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研究成果の概要：本研究では、免疫不全宿主の死亡直前に発現が急増するトキソプラズマ急

増虫体特異的ストレス蛋白 HSP70 (T.g.HSP70) によって、感染宿主がアナフィラキシー死に陥

ることを発見し、宿主の感染死メカニズムを分子レベルで始めて解明した。本アナフィラキシ

ーは I型アレルギーではなく、血小板活性化因子 (PAF) を介して惹起される汎血管内凝固機転

によることを明らかにし、PAF発現に対する interferon- gamma (IFN-J)  機能、エフェクター解

析、Toll様リセプター(TLR)と下流関連シグナルの解析を行い、国際誌（Int.I mmunol., Microbiol. 

Immunol.）に論文を発表した。さらに、皮膚樹状細胞を標的とした in vivo T.g.HSP70遺伝子ワ

クチンにより、アナフィラキシーに対する防御応答誘導に成功し国際誌（Vaccine.）に投稿中で

ある。 
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１．研究開始当初の背景 
我々は細胞内寄生原虫トキソプラズマの

病原性および宿主生体防御反応の解析を進
め、トキソプラズマ感染における病態像が、
原虫株による病原性の違いのみならず、宿主

の免疫遺伝因子により統御されることを明
らかにし、これ迄、トキソプラズマ急増虫体
による宿主細胞の直接破壊や宿主に感染細
胞特異的細胞傷害性Ｔ細胞が誘導されるこ
とを報告にしてきた。しかし一方で、感染感
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受性臓器においても炎症現場や壊死巣にト
キソプラズマがみられない場合が多く、感染
による毒性分子の産生や細胞・組織のアポト
ーシス誘導など他の複数の障害機序も考え
られ、その病態形成機序は未だ解明されてい
ない。 
そこで、トキソプラズマの病原分子につい

て、トキソプラズマ由来ストレス蛋白 70 
(T.g.HSP70) の発現が宿主の死亡直前に急激
に 増加する ことに 注目し 、 T.g.HSP70
を’danger signal’と名づけてクローニングし、
宿主防御免疫に対する T.g.HSP70 の役割解析
を進めた。その結果、T.g.HSP70 が宿主の防
御免疫能を強力に抑制する毒性病原分子で
あることを明らかにし、病態論的意味から、
T.g.HSP70 を産生する急増虫体を特に強毒性
急増虫体として新たに分類した。 
一方、病原体認識自然免疫リセプターであ

る TLR の役割解析を進め、T.g.HSP70 が
TLR2/TLR4 のアゴニストであることを報告
してきた。 

上述の基盤から、トキソプラズマ感染にお

ける宿主感染死機構の分子病態解析を目的

として、T.g.HSP70 の病原性解析を進め、
T.g.HSP70が感染マウスにアナフィラキシー
反応を起こして宿主を感染死に導くことを

明らかにした。  
 
２．研究の目的 
宿主の感染死の病態の１つが T.g.HSP70に
よるアナフィラキシー反応の惹起によるこ

とを明らかにしたが、これまでに報告されて

いる寄生虫感染に伴うアナフィラキシーが

主に IgEを介する I型アレルギーであるのに
対して、T.g.HSP70によるアナフィラキシー
反応は①Ｂ細胞欠損マウスでもみられ抗体

が関与しないこと、②IFN-J 欠損マウスでは
起こらず IFN-J 依存性であること、③末梢血
に著しい血小板減少がみられ PAF を介する
こと、を解析してきた。 
本研究では、T.g.HSP70 による宿主アナフ
ィラキシー死における自然免疫担当分子で

ある TLR とシグナル分子の解析、およびア
ナフィラキシーに対する樹状細胞(DC)ワク
チンの確立を目的とした。 
 
３． 研究の方法 
下記の点に焦点を絞り解析した。 

1) T.g.HSP70によるアナフィラキシー反応に
おける IFN-Jと PAFの役割解析： 
①IFN-J 欠損マウスへの IFN-J 移入実験に
より IFN-J 依存性を証明 
② PAF-Receptor (PAF-R) お よ び PAF- 
acetylhydrolase (PAF-AH) mRNA発現量の
経時的定量解析により PAF 産生動態を解

