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研究成果の概要（和文）：トキソプラズマが中枢神経系へ体内伝播するメカニズムの解明を目的に、宿主の生体
防御機構と原虫因子との相互作用の研究を実施した。原虫由来サイクロフィリン18（TgCyp18）に注目した解析
を行った結果、マウスへの感染時、TgCyp18が免疫細胞による炎症性サイトカインの産生へ作用し、感染局所か
ら全身への感染拡大に関与する可能性が示された。またトキソプラズマに対する免疫関連受容体（TLR2、CCR5、
CXCR3）と初代培養脳細胞との関係について遺伝子発現変動解析を実施し、脳細胞においてもこれらの受容体が
炎症反応関連の遺伝子発現を一定程度制御していることが示された。

研究成果の概要（英文）：We aimed to elucidate the mechanisms of brain-tropic migration of Toxoplasma
 gondii and investigated the interaction between host defense mechanisms and parasite-derived 
proteins. We focused on T. gondii cyclophilin 18 (TgCyp18) because of previous reports on its effect
 on host immune responses. During infection of T. gondii in mice, it was suggested that TgCyp18 
affected the production of inflammatory cytokines and contributed to the migration of parasites from
 a local infection syte to the whole body. In addition, transcriptomic analysis was performed on 
immune-related receptors (i.e. TLR2, CCR5, CXCR3) in primary brain cells during T. gondii infection.
 The result showed that these receptors regulated the expression of inflammatory genes during T. 
gondii infection in brain cells to some extent.

研究分野： 寄生虫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
感染局所から全身を経て中枢神経系へ至るトキソプラズマの体内伝播過程は、その生活史として興味深いだけで
なく、トキソプラズマ症への対策にもつながる重要な標的である。一方で本原虫の体内伝播に関する知見は限ら
れており、本研究によりTgCyp18が感染局所から全身への感染拡大に関与する可能性が示されたことは、原虫と
宿主の間の分子ネットワークの一端を明らかにする成果である。また炎症に関わる受容体について、脳細胞にお
いても遺伝子発現に対する一定の役割が見られたことは、原虫が中枢神経系へ移動した後の感染維持メカニズム
に関する知見につながり、関連する薬剤の開発など、応用研究的な発展も期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
トキソプラズマはネコ科動物を終宿主とし、ヒトを含む多くの恒温動物を中間宿主とする病

原性原虫である。世界人口の３割が感染していると言われ、健康な成人の多くは感染しても無
症状に終わるが、胎児・幼児や AIDS 患者、免疫抑制状態にある場合には脳炎や神経系疾患等、
深刻な症状を引き起こすことから、対策が強く望まれる日和見病原体である。 
本原虫は中間宿主内ではタキゾイト（急性感染ステージ）、あるいはブラディゾイト（慢性感

染ステージ）として存在する。タキゾイトは様々な種類の有核細胞の細胞質内に寄生し急激に
増殖するが、ほとんどは宿主免疫の活性化後に排除される。しかし、免疫系が強くは働けない
脳や筋肉に到達した場合、排除されずにブラディゾイトに変態し、シストを形成して慢性感染
を続ける。したがって、トキソプラズマが中間宿主内で生き残るためには、初期感染部位（主
に腸管）から体内伝播により脳や筋肉まで感染を拡大する必要がある。このためのメカニズム
として、本原虫は「トロイの木馬」のように宿主の自然免疫細胞を体内伝播のためのベクター
および隠れ蓑として利用することが知られており、感染細胞の移動に伴って局所から全身へと
感染を拡大し、血液脳関門をも通過することが報告されている（Lachenmaier et al. 2011, 
PMID21106256）。 
体内伝播の分子機構について、Ma ら（2014, PMID25225460）は、原虫が免疫細胞を「ハ

