、そのことが、その後誘導される適応免疫の量

と質に大きな影響を及ぼすことが明らかになった。 

一方、感染治癒後の記憶期では、P. berghei 感染の方が記憶 T 細胞の数は多かったものの、

記憶 T細胞の発現分子に P. chabaudi 感染マウスとの差異は認められなかった。しかしなが

ら二次応答においては、P. chabaudi 感染マウスの記憶細胞の方が応答は良好であった。こ

の点は、研究開始前の予備実験の結果と一致していた。両者の疲弊状態の差異については、

明快な違いを明らかにすることはできなかった。さらに研究の継続が必要である。 
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