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要旨: 病原体感染におけるマクロファージ細胞を主とするinnateimmunityの機能解析

を行い、病原体の感染に際して早期に機能するinnateimmunityの細胞群、特にマクロ

ファージ系の細胞が、抗原提示機能を介して獲得免疫系を活性化するのみならず、その反

応の方向をも規定している可能性を示した。このとき、獲得免疫系のT細胞の抗原特異性

とは全く別の抗原性を持つ病原体の感染であっても、抗原特異的なT細胞の分化をコント

ロールしていること、すなわち、一種類の病原体の感染により免疫系全体がシフトするこ

とが示された。したがって、マクロファージ系細胞の機能制御は、病原体感染における感

染病態制御のために重要であると考える。

KEYWORDS:自然免疫系、獲得免疫系、病原体感染、抗原提示機能、 T細胞の分化

研究報告

研究目的:細菌・原虫感染の第一次防御線としてのマクロファージやNK細胞が、それ以

後に続く第三次防御線としてのT細胞・ B細胞を中心とする免疫系をコントロールしてい

る。感染病原体の種類によりマクロファージ系細胞が異なる機序で異なる質の活性化を受

ける可能性が考えられる。本研究では、生体防御における指令センターと云う視点からマ

クロファージ .NK細胞系のネットワークに焦点を当てて解析する。生体防御の指令セン

ターをどの方向に向けるかを規定する刺激が何かを明らかにし、この刺激を人為的にコン

トロールすることにより、感染症の制御法の開発を目指す。

研究方法:1)感染防御に作用する遺伝子の発現が障害されている遺伝子ターゲ、ットマウ

スで、細菌感染と原虫感染で活性化される応答遺伝子を調べる。併せてマクロファージ・
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NK細胞のネットワークでコントロールされているT細胞系の機能解析を行う。

2)感染に伴う T細胞の機能的サブセットの分化を、病原体とは特異性の異なるT細胞

レセプターを導入したトランスジェニックマウスを用いて解析する。これにより、病原体

感染に伴い免疫系全体がどのような影響を受けるかを調べる。

3)骨髄細胞をヘルパーウイルスフリー組み替え型レトロウイルスで形質転換し、マク

ロファージ系細胞株を樹立する。これを用いて、種々の病原体の感染実験を行い、ター

ゲ、ツトとなる感染初期遺伝子を分離・同定する。この遺伝子についてその発現調節機能や

生体内における機能、特に、どの様にして生体の感染防御系をコントロールしているかを

明らかにする。さらに、マウスにこの遺伝子を導入、あるいは欠損させ、感染病態に対す

る影響を調べる。

これら一連の解析により、感染防御における初期応答遺伝子の機能を明らかにすると共

に、細菌・原虫感染における第一次防御線としてのマクロファージ系細胞 .NK細胞ネッ

トワークが、どの様な機序で、 T細胞・ B細胞を中心とする第二次防御線のコントロール

センターとして機能しているかを明らかにするとともに、その制御法を開発する。

研究結果:1) IRF-1遺伝子欠損マウスではタイプ1T細胞反応に異常がある。病原体の

感染防御にはマクロファージそのものの活性化は重要であるが、さらに、マクロファージ

を活性化するタイフ1T細胞が感染抵抗性を賦与することを考えあわせると、 IRF-1遺伝

子欠損マウスではタイプ1T細胞型の免疫応答が障害されている可能性も考えられる。

1 R F-1は転写因子として、上述したように免疫応答に関与している重要な複数の遺伝

子の転写を調節している。そこで、 T細胞サブセット分化に関わる遺伝子に関して検討し

たところ、以下のようにタイプ1T細胞への分化のキ一分子である 1L-1 2遺伝子の発

現をもコントロールしていることが明らかになった。

ア) 1 L-1 2遺伝子の発現障害によるタイプ1T細胞サブセットへの分化障害。

リステリア菌、百日咳菌、リーシュマニア原虫感染におけるIRF-1遺伝子欠損マウスと

その野生型マウスのT細胞サイトカイン応答を比較した。野生型マウスでは強い IFNγ

産生が認められ、タイプ1T細胞反応が起きている。これに対して、 IRF-1遺伝子欠損マ

ウスでは、 IFNγ産生が低く、 1 L-4産生が高い。したがって、このマウスでは、本

来起きるはずのタイプ1T細胞の誘導が起きず、むしろ、 T細胞反応はタイプ2T細胞サ

ブセットの誘導へと偏りを示していることが分かる。これらの結果は、菌の増殖カーブお
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よび足販の腫脹から推測された様に、 IRF-1遺伝子欠損マウスでは感染に伴い、本来感染

