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研究成果の概要： 

本研究では、自然免疫担当細胞であるマクロファージ(MФ)が産生する新規アポトーシス抑制
因子(AIM)を欠損するマウスを用い、マラリア原虫感染における NKT 細胞及びγδT 細胞の活性化
機能制御と MФ の関係を明らかにし、新しい視点での感染防御機構だけでなく病態形成の機序
について検討を加えた。その結果、マラリア感染症においては、MФ の機能としての貪食作
用による病原体の排除やそれに伴う炎症反応の惹起に AIM が深く関与しており、その機
能制御が予防・治療に有効である可能性が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

研究代表者は、マラリアワクチン開発
の基礎的研究として、マラリア原虫に対
する宿主の免疫応答、特に感染防御と病
態形成機構の解明に、マウスモデルとヒ
トマラリア患者検体を用いて取り組んで
きた。その成果として、マラリア原虫感
染に対する防御機構としての自然免疫系
が果たす役割、特に NKT 細胞サブセット
やγδT 細胞の重要性が指摘できた。中でも、 
NKT 細胞は自然免疫としての感染初期防
御を担うだけでなく、獲得免疫機構、特
に 細 胞 性 免 疫 と 液 性 免 疫 の バ ラ ン ス

（Th1/Th2 バランス)を制御する機能を有
することが明らかになり、免疫応答を制
御する重要な細胞であることも明らかに
なってきた。一方、マクロファージ(MФ)
や樹状細胞(DC)は免疫監視細胞、抗原情
報運搬細胞、抗原提示細胞として獲得免
疫機構を動かすが、病原微生物の構成成
分を認識する Toll 様受容体(TLR)を通じ
て、抗原提示を必要とせず、細胞内シグ
ナル伝達系を直接活性化できることも分
かってきた。これまでの MФ/DC の機能は
免疫応答を正に制御する側面が注目され
てきていたが、その機能解析が進むにつ
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れ、免疫応答の質は MФ/DC の成熟状態や
活性化によって左右され、応答を抑制・
不活性化する負の制御も担うことも明ら
かになってきた。 

これらの点を踏まえ、近年解析が進んだ
MФ の機能を解析することで、マラリア感染
において重要な働きをする自然免疫系の一
員としての MФ に焦点を当て、NKT 細胞やγδT
細胞の制御機構との関連を明らかにするこ
とは重要な課題と考えられた。 
 
２．研究の目的 

生体防御における MФ の機能としては、
貪食作用による感染防御や感染による炎
症反応の沈静に重要な役割を果たすこと
が知られている。近年、この MФ 内にお
ける特異的な遺伝子発現のネットワーク
の解析が進み、MФ の機能の一つであるコ
レステロールや脂質制御に関与する核内
レセプターとして Liver X receptor(LXL)
や Retinoid X receptor(RXR)が同定され、
このレセプターがアポトーシス抑制因子
の発現をも制御することが明らかになり、
MФ の感染防御や炎症反応抑制の機構が
より詳細になってきた。すなわち、アポ
トーシスは形態形成や細胞分化のみなら
ず多くの炎症性疾患、変成疾患などの病
態生理に関与していることが示唆されて
おり、このアポトーシスが関与する疾患
のメカニズムの解明は、その治療法の確
立に重要である。 

本研究で取り上げる新規アポトーシス
抑 制 因 子 AIM(apoptosis inhibitor 
expressed by macrophages)は、マクロフ
ァージスカベンジャーレセプターのシス
テインリッチドメインスーパーファミリ
ーの一つとして見いだされ、腹腔内マク
ロファージや肝臓の kupffer 細胞/MФ に
その発現が強く見られている。研究代表
者は、AIM の生体内機能に注目し AIM を欠
損するマウス(AIM-/-)を用いて、細菌感染
による肝臓の炎症性病態モデルとしての
C. paruvum により誘導される肝肉芽腫形
成を解析し、kupffer 細胞/ MФ からの AIM
が NKT 細胞の動態を制御し病態の沈静化
に関与することを明らかにした(Kuwata, 
K., Watanabe, H., et al., Am. J. Pathol. 
162: 837-847, 2003)。 
本研究では上記の研究成果に基づき、ネ
ズミマラリア原虫 P. yoelli 17XNL（非致
死株）感染における NKT 細胞サブセット
の機能制御に関しても、AIM が深く関与す
るとの仮説を立て、マラリア原虫感染にお
けるNKT細胞及びγδTの活性化機能制御とMФ
の関係を明らかにし、新しい視点での感染防
御機構だけでなく病態形成の機序について
検討を加えることを目的とした。最近、AIM

