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研究成果の概要（和文）：経口感染によるトキソプラズマ性網脈絡膜炎(本症）のマウスモデルを作成し、眼底
写真撮影・蛍光眼底造影を行ない、ヒトにおける本症に類似している所見を得た。さらにこのマウスモデルを用
い、前房水や髄液・血清中の様々なサイトカインやケモカインの動態を解析し、前房水と髄液中で感染後著明に
増加した分子を同定した。また、網膜より抽出したたんぱく質を２次元電気泳動し、液体クロマトグラフ・タン
デム型質量分析計(LC-MS/MS)で測定し、感染前後で増減するたんぱく質を同定した。
　これらの分子は本症の病態に核心的な役割を担っていることが示唆され、これらの分子を測定することは、本
症の早期診断に役立つことが期待される。

研究成果の概要（英文）：We established successfully a murine model of ocular toxoplasmosis (OT) 
infected perorally. Observations with fundus camera and fluorescein angiogram revealed that this 
model resembled with the human OT. The levels of cytokines and chemokines in aqueous humor, 
cerebrospinal fluid and serum were investigated and some molecules were identified to increase 
significantly after infection. In addition, some specific proteins were identified to either 
increase or decrease 2-fold after infection by the analysis on mouse retina using two-dimensional 
electrophoresis and mass spectrometry. It is suggestive that these molecules may play pivotal roles 
in the pathogenesis of OT and that analyzing these molecules is helpful to diagnose human OT during 
its early stage.

研究分野：寄生虫学
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１．研究開始当初の背景 
トキソプラズマ性網脈絡膜炎（本症）は細
胞内寄生原虫トキソプラズマ（終宿主はネ
コ）による感染症で、眼球特に網膜・ブドウ
膜を障害し失明原因の一角を占める。眼球に
は血液網膜柵が存在するため本症の診断は
血清抗体価の上昇のみでは不可能であり、前
房水・硝子体中からトキソプラズマ DNA を
PCR 法で増幅することによりなされてきた。
しかし、本症が日和見感染であるため DNA
の存在のみでは確定診断や病態把握ができ
ない。また、後部ブドウ膜炎であるため生検
は技術的に困難である。以上より本症の発症
機序の解明による早期診断可能なバイオマ
ーカーや早期治療に役立つ分子標的治療の
開発が急務である。本症は、免疫抑制状態で
劇症化し、感染防御機構にはインターフェロ
ンガンマ(IFN-)が重要な役割を担っている。
我々は網膜には炎症性細胞が多数浸潤して
おり、これらの細胞浸潤には IFN-、ケモカ
イン・ケモカインレセプター、接着因子が関
与していることを動態解析している。 
疾患の生体内での種々の経過の殆どはタ
ンパク質によって統御されている。近年、ゲ
ノム科学の発展により、遺伝子レベルでの生
命現象の機序や疾患の原因が解明されてき
たが、今後はゲノム科学の成果を踏まえたタ
ンパク質レベルの疾患発症機序の解明や、診
断・治療への応用が求められる。しかし、本
症のタンパク質レベルの研究は未だなされ
ていない。個々のタンパク質の定性的な構造
や機能解析、タンパク質複合体や機能タンパ
ク質の相互作用の複雑さを解析することは、
より詳細な疾患発症機序のダイナミクスの
理解に繋がり、効率的な診断手法や治療法を
開発する上で不可欠である。最近、質量分析
計(MS)の目覚ましい進歩に伴い、生体試料中
の微量なタンパク質の同定も可能となった。
プロテオーム解析により本症の発症機序の
解明や早期診断に役だつバイオマーカーの
開発、さらに分子標的治療に直結するタンパ
ク質の同定が可能になると思われる。 
２．研究の目的 
(1)本症の発症機序や病期・再発に関与する
タンパク質を網羅的に解析し同定する。 
（2）前房水や硝子体中のバイオマーカーを
探索し、選別する。 
（3）分子標的治療に寄与するタンパク質を
探索し同定する。 
３．研究の方法 
（１）トキソプラズマを WT の感染感受性
（C57BL/6）に感染させ、感染前、感染後２
週目及び４週目に眼底写真撮影と蛍光眼底
造影を行い、動物モデルを確立する。感染後
４週目には眼球を摘出し、病理学的解析及び
免疫病理学的解析を行う。 
（２）感染前と感染後４週目に、前房水、脳
脊髄液、血清を採取し、multiplex bead法でサ
イトカイン・ケモカイン等の濃度を測定し、
感染前後の濃度の比較、及び前房水中濃度と

髄液中や血清中の濃度を比較する。 
（３）感染後４週間目に眼底写真撮影により、
感染成立の有無を確認し、感染成立している
マウスの心臓より PBS潅流後、眼球を摘出し
網膜を剥離し、タンパク質を抽出する。未感
染マウスの網膜からも同様にタンパク質を
抽出し、二次元電気泳動によるゲルベース及
びMSベースによるタンパク質の網羅的同定
を合わせて行い、本症の発症・感染時期・再
発等に関与するタンパク質を探索し、バイオ
マーカー候補タンパク質とする。 
４．研究成果 
自然な感染経路である経口感染による本
症のマウスモデルを作成し、眼底写真撮影・
蛍光眼底造影を行なったところ、網膜に軟性
白斑や網脈絡膜の炎症、網膜血管の怒張・蛇
行、血管炎、蛍光色素の漏出が確認された。
これらの所見は感染後 4 週間日には軽減し、
軟性白斑は硬性白斑となり、網膜血管の怒
張・蛇行は軽微となった（図１）。 
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これらの所見はヒトにおける本症に類似
していることが示された。さらにこのマウス
モデルを用い、前房水や髄液・血清中の様々
なサイトカインやケモカインの動態を
multiplex bead 法で解析したところ、IFN-、
IL-12(p40)、 IL-10、 IL-1、 IL-1、 IL-6、
CCL2/MCP-1、CCL3/MIP-1、CCL4/MIP-1、
CCL5/RANTES、CXCL1/KC の濃度は前房水
と髄液中で感染後著明に増加した。血清中で
は IL-17A の濃度が感染後有意に減少した以
外、変化は認められなかった （図２）。 
これらのサイトカインやケモカインの前
房水や髄液中の濃度は IL-10と IL-1以外、血
清中の濃度より高値であったことより、これ
らの分子は血清中からの漏出ではなく、眼内
および脳内で産生されていることが示され
た。以上の結果より、これらのサイトカイン
やケモカインは本症の病態に核心的な役割
を担っていることを明らかにした。 
さらに、感染前後の網膜から抽出したたん
ぱく質を２次元電気泳動し、184 個のスポッ
トが得られた。感染前後で発現の差が２倍以
上で有意差が 0.05 以下の蛋白質に焦点を当
て、ゲル内消化を行い、液体クロマトグラ



フ・タンデム型質量分析計(LC-MS/MS)で測
定後データベース検索の結果、感染後 2倍以
上上昇したタンパク質 8 種類、2 倍以上減少
した 45種類のタンパク質を同定した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 
 
これらの分子を測定することは、本症の早
期診断に役立つことが示唆され、早期治療に
直結することが期待された。 
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