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研究成果の概要（和文）：リーシュマニア原虫は、哺乳類の体内ではマクロファージ（Mφ）を宿主細胞とし、
その効率的な生存のためにMφの活性化抑制を引き起こす。本研究では、リーシュマニア原虫が持つMφ制御能力
に着目して、その制御を担う原虫因子を同定することを目的とした。2020年度は主に因子同定アッセイの確立に
注力して、2021年度はその系を用いて原虫由来活性物質の同定を目指した。スクリーニングの結果、複数の酵素
分子を同定したが、それらの組換え体を作製したところ、必ずしも当初目的としていた酵素活性が得られなかっ
た。そのため、系の再構築を行い、再び候補因子のスクリーニングを行ったが、2021年度内に分子同定まで出来
なかった。

研究成果の概要（英文）：Leishmania parasites proliferate within macrophages (Mφ) in the mammalian 
host, and they need to manipulate Mφ to ensure its efficient survival. In this study, we focused on
 the ability of Leishmania to regulate Mφ and aimed to identify the protozoan factors responsible 
for this regulation. We conducted our research by establishing screening methods, fractionating 
protozoan extracts, and identifying active substances. In FY2020 we succeeded to establish various 
screening assays, and in FY2021 fractionation-based search of active compounds were performed using 
the mentioned assay systems. As a result of screening, several candidate molecules were identified, 
but when recombinant forms of them were produced, they did not show desired activities. Therefore, 
we decided to improve the assays for further screening. Some active fractions were determined by the
 new assay, whereas we could not reach to identification of active molecules.

研究分野： 免疫寄生虫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
寄生虫は宿主体内での生存のために宿主免疫応答を制御することが知られている。その分子機構を明らかにすれ
ば、寄生虫疾患の対策はもちろんのこと、それ以外の疾患、つまりがんやアレルギーなど免疫関連疾患を制御可
能な薬剤の開発に貢献することも期待できる。本研究を通して、リーシュマニア原虫には宿主免疫応答を修飾す
る物質が複数あること、そしてそれらはスクリーニングで同定可能であることを示した点で、将来への発展性も
期待できる成果と言える。

※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 
急性感染症を引き起こすウイルスや細菌と異なり、概して慢性的な感染を特徴とする寄

生虫は、宿主適応が生存の必須条件である。例えば、赤血球に寄生するマラリア原虫は、栄
養源であるヘモグロビンの代謝で生じる有毒なヘムを重合し無毒化する仕組みを獲得して
きた。一方、ヒトの生体防御機構も寄生虫感染という選択圧によって形成されてきた。マラ
リア原虫感染に対する鎌状赤血球は代表的な例である。つまり、ヒトと寄生虫は共進化を遂
げたパートナーであり、もはや寄生虫が宿主から一方的に恩恵を受けるのではなく、宿主も
寄生虫から恩恵を受けていると考えられる。実際、衛生環境の改善など社会の成熟に伴い、
寄生虫症が世界的に減少している一方、がんやアレルギー、自己免疫疾患といった疾患が増
加している。この二者の関係について、寄生虫感染症の減少がアレルギーや自己免疫疾患の
増加につながったという「衛生仮説」は、多くの論文によって裏付けられている（ベラスケ
ス－マノフ『寄生虫なき病』）。以上のことから、『現代社会において「寄生虫がある状態」
を再現すれば免疫バランスの調節がうまくいくのでは』という考え方が出てきたのは妥当
である。しかしながら、免疫バランスの改変を狙った寄生虫の人工感染は、リスク－ベネフ
ィットの観点から現実的ではない。ただし、その分子機構を明らかにすれば、がんやアレル
ギーなど免疫関連疾患を制御可能な薬剤の開発に貢献することが期待できる。 

 
 