の機能制御が動脈硬化の予防・治療に有効で
ある可能性が報告されており、マラリア感染
防御への臨床応用も期待できると考えられ
た。 
 
３．研究の方法 
ネズミマラリア原虫 Plasomodium yoelli 
17XNL（非致死株）の赤内型虫体(104)を、
野生型である C57BL/6(B6)マウスと前述
の AIM 欠損マウス(AIM-/-)に感染させる実
験系を用いた。(1) Parasitemia の経時的変
化は常法のギムザ染色を用いた。(2)免疫臓
器としての肝臓からのリンパ球の分離は比
重 遠 心 法 を 用 い 、 そ の 性 状 解 析 は
Flowcytometory 法によった。(3) γδT 細胞の
レ パ ー ト ワ ー 解 析 は 、 RT-PCR 法 と
Flowcytometory 法を用いた。(4) 血清サイト
カインレベルの解析は ELISA 法と cytokine 
beads array(CBA)法を用いた。(5) 感染に伴
う肝病変の病理学的解析は、肝傷害の指標
となる血清トランスアミラーゼレベルと
免疫組織染色による細胞浸潤の動態を調べ
ることにより評価した。(6)マラリアの重症
度とその回復を、炎症性サイトカイン
(TNF-α)と抗炎症性（調節性）サイトカイ
ン(IL-10 と TGF-β)産性のバランスにより
解析するために、磁気ビーズにより分離
した肝局在 MФ と骨髄細胞から GM-CSF と
IL-4の添加培養により誘導したMФを用いて、
in vitro で LPS 刺激を行い、得られた培養上
清を用いて測定した。 
 
４．研究成果 

これまでの研究成果から、AIM欠損(AIM-/-)
マウスにネズミマラリア原虫Plasomodium 
yoelli 17XNL（非致死株）を感染させると、
①AIM-/-マウスではparasitemiaのピークは感
染2週間前後と野生型のC57BL/6(B6)マウスと
同様であったが、原虫は約3週間でB6マウスよ
り速やかに排除されること、②感染初期防御
を担うNK1.1+T細胞とγδT細胞は、原虫が排除
された感染後期に著しい増加を示し、しかも
AIM-/-マウスで増加したNK1.1+T細胞の約40%
がγδT細胞であることが明らかとなっていた。 
そこで本研究では、parasitemia（血中の原

虫感染赤血球数）がピークの達するまでの感
染前期と原虫が排除される感染後期では
自然免疫応答の質的変動が生じるとの観
点から、MФの役割に焦点を当て解析を行
い、以下の成果が得られた。 



Days after infection

図1. C57BL/6とAIM-/- マウスにおけるparasitemiaの経時的変化

(%
)P

ar
as

ite
m

ia

C57BL/6 AIM-/-

0

20

40

60

80

100

D0 D2 D3 D4 D6 D9 D13 D25D17 D21

 

(1)AIM-/-マウスでの病理学的解析から、肝
傷害の指標となる血中トランスアミナー
ゼ(ALT)のピーク値は野生型マウスに比べ
て約75%も低下していたが、肝組織では胆
管や血管周囲に細胞凝集塊が顕著に認め
られた。そこで免疫組織染色を行った結果か
ら、F4/80抗原陽性のMФとγδT細胞は細胞凝
集塊での局在は認められず、類洞内に散在
することが明らかとなった。 
(2)抗γδTCR抗体投与によりγδT細胞を除去す
ると、明らかに原虫の排除が遷延した。 
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図4. 抗γδTCR抗体投与によるparasitemiaの遷延  
(3)肝臓と脾臓で増加するγδT細胞のレパー
トワーをFlowcytometoryとRT-PCR法を用いて
解析した結果、γδT細胞の30～50%が胸腺外分
化する腸管局在のVγ7TCR陽性細胞であり、こ
の細胞が原虫の排除の一翼を担っているもの
と思われた。 

 

(4)AIM-/-マウスで認められる NKT 細胞と
γδT 細胞の活性化が、感染後期の原虫特異抗
体の誘導を主体とする獲得免疫の誘導への

影響を検討するために、血中の原虫特異抗体
の経時的変化を調べた。その結果、AIM-/-マ
ウスでは感染前期より特異抗体が誘導され、
原虫の排除が見られる感染後期（Day 21）で
は野生型マウスと比較して約 4倍もの高い特
異抗体が検出された。 

 

