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研究成果の概要（和文）：GBPは非常に相同性の高い13個からなるファミリーを形成しており、マウスにおいては6個と
7個がそれぞれ3番と5番染色体に分かれて並んで存在している。3番染色体にあるGBP(GBPchr3)を染色体工学で欠損させ
たマウスを作製し、細胞内寄生性病原体の一つである寄生虫（原虫）「トキソプラズマ」に対する宿主応答を解析した
。野生型マウスと比較して、GBPchr3欠損マウス及び細胞はトキソプラズマ感染に対する感受性が高まっていた。この
ことから、GBPはIFNγ依存的に誘導され病原性寄生虫トキソプラズマに対する防御因子として機能することが判明した
。

研究成果の概要（英文）：Interferon-g (IFN-g) is essential for host defense against intracellular pathogens
. Stimulation of innate immune cells by IFN-g up-regulates ~2000 effector genes such as immunity-related G
TPases including p65 guanylate-binding protein (GBP) family genes. We show that a cluster of GBP genes is 
required for host cellular immunity against the intracellular parasite Toxoplasma gondii. We generated mic
e deficient for all six GBP genes located on chromosome 3 by targeted chromosome engineering. Mice lacking
 Gbpchr3 were highly susceptible to T. gondii infection, resulting in increased parasite burden in immune 
organs. Furthermore, Gbpchr3-deleted macrophages were defective in IFN-g-mediated suppression of T. gondii
 intracellular growth. In addition, some members of Gbpchr3 restored the protective response against T. go
ndii in Gbpchr3-deleted cells. Thus, Gbpchr3 redundantly play a pivotal role in anti-T. gondii host defens
e by controlling IFN-g-mediated cellular innate immunity.
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１．研究開始当初の背景 
トキソプラズマ原虫はネコを終宿主とす

る病原性微生物である。中間宿主はヒトを

含むほぼ全ての恒温動物であり、ヒトに限

っていえば全世界人口のうちの約 3分の１

（数十億人）が感染し、我国だけでも数千

万人に感染していることが試算されている。

健常人では一過性の発熱などを除いてほと

んど症状がないことからトキソプラズマ原

虫は日和見病原体として扱われているが、

エイズ患者・抗癌剤投与された患者などの

免疫不全者においてはトキソプラズマ脳症

を引き起こし、さらに妊婦が妊娠初期に初

感染であった場合その胎児にトキソプラズ

マ原虫が母体の胎盤を介して感染し流産し

たり、あるいは新生児が水頭症に罹患した

状態で生まれてくるなど非常に予後不良な

疾患を引き起こす重要病原体である。また、

最近は統合失調症の発病にもトキソプラズ

マ原虫の感染の有無が関与しているケース

があると報告されている。 

トキソプラズマ原虫はマラリア症の原因

病原体であるマラリア原虫などと同じ胞子

虫類原虫に分類され、宿主の細胞の中での

み増殖可能な偏性細胞内寄生生物である。

感染可能な細胞の種類はすべての有核の細

胞であり、赤血球あるいは肝臓細胞のみに

しか感染できないマラリア原虫とは比較に

ならないぐらいの多数の細胞系譜がトキソ

プラズマ原虫の標的細胞となることが、数

十億人に上る感染者がいる原因の一つであ

ると考えられる。トキソプラズマ原虫はそ

の三日月形の先端部に存在する複合体（ア

ピカルコンプレックス）を用いて標的細胞

に密着後、能動的に速やかに細胞内に侵入

し、ロプトリーと呼ばれる分泌小器官から

様々な分子を宿主細胞室内に放出すること

が判明した。 
 
２．研究の目的 

① トキソプラスマ原虫の遺伝子型につ

いてはヨーロッパ及び北米地域において以

前から精力的に研究されており、その結果

トキソプラズマ原虫は I型、II 型、III 型

という３つの主要な型に分類されることが

分かっている。それぞれの遺伝子型を持つ

原虫の病原性については、マウスにおける

感染実験から I型原虫は 100(つまり、原虫

１個)感染すればマウスを殺すことが可能

であるのに対し、II 型と III 型原虫の LD50

はそれぞれ 103と 105であり、従って I型原

虫の病原性はマウスにおいて著しく高いこ

とが報告されていた。II 型原虫と III 型原

虫を使った順遺伝学的解析によりその原因

の候補分子としてロプトリーに存在するリ

ン酸化酵素である ROP18 が挙げられたが、

ROP18 が I 型トキソプラズマ原虫の特徴で

ある高病原性を決定する因子であるかどう

かは不明であったことから、ROP18 の役割

を検討した。 

 