２．研究の目的 
リーシュマニア症を引き起こすリーシュマニア原虫は、哺乳類の体内ではマクロファージ（Mφ）

を宿主細胞とする。Mφ は侵入した病原体を貪食・消化する働きを持つが、Mφ 内で生きるリー
シュマニア原虫は、その効率的な生存のために Mφの活性化抑制を引き起こす。その方法は、感
染した Mφに直接的に影響を及ぼすこともあれば、B 細胞や制御性 T 細胞の活性化を通して Th1
免疫応答を低下させるといった間接的なものもあり、多彩である。しかし、近縁の原虫では B 細
胞マイトジェンなどが同定されているのに対して、リーシュマニア原虫が持つ免疫制御因子に
ついては明らかになっていない。本研究では、リーシュマニア原虫が持つ Mφ制御能力に着目し
て、その制御を担う原虫因子を同定し、他疾患に対する医薬品への応用を目指す。ここでは以下
の２つに焦点をあてた。 
貪食抑制受容体 SIRPαの発現抑制因子：SIRPαはミエロイド細胞に発現し、自己細胞の CD47

分子と会合することで自己細胞の貪食を抑制する受容体である。一方、がん細胞はこの仕組みを
介して免疫回避を行う。抗 SIRPα抗体を用いてこの「Don’t-eat-me」経路を遮断するとがん細胞
の排除が亢進するため、新たながん治療の標的として注目されている（Murata Y et al., Cancer Sci, 
2018）。我々は原虫感染 Mφの SIRPα発現が抑制されることを明らかにしており（Morimoto et al., 
PLOS NTD, 2019：右図）、抗体とは異なる新たな「Don’t-eat-me」経路遮断法の開発が期待できる。
本研究ではその抑制に関わる原虫因子を同定することを目的とした。 
B 細胞活性化因子 BAFF の分泌促進因子： BAFF は、B 細胞の活性化ならびに形質細胞の維持
に重要なサイトカインである。特に細菌多糖など非タンパク性抗原に対する抗体産生に重要な
役割を果たすため、BAFF 誘導因子は非タンパク性抗原に対するワクチンのアジュバントとして
期待できる。リーシュマニア原虫感染時には、高ガンマグロブリン血症を伴う強い B 細胞の活
性化が引き起こされるが、その活性化を担うのが BAFF である（Omachi et al, BBRC, 2017）。事
実、内臓型リーシュマニア症患者の血中 BAFF 濃度は、BAFF の関与が知られる他の疾患よりも
高い上昇を示す（Goto et al., AJTMH, 2014; 右表）。そこで、本研究では BAFF の発現を誘導する
原虫因子を同定することを目的とした。 
 
 

  



３．研究の方法 
マウス Mφ 細胞株の RAW264.7 は細胞膜上に SIRPα を発現し、刺激に応じて発現を低下させ

る。そこでまず、RAW264.7 における SIRPαの発現低下を評価するハイスループットスクリーニ
ング（HTS）システムの確立を目指した。細胞上の SIRPα 発現は免疫染色で解析できることか
ら、マイクロプレートを用いた顕微鏡撮影システムもしくはフローサイトメトリーを用いるこ
とで、試験の高速化が目指した。加えて、ウェスタンブロッティングによる評価系の構築や、切
断型 SIRPα を sandwich ELISA で定量する方法の検討も行った。一方、BAFF は通常時には膜結
合型として Mφや樹状細胞、T 細胞など脾臓に多数含まれる細胞に発現している。BAFF の分泌
は Furin プロテアーゼによっておこることが知られており、Furin 活性の評価には蛍光標識ペプ
チド Boc-RVRR-AMC の切断活性試験によって行うことが一般的である。そのため、Furin 様活
性物質の探索にはまず Boc-RVRR-AMC を用いた評価を行った。加えて、BAFF 発現細胞から分
泌される切断型 BAFF を sandwich ELISA で定量する方法や、蛍光タンパク質 2 種類を RVRR 配
列でつないだタンパク質を用いた FRET 法の開発も行った。 
本研究では将来の製品開発も視野に入れて、比較的合成の容易なタンパク質および低分子化

合物を中心に探索を行った。タンパク質分画については、超音波破砕と高速遠心分離により可溶
性画分と膜画分に分けた後に、各種クロマトグラフィーによる分画を行った。低分子化合物につ
いては、過去に海洋天然資源物から抗原虫活性を持つ分子を同定したように（Ishigami et al., J Org 
Chem, 2012）、溶媒分画により水溶性画分、脂溶性画分に分けた後に、各種クロマトグラフィー
を行うことで、活性化合物の精製を行った。 
 