(5)ネズミマラリア感染系では、原虫由来抗
原が MФ/DC の TLR やスカベンジャーレセプ
ターの CD36 を介して両細胞を活性化させ
IL-12 の産生を誘導するが、DC と異なり MФ
では TNFなどの炎症性サイトカインを産生し
炎症を誘導すると共に、NO 産生により原虫の
殺滅を行うとされている。そこで AIM-/-マウ
スの MФ機能を解析した結果、肝臓と脾臓で
の動態は異なるものの、肝 MФは AIM-/-マウ
スで parasitemiaのピークから感染後期にか
けて減少していたが、MФ の CD36 発現は亢
進する傾向にあった。また、蛍光標識ビーズ
を用いた MФ貪食能の経時的変動では、感染
初期より明らかに AIM-/-マウスで亢進して
いたが、感染後期ではその差異は認めら
れなかった。これらの結果から、AIM-/-マ
ウスでは MФ の機能亢進、すなわち、感染赤
血球の貪食を亢進させると共に自らのアポ
トーシスを誘導し、その後の病態の沈静化に
関与するものと推察された。 

 
感染 AIM-/-マウスの肝臓と脾臓 MФは貪食能を亢進させるが、

アポトーシスに陥ることにより、その総数を減少させる。 

 
(6) MФは GM-CSF により分化・誘導される
GM-MФ と M-CSF により分化・誘導される
M-MФ に大別され、GM-MФ は抗原刺激や病原



体の貪食により IL-12、IL-6 や IFN-γを産性
し Th1 免疫応答を誘導するが、M-MФ は貪食
能が弱いものの IL-10 や TGF-βの産性誘導能
が強いことから、感染の治癒過程に関与する
ことが推察されている。また、マラリア原虫
感染における病態形成、すなわち組織傷
害を含むマラリアの重症度とその回復が、
炎症性サイトカインである TNF-αと抗炎
症性（調節性）サイトカインの IL-10 と
TGF-β産性のバランスに左右されること
が明らかになりつつあることから、MФ の
IL-10 及び TGF-β産性能の経時的変動を解
析した。血清サイトカインレベルの解析
では、IL-10 と TGF-β1 産性は、AIM-/-マウ
スの感染後期で明らかな低下を示してい
た。そこで、肝局在 MФ と骨髄細胞から
GM-CSF と IL-4 の添加培養により誘導した
MФ を用いて、in vitro での LPS 刺激により
産生させた IL-10 と TGF-β1 レベルに関し
ても同様の結果が得られた。また、現在
までの解析から、感染 AIM-/-マウスの感染
防御は野生型 B6 マウスとは異なり、IFN-γ
非依存性であり、感染後期においては
IL-12 や TNF-α産生も低下していることが示
されている。これらの結果から、AIM-/-マウ
スではマラリア感染野生型マウスとは異
なり、感染後期においては TNF-αと IL-10
及び TGF-β産性バランスに関係なく原虫
の排除を亢進させていることが明らかと
なった。 

 
血清と培養 MФレベルでの IL-10 と TGF-β1 産

生の経時的変動 

 
以上の成果から MФが産生するアポトーシ

ス抑制因子(AIM)を欠損するマウスでは、マ
ラリア原虫の早期排除の一端を担うγδT 細胞
は胸腺外分化する腸管局在の Vγ7TCR 陽性細
胞であることが明らかとなったが、Vγ7TCR 陽
性細胞の肝臓や脾臓への移動・集積の機構は
現在のところ不明である。また、MФの機能
解析から、AIM-/-マウスでは感染初期の MФ
の貪食能亢進が原虫排除に大きく貢献して
おり、しかも原虫を貪食した MФ は速やかに
アポトーシスにおちいることで肝傷害を軽
減していることが強く示唆された。これらの

結果は、近年、動脈硬化の原因として酸化コ
レステロールを摂取した MФの AIM 産生亢進
が報告され、AIM の機能制御がその予防・治
療に有効である可能性が示唆する報告とも
一致し (Arai, S., Miyazaki, T. et al. Cell. 
Metabolism, 1: 201-213, 2005)、マラリア
感染における新しい視点での感染防御機構
だけでなく病態形成機序への解明及びその
臨床応用も期待できると考えられる。さらに、
マラリアをはじめとする感染症においては、
MФ の機能としての貪食作用による病原
体の排除やそれに伴う炎症反応の惹起が、
スカベンジャーレセプターを介した脂質
代謝の変動を受ける可能性が推察され、
さらなる解析を進めている。 

 
野生型マウスと AIM-/-マウスにおける原虫

排除機構（概念図） 
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