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研究成果の概要（和文）：トキソプラズマは世界人口の３分の１のヒトに感染しており、様々な精神疾患や神経
疾患の発症リスクになることが推測されている。しかし、本原虫感染が精神疾患の発症や行動異常に至るメカニ
ズムは解明されていない。そこで本研究では、宿主中枢神経系を支配するトキソプラズマ由来ブレインマニピュ
レーターの解明を目的とした。脳機能に関与する宿主シグナルに影響を与える原虫分子として、TgGRAIを見出し
た。TgGRAIはNFkBのシグナルの活性化に関与し、TgGRAI欠損原虫株を用いたマウス行動測定の実験によりTgGRAI
の恐怖記憶の固定への関与が示唆された。本研究により、脳機能を改変する原虫因子の存在が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Toxoplasma gondii infects approximately one-third of the human population. 
T. gondii infection is a risk factor for developing mental diseases and nervous diseases. However, 
the mechanism(s) underlying the behavioral changes and onset of nervous diseases induced by T. 
gondii infection remains unclear. Therefore, this study aimed at elucidation of Toxoplasma-derived 
brain manipulator which controls host central nervous system. We identified TgGRAI as parasite 
molecule affecting host signal for brain function. TgGRAI activated NFkB signal. Furthermore,
experiments of mouse behavior using TgGRAI-deficient parasite suggested that TgGRAI was involved in 
fear memory consolidation. Our results indicated the presence of parasite molecule for manipulation 
of host brain function.

研究分野：感染免疫学

キーワード： 感染症　中枢神経系　免疫　トキソプラズマ　トランスクリプトーム
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１．研究開始当初の背景 
トキソプラズマ（Toxoplasma gondii）は世
界人口の３分の１のヒト、及びほ乳類・鳥類
に感染している細胞内寄生性原虫である。免
疫機能が正常な成人に感染した場合は無症
状であるが、脳や筋組織に潜伏感染を続ける
ことが知られている。しかし、近年の疫学的
な研究から、トキソプラズマ感染が統合失調
症やうつ病、アルツハイマー症などの発症リ
スクとなることが明らかとなりつつある。ま
たトキソプラズマの慢性感染が、ヒトの行動
や性格に影響を及ぼすことや、自殺率に関与
することも報告されている（Yolken et al., 
2009. Parasite Immunol.）。マウスを用いた
行動実験では天敵であるネコの匂いに対す
る嫌悪感が減少することが知られており、感
染による宿主の行動変化が示唆される（Vyas 
et al., 2007. PNAS）。しかし、トキソプラズ
マ感染が脳神経系に与える影響は不明であ
り、精神疾患の発症や行動異常に至るメカニ
ズムも解明されていない。 
	
 トキソプラズマ感染が宿主を個体レベル
で改変・支配するのかという確証を得るため、
我々は原虫感染マウスを用いた行動測定実
験系を確立した。感染マウスの脳では、視床
を含む間脳において広範囲に原虫が検出さ
れた。さらに、感染マウスでは、新奇環境に
おける探索行動の抑制、記憶の固定能力の障
害、天敵に対する逃避行動の抑制が確認され
た。さらに、感染マウスの脳を用いたトラン
スクリプトームを実施したところ、脳神経細
胞の機能障害を示す結果が得られた
（Tanaka et al., 2013. Infect Immun）。これ
ら研究成果は、中枢神経系に影響を与えるト
キソプラズマ由来ブレインマニピュレータ
ーの存在を強く示唆するものである。以上の
研究背景から、「トキソプラズマは宿主脳内
へ感染することで脳神経細胞を分子レベル
で改変し、宿主を個体レベルで支配する」独
自の寄生戦略を持つという考えに至った。 
 
 
２．研究の目的 
以上の研究背景をもとに次の仮説を立てた。 
・	
 トキソプラズマが広範囲の脳領域へ侵入
し、脳神経細胞に潜伏する。 

・	
 脳神経細胞内で、原虫から放出される分
子により細胞が制御不能になる。 

・	
 中枢神経系ネットワークに破綻が生じ、
宿主の探索行動、記憶、学習等の情動行
動に異常が起こる。 

本研究の目的は、トキソプラズマ由来ブレイ
ンマニピュレーターを同定し、原虫感染によ
りどのように脳神経細胞の機能が改変され
るのかを解明することであり、以下の３つの
研究課題を明らかにする。 
（１）脳神経細胞の網羅的トランスクリプト

