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研究成果の概要（和文）：C. neoformans株と高病原性C. gattii株では、感染に対するマウスモデルでの反応が異なっ
ており、C. neoformans株は肺で炎症反応を惹起するのに対し、C. gattii株はほとんど炎症反応を惹起しないことが伺
われた。また、C. gattii株における病原性は、従来から報告されている病原因子には依存しないのではないかと推測
された。さらに、貪食能の結果より、C. gattii株においては細胞に貪食されにくい、すなわち生体に認識されにくい
事が病原性を反映しているのではないかと考えられた。一方、IFN-gによる治療効果はC. neoformans株に対しては認め
られた。

研究成果の概要（英文）：Histopathology of mouse lung infected by Cryptococcus gattii showed low 
inflammatory response, whereas that of mouse lung infected by Cryptococcus neoformans indicated Th1 type 
inflammatory response. Additionally, several virulence factors of C. neoformans, such as capsule size or 
melanin production, were determined on C. gattii strains in order to evaluate the relationship between 
virulence for mice and those virulence factor. Consequently, it seemed no relation between virulence for 
mice and virulence factors. On the other hand, therapeutic effect of interferon gamma (IFN-g) on 
cryptococcus infection mouse model was determined. Fungal burden in the lung of C. neoformans infected 
mouse had reduced in IFN-g therapy group comparing to control group in this study.

研究分野：感染症内科学
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１．研究開始当初の背景 

1999 年から現在に至るまでカナダ・バンク

ーバー島周辺部から米国北太平洋岸部にかけ

て高病原性クリプトコックス症の感染流行が

継続している。カナダでの発病者 218 例を対

象とした疫学調査  (Emerg Infect Dis 16: 

251-257, 2010)では、死亡率 8.7%、中枢神経

感染を伴うものでは予後不良であること、感

染者うち約 60%は健常者であり、40%弱では

何らかの基礎疾患を有していたことが明らか

となった。また、米国オレゴン州などでの本

クリプトコックス症感染流行では、新聞報道

（2010 年 4 月 26 日朝日新聞）にもあるよう

に致死率は 20%に達するとも云われている

(MMWR. July 23, 2010)。これら感染流行事

例の原因真菌はCryptococcus gattiiであるが、

従来から C. gattii の浸淫地とされる熱帯～亜

熱帯地方で分離される C. gattii（VGI 型）と

は遺伝型を異にし、北米流行型 C. gattii の遺

伝型は VGIIa、VGIIb (PNAS 101: 17258-263, 

2004)、VGIIc 型 (J Infect Dis 199: 1081-6, 

2009)と分類され、従来認められなかった遺伝

子変異型の新型の C. gattii 株であることが判

明した。なかでも VGIIc 型は現在まで米国内

でしか分離されていない。また、VGIIa、VGIIc

型はマウスの実験から C. neoformans よりも

遥かに致死性の高い株であることが報告され 

(Nature 437, 2005)、便宜上我々はこの 2 つ

の遺伝型の C. gattii 株を高病原性（変異型）

C. gattii 株、これによるクリプトコックス症

を高病原性クリプトコックス症とし注意を喚

起した（感染研ホームページ）。 

一方、わが国でもその変異型 C. gattii 株の

侵入・感染被害が危惧されるところであるが、

カナダ・北米など流行地域へは渡航歴のない

日本人男性クリプトコックス症患者から変異

型 C. gattii 株（VGIIa：JP01 株）が 2007 年

に分離されていたことが 2010 年に報告され

た (Emerg Infect Dis 16: 1155-7, 2010)。こ

の日本人患者の発生を受けて、我々は日本各

地で分離された Cryptococcus 属についての

血清型調査や監視を継続して行っているとこ

ろであるが、同時に１）本 JP01 株はどのよ

うにして日本に侵入したのか？(もしくは日

本定住株なのか？)、２）感染源は何か？、３）

その病原性は北米株と同等なのか？、４）高

病原性クリプトコックス症の化学療法は C. 

