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研究成果の概要（和文）：　世界的感染拡大を契機にCryptococcus gattii (C. gattii) 感染症が注目されてい
るが、本感染症に関する知見は乏しく、本研究ではC. gattii感染症の病原機構解明ならびに臨床応用への基盤
形成を目的とした。
　各種解析の結果、高病原性C. gattii株接種マウス肺では生体防御反応がほとんど惹起されておらずIFNγや
CD4陽性リンパ球の関与も限定的であるが、樹状細胞ワクチンで一定の治療効果が得られることが判明した。さ
らに、DNAマイクロアレイ法により、病原性に関与し得る遺伝子も抽出し得た。得られた成果は本感染症の病原
機構解明ならびに臨床応用への基盤形成に貢献し得る。

研究成果の概要（英文）：　Cryptococcus gattii R265, which was responsible for the cryptococcosis 
outbreak on Vancouver Island, can cause life-threatening infectious diseases. However, putative 
mechanisms of its high virulence remain unclear.To elucidate factors affecting high virulence of 
this yeast, we conducted the systemic examinations using the lungs of the mice infected with C. 
gattii R265 and 5815 and C. neoformans H99. In addition, microarray assay with gene ontology 
analysis was also carried out. 
 Results showed that C. gattii R265 can easily proliferate in alveoli due to the poor cryptococcal 
yeast-cell recognition by macrophages and/or other antigen-presenting cells. Furthermore, microarray
 data suggested C. gattii R265 may have high adherence ability to the alveolar epithelium. 
　In conclusion, our investigations revealed that C. gattii R265 induces less macrophage response 
and severe structural alteration of the lungs. These characteristics may be candidates for virulence
 factor of this yeast.

研究分野：病理学
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１．研究開始当初の背景 

クリプトコックス属菌は本邦に常在する
病原性真菌であるが、北米大陸でのアウトブ
レイクを契機に Cryptococcus gattii (C. 
gattii )が注目されていた。 

C. gattii は健常者でも高病原性を示す等、
従来のC. neoformansとは異なる臨床的特徴
を示す上、渡航歴のない日本人の感染例も報
告され、世界的な感染拡大も危惧されていた。 

 

２．研究の目的 

高病原性 C. gattii の感染機序には不明な
点が多い。本研究の目的は、クリプトコック
ス症感染モデルマウスの解析を基盤とした、
(1) C. gattii の病原因子解明、(2) 臨床応用
への基盤形成である 

 

３．研究の方法 

 研究基盤となるクリプトコックス症感染
モデルマウスは国立感染症研究所にて作製
したが、具体的には C. neoformans H99 株、
C. gattii 5815 株ならびに R265 株等を用い
て、菌液 50μl (5.0×103 CFU/mouse に調整)
を C57BL/6、9 週令、雄マウスへ経気管的に
接種することで作製した。尚、C. gattii R265
株はアウトブレイク株であり、いわゆる病原
性 C. gattii である。 

次いで、国立感染症研究所にて、マウス骨
髄細胞をGM-CSF (顆粒球単球コロニー刺激因
子)存在下で 6 日間培養して得られた非接着
細胞を樹状細胞とし、この樹状細胞に C. 
gattii の莢膜欠損株の死菌を抗原として貪
食させることで樹状細胞 (DC)ワクチンとし
た。DC ワクチンは菌体接種 14 日前と接種前
日に尾静脈から投与し、研究代表者は DC ワ
クチン投与マウスに対する、組織学的解析を
行った。免疫機構の観点からは、CD4 陽性リ
ンパ球欠損状態のマウスを活用し、C. gattii
に対する CD4 陽性リンパ球の感染制御効果を
組織学的な観点から解析した。 
 さらに、C. gattii の病原因子解明を目的
として、網羅的な遺伝子情報解析を施行した。
具体的には、RNA later 溶液へ感染肺組織を
一晩浸漬し RNA 情報を保護した後に、TRIZOL
試 薬 に 浸 漬 か つ 液 体 窒 素 で 凍 結 し 、
Affymetrix® 社製GeneChip Mouse Genome 430 
2.0 Array® にて DNA マイクロアレイ法を施
行し、高病原性 C. gattii 接種群で大きく発
現変動している遺伝子を抽出した。 
 
４．研究成果 
 組織学的には C. neoformans H99 株接種マ
ウス肺では割面において多発性の結節性病
変がみられ、同部で多数の肉芽腫が認められ
た。一方、C. gattii  5815 株ならびに R265
株接種マウス肺では結節性病変が不明瞭あ
るいは形成されず、菌体が広範囲に分布し、
肺胞腔は不規則な大小不同を呈していたが、
肉芽腫は少数かつ小型であった (図 1)。すな
わち、C. gattii  株接種マウス肺では本来 

図 1. C. gattii 接種マウス肺の組織像 (PAS
染色、400 倍)：菌体はびまん性分布を示し、
肺胞空は不規則な大小不同を示しているが、
肉芽腫形成は認められない。 

の生体防御反応がほとんど惹起されておら
ず、結果的に肺の構築改変が著しくなること
が組織学的に証明された。 

また、CD4 陽性リンパ球欠損状態のマウス
を用いた解析では、C. neoformans H99 株接
種マウス肺では CD4 陽性リンパ球が維持され
ていれば肉芽腫が形成され病変も限局され
るのに対して、CD4 陽性細胞が欠損した状態
では肉芽腫が形成難く、肺病変自体も広範囲
に分布した。一方、高病原性 C. gattii 接種
マウス肺では CD4陽性リンパ球が維持されて
いようがいまいが、肉芽腫の形成がほとんど
確認できず、菌体がびまん性に分布していた。
これらの事実より、C. gattii は通常のクリ
プトコックス症防御機構で重要な役割を担
っている CD4 陽性リンパ球活性や INFγを含
む各種サイトカイン応答を誘導させにくく
する特徴を有しているものと推測された。 
 一方、DC ワクチン投与群の肺では、高病原
性C. gattii 接種マウス肺であっても肉芽腫
が多数集積し菌体を貪食しており、肺の構築
改変も抑制された。すなわち、DC ワクチンで
各種サイトカイン応答を増強すれば、高病原
性 C. gattii 感染後の肉芽腫形成を誘導する
ことが可能となり、菌体の増殖を抑制し得る
ことが判明した。 
 加えて、DNA マイクロアレイ法では C. 
gattii  R265 株接種マウス肺のみで Log2 変
換後に 2倍以上の発現亢進を示す 281 遺伝子
を解明した (図 2)。この 281 遺伝子の中では
Pgk1 が最も発現亢進しており (図 3)、当該
遺伝子が高病原性 C. gattii の病原機構に関
与している可能性が示唆された。 

以上、C. gattii は生体防御反応を誘導さ
せにくい特徴を有しているが、ワクチン接種
等、各種サイトカイン応答を増強すれば菌体
の増殖を抑制できることが判明し、網羅的遺
伝子解析では病原性への関与が示唆される
候補遺伝子が抽出された。得られた成果は C. 
gattii の病原因子解明ならびに臨床応用へ
の基盤形成に貢献し得るものである。 



図 2. クリプトコックス症感染モデルマウス
肺において発現亢進を示していた遺伝子
数：本研究では C. gattii R265 接種マウス
肺のみで Log2 変換後に 2 倍以上の発現亢進
を示していた 281 遺伝子が抽出された。 

 
図 3. C. gattii R265 接種マウス肺のみで発
現亢進していた上位 10 遺伝子：図 2 の 281
遺伝子の中で、発現亢進上位 10 遺伝子は以
下の通りである。本研究では Pgk1 が最も発
現亢進を示していた。 
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