に抵抗するためにマクロファージの機能を活性化するのに必要なタイプ1T細胞反応が起

きず、 T細胞サブセットがタイプ2T細胞サブセットに偏っていることを示している。

それではなぜIRF-1遺伝子欠損マウスでこの様なT細胞サブセットの偏りが生じるのか

である。マクロファージからの 1L-1 2産生は、 LPSとIFNγ とにより誘導され

る。そこで、 IRF-1欠損マウスでの 1L-1 2遺伝子発現を調べると、全く検出できな

かった。 TNFα遺伝子の発現が野生型と同程度に認められることから、 LPSによるマ

クロファージの活性化は正常に起こっていると考えられる。この点は、 1 L-1 2遺伝子

プロモーター部分を用いたルシフエラーゼ法およびゲルシフト法により、 IL-12p40 

遺伝子プロモーター部分にIRF-1結合部位があることが示され、したがって、 1 L-1 2 

遺伝子発現の差は転写レベルでの差であり、 IRF-1分子が IL-12p40遺伝子の発現を

制御していることが明らかとなった。

イ)マラリア原虫感染。

ネズミマラリア原虫 (P.berghei )感染で調べてみると、 1 L-1 2の遺伝子の発現が

障害されているはずのIRF-1遺伝子欠損マウスでも， 1 FNγ産生T細胞が誘導されるこ

とが明らかになった。 P.berghei感染を見ると， IRF-1遺伝子欠損マウスでも野生型とほ

ぼ等しい程度に IFNγ産生T細胞が誘導されている。マラリア原虫感染マクロファージ

を刺激したときの 1L-1 2遺伝子の発現を調べると、非感染マウスに比べて、遺伝子発

現の転写レベルでの抑制が認められる。この機序は現在解析中でまだ不明であるが、麻疹

ウイルス感染時に認められる転写レベルでの 1L-1 2遺伝子発現抑制に似た機序であろ

うと考えている。これらのことは、タイプ1/タイプ2T細胞サブセット分化過程に 1L-

1 2の関与しない経路が存在することを示唆している。

さらに，マラリア原虫ゃいくつかの病原体に対する反応では， IRF-1遺伝子欠損マウ

スで 1L-4産生細胞の誘導が等しく認められる。このことは，この 1L-1 2非依存性の

経路は，タイプ1/タイプ2T細胞サブセットへの従来から知られている誘導経路とは独立

して機能していることを示唆している。この点に関しては今後さらに解析を進める予定で

ある。

2) T細胞サブセットの分化はマクロファージ系細胞のレベルで抗原非特異的にコント

ロールされている。

ア)マクロファージ系細胞の添加による機能の補償。
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IRF-l遺伝子ノックアウトマウスと野生型マウスのT細胞サブセットを、非感染の状態

