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研究成果の概要（和文）： 
IL-2 産生を抑制する因子を同定するために、イオン交換カラムを用いて精製を試みたところ抑制活性を

含む分画が得られた。しかしながらこの分画には可溶性 IL-2 が含まれていることも確認されたことから、

新規抑制性サイトカインではなく可溶性 IL-2 受容体による IL-2 の消失が新たな可能性が示唆された。そ

こで IL-2受容体に対するカラムを作成し抑制因子を含む分画から可溶性 IL-2受容体を除去して抑制能が

失われるかを検討したところ、可溶性 IL-2 受容体除去しても除去前と同様の抑制能が得られた。 
初期精製（イオン交換カラム）で得られた分画には培地に含まれる牛血清成分が多く含まれていた。さら

に抑制因子とアルブミン等は等電点が近くイオン交換カラムではこれ以上の分離が不可能であることが

明らかとなった。そこで硫安塩析法による分画を検討したところ、30-40%飽和度において抑制因子を含

む分画を得たうえに高濃度に濃縮することができた。 
我々は CD4+ T 細胞のマラリア原虫抗原特異的なサイトカイン産生が IL-2 依存的であることを明らかに

し報告した(Int. Immunol.)。これは、マラリア原虫感染によって引き起こされる IL-2 産生抑制メカニズム

を明らかにしようとする本研究計画の意義について異なる角度から証明した。 
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１．研究開始当初の背景 
マラリア原虫感染すると、宿主免疫応答が抑

制されることが知られている。しかしながら、

その抑制メカニズムは十分に明らかにされ

ていないばかりでなく、原虫によってどのよ

うな免疫修飾が引き起こされているのかす

らよくわかっていない。このことは、有効な

ワクチンが未だに開発されていない大きな

原因の１つと考えられる。よって、免疫抑制

メカニズムの解明および免疫修飾に関する

研究は必須である。これまでに我々は以下の

点について明らかにしており、マラリア原虫

感染による新たな免疫抑制メカニズムの可

能性を示した。 

(1) in vivo における CD4+ T 細胞の増殖は、
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マラリア原虫感染により抑制される。 

(2) マラリア原虫感染によって、CD4+ T 細胞

は IL-2 選択的に産生欠如となる。 

(3) マラリア原虫感染マウスの CD4+ T 細胞

は、CD25+ Treg 非依存的に T 細胞の IL-2 産

生を抑制する。 

(4) マラリア原虫感染マウスの CD4+ T 細胞

は、液性因子によって T 細胞の IL-2 産生を

抑制する。 

(5) IL-2 産生の抑制は、既知の抑制性サイト

カインによるものではない。 

 
 
２．研究の目的 
新規抑制性サイトカインを同定するために、

マラリア原虫（Plasmodium berghei ANKA）

感染マウス CD4+ T 細胞の培養上清から正常

T 細胞の抗原刺激に対する IL-2 産生を抑制

する物質を分離精製することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
1) 感染マウスCD4+

目的分子をできるだけ多く含む検体を準

備するために以下の操作を行う。 

 T細胞の培養上清の回収 

・感染マウスの脾細胞からCD4+

・抗T細胞受容抗体をコーティングしたプ

レート内にて48時間培養後上清を回収

する。 

 T細胞を

精製する。 

・回収上清の一部を非感染マウスのCD4+

・限外濾過等を用いた濃縮の検討を行う。 

 