析 
③野生型(WT) と IFN-J 欠損マウスの比較
により、PAF発現に対する IFN-J の機能を
解析 

2)アナフィラキシー反応のエフェクター解
析： 
  ①感染 WT マウスの脾細胞から B220+, 

CD90+ (CD4+, CD8+), CD11b+, CD11c+ 細

胞を分離後、分離細胞群を非感染 IFN-J 
欠損マウスへ移入実験することによりエ

フェクターを解析 
②エフェクター細胞の IFN-J産生を
RT-PCRを用いて定量解析 

3) T.g.HSP70によるアナフィラキシー反応に
おけるTLRと下流シグナル分子の役割解析： 
①TLR 欠損マウスおよび下流シグナル分
子（MyD88、Trif、MyD88/Trif）欠損マウ
スを用い、T.g.HSP70誘導アナフィラキシ
ー反応におけるTLRと下流シグナル分子
の役割を解析 
②TLR/下流シグナル欠損感染マウス脾細胞
を in vitroで T.g.HSP70 刺激し、cPLA2など

の PAF 活性化酵素、および、PAF 活性化に
関する MAPKs シグナル分子の燐酸化の
western blotting 解析することにより、PAF
活性化における TLRと下流シグナル分子の
役割を解析 

4) ト キ ソプ ラ ズマ 感染 死 に対 す る
T.g.HSP70遺伝子ワクチン作用機序の解析： 
①WT マウスに遺伝子銃を用いて

T.g.HSP70遺伝子ワクチンを行い、最終ワ
クチンの１週後にトキソプラズマを感染

させ、感染１週後に T.g.HSP70の腹腔内注
射を行って T.g.HSP70 刺激後のアナフィ
ラキシーに対するワクチン効果を判定。

T.g.HSP70 遺伝子ワクチンは１～３回(２
週間隔でワクチン効果強化の為のブース

ト）行い、最適遺伝子ワクチンプロトコー

ルを決定 
 ②T.g.HSP70 遺伝子ワクチンによりアナフ
ィラキシーに対してトレランスが誘導さ

れたマウスの脾臓細胞からエフェクター

細胞群を分離し、トレランス誘導マウスの

IFN-J および PAF 合性能、炎症性および
Th1/Th2サイトカイン、T細胞活性化機能
を解析 

 ③TLR2/TLR4欠損マウス、MyD88/ Trifお
よび MyD88/Trif ダブル欠損マウスを用い
ることにより T.g.HSP70 ワクチンによるト
レランス誘導における TLR と下流シグナ
ル分子の役割を解析 

 
 



 

 

４．研究成果 

1) T.g.HSP70によるアナフィラキシー反応に
おける IFN-Jと PAFの役割： 
①ＷＴマウスでみられる T.g.HSP70 によ
るアナフィラキシー反応は、IFN-J 欠損マ
ウスでは起こらないが、欠損マウスに

IFN-J を移入することにより反応が惹起さ
れ、IFN-J 依存性であることが証明された。 
② PAF-Receptor (PAF-R) お よ び PAF- 
acetylhydrolase (PAF-AH) mRNA 発現量の
定量解析により、naiveマウス・感染のみ・
T.g.HSP70 腹腔内注射のみのマウスに比べ
て、感染後に T.g.HSP70 注射を行うアナフ
ィラキシー反応誘導マウスでは、極めて著

明な PAF-AH mRNA 発現がみられ、

T.g.HSP70 によるアナフィラキシー反応に
PAFが関与することが示された。PAF-Rの
発現量には差がみられなかった。 
③WT naive マウス・感染のみ・T.g.HSP70
腹腔内注射のみのマウスに比べて、感染後

T.g.HSP70 注射を行うアナフィラキシー反
応マウスでは、異常に高い IFN-J mRNA発
現がみられ、T.g.HSP70によるアナフィラキ
シー反応に関与することが示された。 

 
2)アナフィラキシー反応のエフェクター解
析： 
  ①感染 WT マウスの脾細胞から B220+, 

CD90+ (CD4+, CD8+), CD11b+, CD11c+ 細

胞を分画し、非感染 IFN-J 欠損マウスへ移
入実験することによりエフェクターを解

析した。B220+ 細胞の移入ではアナフィ

ラキシー反応は惹起されず、B細胞の関与
は否定された。一方、CD90+ (CD4+, CD8+), 
CD11b+, CD11c+ 細胞分画移入はいずれも

反応を惹起し、特にＴ細胞群に比べて

CD11b+, CD11c+ 細胞移入により早期にア

ナフィラキシー死が惹起され、主なエフェ

クターは CD11b+, CD11c+ 細胞であるこ

とが判明した（図１）。   

        図１ 
 
②次に、エフェクター細胞の IFN-J発現と
PAF-AH mRNA発現の関連を解析した。感
染後T.g.HSP70注射を行ったマウスの脾臓

細胞を CD90+ (CD4+, CD8+), CD11b+, 
CD11c+ 細胞に分画し、IFN-Jと PAF-AH 
mRNA 発現を解析した結果、いずれの細
胞群でも同レベルの IFN-J発現が見られ間
接的エフェクターであるのに対して、

