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研究成果の概要（和文）：強毒株マウスマラリア原虫Plasmodium berghei (Pb) ANKAが引き起こす脳症は、弱毒化マウ
スマラリア原虫であるPb XATを複合感染させることで抑制できる。本研究により、脳症の発症にはMHC class IIを介し
たCD4+T細胞の活性化が重要であることが明らかになった。一方、このMHC class IIを介したCD4+T細胞の活性化はPb X
ATの複合感染によって修飾され、その結果、脳症が抑制されることが示された。複合感染させたマウスでは、MHC clas
s IIを介してPb XATに特異的に応答するCD4+T細胞が誘導されることが示された。

研究成果の概要（英文）：Experimental cerebral malaria (ECM) caused by Plasmodium berghei (Pb) ANKA has 
been suppressed by coinfection with nonlethal Pb XAT. In this study, we showed that CD4+T cells which are 
activated via MHC class II play a crucial role for development of ECM in mice singly infected with Pb 
ANKA. The activation of CD4+T cells via MHC class II in Pb ANKA-infected mice was modulated by 
coinfection with Pb XAT, resulting in the suppression of ECM in mice coinfected with Pb ANKA and Pb XAT. 
Results from analysis using Ciita-deficient mice, which lack MHC class II expression, suggest that Pb 
XAT-specific CD4+T cells were induced via MHC class II in coinfected mice.

研究分野： 医歯薬学
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1. 研究開始当初の背景 
世界各地で報告されている多剤耐性熱帯熱マラリア

原虫の存在と拡散は、致死的な経過をたどる熱帯熱マラ
リア原虫感染に対して治療を行う際に非常に深刻な問題
となってきている。最も致死性の高い脳性マラリアの発
症を、宿主免疫応答を利用して制御する機構が解明され
れば、熱帯熱マラリアの脅威を低減できる可能性があ
る。 

Plasmodium berghei (Pb) ANKA はマウスマラリア原
虫の強毒株である。宿主であるマウスに感染すると、ヒ
トの脳性マラリアと類似する脳症を引き起こすことから、
その病態モデルとして研究に多用されている。この脳症
の発症には CD8+T 細胞が中心的な役割を果たすことが
広く知られている。 

弱毒化マウスマラリア原虫 Pb XAT をマウスに感染さ
せると、マウスは低レベルの原虫血症を引き起こすが、
感染後 30 日程度で自然治癒する。弱毒化原虫 Pb XAT
感染における CD4+T 細胞は防御免疫の成立に重要な
役割を果たすことが明らかにされている (Waki et al. 
1992)。 

強毒株マウスマラリア原虫 Pb ANKA 感染によって引
き起こされる脳症は、弱毒化マウスマラリア原虫である
Pb XAT を複合感染させることで抑制できることが明らか
となっている (Niikura, et al. 2010)。この弱毒化マウスマ
ラリア原虫複合感染による脳症の抑制には、弱毒化マ
ウスマラリア原虫特異的CD4+T 細胞が関与していること
が推察される。そこで、宿主免疫応答を利用してマラリア
の脳症を制御する機構を解明するためには、まず、複合
感染させたマウスにおいて弱毒化原虫 Pb XAT に特異
的な CD4+T 細胞が誘導されていることを明らかにし、次
いで弱毒化原虫Pb XAT特異的CD4+T細胞の誘導機構
について解析する必要があると考えるに至った。 
 
2. 研究の目的 
(1) Pb ANKA が引き起こす脳症を弱毒化マラリア原虫

複合感染が抑制する効果には、MHC class II 分子
とともに提示された弱毒化マラリア原虫抗原に対し
て特異的に反応するCD4+T細胞が関与すると推察
される。そこで本研究では、MHC class II 分子 
(MHC II) を欠損したマウスを用いて、弱毒化マウ
スマラリア原虫特異的 CD4+T 細胞と脳症抑制効果
との関係を明らかにすることとした。 

(2) 弱毒化マウスマラリア原虫である Pb XAT は、X 線
照射によって弱毒化された原虫である。弱毒化の
原因を明らかにすることで、弱毒化原虫特異的
CD4+T 細胞の誘導機構を解明する糸口を掴める可
能性がある。そこで、強毒株と弱毒株間での比較ゲ
ノム解析と比較プロテオーム解析を行い、弱毒化
の原因を特定することとした。 

 
3. 研究の方法 
(1) マウスマラリア原虫の感染 

① マウスマラリア原虫の単独感染 
C57BL/6J マウス(野生型マウス)と、MHC II

の発現に必須な転写因子である Ciita を欠損し
た B6 マウス (MHC II欠損マウス) に強毒株マ
ウスマラリア原虫 Pb ANKA または弱毒化原虫
Pb XAT の感染赤血球 1×104個を静脈注射によ
り感染させ、それぞれの感染における原虫血
症の推移と生存率を解析した。 

② マウスマラリア原虫の複合感染 
野生型マウスと MHC II 欠損マウスに弱毒化

原虫Pb XATの感染赤血球1×104個を静脈注射
により感染させた。Pb XAT 感染後 1 日目に強
毒株Pb ANKAの感染赤血球1×104個を静脈注
射により感染させ、原虫血症の推移と生存率を
解析した。 

(2) 蛍光タンパク質発現原虫の作出 
マウスマラリア原虫への蛍光タンパク質 (GFP ま

たは mCherry) の導入は遺伝子ターゲッティングベ
クターを用いた 2 重交差相同組み換えによって行っ
た (Janse, et al, 2006). 

