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研究成果の概要（和文）：マラリア原虫感染のマウスモデルを用い、防御免疫応答を制御する新規の制御性T細胞を発
見した研究である。マラリア原虫感染マウスでは、原虫特異的CD4+T細胞の中に抑制性サイトカインIL-27を産生し、他
のT細胞のIL-2産生と増殖応答を抑制する細胞がいる。この細胞は、Foxp3+制御性T細胞、IFN-γ産生Th1細胞やIL-10産
生Tr1細胞とは異なる細胞であり、Tr27細胞と命名した。Tr27細胞は、IL-27依存的に免疫応答を制御し、過剰な免疫反
応を防ぐと考えられる。この細胞の活性を調節することにより、マラリア防御免疫を強化する方策の開発が期待できる
。

研究成果の概要（英文）：We reported unique regulatory CD4+ T cells that produce IL-27, dimeric regulatory 
cytokine of IL-12 family, in response to T cell receptor stimulation during malaria infection, inhibiting 
IL-2 production and clonal expansion of other T cells in an IL-27-dependent manner. IL-27-producing CD4+ 
T cells were malaria antigen-specific CD4+ T cells, and were distinct from Foxp3+ regulatory T cells, 
interferon (IFN)-γ producing Th1, or IL-10 producing Tr1 cells. In mice lacking IL-27 in T cells, IL-2 
production was restored and clonal expansion and IFN-γ production by specific CD4+ T cells were 
improved, culminating in reduced parasite burden. This study highlights a unique population of IL-27 
producing regulatory CD4+ T cells and their critical role in the regulation of the protective immune 
response against malaria parasites.

研究分野：感染免疫学
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１． 研究開始当初の背景 
 
マラリアは、世界的に最も重要な感染症のひ
とつであるが、未だ有効なワクチンは樹立さ
れていない。一方、マラリア感染中にツベリ
クリン反応が陰転したり、他の感染症に感受
性が増したりする免疫抑制が知られている。
これらは、マラリア病態の重要な因子である
が、その機構は十分に理解されていない。 
 
我々は、マラリア原虫感染における免疫制御
機構を明らかにする目的で、マラリア原虫
Plasmodium berghei ANKA (PbA)を用いて基
礎的研究を行ってきた。免疫制御の司令塔で
あるCD4+ T細胞に関する予備実験から、我々
は幾つかの知見を得ていた。まず、PbA感染
マウス CD4+ T細胞は、Ｔ細胞受容体（TCR）
刺激に対する IL-2 産生が低下していること。
また、感染マウス由来 CD4+ T細胞を活性化
させた培養上清には、非感染マウス由来CD4+ 
T細胞の IL-2産生を抑制する因子が含まれて
いること。この抑制因子産生細胞は foxp3 陰
性で通常のＴ細胞（制御性Ｔ細胞ではない）
である。即ち、マラリア原虫感染中、原虫特
異的 CD4+Ｔ細胞が IL-2 産生を抑制するサイ
トカイン様物質を産生する。 
 
抑制因子の本体については、抗体によるブロ
ッキング実験から、 IL-2 産生抑制物質は
IL-10 や TGFなどではないこと。さらに、
EBI3 遺伝子ノックアウト(KO)マウスに PbA
感染を行ったところ、IL-2産生の低下や IL-2
抑制因子の産生は認められず、抑制因子は
EBI3 を含む(EBI3+)サイトカインであること
が示唆された。IL-12 ファミリーのサイトカ
インは、二量体を形成するユニークなサイト
カインで、多くは樹状細胞やマクロファージ
等自然免疫系細胞に発現される。これらの中
で、IL-27（EBI3/p28）と IL-35（EBI3/p35）
には IL-2 産生抑制能があることが知られて
おり、これらのサイトカインが抑制因子の候
補と考えられた。 
 
２．研究の目的 
研究の背景から、「マラリア原虫感染マウス
では、CD4+ T細胞が EBI3陽性サイトカイン
を産生し、感染防御免疫応答を抑制する」と
の仮説を立てた。この仮説を検証し、さらに
踏み込んで原虫と宿主免疫応答の相互作用
におけるマラリア原虫感染の特徴を明らか
にするため、第一に、マラリア原虫感染マウ
スCD4+Ｔ細胞の産生する EBI3とペアになる
分子を同定し、マラリア原虫感染で産生され
る抑制性サイトカインの本体を解明するこ
と。第二に、Ｔ細胞がこの抑制性サイトカイ
ンを産生することができない系を作製し、そ
の感染病態を解析する。マラリア感染中の免
疫抑制における各抑制経路の役割を明らか
にし、これら抑制性細胞機能・分化に介入す
ることによりマラリア感染免疫防御を増強