T細胞の培養に添加し、IL-2抑制能を確

認する。 

2) カラムクロマトグラフィによる精製 

準備した検体よりできるだけ少ないステ

ップで効率よく目的分子を精製するため

に初期精製、中間精製、最終精製の特性を

考えて行う。 

・初期精製：大量の検体を一度にカラムに

かけることが可能で分離能の高いイオン

交換カラムを用いて分画する。 

・中間・最終精製：初期精製後透析の必要

がないだけでなく、イオン交換カラムでは

不可能な低塩濃度での分離に適している

疎水性カラム、あるいは分子量で分離でき

るゲルろ過を適宜使い分けて分画する。 

・各カラムによる分画後、蛋白を含む分画

について透析および濾過滅菌処理を行う。

これを非感染マウスCD4+

3) 抗原特異的増殖抑制の解析 

 T細胞の培養に添

加し、IL-2抑制分子を含む分画を特定する。 

・OT-II 細胞をCFSE ラベルし、B6 マウ

スに移入してPbA感染させた。その後、原

虫血症が上昇し始めたらOVA を腹腔か

ら100mg 、pCAGGS/mIL-2 を尾静脈か

ら0.5mg/2ml を投与した。 
 

４．研究成果 

1）抑制因子は蛋白質である。 

マラリア原虫感染マウスの CD4+ T 細胞を刺

激・培養することで得た上清を蛋白分解酵素

（ proteinase K ）で十分な処理（ 37℃, 

120min）を行った後、非感染マウスの CD4+T

細胞を抗 TCR 抗体刺激と同時に加えた。未

処理の感染マウスの CD4+T 細胞培養上清を

添加した場合、IL-2 産生は低下するのに対し、

処理したものを加えた場合 IL-2 産生は低下

しなかった（図 1）。このことから抑制因子が

たんぱく質であることが強く示唆された。 

 
2) 抑制因子は IFN-γ ではない。 

感染マウスの CD4+T 細胞培養上清中に含ま



 

 

れるサイトカインで最も高値を示すのが

IFN-γ である。さらに以前に IFN-γ を中和し

た結果抑制効果がわずかに減弱した。そこで

IFN-γ の IL-2 産生抑制への関与について確

認する目的で、 IFN-γ KO マウスを用いて

再検討した。マラリア感染した KO マウスの

CD4+ T 細胞を抗 TCR 抗体刺激したところ、

その培養上清には IFN-γ は含まれていない

にも関わらず IL-2 産生を抑制する能力が認

められた。 

 

3) IL-2 産生低下に可溶性 IL-2 受容体は関与

していない。 

感染マウスの CD4+T 細胞の

培養上清には、非感染に比べ

有意に高いレベルの可溶性

IL-2 受容体が認められた。

このことから、 CD4+ T 細

胞が産生した IL-2 は、可溶

性 IL-2 受容体と結合することで中和されて

いる可能性が新たに考えられた。そこで、感

染マウスの CD4+T 細胞の培養上清中に含ま

れる可溶性 IL-2 受容体をカラムを用いて除

去し、IL-2 抑制能が残存するか確認した（図

3-b,c）。 

 
その結果、可溶性 IL-2 受容体が除去された

分画に抑制活性が認められ、可溶性 IL-2 受

容体が含まれる分画には抑制活性は認めら

れなかった 。以上から IL-2 産生抑制に可溶

性 IL-2 受容体は関与していないことが明ら

かとなった。 

 
4) 硫安分画による粗精製 

結果硫酸アンモニウムをサンプルに 30-40% 

飽和度になるように添加した際の析出した

ものに IL-2 産生抑制効果が認められた。蛋

白量としては 1/15 程度まで減らすことが出

来、且つサンプルを高濃度に濃縮できた。 

 

  
現在この濃縮サンプルを用いてゲルろ過に

よる分離精製を検討中である。 

5) マラリア原虫感染中における IL-2 増補効

果の検討。 

前述したようにマラリア原虫感染によって

CD4+ T細胞の抗原特異的増殖は抑制される。

この原因がCD4+ T細胞の IL-2産生低下によ

るものかどうか明らかにする目的で、強制的

にマウス体内で IL-2 を発現させることがで

きる pCAGGS/mIL-2 の大量投与法を用いた。

その結果、非感染マウスへの OVA 単独投与

で認められた OT-II の分裂は感染マウスでは

著しく低下していた。しかしながら、 

IL-2 (ng/ml) 



 

 

pCAGGS/mIL-2 を投与することで、PbA 感

染による増殖低下は回復していた。このこと

から、感染による抗原特異的 CD4+T 細胞増

殖抑制は、IL-2 低下が原因である可能性が示

唆された。  
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