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研究成果の概要（和文）：消化管粘膜では、リンパ球のほか自然免疫系の細胞や腸管上皮・平滑筋細胞などが連携して
生体防御に重要な役割を果たしている。本研究では、線虫感染マウスモデルを用いて、感染初期ステージの消化管粘膜
局所のさまざまな細胞の役割とその連携機構を調べた。その結果、感染直後は自然リンパ球が最初に活性化して2型サ
イトカインを大量に産生するが、その後収束し、続いてTh2の活性化が始まることが示唆された。自然リンパ球の活性
の収束にはIFNgammaが重要な役割を果たす可能性が考えられた。一方、メモリー応答では感染直後からTh2が主要な役
割を果たしていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The coordinated actions of lymphocytes, innate immune cells, epithelium, and 
smooth muscles can play an important role in host intestinal immune function and homeostasis. We 
investigated type2 immune responses in early stage against nematode parasite in the murine intestine. The 
results suggested that innate immune cells initiate production of type2 cytokines, communicate with other 
immune cells including T cells and mediate adaptive pathogen-specific immune responses to eliminate 
pathogens. INFgamma; might regulate the termination of innate immune responses in the early stage. While, 
Th2 play mainly in memory responses against re-infection of nematode parasite.

研究分野：動物免疫学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 

感染防御システムにおいては、迅速に適切

な免疫応答を開始し、必要な免疫細胞や分子

を誘導して病原体を排除するための細胞間

ネットワークが非常に重要である。不十分・

不適切な応答が起これば、感染が成立するだ

けでなく、宿主組織に損傷を与えることもあ

る。慢性炎症性疾患やアレルギーなど多くの

疾患にはこのような不適切な免疫応答が関

与していることが多いが、その解決のために

は生体内で起こっている免疫応答を正確に

とらえることが大前提となる。げっ歯類の消

化管内寄生線虫である Heligmosomoides 

polygyrus (Hp)は小腸粘膜下にシストを形成

し、感染局所における免疫応答を調べるのに

非常にすぐれたモデルであり、本モデルを用

いて 2型免疫応答の機序の詳細が解明されて

きた。Hp を排除するためには、感染初期に

適切な免疫応答を誘導することが不可欠で

あるが、これまでその主役は 2型ヘルパーＴ

細胞(Th2)とされてきた（Paul WE & Zhu J. 

Nat Rev 2010）。しかし、最近、ナチュラル

ヘルパー（ＮＨ）細胞をはじめとする自然免

疫系の細胞(ILCs)が、2 型免疫応答の初期ス

テージに極めて重要な働きをすることが報

告され（Moro K, et al. Nature 2010）、さら

に、粘膜上皮細胞や平滑筋細胞のような非免

疫細胞についても、生体防御に関与する分子

メカニズムが解明されつつある。すなわち、

感染体の存在する粘膜局所では、多種類の細

胞がオーケストラのように相互作用して、感

染体の排除に働いていると考えられるが、そ

の全貌は明らかになっていない。特に、自然

免疫系から獲得免疫系への細胞間連携の重

要性は明白であるが、その機序は未だ解明さ

れていない。また、プライマリー応答（初感

染）とメモリー応答（再感染）の違いも明ら

かでない。 

申請者は、これまでに種々の線虫感染モデ

ルマウスを用いて腸管生理学の視点から小

腸の機能的変化を検討してきた（Morimoto 

M. et.al. J. Immunol. 2004, 2006, 2009）。腸

管は食物や細菌などさまざまな非自己成分

に対応する特殊な臓器であるため、極めて複

雑な応答を適切に行う必要がある。したがっ

て、その全貌を明らかにするためには、個々

の細胞の応答をとらえることはもちろん、感

染体のアプローチから排除に至るまでの生

体の防御機構を複合的に考察する必要があ

る。Hp 感染系はその解明のために最も優れ

たモデルの一つである。 

 

２． 研究の目的 

感染初期ステージは感染体を排除できる

か否かのカギをにぎる重要な過程である。前

述のように、2 型免疫応答に関与する自然免

疫系の細胞が次々に発見され、寄生虫感染防

御やアレルギー疾患の機序解明への期待が

高まっている。しかし、自然免疫系から獲得

免疫系の発動には免疫細胞だけでなく、上皮

などの非免疫細胞も関与しており、これらの

各種細胞のクロストークについては未だ不

明な点が多い。本研究では、線虫感染マウス

モデルを用いて、感染初期の消化管粘膜局所

のさまざまな細胞の役割とその連携機構を

明らかにし、2 型免疫応答の誘導メカニズム

を解明することによって、寄生虫コントロー

ルやアレルギー疾患の予防・治療に資するこ

とを目的とした。 

 

