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研究成果の概要（和文）：トキソプラズマ症は原虫トキソプラズマ（本虫）感染で発症する。本虫は宿主の免疫
状態により急増虫体あるいはシストを形成する緩増虫体とステージ変換を行うが、その関与因子を解析すること
は病原性や再発機序を解明する点で非常に重要である。
今回、in vitro本虫感染実験を行い、培養条件を変化させステージ変換の動向を分析し、各々のステージの培養
上清を冷凍保存し、質量分析計によるタンパク質レベルでの解析に備えた。in vivo感染実験ではマウスの急性
期あるいは慢性期の血清を同様に保存した。さらに、全国の医療施設から送付された臨床検体の残余検体より、
病勢に関与する因子の質量分析を試みた。

研究成果の概要（英文）：Toxoplasmosis is caused by the infection with the protozoan parasite, 
Toxoplasma gondii.As an important event in the pathogenesis of toxoplasmosis is the interconversion 
between the bradyzoite and the tachyzoite stage of T. gondii within the intermediate host, to 
analyze the factors that influence either cyst formation or reactivation is essential.
In this report, we analyzed the stage conversion in vitro by changing the condition of medium and 
the culture supernatant was stored for protein level analysis by mass spectrometry. For in vivo 
analysis, mice were infected and serum were stored at the acute and chronic stages for the further 
analysis by mass spectrometry. In addition, residual samples from hospitals for diagnosis of 
toxoplasmosis were classified according to the severity of the disease for the analysis by mass 
spectrometry.   

研究分野： 寄生虫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
トキソプラズマ症は細胞内寄生虫のトキソプラズマによる感染症であり、世界中では人口の３分の一が感染して
いるとされる日和見感染症である。免疫状態の正常な人は無症状であるが、免疫不全状態の人は、トキソプラズ
マ症が再活性化したり、重症化し致死となることが問題となっている。トキソプラズマは宿主の免疫状態によ
り、病原性の異なるステージ変換を行うが、それに関与する因子を質量分析計によりタンパク質レベルで解析す
ることで、病原性や免疫不全状態での再発機序を解明でき、予後を左右する早期診断・早期治療につながると期
待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
トキソプラズマ症は細胞内寄生原虫であるトキソプラズマによって引き起こされる日和見感

染症の一つである。世界人口の約三分の一は本原虫に感染しており、日本においても10～30%が
既感染である。本原虫症は免疫抑制状態での再活性化が臨床現場で大きな問題となっている。
即ち、健常者が本原虫に感染した場合、本原虫は休眠型の嚢子（シスト：緩増虫体を蔵する）
を形成することにより宿主の防御免疫から逃れ、根治されずに不顕性感染となる。しかし、宿
主が免疫不全に陥ると（AIDS 患者や臓器移植患者等）、緩増虫体は急増虫体へとステージ変換
し（再活性化）、局所で臓器機能不全を引き起こし致死的となる。 
トキソプラズマ症は非定型的病態を呈し、かつ既感染であるが不顕性の感染者が多いことか

ら、抗体価測定のみで確定診断することは困難であり、治療方針の決定が遅延することによる
重症化さらには致死に陥ることが問題となる。そこで、再活性化の前兆の早期検出や治療前後
における再活性化の鎮圧状況及び虫体数の変動（重症度）の把握が非常に重要となる。診断に
は、従来は抗トキソプラズマIgG 及びIgM 抗体価の測定による血清学的診断に加え、血液や脳
脊髄液等から虫体DNAを検出するpolymerase chain reaction (PCR)法による確定診断に依って
きた。しかし、免疫不全患者の場合、抗体価の数値は必ずしも感染症の病勢を表しているとは
限らず、さらにPCR 法は臨床検体の検出感度が50～70%とそれほど高くなく、PCR 陰性であって
も局所に虫体が存在していないとは断言できない。そのため、感染臓器局所の生検試料の採取
が必要となってくるが、患者の体に大きな負担を強いることがあり時として困難である。実際
に我々は、造血幹細胞移植を受けた患者において虫体が再活性化した6 例を経験し、これら6 
症例のうち救命し得たのは早期に確定診断・治療できた1 例のみであった（参考文献１）。以
上の状況から、PCR 診断から脱却した、血液、尿、唾液など非侵襲的に採材が可能な検体を用
いた新規トキソプラズマ検出技術の開発や再活性化の早期検出法・重症化判定の指標の確立が
望まれている。 
近年、質量分析法を用いたプロテオーム解析による癌や細菌感染症の診断に向けた研究が加

