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研究成果の概要（和文）：トキソプラズマ原虫はヒトや動物において致死的なトキソプラズマ症を引き起こす人
畜共通病原体の一つである。感染細胞においては寄生胞と呼ばれる膜構造体を形成するが、宿主免疫はこれに対
してインターフェロンを産生し、インターフェロン誘導性GTPaseを蓄積させることによって寄生胞を破壊し生体
防御をしている。一方、病原性の高いトキソプラズマはインターフェロン誘導性GTPase依存的な免疫応答を抑制
できる様々な機構を持っているが、インターフェロン誘導性GTPaseの数が多いことからそれぞれについて病原性
因子が存在するのではなく、今回の研究でGate-16と呼ばれる因子を標的していることが分かった。

研究成果の概要（英文）：Toxoplasma gondii is one of the zoonotic pathogens causing fatal 
toxoplasmosis in humans and animals. In infected cells, a membrane structure called a parasite is 
formed, but host immunity produces interferon against this, and the interferon-induced GTPase is 
accumulated to destroy the parasite and protect the body. On the other hand, highly pathogenic T. 
gondii has various mechanisms that can suppress the interferon-induced GTPase-dependent immune 
response, but due to the large number of interferon-induced GTPases, there is no virulence factor 
for each. , This study found that it targets a factor called Gate-16.

研究分野： 寄生虫免疫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
トキソプラズマはエイズや抗がん剤投与下にある免疫不全者で致死的なトキソプラズマ症を引き起こす病原体で
ある。また妊婦が初感染した場合にも、胎児に垂直感染し、重篤な先天性トキソプラズマ症を引き起こす。トキ
ソプラズマ原虫はヒトを含む全ての恒温動物に感染する病原体であり、感染細胞内では寄生胞と呼ばれる膜の構
造体を作り出し、その中で増殖する。我々宿主の免疫系は、インターフェロンと呼ばれる免疫物質を作り出し、
それにより誘導される酵素が寄生胞に蓄積することで破壊する。今回の研究では、トキソプラズマがTgGIFと呼
ばれる病原性分子を放出して、インターフェロン誘導性酵素を負に制御していることを発見した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
トキソプラズマは胞子虫類に属する原虫で、ヒトや家畜などの幅広い温血動物に感染する日

和見病原体である。しかし感染宿主が免疫不全状態になると致死的な脳炎、肺炎や心筋炎を主症

状とするトキソプラズマ症を引き起こす。日本においては、トキソプラズマのシストに汚染した

家畜の肉を生食あるいは加熱不十分で食することにより、妊婦が初感染し胎児・新生児に先天性

トキソプラズマ症を引き起こす重要な病原体である。 
トキソプラズマは感染宿主の細胞内でのみ増殖可能な偏性寄生性病原体である。トキソプラ

ズマに対する宿主免疫応答では炎症性サイトカインの一つであるインターフェロン―γ（IFN-γ）
依存的な宿主免疫系が極めて重要であり、我々が所属する研究グループではIFN-γ依存的に誘導

されるGTPaseがトキソプラズマの殺傷に決定的に寄与することを見出している (Yamamoto et al. 
Immunity, 2012年)。またごく最近、我々はインターフェロン誘導性GTPaseが機能するためにはオ

ートファジー関連分子の一つであるGate-16が必須であることを見出した（Sasai et al. Nature 
Immunology, 2017年）。 
トキソプラズマには低病原性原虫と高病原性原虫が存在する。宿主免疫系の解析で用いられ

るのは低病原性原虫であるが、高病原性トキソプラズマも存在し、健常人であってもトキソプラ

ズマ症を発症することが近年報告されてきている。高病原性トキソプラズマが宿主細胞への感

染に際して様々なエフェクター分子を放出し、宿主の免疫系から逃避あるいは宿主免疫系を乗

っ取る病原性メカニズムを有することを我々は報告してきた（Yamamoto et al. J Exp Med, 2011; 
Ma et al. J Exp Med, 2014年）。このエフェクター分子の主体となるのが、アピコンプレックス門