neoformans 感染症と同様で良いのか？など

の感染症学的疑問に答えるため、株を分離し

た東京大学感染症内科、明治薬科大学や真菌

感染症病理に詳しい東邦大学病院病理学講座

等とともに検討に着手した。その結果、以下

の知見を得た。 

１）上記日本人 C. gattii 感染症例から

VGIIa 型株（JP01 株）に加え、新たに VGIIc

型株（JP02 株）が分離された。 

２）JP01 株、JP02 株は日本国内で独自に

発生した可能性がある。 

３）JP01 株（VGIIa 型）は弱毒株、JP02

株（VGIIc 型）は強毒株であった。 

４）変異型クリプトコックス株は特異な病態

を示す可能性がある。 

 

２．研究の目的 

新興感染症である高病原性クリプトコッ
クス症と原因真菌である C. gattii について
の研究を行う。日本人クリプトコックス症例
から分離・発見された高病原性（変異型）C. 
gattii 株、ならびに北米での感染流行型の原
因真菌である高病原性（変異型）C. gattii 株
を用いて、１）これら Cryptococcus 属感染
による高病原性クリプトコックス症の感染
病態についてマウスモデルを用いて解明す
る、２）高病原性の原因となる菌学的因子の
解析、３）高病原性クリプトコックス症のマ
ウス感染モデルを用いて IFN-g などの炎症
性サイトカインの治療効果、などを検討する
ことを目的とした。 

 

３．研究の方法 

１）高病原性クリプトコックス症の病理組織

学的、免疫学的感染病態評価。 

マウス感染モデルにおける肺、脳などの臓

器の病理組織学的検討を詳細に行い病態解析

を行う。また、感染肺における炎症性サイト

カイン（IFN-g、TNF-a、IL-12 など）等の発現

について検討した。 

・使用菌株：C. gattii 株；JP01 株（VGIIa）、

JP02 株（VGIIc）、R265 株（VGIIa：北米流

行 株 ） 、 C. neoformans H99 株

（ATCC208821：標準株）、5815 株（VGI）。 

・使用マウス：C57BL/6J マウス、メス、9~10

週齢。 

・検討サイトカイン：INF-γ、TNF-α、IL-12 

(p40)など 

 それぞれのクリプトコックス株を液体培
地で前培養し、3.0-5.0×103CFU/mouse を麻
酔したマウスに経気管的に投与した。感染後
14 日目に肺の病理組織像や炎症性サイトカ
インの発現を検討した。 

 

２）変異型クリプトコックス株の病原因子解

析。 

・クリプトコックス属の病原因子として考え

られている因子 (Nature Rev. Microbiol 9: 

193-203, 2011) の な か で 、 主 に major 

virulence factor (莢膜厚、37℃発育能、メラ

ニン産生能、菌体外酵素産生能、ウレアーゼ

産生能等)について変異型株間、菌種間比較な

どを行う。その他、30℃、37℃における倍加

時間や minor factor の一部についても検討を

行った。 

・対象株：上記１）と同じ株を対象とする。 



 

 

・莢膜厚検討：人工培地上で発育した菌の莢

膜厚について顕微鏡下観察にて検討を行う。 

・メラニン産生能：Ngamskulrungroj らの方

法 (Australasian Mycologist 28: 9-14, 2009)

に従い、30℃、37℃におけるメラニン産生能

について評価を行った。 

・菌体外酵素産生能：protease (Clin Vaccine 

Immunol 3 570-4, 1996)、phospholipase 

(Infect Immun 65, 405-11, 1997)等の産生能
について評価を行った。 

・R265 株と H99 株を用いて、マウス J774

細胞における貪食能を検討した。クリプトコ
ックス株はそれぞれ通常の莢膜を形成したも
の、菲薄化した莢膜を持つ株を使用し、IFN-g

の存在の有無による貪食能の相違についても
検討した。 

 