イジャック」する際、GRA6 というタンパク質が宿主の転写因子を活性化し、ケモカインを感
染局所で誘導して好中球を呼び寄せ、感染拡大に寄与することを報告した。また本原虫の感染
は神経伝達物質でもある GABA の産生を樹状細胞に促し、細胞膜上の GABA 受容体を刺激し
て細胞の運動性を亢進することもわかっている（Fuks et al. 2012, PMID23236276）。しかし、
乗っ取られた感染細胞がどのようにして次の行き先を決定していくのかについてはあまり研究
が進んでいない。感染細胞の臓器指向性に関連する研究としては、Dadimoghaddam ら（2014, 
PMID25063280）は、マウスの腹腔内への注射後、24 時間以内に脳を含む様々な臓器へ感染
が移行することを報告している。 
 
２．研究の目的 
本研究では、原虫感染細胞が一定の指向性を持って慢性感染部位まで到達するという仮説を

立て、ケモカイン受容体 CC-chemokine receptor 5（CCR5）を介して炎症性サイトカインで
あるインターロイキン 12（IL-12）の産生を誘導することが報告されている原虫由来サイクロ
フィリン 18 （ TgCyp18 ）に特に注目した解析を実施した（ Aliberti et al., 2003, 
PMID12665855）。所属研究室ではこれまで組換え TgCyp18 が CCR5 依存的にマウスマクロ
ファージ（MΦ）による IL-12 や一酸化窒素（NO）の産生を誘導すること、感染部位へ MΦ
を動員すること、また CCR5 非依存的に MΦ や T 細胞の増殖を促進することなどを報告して
おり（Ibrahim et al., 2009, PMID19564392; 2010, PMID20660134）、TgCyp18 が原虫と宿主
との相互作用に一定の役割を持つことが示唆されていた。さらに、トキソプラズマ感染時、マ
ウス脳組織のトランスクリプトームにおいて原虫の寄生量が免疫関連遺伝子の発現と正の相関
を示すことを報告しており、そのデータの中で CCR5 のリガンドの発現上昇も捉えられていた
（Tanaka et al., 2013, PMID23856619）。これらを考慮し、本研究では TgCyp18、および原
虫感染への反応に関連した受容体群に注目した解析を実施し、トキソプラズマの病原性や宿主
免疫との相互作用、さらに原虫の体内移動との関与を明らかにすることを目指した。 
 
３．研究の方法 
本研究では TgCyp18 に関して主に遺伝子改変原虫を用いた解析を実施した。Pru 株をもと

にノックアウト（CypKO）およびコンプリメント（CypComp）原虫を作製し、TgCyp18 の in 
vitro・in vivo における性状解析を実施した。In vitro では原虫の基本的な性状として、まず
Vero 細胞を用い、原虫の細胞への侵入率・侵入後の増殖率を間接蛍光抗体法を用いたアッセイ
により測定した。また、HFF 細胞への感染下において、pH あるいはニトロプルシドナトリウ
ム（SNP）刺激によるブラディゾイトへのステージ転換誘導試験を実施した。また、Pru また
は CypKO を感染させた MΦ をサンプルとした RNA-seq データを利用し、原虫および宿主側
の遺伝子発現を Pru と CypKO とで比較し、発現変動遺伝子を抽出した。さらに、TgCyp18
の欠損がサイトカイン産生に与える影響を調べるため、マウス腹腔MΦにタキゾイトを感染さ
せ、ELISA によりサイトカイン産生を測定した。In vivo に関しても TgCyp18 の欠損とマウス
に対する病原性との関連を調べるため、各株原虫のタキゾイトを腹腔内接種し、生存率、体重
変動およびクリニカルスコアを記録した。急性期の炎症反応との関係を調べるため、タキゾイ
トを腹腔内接種し、5 日後に腹水・腹腔浸潤細胞・脾臓・脳を回収、サイトカイン産生・原虫
感染量・mRNA発現量を調べた。さらに、FLAGタグ付きTgCyp18を強制発現させたHEK293T
細胞を試料として共免疫沈降を実施し、プロテオーム解析により TgCyp18 に特異的に結合す
ると考えられる宿主タンパク質を同定した。得られた候補タンパク質について、ウェスタンブ
ロッティングにより TgCyp18 強制発現系での結合の確認を行い、また間接蛍光抗体法により
原虫感染細胞における局在を調べた。 
また、原虫感染への反応に関与することが報告されている受容体である CCR5 や Toll like 

receptor 2（TLR2）、CXC chemokine receptor 3（CXCR3）に関し、各ノックアウトマウスの
胎仔脳から分化誘導した初代培養脳細胞における原虫感染時のトランスクリプトームデータを