原虫に特異的なオルガネラであるロプトリーとデンスグラニュールに含まれるタンパク質群で

ある。ロプトリー由来のROP5, ROP17やROP18やデンスグラニュール由来のGRA7がインターフ

ェロン誘導性GTPaseに直接作用してIFN-γ依存的宿主免疫応答を抑制することは知られている

が、インターフェロン誘導性GTPaseが正常に作用するためのカギとなるGate-16を標的とするエ

フェクター分子については、その作用の合理性がある（すなわち、Gate-16だけを不活性化すれば

インターフェロン誘導性GTPaseによる抗トキソプラズマ応答をほぼ完全に抑制できる）にもか

かわらず、全く知られていなかった。 
 
２．研究の目的 
我々は、網羅的に新規のエフェクター分子を探索する過程で、TgGIF = Toxoplasma gondii Gate-

16 Inhibitory Factor)を同定した。しかし、TgGIF の抗トキソプラズマ免疫に対する機構はよく分
かっていない。そこで、TgGIF の寄生虫免疫学的な意義について明らかにすることを本研究の目
的とした。 
 
３．研究の方法 
 TgGIF を哺乳動物細胞発現ベクターにクローニングし、哺乳動物細胞である HEK293 細胞で
発現することにした。Gate-16 に対する機能を調べる目的で、Flag タグのついた Gate-16 と HA
タグの付いた TgGIF を共発現させ、Flag タグでウェスタンブロットを行い、タンパク質量を検
討した。さらに、TgGIF はキナーゼ活性を持っていることから、リン酸化酵素活性を持たない点
変異体（TgGIF 酵素活性なし）を作製し、Gate-16 の発現量が増減についてウェスタンブロット
法で検討した。 
 生体レベルでの TgGIF の役割を調べる目的で TgGIF 欠損トキソプラズマ原虫を相同組換え法
で作製した。C57BL/6 マウスに野生型原虫および TgGIF 欠損トキソプラズマ原虫を感染させ、
経時的な生存率の変化について検討した。 
 
４．研究成果 

（結果）  
GIFをGate-16とともに哺乳動物細胞で過剰発現させるとGate-16を分解することが分

かった。またTgGIFには酵素活性があり、アミノ酸点変異により酵素活性を失わせた
TgGIFではGate-16分解活性がなくなることが分かった。このことから、TgGIFのリン酸
化酵素活性依存的にGate-16が分解されることを見出した（次ページ図１）。Gate-16は
トキソプラズマ免疫応答に必須のインターフェロン誘導性GTPaseの細胞内局在の維持
に極めて重要な役割を果たす。TgGIFはGate-16を分解することから、TgGIFが存在する
ために強毒型のトキソプラズマ原虫は病原性が高いことが考えられた。しかし、感染細
胞内でのTgGIFのより詳細な作用機序や生体レベルにおけるTgGIFを介した病原性発現



のメカニズムについては不明な点が多い。そこ
でTgGIF欠損トキソプラズマ及び野生型原虫を
マウスに感染させ、マウスの経時的な生存率の
変化を測定した。その結果、TgGIF欠損トキソプ
ラズマは病原性がマウス生体で極めて低いかっ
た。このことから、TgGIFは生体レベルでの病原
性に極めて重要な役割を果たすことが示唆され
た。 

次に、TgGIFの細胞レベルでの役割について
検討するために、インターフェロン誘導性
GTPase依存的な免疫応答を検討した。MEF及び
BMMFに野生型及びTgGIF欠損原虫を感染さ
せ、IFN-γ誘導性GTPaseであるIRGA6, IRGB6及
びGBP1, GBP2, GBP1-5のトキソプラズマへ
の動員について共焦点顕微鏡を用いた免疫
染色法で検討したところ、各インターフェ
ロン誘導性GTPaseのトキソプラズマ原虫
寄生胞膜への動員率の低下が認められた。 

TgGIFはGate-16を標的とすることから、インターフェロン誘導性誘導性GTPaseの細胞
な局在が変化することが考えられ、野生型原虫感染後にIFN-γ刺激した際のインターフ
ェロン誘導性GTPaseの局在が細胞内凝集体にあるかを、共焦点顕微鏡及び超解像度顕
微鏡（SIM）で検討した。SIM観察の結果、TgGIF感染細胞においては、インターフェロ
ン誘導性GTPaseの凝集体の形成が見られるようになったことから、それが野生型原虫
感染による高病原性を引き起こす機序の一つであることが示唆された。 

IFN-γ刺激による１細胞当たりの原虫数の低下および感染率を測定し、TgGIFの作用が
増殖抑制なのか、それとも殺傷にあるのかを検討し、TgGIFの酵素活性が必要であるか
どうかについてもTgGIF 変異導入原虫を用いて検討したところ、TgGIFはインターフェ
ロン依存的な殺傷反応に影響を与えていることが分かった。 

 
（考察） 
 以上の実験結果を考察すると、TgGIFはGate-16を標的としてリン酸化酵素依存的に分
解することにより、Gate-16を介したインターフェロン誘導性GTPase依存的な免疫応答
を負に制御している可能性が示唆された。今後、TgGIFのGate-16分解機序について、
Gate-16とTgGIFが直接的な結合により分解されるのか、あるいは間接的にファクターX
を介して、Gate-16を分解しているのか、生化学的な分子メカニズムなどを明らかにする
予定である。またGate-16を標的とするトキソプラズマ原虫の病原性メカニズムはこれ
までに全く報告されておらず、新規の病原性機構として、さらに寄生虫免疫学的解析を
進めることにより、トキソプラズマ原虫の宿主免疫応答の抑制機構の全容を明らかにし
たい。 
 

図１ TgGIF の酵素活性依存的な Gate-16 
タンパク質減少を示すウェスタンブロットの図。 

野生型 TgGIF を過剰発現させると、Gate-16 のバンド
が消失するが、酵素活性なし TgGIF では認められ

る。 
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