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研究成果の概要（和文）：本研究では、現在までほとんど研究が進んでいなかったトキソプラズマの潜伏感染の
分子基盤に焦点を当て、実際の感染源となるシスト（潜伏感染虫体）の性状解析とこれで得られた情報を基にし
て抗原虫薬のターゲットとなる原虫因子の絞込みを行った。具体的には、まず、潜伏感染誘導条件下でトキソプ
ラズマ感染培養細胞を用いてシスト壁を構成する原虫因子の網羅的同定を行った。さらに、ここで同定したシス
ト壁構成因子及びシスト形成関連因子の機能解析を行った。

研究成果の概要（英文）：This research focuses on molecular mechanism of Toxoplasma latent infection,
 which has not been studied yet. By the characterization of cyst, a dormant parasite, which is a 
source of infection, we performed to select parasite factors enough which can be targeted for 
anti-parasite drugs. At first, we detected the parasite factors constituting cyst wall 
comprehensively in the dormant Toxoplasma-infected cells. Moreover, we characterized the detected 
parasite factors in the latent infection. 

研究分野： 獣医微生物学

キーワード： トキソプラズマ　原虫　潜伏感染

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、トキソプラズマの潜伏感染虫体の性状解析を行ったが、ここで得られた知見は休眠型虫体を持つ三
日熱マラリア等の他の原虫のライフサイクルの理解とその感染阻止につながる。本研究で同定した潜伏感染制御
因子は、トキソプラズマの潜伏感染阻止薬の開発に結び付くことが期待できる。このような新規の薬剤は、食肉
となる家畜の感染阻止、食品価値の向上に役立つだけでなく、近年産婦人科領域で問題となっている妊婦でのト
キソプラズマ初感染時の処方薬としての利用が期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

ヒトや動物に感染したトキソプラズマ（Toxoplasma gondii）は、潜伏感染したり、宿主免疫系

から逃れることで終生宿主に感染し続ける。健康なヒトが感染した場合はほとんど臨床症状が

ないが、免疫不全状態に陥った際に、再活性化を引き起こすことで起こるトキソプラズマ脳炎や

肺炎は AIDS 発症患者の死因の一つであり、問題となっている。一方で、加熱調理等が不十分な

肉の食用や近年の食習慣の変化の影響もあり、妊婦の初感染が原因である先天性トキソプラズ

マ症の症例数が増加している。思春期に再活性化して症状が出ることもあることから患者本人

には病因がわからない場合も含めると、我が国の新生児において年数百件の被害があると推定

されている。予防するためのワクチンはない。2012 年 9 月 23 日に先天性トキソプラズマ＆サイ

トメガロウイルス感染症患者会（トーチの会）が設立され、NHK でもその被害が取り上げられ

た。 

 現状のトキソプラズマ治療は葉酸代謝経路を標的とするサルファ剤およびピリメサミンの合

剤や、タンパク質合成系を標的とするスピラマイシンなどが使用されるが、潜伏感染型虫体に効

果が乏しい。免疫不全状態にある患者では、原虫の再活性化を防ぐために抗トキソプラズマ薬を

予防投与し続ける必要がある。現状の薬剤は急性感染虫体（栄養型）を抑える一方で、虫体の潜

伏感染虫体（休眠型）への移行を促進してしまい（図１）、根治できない。また、潜伏感染期で

は急性感染期と異なり、宿主細胞か

らの脱出および再侵入が頻繁に行

われないことから、原虫の侵入以後

に宿主細胞内で効果がある薬剤が

必要である。これらの問題点を克服

するために抗トキソプラズマ薬の

候補として、1. 抗原虫作用を持ち、

2. 宿主細胞への毒性が低いこと、に

追加して 3. 潜伏感染に誘導せず、4. 

潜伏感染虫体を死滅させる性質が

必要である。 

  

