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研究成果の概要（和文）： 

トキソプラズマ感染における病態像は原虫株や病原性の違いのみならず、宿主の防御免疫
により統御され、FN- と MyD88 欠損マウスは弱毒株感染によっても必ず死に至る。本研究
では、感染感受性 C57BL/6 背景の IFN- および MyD88 欠損マウスを免疫不全モデルマウス
に用い、免疫不全宿主の致死性トキソプラズマ症に対するトキソプラズマ HSP70 (T.g.HS70)
による樹状細胞(DC)標的ワクチンの実用化に向け以下の解析を行った。まず、IFN-および
MyD88 欠損マウス DC が、野生型(WT)マウス DC と同様に、T.g.HS70 刺激により成熟し、
syngeneic naïve WT マウスの CD4+Th0 細胞を Th1 に誘導することを明らかにした。さらに、
DC 標的 T.g.HSP70 遺伝子ワクチン後、早期に、所属リンパ節の DC 成熟分化および Th1 防御
免疫が誘導され、この応答は TLR4/MyD88 自然免疫シグナルを介することを明らかにし、且
つ、TLR4/MyD88 シグナルを介するワクチン効果が慢性期まで持続することを解明し、国際
誌に発表した。 

 
研究成果の概要（英文）： 

  Pathological findings in Toxoplasma gondii-infected host are regulated not only by differences in 

virulence or pathogenecity of T. gondii strains but also by genetic protective immunity of hosts. We have 

reported that FN-deficient mice and MyD88 deficient mice succumbed within 7-10days. In the present 

study, these murine strains are used as immune-deficient mouse models and have analyzed the effects of 

T. gondii-HSP70 (T.g.HS70) gene vaccine targeting peripheral immature dendritic cells (DC). Firstly, 

DC from both FN-and MyD88 deficient mice are capable to differentiate into mature DC by the 

stimulation with T.g.HS70 and successively induce Th1 polarization from Th0 of syngeneic naïve WT 

mice. Secondary, T.g.HS70 gene vaccine succeeds to induce DC maturation and successive Th1 

polarization of CD4
+
 T cells in the draining lymph nodes (dLN) maximal at day 5 after the vaccine. 

Analyses of innate immunity in these events revealed that TLR4/MyD88 signal pathway is involved not 

only at acute phase but also at chronic phase of vaccine effects.  
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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
めてきた。トキソプラズマは典型的日和見感
染病原体であるが、弱毒株のトキソプラズマ
感染においても、全身臓器に汎播種性感染を
きたし、一週間で必ず死に至る特異的免疫不
全マウスが２種類 (IFN- 欠損マウスと
MyD88 欠損マウス)存在することを明らか
にし、これらを免疫不全実験モデルマウスと
して致死性トキソプラズマ症の病態解析を
進めている。 

一方、宿主防御免疫を強力に抑制する
virulent 分子であるトキソプラズマ HSP70 

(T.g.HS70) が、宿主の抗原提示細胞(APC)に
よる免疫応答の惹起に重要な役割を果たす
ことを解明してきた。 

上述の研究を踏まえ、本研究では、最終課
題である、免疫不全宿主に惹起される致死性
トキソプラズマ症に対する DC ワクチンに
向けて、免疫不全宿主の DC 成熟化と
T.g.HSP70 刺激 DC による自己Ｔ細胞性免疫
応答の解析に着手した。 

 

２．研究の目的 

 これまでに、T.g.HSP70 刺激によるヒト
monocyte 由来 DC およびマウス骨髄由来 DC

の成熟化を明らかにし、成熟 DC のアロ反応
性 T 細胞活性化を報告してきたが (Biochem 

Biophys Res Commun. 322: 899, 2004; Cell 

Stress Chaperones 11: 13, 2006)、自己 DC によ
る ex vivoワクチン確立には syngeneic DC-T細
胞間における細胞性免疫応答の解析が必須
である。 