速し、一部は実用化されている。質量分析計を用いた診断の利点としては、(i)血液、尿、唾液
をはじめ非侵襲的採材による検体での検査が可能であること、(ii) 少量のサンプル量でも解析
が可能であること、(iii)解析標的タンパク質が判明している場合には短時間で検出が可能なこ
と、等が挙げられる。 
 
２．研究の目的 
 
トキソプラズマは、宿主が免疫抑制状態に陥った時に、緩増虫体から急増虫体へとステージ

変換を行い、再活性化する。このステージ変換に関与する因子を質量分析法でタンパク質レベ
ルで解析し、従来のPCR 法とは異なる新規診断法を確立し、再活性化を早期に検出することが
本研究の目的である。さらに、質量分析法によって迅速かつ重症度判定が可能なトキソプラズ
マ症に特異的に検出されるタンパク質の同定を行うことで重症度の評価法を確立することを目
的とする。 
 
３．研究の方法 
 
（１）トキソプラズマのステージ変換に関与するPH濃度 
 
① インターフェロンガンマノックアウト（GKO）マウスの胎児皮膚より繊維芽細胞を得、細胞
培養プレートで培養し、プレート全面に細胞が生着・増殖するのを確認後、次の２つの実験を
行った。 
② シスト形成能を有するトキソプラズマの深谷株をGKOマウスに感染させ、７日後、急増虫体
が存在する腸管リンパ節を摘出し、細切しGKOマウス胎児繊維芽細胞に感染させ、顕微鏡下でシ
スト（緩増虫体）が形成されるかどうかを観察した。さらに、培養液のPHを種々に変化させ、
シスト形成までの日数とPHとの関連を解析した。 
③ 野生型マウスに感染させて得た深谷株の脳内シスト（緩増虫体）を比重遠心法で得、GKOマ
ウス胎児繊維芽細胞と共培養した。緩増虫体が急増虫体にステージ変換し、GKOマウス胎児繊維
芽細胞に感染するのを観察した。さらに、培養液のPHを種々に変化させ、シストから緩増虫体
が放出され、繊維芽細胞に感染するまでの日数を解析した。 
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④ 様々なPHの培養液で培養したトキソプラズマ感染GKOマウス胎児繊維芽細胞から継時的に
mRNAを抽出し、cDNAを作成し、GAPDH遺伝子を内的コントロールとして、SAG1遺伝子（急増虫体
のマーカー）あるいはBAG1遺伝子（緩増虫体のマーカー）の発現を解析した。 
 
（２）急増虫体あるいは緩増虫体の培養上清中、及びそれぞれのステージの感染マウス血清中
のタンパク質の網羅的解析 
 
①in vitro実験：GKOマウスの胎児繊維芽細胞をフィーダー細胞として、シスト形成能の無いト
キソプラズマのRH株を用いて急増虫体のみを培養、およびシスト形成能のある深谷株を長期培
養することによりシストを形成させ、それらの培養上清中のタンパク質の網羅的解析をするべ
くその夫々の培養上清を-80度に保存した。  
②in vitro実験：GKOマウスの胎児繊維芽細胞をフィーダー細胞とし、シスト形成能のある深谷
株を感染させたGKOマウスの腸管リンパ節（急増虫体が存在）をPH7.2の培養液中で共培養し、
急増虫体ステージの培養上清を収集した。さらに、PH8.1の培養液で培養することでシストを形
成させ、その培養上清を収集し-80度に保存した。 
③in vitro実験：急増虫体ではウミシイタケルシフェラーゼ発光色（内部コントロール用）
を、緩増虫体ではホタルルシフェラーゼ発光色を発色するトキソプラズマPLK/DLUC_1C9（参考
文献２）とVero細胞を用いて、培養液のPHの変化や、アンモニウム ピロリジンジチオカルバ
メートを添加する等の様々な条件下で共培養し、ステージ変換しているかどうかを蛍光顕微鏡
及びDual-Luciferase Reporter Assay System (Promega)とルミノメーターを用いてin vitroで
実証した。 
さらに夫々のステージ変換が確認された時の培養上清を集め、-80度に保存した。 