PAF-AH mRNA発現は CD11b+, CD11c+ 細

胞でのみ亢進しており、PAF 産生の直接
的エフェクターは CD11b+, CD11c+ 細胞

であることが確認された（図２AB）。   

図２ 
 
 
3) T.g.HSP70によるアナフィラキシー反応に
おけるTLRと下流シグナル分子の役割解析： 
①T.g.HSP70 誘導アナフィラキシー反応に
おけるTLRと下流シグナル分子の役割を解
析した。T.g.HSP70 がアゴニストである
TLR2と TLR4の欠損マウスを用いた結果、
WTとTLR2欠損マウスでみられたPAF-AH 
mRNA発現増加およびアナフィラキシー反
応が TLR4 欠損マウスではみられず、
T.g.HSP70 によるアナフィラキシー反応に
TLR4が関与することが示された（図３）。 

 
図３ 

 
 
次に、TLR4の下流シグナルがMyD88依存
シグナル経路と MyD88 非依存 TRAM/Trif
シグナル経路に分けられることから、

MyD88および Trif欠損マウスを用い、下流
シグナル経路を解析した結果、T.g.HSP70
に よ る ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 反 応 は
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TLR4/MyD88 シグナル経路を介するこ
とが明らかになった（図４）。 

 
図４ 

 
 
②更に、WT, TLR2 あるいは TLR4 欠損感
染マウス脾細胞のCD11b+ 細胞を in vitroで
T.g.HSP70 刺激し、 PAF 合成に必須の
cytosoloc phospholipase A2 (cPLA2)、および、
cPLA2 活性化に関連する MAPKs シグナル
分子の燐酸化をwestern blotting により解析
した。cPLA2、MAPKs (p38, p44/42) 燐酸化
は WT と TLR2 欠損マウスでみられたが
TLR4 欠損マウスではみられず、さらに、
WT と TLR2 欠損マウスでみられた cPLA2

燐酸化が p38, p44/42阻止剤により阻止され
たことから、T.g.HSP70 による cPLA2活性

化には TLR4 を介する MAPKs 経路が必須
であることが明らかになった。 
一方、IFN-J は TLR2あるいは TLR4のどち
らか一方の存在で発現されることが示され、

図５の、T.g.HSP70によるアナフィラキシー
反応におけるエフェクター細胞内のシグナ

ルモデルを報告した（図５）。 
 

 
図５ 

 
 
 
4) ト キ ソプ ラ ズマ 感染 死 に対 す る
T.g.HSP70遺伝子ワクチン作用機序の解析： 
①既に我々は DC (CD11c+ 細胞) を標的

とした T.g.HSP70 遺伝子ワクチンを確立
している。そこで、T.g.HSP70刺激後のア
ナフィラキシーに対するワクチン効果を

解析した。T.g.HSP70遺伝子ワクチンは１
～３回(２週間隔でワクチン効果強化の為
のブースト）行い、１回に２Pg DNAを使 
用し２回ワクチンを行うプロトコールに

より最適ワクチン効果が得られることが    
明らかとなった（図６)。  

       図６ 
 

 
更に、本ワクチンプロトコールにより、ア

ナフィラキシー反応で消失した末梢血血

小板数に回復傾向がみられた（図７）。  

       図７ 
 

 
②T.g.HSP70 遺伝子ワクチンによりトレラン
スが誘導されたマウスの脾臓細胞(wholeおよ
びCD11b+ エフェクター細胞)の IFN-J および
PAF 発現を解析した結果、T.g.HSP70 遺伝子
ワクチンにより PAF発現が低下し、また、PAF
の発現低下が異常な IFN-J mRNA発現の正常
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化によることが示された（図８、９）。       
  

         図８ 

         図９ 
 
 
  更に、感染慢性期の急性増悪に対するワ
クチン効果もみられた（図１０)。 

図１０ 
   
 
③前述の如く、T.g.HSP70 によるアナフィ
ラキシー反応はTLR4/MyD88シグナル経
路を介することから、T.g.HSP70遺伝子ワ
クチンによるワクチン効果は TLR4/ 
MyD88経路を介すると考えられた。 
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