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研究成果の概要（和文）：高病原性であるCryptococcus gattii株のR265株（米国株）、JP02株（国内分離株）
においてはマクロファージによる貪食能がC. neoformans H99株（標準株）に比較し低下していた。またR265
株、JP02株ともにIFN-g添加による貪食率への影響はほとんど認められなかった。マウスクリプトコックス髄膜
炎モデルにおいて、C. neoformans H99株を接種したマウスに、INF-gを投与すると、生存期間の延長が認められ
たが、C. gattii R265株を接種したマウスに、INF-gを投与しても、非投与マウスと比較し生存期間の延長は認
められなかった。

研究成果の概要（英文）：We investigated the interaction of Cryptococcus neoformans (H99 strain, 
standard strain) and highly virulent C. gattii R265 strain (VGIIa, an outbreak strain in North 
America), JP02 strain (VGIIc, isolated in Japan) with murine macrophages. Phagocytosis by 
macrophages were observed on C. neoformans H99, but not on C. gattii R265 and JP02. Recombinant 
interferon-gamma; (rIFN-g) enhanced phagocytosis of C. neoformans H99, however, rIFN-g did not 
promote phagocytosis of C. gattii R265 and JP02 also. In addition, we studied the efficacy of rIFN-g
 for cryptococcal meningoencephalitis. Compared to C. gattii, rIFN-g significantly improved the 
survival in experimental meningoencephalitis due to C. neoformans.

研究分野：感染症学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
新興感染症である高病原性Cryptococcus gattii感染症おいて、Cryptococcus neoformans感染症と極めて異な
り、肺などの感染局所での宿主炎症反応が極めて乏しいとい現在までの研究結果に関して、C. gattii株がどの
ようにして宿主感染防御機構を回避しているかについて検討を行った。その結果、これらはC. gattiiが自然免
疫から逃避していることが関与していること、またこれは炎症性サイトカインであるインターフェロンガンマに
よっても影響が認められないことが解明された。これらの結果は、高病原性であることの病態解明に大いに貢献
するものと考えている。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

1999年から現在に至るまでカナダ・バンクーバー島周辺部から米国北太平洋岸部にかけて新

型の高病原性クリプトコックス症の感染流行が継続している。カナダでの発病者 218 例を対象

とした疫学調査 (Emerg Infect Dis 16: 251-257, 2010)では、死亡率 8.7%、中枢神経感染を伴う

ものでは予後不良であること、感染者うち約 60%は健常者であった。また、米国オレゴン州な

どでの本クリプトコックス症感染流行では、致死率は 20%に達するとも云われている(MMWR. 

July 23, 2010)。これら感染流行事例の原因真菌は Cryptococcus gattiiであるが、従来から熱帯

～亜熱帯地方で分離される C. gattii（VGI型）とは遺伝型を異にし、北米流行型 C. gattiiの遺

伝型は VGIIa、VGIIb (PNAS 101: 17258-263, 2004)、VGIIc型 (J Infect Dis 199: 1081-6, 2009)

と分類され、従来認められなかった遺伝子変異型の新型の C. gattii株であることが判明した。

なかでも VGIIa、VGIIc型はマウスの実験から Cryptococcus neoformansよりも遥かに致死性

の高い株であることが報告され (Nature 437, 2005)、便宜上、国立感染症研究所ではこの 2つ

の遺伝型の C. gattii株を高病原性（変異型）C. gattii株、これによるクリプトコックス症を高

病原性クリプトコックス・ガッティ感染症とし注意を喚起している（国立感染症研究所ホームペ

ージ）。 

一方、わが国でもその変異型 C. gattii株（JP01株：VGIIa型）が、カナダ・北米など流行地

域へは渡航歴のない日本人男性クリプトコックス症患者からが 2007 年に分離されていたこと

が 2010 年に報告された (Emerg Infect Dis 16: 1155-7, 2010)。さらに、我々は同じ症例から

VGIIc型の変異型 C. gattii株（JP02株）も分離したことを報告し（Frontiers in Microbiology: 