ームにより、細胞の機能が変化している
経路を推定する。 

（２）脳神経細胞の機能遺伝子の発現を制御

する原虫因子の同定を行う。 
（３）遺伝子改変原虫を用いた、ブレインマ

ニピュレーターの特定を行う。 
 
 
３．研究の方法 
本研究では「宿主中枢神経系を支配するトキ
ソプラズマ由来ブレインマニピュレーター」
の同定により、脳神経細胞の機能が改変され
るメカニズムの解明を目指し、以下の研究課
題を実施した。	
 
（１）脳神経細胞の網羅的トランスクリ
プトーム	
 
	
 C57BL/6 マウス（野生型マウス）および Toll
様受容体２（TLR2）欠損マウスの胎児脳から
神経細胞、ミクログリア、アストロサイトを
in	
 vitroで誘導し、トキソプラズマのタキゾ
イト（PLK 株）を感染させた。感染後 20 時間
で細胞を回収し、RNA を抽出した。その後、
次世代シークエンサー（Illumina	
 Genome	
 
Analyzer	
 IIx）を用いた RNA-seq 法によるト
ランスクリプトーム解析を行った。得られた
データは DEseq により統計解析し、感染によ
り発現変動が認められた遺伝子を抽出した。
さらに、Gene	
 ontology 解析により変化が推
測される経路を解析した。野生型マウスと
TLR2 欠損マウスのデータを比較解析し、TLR2
依存的な発現変動を示す遺伝子群の解析を
行った。	
 
	
 
（２）脳神経細胞の機能遺伝子の発現を
制御する原虫因子の同定	
 
	
 宿主細胞のシグナル伝達の活性化を測定
するため、各々のシグナル伝達に対応する
Minimal	
 Promoter（応答エレメント）の制御
下でルシフェラーゼ遺伝子を発現するベク
ターを用い、293T 細胞にトランスフェクショ
ンすることでルシフェラーゼ発現を測定す
るアッセイ系を構築した。選定した Minimal	
 
Promoter と対応するシグナル経路を表１に
示す。	
 
	
 トキソプラズマ由来分子として細胞小器
官から分泌されるタンパク質に着目し、デン
スグラニュルから放出されるタンパク質群
18 種およびロプトリーから放出されるタン
パク質群 21 種について cDNA をクローニング
し、哺乳動物発現用ベクターに挿入した。	
 
	
 上記ルシフェラーゼ遺伝子を発現するベ
クターと原虫 cDNA を 293T 細胞へ導入し、ル
シフェラーゼの発光シグナルのレベルが変
化する原虫因子をスクリーニングした。	
 
	
 
（３）原虫因子の遺伝子改変原虫の作製	
 
	
 スクリーニングした原虫因子（TgGRAI、
TgCyp）について、CRISPR/CAS9 法をもとにし
た以下の方法により当該遺伝子を欠損させ
たトキソプラズマを作製した。トキソプラズ
マ用ベクターpSAG1::CAS9-U6::sgUPRT を用
いて標的遺伝子のゲノム配列よりガイド RNA
を組み込んだ遺伝子欠損用プラスミドを作



製した。ピリメタミンで薬剤選択可能な耐性
遺伝子 DHFR-TS 発現カセットを調整し、遺伝
子欠損用プラスミドと共にトキソプラズマ
株 Pru	
 HXGPRT(-)Ku80(-)株へ導入した。ピリ
メタミンで薬剤選択し、生存したクローンに
ついて遺伝子レベルおよびタンパク質レベ
ルでの対象遺伝子の欠損を確認した。遺伝子
欠損原虫は、細胞侵入能・脱出能、増殖率の
性状解析を行い、遺伝子欠損による一般的な
感染性に与える影響を確認した。	
 
	
 