②また、トキソプラズマは細胞に感染し

た時に、「寄生胞」と呼ばれる細胞内小器官

を形成し、その中で宿主から栄養分を摂取

することで効率的に増殖することがわかっ

ている。それに対して、我々宿主はインタ

ーフェロン（IFNγ）という T細胞やナチュ

ラルキラー細胞などの免疫細胞から主に分

泌されるタンパク質を使って寄生胞内のト

キソプラズマを破壊することがトキソプラ

ズマ症の発病を防ぐのに重要であるという

ことが約 30 年前から示唆されていた。しか

し、IFNγ 自身には病原体を直接破壊する

ような構造はなく、従ってどのようにして

IFNγ がトキソプラズマを破壊しているの

かについてのメカニズムは長い間不明のま

まであった。 

我々のグループは IFNγがマクロファー

ジや線維芽細胞などの自然免疫担当細胞に

作用して、約 2000 種類のエフェクター分子

群の遺伝子発現を誘導することに着目した。



中にはトキソプラズマの寄生胞の周辺に集

まってくる GBP（p65 ＧＴＰ分解酵素）と

呼ばれる 13 個のファミリー分子群から形

成されるエフェクター分子群があり、宿主

の抗トキソプラズマ免疫応答に何らかの役

割を果たしていることが考えられた。通常、

ある特定の遺伝子の役割を調べたいという

場合には一つの遺伝子を欠損させたマウス

を作成して検討しますが、GBP の場合はそ

れぞれの遺伝子の相同性が非常に高く（つ

まり、よく似ているため）、一つの遺伝子を

欠損させても非常に良く似た別の GBP ファ

ミリー分子がその機能を補う（相補する）

ことが予想された。 
 
３．研究の方法 

研究グループはまず ROP18 が I型トキソ

プラズマ原虫の高病原性を規定するかどう

かを検討する目的で、ROP18 欠損原虫を遺

伝子ノックアウト法により作成した。ROP18

欠損 I型原虫は、野生型 I型原虫に比べて

病原性が著しく低下したことから ROP18 が

I 型トキソプラズマ原虫の高病原性を決定

する病原性因子であることが分かった。次

に、ROP18 のどの領域が病原性に重要かと

いうことを調べる目的で、ROP18 の N 末端

部位を欠損する変異体を ROP18 欠損原虫に

発現させ病原性を検討したところ、野生型

（完全長）ROP18 を発現させた原虫に比べ

て、病原性の回復が不十分であったことか

ら ROP18 の N末端が ROP18 の高病原性に重

要であることが分かった。 

ROP18 のファミリー分子である ROP16 は

同様に宿主細胞に打ち込まれ、自然免疫系

担当細胞では免疫抑制能を有する転写因子

である Stat3 という宿主因子と結合するこ

とを我々の研究グループが以前に報告して

いた。そこで ROP18 についてもその N末端

部位に結合する宿主因子が存在するのでは

ないかと考え、ROP18 の結合分子を探索し

た結果、小胞体ストレスセンサーの一つで

あり転写因子でもあるATF6βがROP18の宿

主因子として同定された。さらに、ROP18

存在下では ATF6βがプロテアソーム依存

的な蛋白質分解を受けることで、ATF6β依

存的な遺伝子発現を抑制することを見出し

ました。また ROP18 はリン酸化酵素ですが、

そのリン酸化酵素活性が ATF6βの蛋白質

分解に必須であること及び I型トキソプラ

ズマ原虫の病原性に必須であることも明ら

かにした。 

しかしながら、ATF6βがどのような機能

を持っているためにトキソプラズマ原虫高

病原性因子 ROP18 に標的とされているかに

ついては不明であった。そこで ATF6βの生

理的機能を明らかにするために ATF6β欠

損マウスを遺伝子ノックアウト法により作

成し検討した。その結果、ATF6β欠損マウ

スは野生型マウスに比較して ROP18 欠損原

虫感染に対して感受性が著しく高まること

から、ATF6βが原虫に対する免疫機能を有

することが示唆された。さらに ATF6β欠損

マウスでは原虫排除に重要な免疫システム

である I型免疫応答の一部に機能不全があ

ることを見出した。 

 