利用した遺伝子発現解析を実施した。野生型細胞において感染により発現が変動した遺伝子を
抽出し、さらに各受容体の欠損によって変動の程度が有意に影響を受けた遺伝子を選抜、これ
らを各受容体依存的な発現変動遺伝子と定義した。このような遺伝子に関して GO 解析と
KEGG パスウェイ解析を行い、どのような機能や経路に関わる遺伝子が各受容体に依存して発
現変動していたのか推定を行った。 
 
４．研究成果 

In vitro における原虫の宿主細胞への侵入率・侵入後の増殖率、またブラディゾイトへの変
態率には TgCyp18 の欠損による影響は認められず、TgCyp18 が原虫の通常の増殖・生活サイ
クルにおいては特に作用していないことが示唆された。MΦ感染時のトランスクリプトーム解
析の結果、CypKO で Pru より発現の変動が見られた遺伝子は TgCyp18 を除くと 2 つ（いず
れも hypothetical protein）が低下していたのみであり、この 2 つについても逆転写定量 PCR
（RT-qPCR）を用いた解析では発現低下は確認されなかった。したがって、TgCyp18 は原虫
自身の遺伝子発現・細胞機能には特に影響していないことが示唆された。一方宿主側に関して
は、非感染と比較して発現が変動した遺伝子には Pru 感染・PruΔCyp 感染とも免疫関連、あ
るいは転写・翻訳関連の GO を持つものが多く見られた。さらに、個々の遺伝子について見る
と、PruKO 感染では IL-12 のほか、原虫への攻撃に関わる一酸化窒素合成酵素、GBP（p65 
guanylate-binding protein）といった免疫関連遺伝子の発現が Pru 感染よりも上昇していた。
これは TgCyp18 の欠損により原虫が免疫による攻撃を受けやすくなった可能性を示唆してい
る。TgCyp18 が IL-12 の産生を誘導するとする過去の報告とは一致しないものの、組換えタン
パク質を利用し宿主細胞の外側から作用させた場合と、遺伝子改変原虫を利用し内側から作用
させた場合との違いで現れる影響に違いが生じた可能性が考えられた。MΦからのサイトカイ
ン産生を測定した ELISA 結果では原虫株間で IL-12p40 サブユニット、および IL-6 の産生に
有意な差は見られなかった。トランスクリプトーム解析での IL-12p40 遺伝子（Il12b）の発現
量差も Pru と CypKO との間では 2 倍程度であったことから、タンパク質レベルでの検出可能
な違いには至らなかったと考えられる。 
また、マウスへの in vivo 感染実験では、生存率、体重変動およびクリニカルスコアに関し

て TgCyp18 の欠損による有意な影響は観察されなかった。一方、タキゾイト感染 5 日後のサ
ンプルでは、有意ではなかったものの腹水中の IL-12p40 産生量が CypKO で低下傾向にあり、
腹腔浸潤細胞および脾臓における原虫量も低下傾向にあった。In vitro での MΦの感染実験で
は差が見られなかったことも考慮すると、単独の細胞種への影響よりも、免疫細胞集団に対し
てより大きな影響を与えている可能性が考えられた。 
プロテオーム解析の結果、TgCyp18 と結合する宿主タンパク質の候補として、HYOU1、BiP

といったヒートショックプロテインファミリー、PDIA4、PDIA6 といったプロテインジスル
フィドイソメラーゼファミリーのタンパク質が同定された。これらはいずれも小胞体に局在す
る分子シャペロン複合体を構成する因子であることから、TgCyp18 の作用がタンパク質フォー
ルディングに対する作用を介したものである可能性が示唆された。間接蛍光抗体法により原虫
感染細胞における局在を調べたところ、寄生胞内のタキゾイトとの共局在が TgCyp18 の欠損
とは関係なく観察された。このような局在が安定的に見られるものであるのか確認するととも
に、TgCyp18 の作用と実際に関係するのか解析を今後も継続予定である。 