（４）脳機能を評価する in	
 vivo 実験系
の構築と候補原虫因子の評価	
 
	
 トキソプラズマ急性感染モデルにて、うつ
様症状の発現の評価を行った。具体的には、
正常マウスと比較して、スクロース嗜好試験
ではスクロース嗜好性が低下すること、強制
水泳試験では水中での静止時間が増加する
ことを指標に解析した。また、免疫抑制剤デ
キサメタゾンの投与によりトキソプラズマ
の再活性化を誘導し、上記のうつ様症状の発
現の評価を行った。感染急性期（感染後 10
日）、慢性期（感染後 30 日）、再活性化期（感
染後 60 日）の脳組織を採材し、リアルタイ
ム PCR による遺伝子発現の変化、高速液体ク
ロマトグラフィーを用いた神経伝達物質の
測定を行った。	
 
	
 トキソプラズマ慢性感染モデルでは、恐怖
条件付け試験を指標とした行動実験でマウ
スの恐怖記憶の固定を評価した。感染 37-41
日めのマウスを測定用チャンバーに入れ、音
による刺激の後電子刺激による条件付けを
行った。翌日、マウスを同じ測定用チャンバ
ーに入れ、すくみ反応時間を計測した（文脈
試験）。その翌日には、マウスを条件付けに
使用したものとは異なるチャンバーに入れ、
条件付けと同じ音刺激を与えた時のすくみ
反応時間を計測した（音試験）。恐怖記憶が
正常であれば、文脈試験と音試験でマウスは
すくみ反応を示す。次に記憶の消去を評価す
るため、条件付けと同じ音刺激を 30 回連続
で与え、すくみ反応時間を計測した。記憶の
消去能力が正常であれば、マウスのすくみ反
応時間はしだいに減少していく。感染後
40-54 日めのマウスから脳組織を採材し、原
虫の定量、遺伝子発現の変化、神経伝達物質
の測定、病理組織学的検索を行った。（３）
で作製した遺伝子欠損原虫株は、それら感染
マウスに対し恐怖条件付け試験を行った。	
 
	
 
	
 
４．研究成果	
 
（１）脳神経細胞の網羅的トランスクリ
プトーム	
 
	
 TLR2はTLRファミリーに属する受容体タン
パク質で、トキソプラズマに対する防御免疫
の作動に不可欠であることが知られている。
また神経炎症等に関連し、中枢神経系におけ
るその病理学的な機能の研究も進みつつあ
る。そこで、トキソプラズマ感染時、脳細胞

で TLR2 が担う機能の解明を目指し、TLR2 欠
損マウスを用いたトランスクリプトーム解
析を行った。TLR2 依存的に発現上昇する遺伝
子として、As では免疫・ストレス応答関連遺
伝子が上位を占めた。免疫・ストレス応答関
連遺伝子に加え、MG では細胞分化・増殖関連
遺伝子、Neu では代謝関連遺伝子の TLR2 依存
的な発現上昇が認められた。一方、TLR2 依存
的に発現低下する遺伝子として、As ではイオ
ン輸送関連遺伝子と�神経機能関連遺伝子、MG
では代謝関連遺伝子と細胞周期・分裂関連遺
伝子、Neu では代謝関連遺伝子が認められた。
本解析により、脳神経細胞における TLR2 依
存的な機能として、原虫排除に必要な脳内免
疫の活性化の重要性が示された。	
 
	
 
（２）脳神経細胞の機能遺伝子の発現を
制御する原虫因子の同定	
 
	
 トキソプラズマのデンスグラニュルから
放出されるタンパク質群 18 種およびロプト
リーから放出されるタンパク質群 21 種につ
いて、宿主細胞のシグナル伝達の活性化に与
える影響を解析したところ、候補分子として
２種（TgGRAI、TgCyp）を見出した（表１）。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
TgGRAI はカルシウム/カルシニウリン及び
NFkB のシグナルを活性化することが示唆さ
れた。これらシグナルは神経細胞やグリア細
胞の機能及び神経炎症に関与することが知
られており、TgGRAI が脳神経細胞に影響を与
えることが推測された。また、TgCyp は小胞
体ストレスのシグナルを活性化することが
示された。小胞体ストレスは、小胞体内のカ
ルシウム枯渇、細胞への酸化ストレス、変異
タンパク質の発現、低グルコース状態や低酸
素状態など、様々な生理的ストレスによって
生じることが知られている。さらに、小胞体
ストレスは様々な神経系疾患（パーキンソン
病、ポリグルタミン病、アルツハイマー病、
筋萎縮性側索硬化症など）に関わっている。
従って、トキソプラズマ感染も細胞に対して
ストレス応答を誘導するため、感染による脳
病態への TgCyp の関与が示唆された。	
 