(ナイーブ)で調べると、 2つの系統でIFNγ産生および 1L-4産生の程度に違いは

認められなかった。すなわち、 T細胞サブセットの偏りは認められないこと、換言すれ

ば、ナイーブな状態ではThOタイプ (pTh)までの分化はIRF-l遺伝子欠損マウスでも正常

に起こっていると考えられる。したがって、 T細胞サブセットの偏りの原因はナイーブT

細胞が外部からの刺激によりpThから分化する過程にあり、しかも、 T細胞そのものには

差が認められないことから、 T細胞と抗原提示細胞間の問題である可能性が考えられる。

ここまで見てきたIRF-l遺伝子欠損マウスで認められる機能的T細胞サブセットへの分

化障害が 1L-l 2の誘導が起きないためだけによるものであれば、 1 L-l 2を外因性に

投与することにより T細胞サブセットの偏りを是正することが可能になると考えられる。

そこで、病原体を投与するときにリコンビナント 1L-l 2を共投与して IFNγの産生

誘導が野生型で起きる条件で、遺伝子欠損マウスに 1L-l 2を共投与してみたところ、

T細胞サブセットの偏りを正すことが出来なかった。しかし、野生型マウスから得たマク

ロファージを共投与すると、この偏りが是正された。したがって、遺伝子欠損マウスのT

細胞そのものは正常に機能的分化を起こし得る状態にあるが、これを誘導するシステムが

異常であると考えられる。この異常の原因は、単に 1L-l 2遺伝子の誘導が起きないた

めよりは、タイプlT細胞誘導に作用する 1L-l 2を含めた未知のシステムがマクロ

ファージ系の細胞に内在するためと考えられる。

Innate immunityに関わるマクロファージ系細胞以外の細胞群はどのように関与して

くるかをであるが、 1 R F-l遺伝子欠損マウスでは、 NK細胞の分化障害が認められて

いる。もしNK細胞がキーとなる細胞であるとすれば、上記のマラリア感染でタイプlT

細胞が誘導され、しかもタイフ2T細胞の分化が認められることの説明ができない。さら

に、 NKl.1+T細胞のレセプターで特異的に使われる遺伝子を欠損しているためにNK羽田

胞が存在しないマウス(千葉大学大学院、谷口克教授より供与)を用いても、病原体感染

によりタイプlT細胞の誘導が認められる。したがって、 innateimmunityの中で病原体

感染時のT細胞サブセット分化に重要な役割を演じるのは、マクロファージ系細胞である

可能性が強く示唆される。

イ)一種類の病原体の感染により免疫系全体が、抗原特異性は問わず、シフトする。

T細胞の活性化にはT細胞レセプターに特異的な抗原の存在が必要であり厳密に抗原特

異的な反応である。一方、 innateimmunityの細胞群の活性化にはこのような抗原特異性
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が見られない。この性質を利用して、病原体感染により誘導されるT細胞サブセットの偏

りが、どのレベルで決定されるかを解析することができる。そこで先ず、 OVA特異的

CD4T細胞クローンのT細胞レセプタートランスジェニックマウスにリステリア菌を感

染させ、このTCRトランスジェニックマウスT細胞を、非感染のマウスから調整したマ

クロファージ系細胞(抗原提示細胞)と特異的抗原 (OVA)ペプチドによりinvitroで培

養し、 OVA特異的T細胞サブセットのシフトを調べた。このinvitroの培養は、 pTh→

Th1/Th2の抗原特異的なステップを解析することになる。

非感染マウスのT細胞は、このinvitroの培養により、タイフ。2T細胞が優位に誘導され

たが、感染マウスのT細胞からは、タイプ1T細胞が優位に誘導された。また、この変化

は、感染マウスの抗原提示細胞を用いて非感染マウスT細胞を刺激した場合にも認められ

ることから、抗原提示細胞のレベルでコントロールされていると考えられる。抗原提示細

胞がタイプ1/タイプ2T細胞の増殖反応を誘導する活性には、感染マウスと非感染マウス

との聞に差が認められない。さらに、感染マウス・非感染マウスで認められるタイプ1T

前駆細胞および、タイプ2T前駆細胞の頻度を調べたところ、非感染マウスではタイプ2T

前駆細胞の頻度が高く、感染によりこの頻度が下がり、逆にタイフ1T前駆細胞の頻度が

上昇することが明らかになった。したがって、病原体感染により誘導されるT細胞サブ

セットのシフトは、 innateimmunityの細胞おそらくはマクロファージ系細胞により、抗

原非依存性にコントロールされていると考えられる。ここで重要なことは、獲得免疫系の

T細胞の抗原特異性 (OVA)とは全く別の抗原性を持つ病原体の感染であっても、 OVA

抗原特異的なT細胞の分化をコントロールしていることである。このことは、一種類の病

原体の感染により免疫系全体が、抗原特異性は問わず、シフトすることを意味している。

考察:I L-1 2はタイプ1T細胞分化には必須の因子と考えられている。ところが，必

ずしも IL-1 2が存在しなくてもタイプ1T細胞が誘導されることが明らかになってき

た。この点は，ここに述べた我々の解析の他にも，幾つかのグループの解析結果でも示唆

されている。また、ここに示した結果は，タイフ1T細胞の誘導経路に， I L-1 2の存

在を必要としない，従来のタイフ1/タイフ2T細胞サブセット誘導経路と独立に機能する

経路が存在することを示唆している。さらに、 TCRトランスジェニックマウスを用いた

感染実験からは、 T細胞サブセットのシフトをコントロールしているのはマクロファージ

系細胞である可能性が強く示唆された。病原体の感染に際して早期に機能するinnate
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immunityの細胞群、特にマクロファージ系の細胞が、抗原提示機能を介して獲得免疫系

を活性化するのみならず、その反応の方向をも規定している可能性を考えさせる。どのよ

うな分子がこのような機能を果たしているかを明らかにすることが次の目標である。

株化マクロファージを樹立して行う解析は、現在いくつかの株化マクロファージが得ら

れつつある。細胞の由来の解析を行った後、研究方法の3で述べた解析を順次進める予定

である。また、感染・非感染マクロファージ間で発現に差のある遺伝子の解析は、 RDA

法とシグナル配列トラッフ。法を組み合わせて行っているが、まで遺伝子の同定には至って

ない。
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