する新しい方法論を開発することを目標と
した。 
 
３．研究の方法 
(1)  CD4+ T 細胞サブセットの精製 
Foxp3+制御性 T 細胞は、Foxp3 発現をヒト
CD2分子発現でモニターするマウス（理研・
堀先生より供与）により同定．分離した。マ
ラリア原虫感染マウスで、抗原特異的に活性
化された CD４+T細胞は、CD11aと CD49d分
子発現が高いことで区別した。このようにし
て、感染マウスの CD4+ T細胞を Foxp3+ Treg、
原虫特異的細胞（Fop3+CD11ahiCD49dhi）、そ
の他の T細胞（Fop3+CD11aloCD49dlo）の３分
画にソーティングで分離した。原虫抗原特異
的 IFN-産生は、原虫特異的細胞にのみ観察
された。抗 TCR 抗体に対する IL-2 産生は、
Treg と原虫特異的細胞では見られずその他
の細胞で観察された。 
 
(2) 試験管内抑制実験 
Treg、原虫特異的 CD4+ T細胞、その他の CD4+ 
T細胞の IL-2産生と増殖応答に対する抑制活
性を測定した。応答細胞は、ナイーブマウス
の CD4+ T 細胞を用いた。一定数の応答細胞
に３種類の細胞を加え、２日間培養後培養上
清中の IL-2量をELISA 法で測定した。また、
応答細胞を CFSEラベルすることにより、増
殖応答に対する抑制活性を測定した。さらに、
抑制が細胞間相互作用を必要とするか否か
調べるため、トランスウェル培養器を用い、
抑制細胞と応答細胞が直接接触できない条
件で抑制実験を行った。 
 
(3) IL-27の測定方法 
RNAレベルの発現を調べる場合には、細胞か
ら RNAを抽出後、cDNAに変換し、real-time 
PCRを行い、IL-27p28と EBI3の発現レベル
を調べた。培養上清中のサイトカイン量は、
IL-27p28 と EBI3 各分子のサイトカイン
ELISAにより測定した。また、T細胞を抗 TCR
抗体で活性化後、細胞内サイトカイン染色法
により、IL-27p28、IFN-、IL-10 産生を測定
した。 
 
(4) IL-27p28と EBI3結合の証明 
培養液中の IL-27p28と EBI3分子が会合して
いるか否か調べるため、培養上清を抗
IL-27p28 抗体、あるいは抗 EBI3 抗体で免疫
沈降し、上清中に残る EBI3と p28量を ELISA
法で測定した。さらに、捕捉抗体と検出抗体
が p28 と EBI3 に対する抗体を用い、ELISA
で直接会合している IL-27を測定した。 
 
(5) 抑制の IL-27依存性の証明 
IL-27p28 と EBI3 の遺伝子ノックアウトマウ
スは、連携研究者の佐賀大学・吉田裕樹教授
より供与していただいた。これらのマウスに
マラリア原虫感染を行い、CD4+ T細胞を分離
することにより、IL-27欠損の CD4+T細胞で



抑制活性があるか調べた。 
 
(6) T細胞とマクロファージの IL-27 
マラリア原虫感染マウスの脾臓から CD4+ T
細胞、マクロファージ、樹状細胞を各々分離
精製し、real-time PCR法により IL-27発現を
調べた。さらに、TCRβ 鎖遺伝子ノックアウ
トマウスに野生型、p28 ノックアウト、EBI3
ノックアウトマウスの各 CD4+ T 細胞を受け
身移入し、T 細胞のみに IL-27 を欠損するマ
ウスを作成してマラリア原虫感染実験を行
った。 
 
４．研究成果 
(1)新規抑制性 CD4+ T細胞 
マラリア原虫感染マウスから分離した
Foxp3+制御性 T細胞（Treg）、原虫特異的 CD4
＋ T 細胞（Fop3+CD11ahiCD49dhi）、その他の
CD4+ T細胞（Fop3+CD11aloCD49dlo）の原虫抗
原と抗 TCR 抗体刺激に対するサイトカイン
産生を調べた。原虫抗原に対しては、
Fop3+CD11ahiCD49dhi CD4+ T 細胞のみが
IFN-γ を産生し、抗原特異的細胞であること
を確認した。抗 TCR 抗体刺激に対しては、
Treg、原虫特異的 CD4＋T細胞の IL-2 産生は
なく、その他の CD4＋T細胞でのみ IL-2産生
が確認された。さらに、Treg と原虫特異的
CD4＋T細胞の抑制能を調べたところ、共培養
により両細胞とも応答細胞の IL-2 産生と増
殖応答を量依存的に抑制した。さらに、トラ
ンスウェルプレートを用いた実験から、Treg
からの抑制には細胞接触は必要であるが、原
虫特異的 CD4＋T 細胞による抑制には細胞の
接触は必要ないことが明らかになった。即ち、
原虫特異的 CD4＋T 細胞は抑制性の因子を産
生する。 
 