 
４．研究成果 

SIRPα の切断活性評価法として、まず自動撮影機能を有する蛍光顕微鏡を用いた 96-well アッ
セイの開発を試みた。蛍光標識の抗 SIRPα 抗体を用いて RAW264.7 細胞を染色して、自動撮影
を行ったところ、細胞表面の SIRPα の発現が低下する報告のある LPS 刺激時に蛍光アッセイで
も発現の低下をモニターすることができた。しかし、自動撮影ではウェル内のバラツキを十分に
追うことができず、自動化 HTS への応用が難しいことが考えられた。ウェスタンブロッティン
グによる評価系も構築することに成功したが、これも HTS には向いていないため、活性因子の
詳細な解析のための手法とすることとした。次に、切断型 SIRPαを sandwich ELISA で定量する
方法の検討を行った。市販のキットを用いて切断型 SIRPα を定量したところ、LPS 刺激細胞に
おいて上清中の SIRPα が増加することを確認でき、またリーシュマニア原虫感染マウスの血清
においても切断型 SIRPαが増加していることが明らかとなった。本手法は HTS に応用可能なフ
ォーマットであるが、この市販キットは 1 プレートあたり 8 万円程度するため、大量スクリーニ
ングをする際に予算の制約が出てくる。そこで、現在独自の ELISA を確立中である。 
 BAFF 切断活性試験について、前述のとおり Boc-RVRR-AMC を用いたアッセイを最初に検討
した。原虫粗抽出物を硫安沈殿により分画したところ、50-80%分画に高い活性が見られた（図 1
左）。その画分を陽イオン交換クロマトグラフィーでさらに分画したところ、flow through 画分で
高い活性が見られたため（図 1 左）、次に陰イオン交換クロマトグラフィーを行い、最も高い活
性を持つ画分（Fraction 9）を得た（図 1 右）。 

図 1．RVRR 切断活性試験を用いた Furin 様酵素活性物質の分画 
 
 

  



そこで、Fraction 9 を SDS-PAGE に供して、ゲル切り出しを行い、複数のバンドを質量分析す
ることで標的タンパク質の同定を試みたところ、以下に示す酵素由来と思われるペプチド配列
が複数検出できた。そのため、次にこれらの酵素の組換えタンパク質を作製して、Furin 様活性
があるかを検討することとした。結果、oligopeptidase b（OPB）が Fraction 9 よりも高い RVRR 切
断活性を有すること、そして RVRR 認識にある程度の選択性があることが明らかとなった（図
2）。 
 

 
 
  

 
図 2．蛍光ポリペプチドを用いた LdOPB の RVRR 切断活性試験 

 
 
 RVRR 切断活性を持つ OPB であるが、異なる原虫種を用いた先行研究では「30 アミノ酸以上
のポリペプチドは切断できない」という報告があったため、次にタンパク質内 RVRR 配列切断
活性を調べるため、蛍光タンパク質である ECFP と Venus を RVRR リンカーでつなぐ組換え体
を作成して、FRET の系を立ち上げた。その結果、OPB は Furin と異なり、タンパク質内の RVRR
を切断する活性を有していないことが明らかとなった（図 3 左）。一方で、本システムを用いて
原虫粗抽出物を再評価したところ、原虫粗抽出物にはタンパク質内 RVRR 配列を切断する酵素
が存在することや、その切断活性は哺乳類体内での発育型である amastigote でより高いことが明
らかとなった（図 3 右）。現在、前述のようにクロマトグラフィーによる分画ならびに活性評価
を行っており、同様の手順でタンパク質内 RVRR 配列切断活性をもつ酵素の同定が可能である
と考えている。 
 

 
図 3．RVRR 配列含有蛍光タンパク質を用いた RVRR 切断活性試験 

 
 
 
 SIRPαや RVRR の切断活性試験の開発に加えて、原虫感染が LPS 刺激 RAW264.7 における
IL-10 産生を増強することを明らかにし、sandwich ELISA を軸とする HTS の開発も行った。こ
ちらについても、2021 年度終了時には誘導分子の同定には至っていないが、分画による評価系
ができたことで、近い将来に分子同定が可能であると考えている。また、原虫がもつ Mφ修飾
機構について新しい知見も集まっており、それらの成果については複数の論文を投稿中・準備
中である。 
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