２．研究の目的 

本研究では、これらの研究シーズと独自の解析技術をさらに発展、利用することで、トキソプ

ラズマの休眠型虫体であるブラディゾイトを内包するシスト壁の構成因子について網羅的な解

析を行い、ここで得られた研究成果を基に、潜伏感染へ誘導せずに虫体を根治できる、あるいは

シストを特異的に破壊する理想的な抗トキソプラズマ薬の開発を目指し、薬剤標的となる原虫

因子の絞込みを行うことを目的とする。 

 
３．研究の方法 

（１） トキソプラズマ感染培養細胞を用いたシスト壁を構成する原虫因子の網羅的同定 

① トキソプラズマ感染培養細胞の溶解液から抗 CST1 抗体とプロテイン L ビーズを用いて、

免疫沈降反応を行う。 

② SDS-PAGE を行った後、展開された原虫蛋白質がウェスタンブロットによって抗 ADL 抗

体（急性感染虫体を認識）で染まらないこと、抗 CST1 抗体で染まることを確認する。こ

こで展開した原虫蛋白質を質量解析で同定する。 

（２） トキソプラズマ感染マウスの脳内シストを用いたシスト壁を構成する原虫因子の網羅的同定 



① シストを得るため、マウスにトキソプラズマを感染させ、1 ヶ月程飼育することで、脳内

にシストを形成させる。形成されたシストを脳内から取り出し、精製、可溶化する。 

② （１）と同様の方法で、抗 CST1 抗体で免疫沈降し、展開した原虫蛋白質を質量解析で同

定する。 

③ （１）、（２）で得られた質量解析によるデータを整理し、遺伝子オントロジー解析を行い、

シスト関連因子の絞込みを行う。 

（３） シスト形成関連蛋白質の同定 

① 先行文献のタキゾイドとブラディゾイトのトランスクリプトームの比較データから、ブラ

ディゾイトで発現量が高く、かつシスト壁の構成に関わっている可能性があるものを選び

出し、遺伝子に HA タグを付加した組換え原虫を各々作製する。シスト誘導後の各蛋白質

の局在を解析する。 

（４） 同定したシスト壁構成因子及びシスト形成関連因子の機能解析 

① （１）－（３）で同定された各々の原虫遺伝子に HA タグを付加した組換え原虫を各々作製

する。シスト誘導後の各蛋白質の局在を解析する。また、各々の原虫遺伝子をノックアウト

した原虫を作製し、培養液の pH を上昇させることで、シストを誘導し、虫体の表現型の解

析を行う。 

② ①で同定した遺伝子を過剰発現させることでも、潜伏感染移行条件のもと、原虫の表現型の

観察を行う。 

③ 同定した原虫因子について大腸菌発現によって蛋白質全長あるいは一部の機能部位を発現

させる。これらをマウスに免疫することで、抗体を作製する。 

④ これらの抗体を用いて、間接蛍光抗体法及び電子顕微鏡で原虫蛋白質の局在の同定を行う。 

 

４．研究成果 

（１） トキソプラズマ感染培養細胞を用いたシスト壁を構成する原虫因子の網羅的同定 

抗 CST1 抗体を用いてトキソプラズマのシスト

表面を間接蛍光抗体法によって染色することに

成功した（図２）。CST1 は原虫のシスト表面蛋白

質である。潜伏感染に誘導させたトキソプラズマ

を用いて抗 CST1 抗体による免疫沈降反応を行っ

た後、質量解析を行い、シスト関連蛋白質の網羅

的なデータを得ることに成功した。 

（２） トキソプラズマ感染マウスの脳内シストを用いたシスト壁を構成する原虫因子の網羅的同定 

 トキソプラズマをマウスに感染させることで、脳内にシストを形成させることに成功した。こ

の後、アラビアゴムを用いてシストの精製を行ったが、マウスの個体により脳内のシスト数に違

いが大きく、また精製効率が極めて低かった。また、脳内でシストを形成する期間がマウス個体

により大きく異なり、再現性を保つことが困難であり、感染期間も最低 1ヶ月を要し、実験計画

が立てづらかった。 

（３） シスト形成関連蛋白質の同定 

先行文献のタキゾイドとブラディゾイトのトランスクリプトームの比較データから、ブラデ

ィゾイトで発現量が高く、かつシスト壁の構成に関わっている可能性があるものを選び出し、遺

伝子に HA タグを付加した組換え原虫を各々作製した。シスト誘導後の各蛋白質の局在を解析

した。 

（４） 同定したシスト壁構成因子及びシスト形成関連因子の機能解析 

上記の解析で同定した原虫遺伝子に HA タグを付加した組換え原虫を作製した。シスト誘導



後の各蛋白質の局在を解析した。また、各々の原虫遺伝子をノックアウトした原虫を作製し、培

養液の pH を上昇させることで、シストを誘導し、虫体の表現型の解析を行った。これらの解析

の結果、糖鎖に関連する原虫酵素について潜伏活性化を制御していることを明らかとした。 
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