(2)IL-27を産生する CD4+T細胞 
原虫特異的 CD4＋T 細胞が産生する抑制因子
を解明した。Real-time PCRでは、原虫感染マ
ウスの Fop3+CD11ahiCD49dhi T細胞で p28 と
EBI3の RNA発現が高まっていた。これらの
細胞を抗 TCR 抗体あるいは原虫抗原で刺激
して２日間培養すると、培養上清中に p28と
EBI3 を ELISA で 検 出 し た 。 Treg や
Fop3+CD11aloCD49dloCD4＋T 細胞では検出さ
れなかった。また、p35は検出されず、IL-35
（p35と EBI3の二量体）ではないことを確認
した。さらに、捕捉抗体と検出抗体が p28と
EBI3 に対する抗体を用いた ELISA により、
培養上清中の p28 と EBI3 が会合しているこ
とを確認した。抗 p28抗体で免疫沈降した後
の上清には EBI3は 40%程度の EBI3が p28と
会合しておらず、他の分子と会合するか単独
で存在すると考えられた。一方、p28 の殆ど
は EBI3と会合していた。抗 EBI3抗体で免疫
沈降した後の上清には p28 は検出されず、
EBI3の殆どは p28と会合していた。いずれに
せよ、どちらの抗体で免疫沈降した場合にも
残りの上清にはT細胞の抑制活性は認められ

ず、抑制活性は p28と EBI3が会合した IL-27
によるものであることが確認された。 
 
細胞内サイトカイン染色法により IL-27p28
発現細胞の同定に成功した。CD4+ T 細胞の
3-5％が p28陽性であった。IFN-γ陽性細胞は
10%程度であったが、p28 陽性細胞と IFN-γ
陽性細胞は異なる細胞であった。また、IL-10
産生細胞は多くが IFN-γ陽性細胞と重なって
おり、p28陽性細胞とは異なる細胞であった。
以上により、IL-27 産生細胞は IFN-γ 産生の
Th1細胞や、IL-10産生の Tr1細胞とは異なる
細胞であることが明らかになり、この IL-27
産生細胞を Regulatory T cells producing IL-27、
Tr27細胞と命名することを提案した。 
 
(3)抑制は IL-27によることの証明 
抑制活性を有する培養上清から抗体を用い
てサイトカイン活性を中和することにより、
抑制活性の大部分は IL-27 によるものであり、
IL-10 や TGF-の役割はわずかであることが
確認された。さらに、p28 ノックアウトマウ
ス、EBI3ノックアウトマウスにマラリア原虫
を感染させ、そこから分離した CD4+ T細胞
を用いた実験では抑制活性が認められなか
ったことから、感染マウスCD4+ T細胞の IL-2
産生抑制と T 細胞増殖抑制能は、IL-27 依存
的であることが確認できた。 
 
(4)T細胞の産生する IL-27の感染病態におけ
る意義 
マラリア原虫感染マウスの脾臓から、
Fop3+CD11ahiCD49dhiCD4＋T 細胞、マクロフ
ァージ、樹状細胞を分離し、real-time PCRに
より p28 発現を比較した実験により、
Fop3+CD11ahiCD49dhiCD4＋ T 細胞はマクロフ
ァージより p28 発現が多いことがわかった。
一方、樹状細胞は p28発現を検出できなかっ
た。TCRβ 鎖遺伝子ノックアウトマウスに野
生型、p28ノックアウト、EBI3ノックアウト
マウスの各 CD4+ T 細胞を受け身移入し、T
細胞のみに IL-27 を欠損するマウスを作成し
た。このマウスにマラリア原虫を感染させる
実験では、T 細胞にのみ IL-27 を欠損するマ
ウスでは血清中 IFN-γ 値が高く、T 細胞の抗
原刺激に対する IFN-γ産生能も高かった。ま
た原虫抗原特異的 CD4+ T細胞のクローン増
殖も亢進していた。さらに、原虫血症は低下、
体重減少も軽減し、生存率も改善した。即ち、
T 細胞にのみ IL-27 を欠損するマウスではマ
ラリア原虫感染に対する防御免疫能が高ま
っていた。 
 
(5) 結語 
マラリア原虫感染マウスでは、抗原特異的に
CD4+ T 細胞が活性化してエフェクター細胞
Th1 に分化するが、その際に Th1 とは別に
IL-27を産生する Tr27細胞が分化することを
明らかにした。この細胞は、IL-27 依存的に
他の T細胞の IL-2産生と増殖反応を抑制し、



結果として防御免疫応答を抑制的に制御す
る。マラリア原虫感染は、全身疾患であり、
激しい免疫応答はしばしば宿主に強いダメ
ージを残す。Tr27細胞によって免疫応答を制
御することにより、このようなダメージから
宿主を保護する作用があると考えられる。
IL-27 は、マクロファージなどの自然免疫系
の細胞にも産生されるが、マラリア原虫感染
防御に関しては Tr27細胞の発現する IL-27が
防御免疫抑制に有効に機能する。 
 
我々の調べた範囲では、Tr27細胞の誘導はリ
ステリア感染では観察されなかった。一方、
結核患者の胸水中に IL-27を産生する T細胞
が検出されることを中国のグループが報告
している。Tr27細胞が、どのような感染症や
疾患で誘導されるのか、今後明らかにしてい
きたい。特に、マラリア患者を始め慢性感染
症患者で Tr27細胞が誘導されるのか、臨床応
用を視野に入れて今後の研究を進める。一方、
Tr27細胞の誘導機構については、今後の研究
が期待できる。Tr27細胞誘導には Th1、Th2、
Th17 細胞の誘導に見られるようなサイトカ
インの関与はあるのか、運命を決定るする転
写因子は何なのか、今後の大きな課題である。 
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