TLR2 や CCR5 に関するトランスクリプトーム解析では、まず TLR2 に依存して発現の上
昇・低下した遺伝子がアストロサイト（AS）で 387・26、ミクログリア（MG）で 322・513、
ニューロン（Neu）で 292・39 であった。一方 CCR5 に依存して上昇・低下した遺伝子は AS
で 172・5、MG で 196・106、Neu で 15・1 であった。CCR5 では発現変動遺伝子の数が少な
いだけでなく、発現変動の程度も TLR2 よりも小さかった。上昇していた遺伝子についてはサ
イトカイン・サイトカイン受容体相互作用のほか、NF-κB シグナリング経路、ケモカインシ
グナリング経路などといった免疫にかかわる経路に発現変動遺伝子が多く見られた。一方低下
していた遺伝子では、MG でのみ細胞周期に関わる遺伝子が有意に多く見られた。TLR2 欠損
マウスに関するトランスクリプトーム解析では、野生型のみで発現が変動していた遺伝子、す
なわち TLR2 に依存して発現の上昇・低下した遺伝子が Neu では 385・158、AS では 611・
163、MG では 777・1207、MΦでは 1105・1274 と、Neu では他の細胞種に比べ TLR2 依存
性の遺伝子の数が少なかった。また GO 解析では AS・MG ともに免疫応答に関連した GO が
上位を占めたが、Neu では上位に免疫関連は少なくなり、代謝関連の GO が多く見られるよう
になった。また MG と MΦでは、TLR2 に依存して発現が上昇・低下した遺伝子のうち、共通
するものは 124・311 のみと少なかった。この結果から TLR2 が少なくとも遺伝子発現レベル
では脳細胞においてもトキソプラズマに対する生体防御反応に非常に大きな影響を持つことが
示された。また、CCR5 については TLR2 とよく似た経路を駆動するものの、各遺伝子の発現
に対する影響は TLR2 よりもかなり小さいものであることも示された。さらに CXCR3 に関す
る発現変動解析では、CXCR3 に依存して発現の上昇・低下した遺伝子は AS で 95・1、MG で
113・183、Neu で 299・251 であった。これらの発現変動遺伝子数は TLR2 や CCR5 と比較
して概ね少なかった。CXCR3 の欠損によって原虫感染時の発現上昇が抑制された遺伝子とし
ては、AS では iNOS や GBP といった抗原虫作用を持つ遺伝子が、MG では IL12b や IL6、
CXCL1 といったサイトカイン・ケモカイン遺伝子が上位に見られた。GO 解析・KEGG パス



ウェイ解析でもやはり AS では免疫関連、MG では炎症反応関連の機能が CXCR3 の欠損によ
る影響を受けたことが示唆された。また、CXCR3 に関してはオスマウスから単離した腹腔MΦ
に対する in vitro 感染実験を実施したが、IL-12p40 および IL-6 の産生に CXCR3 の欠損によ
る影響は見られなかった。その一方、胎仔脳から分化誘導した AS や MG では、CXCR3 の欠
損時の IL-12p40 および IL-6 の発現低下がタンパク質レベルでも確認された。一方、オスマウ
スから単離した MΦで CXCR3 の欠損の影響が見られなかった点については CXCR3 遺伝子が
X 染色体上に存在するため、欠損時の影響はメスマウスでより大きい可能性があり、解析を継
続して実施する予定である。いずれの受容体に関しても MG において炎症反応に関わる遺伝子
群に変動が見られたことから、過剰な炎症反応によるグリア結節の形成や、神経障害にこれら
の遺伝子が関与している可能性が示唆された。 
以上のように、トキソプラズマの感染による炎症反応、およびそれに続く原虫の体内での移

動、さらに中枢神経系到達後の宿主細胞への影響に関して、分子生物学的な視点から一定の知
見を得ることができたものと考えている。一方で原虫の体内での移動にはまだ多くの分子が関
与すると考えられ、今後も継続的な研究が必要である。 
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