2016 vol 5, article 101, 2016）、その後も C. gattii国内感染例の報告が続いている。 

しかし、高病原性クリプトコックス症においては感染病態、クリプトコックス症の標準的な治

療法に対する反応の悪さ、サイトカイン、ケモカインの感染病態における役割、中枢神経系感染

症における治療法など解明されていない部分が極めて多く、その解明は世界的に急務な課題で

ある。これを受けて我々は以下のように現在まで感染病態や宿主免疫との関係などについて検

討し報告してきた（播種性クリプトコックス症は 2014年に 5類感染症（全数把握）に指定され

た）。 

 

２．研究の目的 

 新興感染症である高病原性 C. gattii感染症おいては、C. neoformans感染症と病態が極めて

異なり、肺などの感染局所での宿主炎症反応に極めて乏しいということがわかってきた。本研究

では、なぜ高病原性 C. gattii感染症では炎症反応に乏しいのか、生体感染防御機構の面につい

て検討を行う。内容として高病原性（変異型）C. gattii株を用いて、１）高病原性 C. gattii株

に対するマクロファージ様細胞の貪食能に関する検討、２）高病原性クリプトコックス症のマウ

ス感染モデル（肺炎、脳髄膜炎モデル）における炎症性サイトカインの発現や感染制御に与える

効果の検討、３）感染マウスモデルにおける局所での宿主遺伝子発現の検討などの検討を行い、

本課題に対する考察を行う。 

 

３．研究の方法 

１）自然免疫回避が高病原性クリプトコックス症の感染病態解析の本態か？ならびにインター

フェロンγ（IFN-g）が C. gattii株貪食に与える影響は？ 



我々の研究結果では、C. gattii株の R265株、JP02株肺感染マウスにおける肺局所の乏しい

炎症反応が観察され、R265株での検討ではマクロファージによる貪食能が C. neoformans H99

株に比較し低下している事象が観察された。本検討では C. neoformans H99株、C. gattii R265

株、JP02株を対象に、C. gattii-マクロファージの interaction、すなわちマクロファージによる

貪食回避が感染病態であるのかを検討し、さらに IFN-g 添加の有無別で貪食能の変化があるの

かを検討した。 

方法としては、マウスマクロファージ様の cell lineである J774細胞を 5×105 cell/wellとな

るように 24穴プレートにまき、培養液に IFN-g (10ng/ml)を添加した培養液と添加しない培養

液とで 1 時間全培養を行った。その後、Calcofluor white で染色した各クリプトコックス株を

2.5×106 cell/well接種し、5%CO2存在下、37℃、3時間培養した。その後、以前の報告（Ikeda-

Dantsuji Y, et al. J Infect Chemother 2015）の方法と同様に細胞を固定し、共焦点レーザー顕

微鏡で観察し、貪食細胞を同定した。 

さらに、上記培養により、炎症性サイトカインである TNF-α、IL-6の産生について、培養液

上清を対象に ELISA法を用いてその濃度を測定した。 
 

２）炎症性サイトカインが高病原性クリプトコックス症の感染防御に与える影響の解析（生体レ

ベル解析：脳髄膜炎モデル） 

 C. neoformans 感染症においては IFN-gが感染防御に重要な役割を果たしていることが知ら

れ、感染マウスに IFN-g を投与すると臓器菌数の減少などが観察される（Kawakami K, et al. 

FEMS Immuno Med Microbiol 1996）が、C. gattii感染症に対する効果はまだ確立していない。

さらに、高病原性クリプトコックス症、とくに難治性とされている脳髄膜炎において IFN-g が

感染病態改善に与える影響を検討し、IDSAガイドラインでも評価が定まっていない中枢神経系

C. gattii感染症の治療における IFN-gの位置づけを検証した。 

 