②について、我々の研究グループでは GBP

ファミリー分子が 6個と 7個に分かれて異

なる染色体上の非常に狭い領域に隣り合っ

て存在することを利用して、染色体工学的

手法を用いて 3番染色体上に存在する全て

の GBP（6個）の GBP ファミリー分子を欠損

するマウス（GBPchr3 欠損マウス）の作製

し解析した。 

 GBPchr3 欠損マウスと野生型マウスにト

キソプラズマを感染させ生存率を測定した

所、GBPchr3 欠損マウスはトキソプラズマ

感染に対して非常に弱くなっていることが

分かった。また感染マウス内でのトキソプ

ラズマの感染拡大を、トキソプラズマから

出る発光を指標に生体イメージング装置を



使って検討したところ、GBPchr3 欠損マウ

ス内では野生型マウスと比べて劇的にトキ

ソプラズマが増殖していることが分かった。

次にトキソプラズマが生体内で感染してい

る細胞であるマクロファージと呼ばれる自

然免疫細胞を単離して、トキソプラズマを

感染させその増殖を検討した。ＩＦＮγで

野生型マクロファージを処理すると濃度依

存的にトキソプラズマの増殖が抑制されま

すが、GBPchr3 欠損マクロファージではＩ

ＦＮγ によるトキソプラズマの増殖を野

生型細胞と比較して抑制できないことを見

出した。このことから、ＩＦＮγによって

誘導される GBPchr3 は自然免疫細胞マクロ

ファージ内でトキソプラズマ増殖を妨げる

ことが、生体レベルでのトキソプラズマに

対する感染防御反応に重要であることが分

かった。 

 では、ＧＢＰを欠損したマクロファージ

では何故トキソプラズマの増殖を抑制でき

ないのでしょうか？その問題を解決するた

めに研究グループは電子顕微鏡を使って、

感染細胞内でのトキソプラズマの状態を検

討した。その結果、ＩＦＮγで刺激した野

生型マクロファージ内ではトキソプラズマ

の寄生胞の膜が激しく波打ち、その構造が

著しく破壊されていた。一方、GBPchr3 欠

損マクロファージ内ではＩＦＮγ 処理を

してもそのような寄生胞膜の構造変化は認

められなかった。このことから、ＧＢＰは

マクロファージ内でトキソプラズマの寄生

胞の膜構造を破壊する機能があることが分

かった。 

ではどのようにしてＧＢＰはトキソプラ

ズマの寄生胞膜を破壊することができるの

であろうか？以前から寄生胞膜の破壊につ

いての機能が示唆されていたＧＢＰとは別

のファミリー分子群である p47 GTP 分解酵

素（ＩＲＧ）の動態について、野生型及び

GBPchr3 欠損マクロファージで比較した。

すると、野生型細胞ではＩＲＧがトキソプ

ラズマに蓄積するのに対して、GBPchr3 欠

損マクロファージではＩＲＧの蓄積が著し

く減少していることが分かった。またＧＢ

ＰとＩＲＧの局在について野生型マクロフ

ァージ内で検討したところどちらもトキソ

プラズマに蓄積し、さらにＧＢＰはＩＲＧ

に結合していることも分かった。これらの

ことから、ＧＢＰはＩＲＧをトキソプラズ

マに蓄積させることでその寄生胞膜を破壊

し増殖を阻害していることが示唆された。 
 

４．研究成果  

① これらの結果から、I 型トキソプラ

ズマ原虫はROP18を感染細胞に分泌しATF6

βを標的として分解することでその機能不

全を誘導し宿主免疫応答を抑制するために

高病原性であることが明らかとなった。 

② 今回の研究により、ＩＦＮγによって

誘導される抗トキソプラズマ感染防御機構

にＧＢＰが重要な役割を果たしていること

を明らかにした。このことから、人為的に

ＧＢＰの機能を高めることにより、我が国

で症例報告が急増しているトキソプラズマ

症に対する新たな治療戦略を提供できるこ

とが期待できる。 

寄生胞はトキソプラズマに限らずマラリ

ア原虫においても形成されることを考える

と、ＧＢＰがマラリア原虫感染防御に関与

する可能性は非常に高く、マラリア症の発

病におけるＧＢＰの役割の解明は最も重要

な今後の研究課題です。またＧＢＰは様々

な癌において高い発現が認められることが

多数報告されており、感染下ではない異常

な状態でのＧＢＰの存在が引き起こす疾患

の病理機構の解明に、研究グループが染色

体工学により作り出したＧＢＰ欠損マウス

が非常に有用であると考えられる。 
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