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研究成果の概要（和文）：トキソプラズマ原虫は宿主体内でシストを形成し、潜伏感染する。この際、増殖型ステージ
であるタキゾイトとよばれる虫体から、潜伏型ステージであるブラディゾイトにステージ変換する。本研究では、この
ステージ変換に関わる原虫側の種々の蛋白質のクローニング、性状解析を試みた。一方、ステージ変換が起こる際、宿
主側の抗ウイルス応答（インターフェロン誘導性蛋白質、OAS1、Mx１およびISG15など）が亢進していることを見いだ
した。さらなる解析の結果、トキソプラズマ潜伏感染細胞及び潜伏感染動物ではウイルス感染に対して抵抗性を有する
ことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Toxoplasma gondii (T. gondii), an obligate intracellular protozoa, has ability to 
differentiate from a rapidly replicating tachyzoite stage (Tz) during acute infection to a dormant bradyzo
ite stage (Bz) contained in tissue cysts. In this study, We identified, cloned and characterized some gene
s increased in Bz stage. On the other hand, we found that expression levels of some interferon (IFN) -indu
cible anti-viral proteins, such as OAS1, Mx1 and ISG15 in Bz-infected cells were higher than those in unin
fected and Tz-infected cells. Further analyses suggest that T.gondii latent infected animals and cells hav
e resistance to viruses.
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１．研究開始当初の背景 

 トキソプラズマ原虫(Toxoplasma gondii)

とは、ネコ科動物を終宿主とし、ヒトを含め

た他の動物を中間宿主とする寄生性原虫で

ある。本原虫は妊娠中に感染したヒツジやブ

タなどの家畜に流産を引き起こす。ヒツジの

総数が１億頭と推定される欧州連合におい

ては、本原虫感染症による流産のために毎年

100 万頭の子ヒツジが失われているとされる。

また我が国においても、ブタ・ヒツジなど産

業動物のトキソプラズマ原虫感染症は届出

伝染病に指定され、発生状況が常時監視され

ている。一方、ヒトでは特に妊婦が初感染し

た場合、流・死産や新生児の水頭症・脈絡網

膜炎などの先天性感染症を惹き起こす。さら

に、トキソプラズマ性脳炎はエイズ患者や免

疫抑制剤の投与を受けている患者の主要な

死因の一つでもある。したがって、本原虫は

畜産業を脅かすだけでなく、人獣共通感染症

の病原体としても重要である。しかし、いま

だにトキソプラズマ原虫感染症に対する安

全で有効な治療薬及びワクチンは開発され

ていないのが現状である。その主な理由とし

て、本原虫の生体内における発育過程が複雑

で、その機構がいまだに解明されていないこ

とが挙げられる。 

 トキソプラズマ原虫は、初めて生体に侵入

した時にタキゾイトと呼ばれる急速に増殖す

る虫体として現れ、急性感染を惹き起こす。

約３〜４週間経過すると宿主体内ではタキゾ

イトに対する強力な免疫が成立し、多くのタ

キゾイトは体内から排除される。しかし、こ

の免疫は完璧なものではなく、必ず一部のタ

キゾイトは生き残り、ブラディゾイトと呼ば

れる緩慢に増殖する虫体にステージ変換し、

宿主は慢性感染期に移行する。ブラディゾイ

トは分厚いシスト膜を被っているために宿主

免疫の攻撃から隔離され、宿主が生涯を終え

るまで体内に潜んで終生寄生する。ブラディ

ゾイトは宿主にほとんどダメージを与えない

とされるが、宿主がエイズや免疫抑制剤の投

与を受け免疫不全状態になると、すぐにタキ

ゾイトに変換し宿主を死に至らしめる。した

がって、ステージ変換はトキソプラズマ原虫

の病原性に大きく関わる重要な機構といえる。 

タキゾイトからブラディゾイトへのステー

ジ変換の分子機構の解明は、トキソプラズマ

原虫研究の中でも中心的課題である。これま

で、申請者が所属する研究グループを含め多

くの国内外の研究グループが、それぞれのス

テージにおいて特異的に発現する蛋白質と

その機能に関する報告をしてきた(総説：

Skariah et al., Parasitol. Res.,2011)。

しかし、ステージ変換の分子機構の全容はい

まだに明らかになっていないのが現状であ

る。 

 

２．研究の目的 

本研究では、トキソプラズマ原虫の遺伝子を

ランダムに破壊し、どの遺伝子がステージ変

換に重要であるか同定することを目的とし、

スクリーニング用原虫の作出を試みた。また、

バイオインフォマティクスも併用することで、

ステージ変換関連遺伝子の推定も行い、その

機能を分子生物学的手法により解析した。こ

れら実験により最終的に、ステージ変換のメ

カニズムを分子レベルで解明することを目指

した。さらに、トキソプラズマ潜伏感染細胞

における遺伝子発現動態を網羅的に解析する

ことで、原虫潜伏感染期特異的におこる宿主

側生命現象を明らかにすることも目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）ランダム遺伝子破壊後の原虫スクリー