３）高病原性クリプトコックス症に対す炎症

性サイトカインの治療効果 

・１）で作成したクリプトコックス株感染マ

ウスモデルに対し、IFN-g などのサイトカイ

ンを投与し、肺内菌数などの変化を観察した。 

（本研究で行った動物実験は国立感染症研
究所動物実験員会の承認を得て実施した。） 

 
４．研究成果 
１）高病原性クリプトコックス症の病理組織
学的、免疫学的感染病態評価。 

 クリプトコックス属感染 14 日後に肺の病

理組織学的所見、肺でのサイトカインの発現

等を検討した。肺の病理では H99 株では炎症

細胞浸潤や肉芽腫形成が良好に行われていた

が、JP02 株や R265 株の高病原性の C. gattii

株では肉眼的に肺容積の増大を認め、炎症細

胞の集積、肉芽腫形成が極めて乏しい所見で

あった（図 1）。さらに、単位面積あたりの多

核巨細胞数では H99 株接種群において最も

多くの多核巨細胞が確認でき、R265 ならびに

JP02 株接種群では多核巨細胞が出現しない

結果であった。また、多核巨細胞ごとに含ま

れる核数ではH99株接種群で最も多く、R265

ならびに JP02 株接種群が最小という結果が

得られ、クリプトコックス属の病原性は肺で

の炎症反応の惹起性と反比例するといった結

果が認められた。一方、肺での IFN-g 以外の

サイトカイン発現では、TNF-a、IL-12 等の

発現においても同様に H99 よりも C. gattii

株で少ない傾向が認められた（図 2）。 

 これらの結果から、同じクリプトコックス

属でも C. neoformans 株と C. gattii 株では、

感染に対する生体の反応が異なっており、C. 

neoformans 株は Th1 型の炎症反応を惹起す

るのに対し、C. gattii 株はほとんど炎症反応

を惹起しないことが伺われた。この原因につ

いてはまだ解明できていないが、生体での認

識に違いがあるのではないかと推測している。 

 

図 1 

図 2 

 

２）変異型クリプトコックス株の病原因子解
析。 

供試したクリプトコックス株について、ま
ず莢膜厚、37℃での発育能、メラニン産生能
について検討した。莢膜の厚さについては
5815 株が最も厚く、H99 株が最も薄かった。
また、37℃での倍加時間では 5815 株が最も
遅かった（約 6 時間）が他は 3-4 時間であっ
た。メラニン産生はいずれの株でも認められ
た。次に、菌体外酵素の産生やウレアーゼ活
性、倍加時間について検討した。ホスホリパ
ーゼ活性、プロテアーゼ活性はいずれの菌株
でも発現はなく、ウレアーゼ活性はすべての
菌株で陽性であり、マウスに対する病原性と
相関は認めなかった。一方、37℃での倍加時
間では 5815 株が最も遅かった（約 6 時間）
が他は 3-4 時間であり、これも病原性とは相
関が低いと考えられた。 

さらに、J774 細胞のクリプトコックス株を
標的とした貪食能の検討において、通常の莢
膜を形成した株に対しては H99 株、R265 株
とも極めて貪食能が悪く、莢膜を菲薄化した
H99 株にのみ若干の貪食能が認められた。ま
た、細胞に IFN-g を添加すると、莢膜を菲薄
化した H99 株に対しては貪食能の上昇が認
められたが、R265 株においては、通常の莢膜
株、菲薄化莢膜株ともに全く変化は認められ
なかった（図 3）。 

 以上の結果から、C. gattii 株における病原
性は、従来から報告されている病原因子には

Cryptococcus属感染マウスの肺の病理組織学的所見

（感染14日後、X400）
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依存しないのではないかと推測された。また、
貪食能の結果より、C. gattii 株においては細
胞に貪食されにくい、すなわち生体に認識さ
れにくい事が病原性を反映しているのではな
いかと考えられた。 

 

図 3 

 

３）高病原性クリプトコックス症に対す炎症

性サイトカインの治療効果 

 H99 株を感染させたマウスに対し、IFN-g 

5,000U/回を 14日間で 9回接種したマウスに
おいて、肺内での菌数の減少を認めたが。一
方、R265 感染マウスにおいては結論は出て
いないが、恐らく菌数を減少させる効果はな
いのではないかと推測された。 
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