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研究成果の概要（和文）：　本研究は高病原性のクリプトコックス・ガッティに対する防御免疫機能を明らかにするこ
とを目的として行った。研究期間内に、厚い莢膜を持つ高病原性株は樹状細胞による認識を回避することを示した。ま
た、ニワトリ由来のovalubumin（OVA）遺伝子を、バイオリスティック法を用いることで種々のクリプトコックス株に
導入することに成功した。OVA発現クリプトコックス株とOVAを認識するT細胞受容体を発現するトランスジェニックマ
ウスを用いることで、クリプトコックスに対する防御免疫の詳細を解析する新規の系が構築された

研究成果の概要（英文）： The aim of this study is to clarify the protective immune responses to a highly p
athogenic Cryptococcus gattii. During the study period, we found that highly pathogenic strains with thick
 capsule escaped from the recognition by dendritic cells. We also successfully transformed several kinds o
f cryptococcal strains with Gallus ovalbumin (OVA) gene by using the biolistic method. With the transforme
d cryptococcal strains and transgenic (Tg) mice expressing OVA-specific T cell receptors, we built a novel
 assay system for studies on protective immune response to C. gattii.
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１．研究開始当初の背景 
 1999 年にカナダのバンクーバー島で
Cryptococcus gattiiによるクリプトコック 
ス症のアウトブレイクが発生し、その後アメ
リカ合衆国の北西沿岸地域を中心に拡大した
（MMWR Vol.59, No.28,2010）。2007 年には
わが国でも国内感染と考えられるC. gattii
によるクリプトコックス症例が報告された
（Emerg. Infect.Dis. 2010）。このクリプト
コックス症は通常のC. neoformans によるク
リプトコックス症と異なり、健常者でも中枢
神経感染症を発症し、致死率が高いことから、
高病原性の新興感染症として、今後問題とな
ることが懸念される 
 C. neoformansはマクロファージによる貪
食・殺菌に抵抗し、マクロファージ内外で増
殖することができるため、生体がこれを排除
するには、マクロファージをインターフェロ
ンγ（IFN-γ）によって活性化し、の殺菌能
を高める必要がある。IFN-γは自然免疫でNKT
細胞やγδT細胞などから産生されるが、真菌
の完全排除には不十分であるため、獲得免疫
において1型ヘルパーT（Th1）細胞が誘導され、
IFN-γが大量に産生される必要がある。クリ
プトコックス抗原を認識するTh1細胞は極め
て少ない（1/106）ので、これまでTh細胞分化
誘導の解析は困難であった。 
 
２．研究の目的 
 C. gattii 感染症は従来の C. neoformans
による感染症とは全く異なった臨床的特徴
を示しており、何らかの宿主免疫応答性の違
いが関連している可能性が考えられる。本研
究では、マウス感染モデルを用いて、C. 
gattiiと C. neoformansに対する免疫応答性
を比較することで、本感染症の病態解明の手
掛かりを探ることを目的とした。中でも、獲
得免疫における Th 細胞の分化誘導について
明らかにすることに重点を置いた。そのため、
真菌株による抗原性の違いを克服する目的
で、ニワトリの ovalbumin を発現する真菌を
作製し、ovalubumin（OVA）を特異的に認識
するT細胞が高い割合で存在するトランスジ
ェニック（Tg）マウスに感染させ、解析する
系の構築を試みた。 
 
３．研究の方法 
(1) 真菌株（C. gattii と C. neoformans の
臨床分離株、標準株および莢膜欠損株）のう
ち保有していないものを千葉大学真菌医学
研究センターより入手した。OVA 特異的 T 細
胞受容体発現 Tg マウス（OT-II）は東北大学
医学系研究科免疫学分野より分与を受けた。 
 
(2) 墨汁染色によって莢膜の厚さを比較し
た。 
 
(3) 野生型マウス骨髄細胞を GM-CSF 存在下
で 8日間培養し、骨髄由来樹状細胞（BM-DC）
を作製し、C. gattii と C. neoformans を認