④in vivo実験：上記細胞培養上清中のタンパク質がトキソプラズマ感染マウス血清中に存在す
るかどうかを検証するべくGKOマウスに深谷株を感染させ、感染後１０日に急増虫体が増殖して
いる血清を収集した。また、野生型C57BL/6マウスにも深谷株を感染させ、シストを形成してい
る感染一か月後に血清を収集し、今後の質量分析試料として-80度に保存した。 
 
（３）トキソプラズマ症の臨床検体（血清・髄液等）のタンパク質の網羅的解析と臨床像との
比較 
 
研究室で保管している全国の医療施設からトキソプラズマ症診断のために送られてくる検体

の診断残余検体を用いて、in vitro 培養系で絞り込んだタンパク質をもとに比較解析を行い、
それらの特定のタンパク質がトキソプラズマ症の重症度判定のマーカーとして使用可能かどう
か検証しつつある。 
最終的には、臨床検体に付されている患者の病歴・予後情報をもとに本疾病重症度を判定し、
質量分析データで得られた再活性化・重症度に関連したタンパク質との関連性を明らかにす
る。 
 
４．研究成果 
 
（１） GKOマウスに感染させて得られた深谷株の急増虫体は、GKOマウス胎児繊維芽細胞に感
染させると約１～２週間経過後、顕微鏡下でシストが確認された。特に培養液のPHを酸性（PH 
6.2）あるいはアルカリ性(PH 8.1)にした場合にシスト形成能が早い傾向がみられた。急増虫体
マーカーのSAG1遺伝子発現あるいは 緩増虫体マーカーのBAG1遺伝子発現の解析からもその傾向
は確認された。 
（２）野生型C57BL/6マウスに感染させてその脳内から得られた深谷株のシスト（緩増虫体）を
GKOマウス胎児繊維芽細胞に感染させると約3日～4日で急増虫体にステージ変換するのを顕微鏡
下で確認した。培養液のPHを種々に変化させて、このステージ変換を観察したところ、PHが中
性(PH 7.2)の場合に早期に急増虫体へとステージ変換した。このことは（１）と同様に遺伝子
発現の解析からも確認された。 
（３）以上より、深谷株がステージ変換するPH及びステージ変換までの日数が明らかになった
ので、深谷株の急増虫体の時期あるいは緩増虫体の時期の培養上清を収集し、質量分析計
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（LTQ-Orbitrap XL、Thermo Scientific 社）での解析を計画していたが、新型コロナ感染症が
流行したため、計画は中断を余儀なくされている。 
（４）急増虫体と緩増虫体とで異なる色のルシフェラーゼ発光色を発色するトキソプラズマ
PLK/DLUC_1C9の培養液のPHを変化させたり、アンモニウム ピロリジンジチオカルバメートを
添加し、急増虫体から緩増虫体にステージ変換しているのを、Dual-Luciferase Reporter 
Assay System (Promega)とルミノメーターで分析したが、その発色強度が非常に弱く、確認が
困難となっている。現在、その原因を探っている。 
（５）臨床検体は研究期間の3年間で164検体を受け入れ、トキソプラズマのPCR診断を行った。
それらの臨床経過より重症度を分類化した。さらに、過去PCR陽性であった約40症例の重症度を
分類化し、現在、それらの血清タンパク質の質量分析に向けて準備段階にある。 
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