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研究成果の概要（和文）：Toxoplasma gondiiが細胞膜表面に発現・分泌するNTPaseが好中球やマスト細胞への影響を
、これらの細胞のATPと原虫の精製NTPaseとの共存下での炎症に関与する因子の遺伝子発現を指標に解析した。ATP単独
曝露においては、好中球やマスト細胞のTNF-α, IL-8の遺伝子発現は抑制されたが、NTPaseの共存下ではATPの抑制効
果が相殺された。
　好中球のecto ATPase分子CD39の遺伝子発現もNTPaseの共存により相殺されコントロールと同等であった。Adenosine
の受容体であるAdoRA2aはNTPaseの共存により抑制された。CD73の発現は影響されなかった。

研究成果の概要（英文）：Immuno-modulate effects of T. gondii NTPase on neutrophils or mast cells were 
examined in this research project. When neutrophils or mast cells were exposed with ATP in vitro, gene 
expressions of TNF-α and IL-8 were down-regulated. However, presence of NTPase with ATP neutralized 
those effects of down-regulation. Gene expression of CD39 that is as known as ecto ATPase in neutrophil 
were also decreased. Neutrophils exposed both of ATP and NTPase showed that the equal CD39 expression 
with control. The mRNA expression of an adenosine receptor, AdoRA2a was down-regulated by NTPase. No 
effects of ATP or NTPase were observed in CD73 expression. It is suggested that T. gondii might use 
NTPase as an immune-modulator to escape from neutrophils or other immune cells in infection.

研究分野：医歯薬学

キーワード： 原虫　免疫調節
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１．研究開始当初の背景 
(1) 細胞外 ATP(Extracelular ATP:eATP)は
神経系や血管系における細胞間情報伝達に
重要であることはよく知られているが、免疫
系においても重要な働きをしている可能性
が報告されている[Schenk et al. Sci. Signal. 
1 ra6 (2008), Atarashi et al. Nature 455 : 
808-812 (2008)]。 定常状態の細胞質内
(cytosolic)には 3-10 mMのATPが存在する。
自己免疫や細菌などの病原体が組織に侵入
することにより傷害された細胞から放出さ
れた多量のATPは周囲の細胞にとってeATP
となる。多量の eATPは免疫系細胞のみなら
ず、上皮細胞にも発現しているプリン作動性
受容体(purinergic receptor)を数 10秒以内に
活性化させ、IL-1などの炎症性サイトカイ
ン産生を引き起こす。また eATPは、好酸球
や好中球、未成熟樹状細胞に対し直接細胞遊
走効果も示す。これらのことから、eATPは
自己免疫疾患や sepsisを増悪させている原
因の一つと考えられている。 一方、定常状
態の細胞質内(cytosolic)の ATP濃度は 3-10 
mMであるが、eATP濃度は～10nMであり
細胞の内側と外側で 106-foldの濃度勾配が形
成されている[Trautmann. Sci. Signal. 2 
pe6 (2009)]。 eATP濃度が 10nMに維持さ
れているのは apyrase または ecto-ATPases 
と呼ばれていた細胞外酵素 ecto-nucleoside 
triphosphate diphosphohydrolase 
(E-NTPDase/CD39) familyが、細胞外遊出
ATPを ADP, AMPに分解することによる。  

E-NTPDase/CD39分子は、植物から細菌、
原虫や線虫、哺乳動物にわたって共通の構
造・機能が保存されていることが近年報告さ
れている[Robson et al. Purine. Signal. 2: 
409-430. (2006)]。 

 
(2)トキソプラズマ(Toxolasma gondii : T.g) 
は細胞内寄生原虫で、その急増虫体は宿主の
マクロファージ(M)に感染して増殖する。こ
の急増虫体には総タンパク量の 3%を占める
Nucleoside triphosphate hydrolase 
(NTPase)が発現しており、この NTPaseは
遺伝子解析から CD39 family分子であるこ
とが分かっている[Nakaar et al. Mol. 
Biochem. Parasitol. 92 :229-239. (1998)]。 
 
２．研究の目的 
トキソプラズマ原虫が持つ NTPase の機能、
特に宿主免疫に与える影響についての解析
はなされていないことから、原虫の侵入・増
殖に伴い破壊された組織や細胞から放出さ
れる細胞外 ATP を NTPase が分解すること
で、感染・増殖時に起こる ATP が誘引とな
り引起こす好中球などの炎症反応や免疫応
答の調節を行う可能性について解析しする
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) トキソプラズマ NTPase 特異的モノク