 また最近、トキソプラズマ感染感受性の野
生 型 (WT) C57BL/6 マ ウ ス に お い て 、
T.g.HSP70 刺激により成熟化した骨髄由来
DC が naive マウスの脾臓 CD4

+
T 細胞を Th1

に誘導することを明らかにし、感染急性期お
よび慢性期のマウスの CD4

+
T 細胞の IFN-産

生も増加させることを解明した。 

そこで、本研究では、WT C57BL/6 マウ
スとの backcrossによりWTと同じ遺伝的背
景をもつ免疫不全マウス(IFN- 欠損マウ
スとMyD88 欠損マウス)を用い、T.g.HSP70

刺激による免疫不全宿主の DC 成熟化と抗 

原提示機能、および、自己Ｔ細胞応答誘導
機能を解析すること、を目的とした。 

さらに、DC 標的 T.g.HSP70 遺伝子ワク
チンの防御免疫誘導惹起に関わる自然免疫
の役割を解明した。 

 

 

 

 

 

３．研究の方法 

下記の点に焦点を絞り解析した。 

１）T.g.HSP70 刺激による DC 成熟化にお
ける IFN-と MyD88 の役割解析： 

①IFN-欠損マウスおよび MyD88 欠損
マウスの骨髄由来未熟 DC に T.g. 

HSP70 を加えて in vitro 培養し、DC 成
熟化を、i) 細胞表面 MHC 分子と抗原
提示アクセサリー分子(CD40, CD80, 

CD86)の発現増加、および、ii) FITC 標
識デキストラン貪食機能低下、を
FACS 解析 

②上記免疫不全マウスの T.g.HSP70 刺激
DC の IL-12 mRNA 発現解析 

２）T.g.HSP70 刺激 DC の Th1/Th2/Th17 誘
導における IFN-と MyD88 の役割解析： 

WT および免疫不全マウスの T.g.HSP 70

刺激 DC による、WT、IFN-および MyD88

欠損 naïve マウス各々の CD4
+
T 細胞の Th

分化誘導能を Th1/Th2/Th17 の代表的サイ
トカインである IFN-/IL-4/ IL-17mRNA 発
現により解析 

３) T.g.HSP70 DC ワクチン作用機序の解析： 

  末梢皮膚に存在する未熟 DC を標的と
してT.g.HSP70遺伝子ワクチンを接種後、
所属リンパ節における DC の成熟化、お
よび、成熟 DC により惹起される Th 分
化誘導を CD4

+
T 細胞のサイトカイン発

現により real-time PCR を用いて解析 

  特に、C57BL/6 の遺伝的背景を有する
自然免疫レセプターTLR 欠損マウスお
よび TLR アダプター分子欠損マウスの
導入により、DC 標的 T.g.HSP70 遺伝子
ワクチンの防御免疫誘導における自然
免疫の役割を解析 

 
４．研究成果 
１）T.g.HSP70 刺激による DC 成熟化にお
ける IFN-と MyD88 の役割： 

 IFN-欠損 C57BL/6 マウスの骨髄由来
未熟 DC が、WT マウス DC と同様に、
T.g.HSP70 刺激により成熟することが、i) 

DC の形態的変化（図 1A）、ii) DC 細胞表
面 MHC 分子(I-A

b
)・アクセサリー分子

(CD86)の発現増加（図 1B）、iii) Dextran 抗
原取込み低下(図 1C)から明らかとなった。
T.g.HSP70 刺激による IFN- 欠損マウス
DC の成熟は、T.g.HSP70 刺激による DC

成熟が TLR4 を介し、且つ、その下流シグ
ナルは MyD88 非依存性シグナル経路を介
す る と い う 我 々 の 報 告 (Cell Stress 

Chaperones 11: 13, 2006) に一致する。 

 

 

 

 



 
２）T.g.HSP70 刺激 DC の Th1/Th2/Th17 誘導
における IFN-と MyD88 の役割： 

① in vitro T.g.HSP70 刺激後に成熟した
IFN-欠損 C57BL/6 マウス DC の、Th 分
化誘導能を解析した。その結果、 i) 