ニングを容易にする目的で、”ブラディゾイ

トへステージ変換した場合のみ薬剤感受性

を有するようになる遺伝子組換えトキソプ

ラズマ”の作出を試みた。 

 

（２）ブラディゾイト期における原虫遺伝子



発現の網羅的解析を以下の手順にて行った。

トキソプラズマ ME49 株をヒト線維芽細胞に

感染させ、24 時間後から 5 日間、培養液の

pHを8に維持することでブラディゾイトへ変

換させた。Total RNA を抽出したのちこれを

用いて次世代シーケンサーによるRNA-Seqを

行った。いくつかのブラディゾイト期で有意

に発現上昇のみられたいくつかの遺伝子に

ついてクローニングを行い、マウスをもちい

てこれらに対する抗血清を作出した。 

 

（３）上記（２）と同様の手法により、原虫

ステージ変換によって変動する宿主側（ヒ

ト）遺伝子の解析を網羅的に行った。その結

果、ステージ変換誘導後の原虫感染細胞にお

いて抗ウイルス活性をもつ種々の遺伝子発

現が上昇していたため、リアルタイム PCR 法

によって詳細にこれら遺伝子の発現量を測

定するとともに、これら遺伝子発現に重要で

ある宿主転写因子STAT1の活性化についても

検討した。 

 

４．研究成果 

（１）ブラディゾイト特異的原虫遺伝子であ

る BAG1 のプロモーターの下流に、大腸菌由

来薬剤感受性遺伝子であるシトシンデアミ

ナーゼ(CD)遺伝子を挿入したプラスミドを

作製した。クローニングを容易にする目的で、

薬剤耐性遺伝子である DHFR-TSc3 及び GFP 遺

伝子も組み込ませた。これをトキソプラズマ

ME49 株に導入し組み込ませることによって、

ブラディゾイト特異的薬剤感受性原虫の作

出を試みた。現在、当該原虫のクローニング

及び増殖を行っている。今後、クローニング

が済んだ株に対して CD に作用する 5-フルオ

ロシトシンを様々な濃度で作用させ、スクリ

ーニングに最適な条件を設定するとともに、

ランダム変異を与えてブラディゾイト変換

必須遺伝子の同定を行う予定である。 

 

（２）トキソプラズマのブラディゾイト特異

的遺伝子発現を網羅的に解析した結果、既報

のものも含め多くの遺伝子がブラディゾイ

ト期で発現上昇していることが明らかとな

った。この中で、原虫の分泌器官であるロプ

トリーから分泌されると予想された、機能未

知の蛋白質である ROP28 に注目し、クローニ

ング及び大腸菌での蛋白質発現を行った。大

腸菌で発現させた蛋白質でマウスを免疫し、

その血清を一次抗体として Western blot 法

で各ステージのROP28発現量を解析した結果、

ブラディゾイト期特異的な発現を確認する

ことができた（図１）。現在、ROP28 ノックア

ウト原虫の作出を試みており、その機能解析

を詳細に行っていく予定である。 

 

図 1 ROP28 の発現量。左はリアルタイム PCR

で、右は Western blot にて解析。Control 及

び CTRL はタキゾイト、pH8.0 はブラディゾイ

トステージの虫体である。赤矢印：ROP28 の

予想分子量(70kDa)。 

 

（３）トランスクリプトーム解析の結果、ブ

ラディゾイト感染細胞において OAS1、MxA 及

び ISG15といった抗ウイルス蛋白質遺伝子の

発現量がタキゾイト感染細胞に比べ大きく

上昇していた。これらはウイルスの RNA 複製

阻害などに関する蛋白質であり、原虫に直接

作用しているとは考えられていない。次にこ

れらの発現を調節する転写因子の一つであ

る STAT1 に着目し、その活性化の指標である



核内移行及びリン酸化を蛍光免疫染色で検

討した。その結果、ブラディゾイト感染細胞

およびその隣接した細胞ではSTAT1の核内移

行及びリン酸化が認められたのに対し、タキ

ゾイト感染細胞では認められなかった。一方、

STAT1 の活性化に重要とされる I型、II 型及

び III 型インターフェロン(IFN)の発現量は

両ステージ感染細胞ともほぼ検出限界以下

であった。以上の結果から、トキソプラズマ

は潜伏感染時に、IFN の関与しない未知の機

構で宿主を抗ウイルス状態に誘導している

ことが示唆された。 
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