３． 研究の方法 

(1) 樹状細胞の関与：Th2 応答の開始に樹状

細胞がいかに関与するのかを明らかにする

ため、免疫恒常性の維持に重要であるとされ

るペア型イムノグロブリン様受容体（PIR）

のうち、抑制機能を持つ PIR-B欠損マウスを

用いて Hp を感染させた。2 型免疫応答の誘

導における樹状細胞の関与について、特に

B7や OX40については報告があるが、PIR-B

がどのように関与するのかということにつ



いては、これまで全く調べられていない。そ

こで、Hpを感染させた PIR-B欠損マウスを

感染初期に経時的にと殺し、小腸および腸管

膜リンパ節を採取して IL-4, IL-13, IFN 

IL-6, IL-10 などのサイトカイン遺伝子の発

現をリアルタイムPCR法で解析した。また、

小腸および腸管膜リンパ節の凍結切片を作

成し、集積する免疫細胞のフェノタイプを免

疫染色によって同定した。さらに、小腸粘膜

下の免疫細胞を採取してフローサイトメト

リ法を用いてフェノタイプを解析した。また、

虫が排除されるかどうか調べるため、小腸粘

膜に残った虫をカウントした。 

（２）上皮細胞と T細胞の活性化：NH細胞

に関するこれまでの報告では、線虫感染の非

常に初期にNH細胞を含む自然免疫系が活性

化し、IL-13 の産生を始めることが示されて

いる。NH細胞の活性化は IL-33や IL-7依存

的であり、そのソースは上皮細胞と考えられ

るが、少なくとも線虫が小腸に達して上皮に

接触する前にそのような活性化がどこから

起こるのかは非常に疑問である。そこで、Hp

の3期幼虫をBalb/cマウスに経口的に感染さ

せ、感染直後から経時的にと殺して小腸の凍

結ブロックを作成し、LCM 法を用いて上皮

細胞を採取した。そこからRNA抽出後 cDNA

を合成し、リアルタイム PCR 法を用いて、

IL-33、IL-25などの遺伝子発現定量解析を行

った。同時に、病理切片を作成してヘマトキ

シリンエオジン(HE)染色により線虫が粘膜

にアプローチする時点を確認し、サイトカイ

ン産生の時間経過と比較した。 

（３）再感染時の応答：Hp は初感染では持

続感染となるが、薬剤にて虫を排除したのち

再感染させると、迅速で強力な 2型免疫応答

が起こって虫が排除される。この違いはどこ

から生じるのか。研究代表者は再感染時の応

答には特に感染初期の 4日目までの応答が重

要であることを報告しているが(Morimoto 

M. et al. J. Immunol. 2004)、感染直後から 4

日目までの詳細については明らかにしてい

ない。そこで、Hpの再感染モデルを作成し、

同様の実験を行ってメモリー応答における

各種細胞の役割を検討した。具体的には、初

感染 14日後に駆虫剤（コンバントリン）2mg

を投与し、50日後に再感染を行って、その後

経時的にサンプリングを行った。 

 