T.g.HSP70 刺激 IFN-欠損(GKO)マウス
DC は、WT マウス DC と同様に、naïve WT

マウスのCD4
+
Th0 をTh1に誘導し、ii) WT

マウス DC が誘導しない Th2 も誘導した。
また、iii) WT マウス DC も GKO マウス
DC も WT と GKO の CD4

+細胞から Th17

を誘導した（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

②次に、in vitro T.g.HSP70 刺激後に成熟し
た MyD88 欠損 C57BL/6 マウス DC の、Th

分化誘導能を解析した。その結果、 i) 

T.g.HSP70 刺激 MyD88 欠損マウス DC も

WT マウス DC も、WT と MyD88 欠損マ
ウス両者の CD4

+
Th0 を Th1 に誘導し、ii) 

CD4
+
T 細胞が MyD88 欠損マウスである場

合にのみ Th2 が誘導され、Th2 誘導は WT

の DC に比べ MyD88 欠損マウス DC でよ
り明らかであった。また、iii) CD4

+
T 細胞

が WT マウスである場合にのみ Th17 が誘
導された（図 3）。 

  この結果から、MyD88 が、APC レベル
(DC)のみならず、T 細胞レベルにおいても
Th 分化に必要であることが明らかとなっ
た。 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
３) T.g.HSP70 DC ワクチン作用機序の解析： 

 ①T.g.HSP70 遺伝子ワクチンによる naïve

マウス所属リンパ節 DC の活性化 

末梢皮膚 DC を標的とした T.g.HSP70 遺伝
子ワクチンの感染急性期および慢性期にお
けるワクチン効果を既に報告済みである
(Vaccine 2003;21:2852–61)。本研究においては
ワクチン作用機序の解析を目的として、WT 

C57BL/6 マウスに T.g.HSP70 遺伝子ワクチン
を行い、3,5,7 日後の所属リンパ節 DC(CD11c

+

細胞)を分離した。所属リンパ節 DC に、ワク
チン５日後を peakとする IL-12 産生がみられ
（図 4A）、同時に DC 表面の MHC や CD86

分子の発現増加もあり（図 4B）、DC の in vivo

成熟活性化が確認された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 

 

②T.g.HSP70 遺伝子ワクチンによる naïve

マウス所属リンパ節の Th 分化誘導 
 T.g.HSP70 遺伝子ワクチン 3,5,7 日後に、

図 1A 

図 1B 

図 1C 

図 3 

Effect of T.g.HSP70 gene vaccine on DC activation of WT mouse. 

A: unvaccinated (white column) or vaccinated either without (gray column) or with 

T.g.HSP70 gene (black column) 

B: vaccinated without (thin line) or with T.g.HSP70 gene (thick line) 

図 4 
図 2 



WT C57BL/6 マウス所属リンパ節から CD4 
+

細胞を分離し、Th 分化誘導能を Th1/Th2/ 

Th17 の代表的サイトカインである IFN-/ 

IL-4/IL-17mRNA 発現により解析した。T.g. 

HSP70 ワクチン 5 日後に CD4
+細胞の最も強

い IFN-発現がみられた。IL-4 や Il-17 発現は
みられず、T.g.HSP70 遺伝子ワクチン後の早
期に所属リンパ節でTh1分化が誘導されてい
ることが明らかになった（図 5）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ③T.g.HSP70 ワクチンが誘導する所属リ
ンパ節 DC 活性化と TLR の関与 

 T.g.HSP70 は TLR2 および TLR4 のアゴニ
ストであることから、TLR2 および TLR4 欠
損マウスを用いて、所属リンパ節 CD 11c

+細
胞の IL-12 産生に関わる TLR を解析した。
WTとTLR2欠損マウスでは T.g. HSP70遺伝
子ワクチン５日後の所属リンパ節 DC に明
らかな IL-12mRNA 発現がみられたが、TLR4