（１）高病原性クリプトコックス症（脳髄膜炎モデル）作成 

 マウスの高病原性クリプトコックス症（肺炎モデル）は既に現在までの検討で確立されている

ため、脳髄膜炎モデルを新たに作成する。方法としては、マウスの頭蓋内に C.gattii 株を接種

する (Schwarz P, et al. Antimicrob Agents Chemother. 2012)。脳髄膜炎発症の確認は脳組織の

培養および病理標本にて行った。まず、6週齢のメス、C57BL/6マウスを用い、液体培養し、洗

浄した C. neoformans H99株、C. gattii R265株、JP02株を頭蓋内に接種した。接種菌量はそ

れぞれ 100 cfu/animal、1000 cfu/animal、50 cfu/animalに設定した。菌を接種したマウスにお

いては生存率や脳、肺の臓器菌数について検討した。 

 

（２）高病原性クリプトコックス症（脳髄膜炎モデル）に対する炎症性サイトカイン（の効果検

証 

（１）で作成したマウスクリプトコックス脳髄膜炎モデルに対し、IFN-gを接種し、生存率、

臓器内菌数の変化について検討した。菌接種 2時間後に 2μgのリコンビナント IFN-gを 1日 1

回腹腔内に投与し、これを計 7日間投与した。 

なお、本検討での内容は、国立感染症研究所の動物実験委員会の承認を得て実施されている。 

 

４．研究成果 

１）自然免疫回避が高病原性クリプトコックス症の感染病態解析の本態か？ならびにインター



フェロンγ（IFN-g）が C. gattii株貪食に与える影響は？ 

 C. neoformans H99株での貪食率（平均±標準偏差）は、IFN-g無添加では 3.0±1.1%であっ

たが、IFN-gの添加により 22.0±3.2%まで有意に増加した（図１）。一方、C. gattii株において

は、R265 株、JP02 株とも IFN-g無添加では 2.0%程度であり、IFN-gの添加によっても貪食

率の増加は認めなかった（図１（A））。 

 一方、J774細胞から産生される TNF-α、IL-6については C. neoformans H99株においては、

IFN-g無添加ではそれぞれ 132.6±17.4 pg/ml、10.8±0.7 pg/mlであったが、IFN-g添加では そ

れぞれ 359.7±66.0 pg/ml、22.2±3.1 pg/mlと有意に増加した。しかし、貪食率と同様に、R265

株、JP02株では IFN-gの有無での産生量の変化は認めなかった（図１（B））。 

 

２）炎症性サイトカインが高病原性クリプトコックス症の感染防御に与える影響の解析（生体レ

ベル解析：脳髄膜炎モデル） 

 マウスクリプトコックス髄膜炎モデルを用いた各種検討を行った。この髄膜炎モデルにお

いて、C. neoformans H99株を接種したマウスに、INF-gを投与すると、生存期間の延長が認

められた。一方、C. gattii R265株を接種したマウスに、INF-gを投与しても、非投与マウス

と比較し生存期間の延長は認められなかった。さらに、C. gattii JP02株を接種したマウスで

は、若干ではあるが生存期間が延長した（図 2（A））。これらのマウスにおける臓器菌数の

比較では、脳から H99株では 10６ CFU/g以上の菌数が分離されたが、R265株、JP02株では

104‐105 CFU/gの菌数が分離され、IFN-gの有無による菌数の変動を認めなかった（図 2

（B））。一方、肺からの分離菌数についても、H99株、JP02株感染マウスにおいて IFN-g

の有無による菌数の有意な変動は認めなかった（図 2（C））。また、脳・髄膜の病理組織像

を検討した所、H99株と R265株、JP02株間に大きな相違は認められなかった。 

 

 以上の結果から、C. neoformans 株においては、自然免疫をはじめとする生体防御能に炎症

性サイトカイン、なかでも IFN-gが重要な役割を担っていることが推測されたが、C. gattii株

においては IFN-g によっても貪食能、生存率に変化が見られなかったことから、自然免疫が働

きにくく、C. neoformans 株とは別の生体防御能が働いている可能性が示唆され、この自然免

疫からの逃避が高病原性をもたらしているものと考えられた。今後更なる検討が望まれる。 

  



図 1（Ikeda-Dantsuji Y, Nakamura S, Ohno H, et al. Med Mycol 2018） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2（Ikeda-Dantsuji Y, Nakamura S, Ohno H, et al. Med Mycol 2018） 
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