ローナル抗体を用いてNTPaseの局在を蛍光
顕微鏡による観察と免疫電子顕微鏡像で解
析した。 
 
(2) 培養した虫体から NTPaseを抗体を用い
た Affinity-columnで精製した。 また、細胞
が eATPに対してどのように応答するかにつ
いて、1M レチノイン(All-Trans Retinoic 
Acid: ATRA)存在下で培養し好中球様に分化
させたHL60細胞に 10 M, 100 M, 1 mM 
ATPを添加させ、1時間後と 4時間後の炎症
に関わる遺伝子の発現について real-time 
PCRを用いて調べた。 
 
(3) eATP 曝露により分化 HL60 細胞の
TNF-, IL-6の発現に変化が観察されたこと
から、分化 HL60 やヒト好中球を 0.1 mM 
ATP, adenosine, ATP + 精製NTPaseで曝露
し、10 分後、30 分後における炎症性サイト
カインおよび、purinergic receptorsである 
CD39, Adenosine Receptor 2a (AdoRA2a)の
遺伝子発現を解析した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 蛍抗抗体を用いた原虫における NTPase
の局在は虫体膜全体に蛍光が観察された 
（図１）。一方、コントロール抗体では蛍光
は観察されなかった。 
   
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(図 1：抗 NTPaseモノクローナル抗体による
NTPaseの局在） 
 
免疫染色した透過電子顕微鏡像では、虫体の
外膜表面に強い免疫染色がみられており、コ
ントロールのＡと比べて、外膜表面に
NTPase分子が発現していることが 
明らかになった（図 2B）。 
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（図 2：透過免疫電顕による NTPaseの外膜
表面発現） 
 
(2)好中球様分化 HL60 細胞を 0.01, 0.1, 1 
mMの eATPに曝露させた時の炎症性サイト
カインである TNF-と IL-6の遺伝子発現を
real-time PCR法で解析した結果、TNF-は
いずれの eATP濃度においても発現が抑制さ
れていた(図 3)。 

IL-6は 10 Mの eATP曝露で著しい発現
抑制が見られたが、100 Mではほぼコント
ロールと同程度（1 時間曝露）または、1.2
倍程度（４時間曝露）発現が増強していた。 
1 mM eATP曝露では、曝露時間の長さに関
わらず IL-6遺伝子の発現が増強しており（図
3）、eATP 曝露による遺伝子発現の影響はサ
イトカインにより異なることが明らかにな
った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図 3：分化HL60細胞を各濃度の eATP曝
露 1hr, 4hr後の TNF-, IL-6遺伝子発現） 

ATP 非存在下で発現している遺伝子量を１
として倍率で示した。 
 
(3) 好中球は自然免疫と炎症反応における重
要なエフェクター細胞であり、T.g 感染にお
いても炎症に関与している。健常人の末梢血
好中球を 0.1 mM ATP, adenosine, ATP + 
NTPase の存在下で 10 分培養した時の遺伝
子発現変化を解析した。その結果、ATP曝露
においては、分化HL60細胞と同様にTNF-, 
IL-8 の遺伝子発現は抑制されたが、NTPase
の共存により、ATPの抑制効果が相殺されて
いた。 
 好中球の ecto ATPase分子であるCD39の
遺伝子発現も ATP 曝露では抑制されていた
が、NTPaseの共存により相殺され、コント
ロールと同等であった。 
 一方、Adenosineの受容体であるAdoRA2a 
の発現は NTPase の共存により抑制された
(図４)。 
 CD73 の発現については影響を与えなかっ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図４：好中球を 0.1 mM ATP, Adenosine, 
ATP + NTPaseに 10分曝露後の遺伝子発現） 
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(図４続き) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
(4) 生体の細胞にとって ATP は炎症亢進因
子であり、恒常性維持のために細胞はその表
面に発現している CD39, CD73 などが作用
して ATP を分解している[Trautmann. Sci. 
Signal. 2 pe6 (2009)]。原虫感染時には感染
細胞の破壊時に細胞質内にある～0.1 mMの
ATPが放出され、これに生体も原虫も曝露さ
れる。また細胞内寄生である本病原体は寄
生・生存のための Parasitophorous vacuole
を形成するまでの間にも高濃度の ATP に曝
される可能性が考えられる。しかし、本原虫
は体表面に CD39に相同性が高く、ATP分解
能を持つ NTPaseを発現し、虫体外に分泌す
ることで、ATPの効果を相殺させることで免
疫細胞の応答を攪乱している可能性が示唆
された。 
 本原虫以外の原虫や細菌においても様々
な 免 疫 回 避 機 構 や 免 疫 調 節
(Immuno-modulator)作用が報告されている。 
 本原虫は細胞内寄生が免疫細胞からの回
避の主な機構であると考えられているが、そ
れのみならず、この NTPaseが炎症性亢進因
子を分解することで宿主細胞の免疫応答に
影響を与える Immuno-modulator である可
能性が示唆された。 
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