４．研究成果 

（１）樹状細胞の関与：消化管内寄生虫であ

る Hp がマウスに感染すると T 細胞は Th2

細胞へと分化し、Interleukin（IL）-4や IL-13

などの 2 型サイトカインの増大によって Hp

の排除が起こる。本研究では、この 2型免疫

応答の初期ステージに関わる細胞として樹

状細胞の働きに着目した。樹状細胞は侵入し

た病原体を補足し、抗原提示によって適切な

免疫応答を開始するに必須の細胞である。し

かし PIR-B をノックアウトしたマウスでは

樹状細胞の成熟が阻害される。PIR-B は

PIR-A と対を成して免疫細胞上に存在する

受容体の一つであり、PIR-Bを欠損したマウ

スでは未熟な樹状細胞により炎症性サイト

カインである IL-12が十分に産生されず、免

疫応答が Th2 型へと偏ることが報告されて

いる。 

そこで、PIR-B-/-マウスにHpを感染させ、

小腸におけるサイトカイン遺伝子の発現を

解析したが、2 型サイトカインである IL-4、

IL-13、IL-10発現について PIR-B-/-マウスと

PIR-B+/+マウスに有意な差はなく、Th1サイ

トカインである IFN-γ、IL-6についても同様

であった。また、シスト周辺に集積する免疫

担当細胞（好中球、CD4⁺T細胞、樹状細胞）

にも差は見られなかった。 

次に、Hpをいったん駆虫し、再感染させた

後、IL-4、IL-13、IL-10の発現を調べたとこ

ろ、IL-4および IL-10は 4日目でピークを迎

え、7 日目では発現が低くなっていたが、

PIR-B-/-マウス、PIR-B+/+マウス間に有意な



図１. 小腸における IL-4 遺伝子の発現 

図 3. 腸間膜リンパ節細胞の IL-4 遺伝子の

発現 

図２.腸間膜リンパ節における CD4+CD25+細

胞の数 

差は見られず、他の 1型サイトカインについ

ても同様であった。 

 以上のことから、樹状細胞が未成熟な状態

であっても、Hp の初感染および再感染後に

誘導される2型免疫応答は阻害されないこと

がわかった。 

（２）上皮細胞と T細胞：消化管内寄生虫で

あるHpがマウスに感染すると T細胞は Th2

細胞へと分化し、IL-4や IL-13などの 2型サ

イトカインの増大によって Hpの排除が起こ

る。そこで、感染直後から 8日目までのサイ

トカイン産生の変動と消化管上皮の働きに

ついて解析した。 

 Balb/c (8週齢)マウスに Hpを経口感染さ

せ、感染直後から経時的（Day0,1,2,3,4,5,8）

に腸間膜リンパ節と小腸を採取して種々の

解析を行った。その結果、小腸では、感染直

後から IL-4、IL-13、IL-33 遺伝子の発現が

一時的に上昇した後、減少し、さらに 4、5

日目から再び上昇する一方（図１）、IL-25、

TLR2、TLR4は変動しないことがわかった。 
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また、HE 染色による小腸組織の病理学的

解析により、感染 3日目からシストが形成さ

れていることを確認した。さらに、蛍光免疫

染色により、シスト周辺における CD4 陽性

細胞の集積は感染 3 日目から徐々に始まり、

感染 8日目に最大となることが確認された。 

一方、腸間膜リンパ節で IL-4、IL-13の遺

伝子発現が始まったのは感染 4日後になって

からであり、CD4/25 陽性細胞の割合も 5 日

目になって上昇を示した（図 2）。腸間膜リン

パ節から分離した腸間膜リンパ節細胞を培

養した結果、感染後 4 日目から IL-4 の産生

が起こることが確認された（図 3）。
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LCM 法により採取した小腸上皮の解析の

結果、IL-33 の産生は感染直後（Day0～2）

に見られることも確認された。虫体のシスト

形成および腸間膜リンパ節細胞の活性化以

前に小腸粘膜下にサイトカイン産生を誘導

する機序については、今後さらに解析する必

要がある。 

一方、本研究の期間中に、線虫感染の初期

ステージに重要とされる自然リンパ球は

IFNによりその作用が抑制されるという報

告があった。そこで、初回感染のゼロ日から

8 日目までの小腸組織における IFNの発現



図４.小腸における IFN遺伝子の発現 

を調べたところ、興味深いことに感染 2日目

に非常に強い発現が見られ、その後減少し、

5 日目から 8 日目には非感染レベルに推移す

ることがわかった（図４）。したがって、初

回感染の初期ステージではまず自然リンパ

球が活性化して２型サイトカインを大量に

産生するが、感染２日目以降に増大する IFN

によりその活性が抑制され、続いて Th2 の活

性化が始まる可能性が考えられた。 
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（３）再感染時の応答：げっ歯類の消化管寄

生線虫である Hpは、初感染では持続感染と

なるが、薬剤にて虫を排除したのち再感染さ

せると、迅速で強力な 2型免疫応答が起こっ

て虫が排除される。最終年度は、この再感染

モデルを作成してサイトカイン遺伝子の発

現と小腸粘膜下に集積する細胞群のフェノ

タイプについて調べた。その結果、腸間膜リ

ンパ節において、初感染時には感染４日目以

降に見られた IL-4 および IL-13 の発現上昇

は、再感染時には２日目に確認され、初感染

時よりも Th2 の活性化が早く始まっている

ことが示唆された。また、再感染時は感染４

日後にはすでに多数の CD4 陽性細胞が小腸

粘膜下に集積しており、メモリー応答では

Th2 が感染直後の初期ステージから主要な

役割を果たしている可能性が考えられた。 
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