(3) 蛍光タンパク質発現原虫の計測 
蛍光タンパク質発現原虫は、All-in-One 蛍光顕

微鏡 (BZ9000; Keyence) を用いて観察した。蛍光タ
ン パ ク 質発現原虫の 割合は 、 BZ-II Analyzer 
software (Keyence) を用いて計測した。 

(4) 比較ゲノム解析 
Pb ANKA と Pb XAT を感染させたマウスから採

血し、原虫のDNAを抽出した。Pb ANKAとPb XAT
の塩基配列は、次世代シーケンサー (Illumima 
HiSeq 2000;  Illumina, Inc) により解析した。 

(5) 比較プロテオーム解析 
Pb ANKA と Pb XAT を感染させたマウスから採

血し、18 時間培養した後、シゾントとガメトサイトを精
製した。精製したシゾントとガメトサイトからタンパク
質を抽出し、質量分析計 (Orbitrap Velos;  Thermo 
Fisher Scientific) により解析した。 

 
4. 研究結果 
(1) 強毒株マラリア原虫感染と弱毒化マラリア原虫感染
における CD4+T 細胞の役割 

強毒株Pb ANKA 感染によって引き起こされる脳症に
おける CD4+T 細胞の役割は、これまで明確に示されて
いない。強毒株 Pb ANKA 感染における脳症と CD4+T
細胞との関係について調べるために、MHC II の発現に
必須な転写因子である Ciita を欠損したマウス (MHC II
欠損マウス) を用いて解析を行った。解析の結果、Pb 
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複合感染させた B6 マウスでは、MHC II-弱毒化原虫抗
原複合体は防御免疫に関わる CD4+T 細胞が活性化さ
れており、弱毒化原虫 Pb XAT を特異的に排除すること
が示された。一方、複合感染させたB6マウスでは、感染
後 10 日目以降から原虫血症が増悪したことから、MHC 
II-強毒原虫抗原複合体は原虫排除において抑制的に関
わる CD4+T 細胞を活性化させるのかもしれない。 

 
(3) 比較ゲノム解析と比較プロテオーム解析 

Pb XAT は X線照射によって弱毒化された原虫である。
弱毒化の原因は遺伝子の突然変異であると考えられる
が、原因となる変異は明らかにされていない。Pb ANKA
感染と Pb XAT 感染間における CD4+T 細胞の活性化機
構の違いは、この遺伝子変異に起因すると推測されるこ
とから、Pb XAT の弱毒化の原因を解明することで弱毒
化原虫特異的宿主免疫賦活化機構を明らかにできる可
能性がある。そこで、比較ゲノム解析と比較プロテオー
ム解析により Pb XAT の弱毒化の原因遺伝子を特定す
ることとした。比較ゲノム解析と比較プロテオーム解析
の結果、弱毒化に関わると推定される遺伝子変異が複
数検出された。現在、変異が検出された遺伝子について
解析を進めている。 
 
総括：マラリアの病態重症化を制御する弱毒化原虫特異

的宿主免疫賦活化機構 
本研究により、強毒株 Pb ANKA 感染における脳症の

発症に関わる CD4+T 細胞の活性化には MHC II が関与
することが示された。一方、弱毒株原虫 Pb XAT 感染に
おいてもまた、防御免疫の誘導に重要な役割を果たす
CD4+T細胞の活性化にはMHC IIが関与することが示さ
れた。これらの結果から、Pb ANKA 感染、Pb XAT 感染
ともにCD4+T細胞の活性化にはMHC IIが関与するが、
その活性化機構は両感染間で異なることが示唆された。
この活性化機構の違いは、弱毒株が抗原提示細胞とし
て機能する樹状細胞やマクロファージに認識・貪食され
やすいことに起因すると推察される。 

Pb ANKAとPb XATを複合感染させたB6マウスにお
いて、脳症の発症に関わるCD4+T細胞ではなく、弱毒化
原虫 Pb XAT に特異的な CD4+T 細胞が誘導されること
が示された。この防御免疫に関わる CD4+T 細胞は、Pb 
XAT を貪食した抗原提示細胞が MHC II を介して Pb 
XAT の抗原を提示することで活性化されていると推察さ
れる。一方、複合感染させた B6 マウスにおいて、Pb 
ANKA が優位に増加したことから、MHC II-強毒原虫抗
原複合体は原虫排除において抑制的に関わる CD4+T
細胞を活性化させるのかもしれない。しかし、B6 マウス
は脳症を発症しないことから、Pb XAT 由来抗原の暴露
によって、脳症の発症に関わる CD4+T 細胞の活性化が
阻害されていると考えられる。 

Pb ANKAとPb XATを複合感染させたMHC II欠損マ
ウスでは、弱毒化原虫Pb XAT は排除されることなく、弱
毒化原虫 Pb XAT の原虫血症の比率は高いままであっ
た。弱毒化原虫 Pb XAT の比率が高いことで、複合感染
させた MHC II 欠損マウスの原虫血症は B6 マウスと比
較して抑制され、その結果、MHC II 欠損マウスの生存
期間が延長したと考えられる。 

本研究により、比較ゲノム解析と比較プロテオーム解
析によって Pb XAT の弱毒化に関わると推定される遺伝
子変異が検出されたことから、これまでに明らかにされ
ていなかったマラリア原虫の弱毒化機構を解明できる可
能性がある。マラリア原虫の弱毒化機構の解明は、防御
免疫に関わるCD4+T細胞を誘導するための宿主‐寄生
虫間分子機構を明らかにするだけでなく、マラリアにお
ける獲得免疫成立機構のさらなる解明の突破口となり、
効果的なマラリアワクチン開発に大きく貢献するものと
期待される。 
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