欠損マウスの DC ではみられず、所属リンパ
節における DC の IL-12 産生に TLR4 が関わ
ることが明らかとなった（図 7）。TLR4 の下
流シグナルには TIRAP-MyD88 経路と
TRAM-TRIF経路の２通りの経路があるため、
MyD88 欠損マウスと TRIF 欠損マウスを用
いて IL-12産生に関わる細胞内下流シグナル
経路を検討した。MyD88 欠損マウス DC で
は IL-12 産生がみられず、TRIF 欠損マウス
DC ではみられることから、ワクチンにより
誘導される所属リンパ節 DC の IL-12 産生は
TLR4-MyD88 シグナル分子を介することが
明らかになった（図 6）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
④T.g.HSP70 遺伝子ワクチンが誘導する所

属リンパ節 Th1 分化誘導と TLR の関与 
 TLR2 および TLR4 欠損マウスを用い、T.g. 

HSP70遺伝子ワクチン 5日後の所属リンパ節
CD4

+細胞のサイトカイン mRNA 発現により
Th 分化を検討した。WT と TLR2 欠損マウス
の CD4

+細胞でみられた T.g. HSP70 遺伝子ワ
クチン後の IFN-発現は、TLR4 欠損マウスの
DC ではみられず、ワクチン後の Th 分化にお
ける TLR4 関与が示された。また、TLR4 下
流シグナルは MyD88 を介することが示され
た（図 7）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
⑤急性期 T.g.HSP70 遺伝子ワクチン効果に

おける TLR 関与 

T.g.HSP70 遺伝子ワクチン１週後に深谷株
トキソプラズマ１０シストを経口感染させ、
感染１週後(急性期)の腸管膜リンパ節内トキ
ソプラズマ数を定量的競合的 PCR により測

TLR involvement in IL12 production of DC at dLN by T.g.HSP70 gene 

vaccine. Unvaccinated (white column) or vaccinated either without (gray 

column) or with T.g.HSP70 gene (black column)                

図6 

* 

TLR involvement in Th1 induction at the dLN by T.g.HSP70 gene vaccine. 

Unvaccinated (white column) or vaccinated either without (gray column) or with 

T.g.HSP70 gene (black column) 

図7 

 

Effect of T.g.HSP70 gene vaccine on Th polarization at the dLN of WT 

mouse. Unvaccinated (white column) or vaccinated either without (gray 

column) or with T.g.HSP70 gene (black column)                

図5 



定した。T.g.HSP70 は TLR2 および TLR4 の
アゴニストであるが、T.g.HSP70 遺伝子ワク
チン効果は 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、急性
期遺伝子ワクチン効果に TLR4 が関与するこ
とが示された。TLR4 下流シグナルは MyD88

を介し、TLR4/ MyD88 シグナル経路がワクチ
ン効果発現に関与することが示された（図 8）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

⑥慢性期 T.g.HSP70 遺伝子ワクチン効果に
おける TLR 関与 

 T.g.HSP70遺伝子ワクチン効果は 12週間以
上持続することから、長期ワクチン効果にお
ける TLR関与を検討した。TLR2 および TLR4

欠損はトキソプラズマ感染マウスの生存率
には影響を与えないものの、感染 6 週後のマ
ウス脳内シスト数を測定すると、WT と TLR2

欠損マウスでは T.g.HSP70 遺伝子ワクチンに
よるシスト数減少がみられ、TLR4 欠損マウ
スではワクチン効果はみられなかった。また、
MyD88 はトキソプラズマ感染宿主の防御免
疫に必須で、その欠損マウスは遅くとも 2 週
間以内に死亡する。 

TRIF 欠損マウスでは慢性期の脳内シスト数
においてもワクチン効果がみられ、TLR4/ 

MyD88 シグナル経路を介したワクチン効果
が慢性期におけるまで、継続していることが
明らかになった(図 9)。 
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