	
 
（３）原虫因子の遺伝子改変原虫の作製	
 
	
 スクリーニングした原虫因子（TgGRAI、
TgCyp）について、CRISPR/CAS9 法をもとに当
該遺伝子を欠損させたトキソプラズマを作
製した。遺伝子欠損原虫の細胞侵入能・脱出
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能、増殖率の性状解析を行い、親株原虫と比
較して遺伝子欠損原虫の上記性状に変化は
認められなかった。	
 
	
 
（４）脳機能を評価する in	
 vivo 実験系
の構築と候補原虫因子の評価	
 
	
 トキソプラズマ感染マウスモデルにて、う
つ様症状の発現の評価を行った。トキソプラ
ズマ感染急性期および再活性化期にはマウ
スにうつ様症状が発現することが明らかと
なった。この病態には、インターフェロンガ
ンマによる炎症反応、インドールアミン
-2,3-ジオキシゲナーゼによるキヌレニンの
産生が関与しており、それぞれの阻害剤投与
によるうつ様症状の改善が確認された。うつ
様症状の発現には神経伝達物質のドーパミ
ン、セロトニンの関与は明らかでなかったこ
とから、本病態には感染による炎症反応によ
り生じるキヌレニンが重要であることが示
唆された。	
 
	
 また、慢性感染期にはマウスの恐怖記憶が
障害されることが明らかとなった。これらマ
ウスでは恐怖記憶の形成に重要な脳領域で
ある大脳皮質と扁桃体に障害が認められた。
感染により大脳皮質ではドーパミン代謝の
亢進とノルエピネフリンの低下、扁桃体では
ノルエピネフリンとセロトニンの低下が認
められた。これら神経伝達物質は恐怖記憶の
形成に必要であり、トキソプラズマの脳内感
染により脳機能の傷害が起きていることが
示唆された。記憶の消去能力においては、感
染マウスでも正常であった。上記実験をトキ
ソプラズマの近縁原虫であるネオスポラの
感染で実施したが、ネオスポラの感染ではマ
ウスの恐怖記憶の障害は認められなかった。
従って、マウスの恐怖記憶の障害はトキソプ
ラズマ感染に特有な生体反応であることが
示唆された。	
 
	
 （３）で作製した TgGRAI 欠損株と TgCyp
欠損株を用いてマウスの感染実験を行った。
親株原虫 Pru の感染と比較して、TgCyp 欠損
株感染マウスの感染後３０日の生存率に有
意差は認められなかった（共に生存率 90%）。
TgGRAI 欠損株感染マウスでは４割のマウス
が感染１２日までに死亡した。次に、上記実
験で生存したマウスについて感染４０日か
ら恐怖条件付け試験を行った。文脈試験では
親株原虫 Pru 感染マウスと TgCyp 欠損株感染
マウスにてすくみ反応の低下が認められた
が、TgGRAI 欠損株感染マウスの７割が非感染
マウスと同レベルのすくみ反応を示した。音
試験では、親株原虫 Pru 感染マウス、TgCyp
欠損株感染マウス、TgGRAI 欠損株感染マウス
ですくみ反応の増加は認められなかった。以
上のことから、TgGRAI 欠損株感染マウスは視
覚からの恐怖記憶が回復していることが示
唆され、本反応における TgGRAI の関与が推
測された。今回の結果は、脳機能に影響を与
えるトキソプラズマ分子の存在を示唆して
おり、今後はより詳細な分子メカニズムの解

明が必要とされる。	
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