識して産生される Th1 型サイトカイン（TNF-
αおよび IL-12p40）を測定した。 
 
(4) C 型レクチン受容体の Dectin-2 欠損マウ
スおよびC型レクチン受容体のシグナル伝達
アダプタータンパクであるCARD9欠損マウス
より BM-DC を作製し、莢膜保有株と非保有株
における TNF-α産生を比較した。 
 
(5) Dr. Wormley (Texas大)から分与された、
クリプトコックス PLB１プロモーターを持つ
発現ベクターを用いた。このベクターについ
てシークエンシングを行い、遺伝子配列から
制限酵素切断部位を特定した。購入した OVA
プラスミド（Addgene）から PCR 法で ORF を
増幅し、ベクターに組み込んで OVA 発現プラ
スミドを作製した。 
 
(6) PLB1-OVAプラスミドからベクター部分を
除いたのち、クリプトコックス各株に
Biolistic 法で導入し、発現を mRNA レベルで
確認した。 
 
４．研究成果 
(1) 高病原性株の免疫回避性：野生型マウス
由来の BM-DC は C.neoformans の低病原性株
B3501を認識して菌量依存的にTNF-αを産生
したが、C. gattiiの高病原性株 R265 および
C.neoformans の高病原性株 H99 に対して、
TNF-αをほとんど産生しなかった(図１)。加
熱死菌を用いた検討でも同様の結果であり、
高病原性株は樹状細胞による認識を逃れて
いることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．生菌刺激による野生型マウス由来 BM-DC

の TNF-α産生 
 
(2) 莢膜による免疫回避性：クリプトコック
スの莢膜は、貪食細胞による認識と貪食を回
避するのに関わる重要な病原因子である。墨
汁染色による解析で、高病原性株の莢膜が厚
いことが示された（図２）。野生型マウスの
BM-DC は莢膜保有株の刺激に対して応答しな
かったが、莢膜欠損真菌に対しては応答して
菌数依存的に IL-12p40 を産生した。一方、
莢膜を認識すると予測されているC型レクチ
ン受容体 Dectin-2 あるいはその受容体から
のシグナル伝達に関わるCARD9を欠損したマ
ウスのBM-DCは莢膜欠損株でも刺激に対して
応答しなかった（図３）。高病原性株は厚い
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莢膜を有することで、マクロファージによる
貪食・殺菌を回避することが知られるが、樹
状細胞による認識も回避していることが明
らかになった。このことから、樹状細胞によ
るナイーブT細胞への抗原提示も影響を受け
ることが推測される。 
 
 
 
 
 
     B3501         H99          R265 
図２．墨汁染色による莢膜の比較 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３．莢膜保有株(PNG18)と莢膜欠損株（CAP10Δ）
の刺激による Dectin-2（A）および CARD9（B）欠
損マウス由来 BM-DC の IL-12p40 産生 
  
(3) PLB1-OVAプラスミドの作製とクリプトコ
ックスへの形質転換：PLB1-OVA プラスミドの
作製に際しては、薬剤耐性遺伝子として、真
菌の選択に有用な nourseothricin を使用し
た。形質転換方法として、当初エレクトロポ
レーション法を用いたが、全くトランスフォ
ーマントを得ることができなかったため、
Biolistic 装置を持つ千葉大学真菌医学研究
センターに形質転換を依頼し、全ての真菌株
について OVA 発現真菌を得ることができた。 
 
(4) 本研究の意義：本研究では OVA 特異的 T
細胞受容体発現 Tg マウス（OT-II）の入手が
遅かったために、OVA 発現真菌を感染させ、
病原性の違いと Th 細胞の分化誘導の違いの
関係を検討するに至らなかった。しかし、
PLB1-OVA プラスミドを作製し、クリプトコッ
クスに形質転換する方法を確立したため、今
後多様な病原性を持つクリプトコックスに
ついて、獲得免疫の成立の機序を解析するこ
とができるようになった。今回構築した in 

vivo の T 細胞解析系は、最近注目を集めてい
るクリプトコックス潜伏感染の内因性再燃
の解析にも利用することができることから、
今後のクリプトコックスに対する生体防御
研究に有用なツールとなりうる。 
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