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研究成果の概要（和文）：１、　妊娠マウスのトキソプラズマ感染実験により胎児の子宮内発育不全、胎盤の樹状細胞
 (DC) 成熟およびTh分化誘導能を解析した。
２、　末梢の未熟DCを標的とするトキソプラズマ急増虫体特異的HSP70 (T.g.HSP70) ワクチンにより、感染細胞特異的
CD8+およびCD4+細胞傷害性T細胞 (CTL) の誘導とCTL移入による防御免疫誘導を解析した(Parasitol Int.2014;63:408)
。T.g.HSP70ペプチドのヒトおよびマウスのMHC分子結合アルゴリズムを解析し、日本人86%/欧米人58%をカバーするCTL
エピトープ候補ペプチドを選択しin vitro解析を進めた。

研究成果の概要（英文）：１．Toxoplasma gondii infection during pregnancy induced the intrauterine growth 
retardation in fetus. The influences of T. gondii infection on placenta and fetal liver were shown by 
analyzing their dendritic cell (DC) maturation and Th polarization.
2. Not only CD8+ but CD4+ cytotoxic T lymphocytes (CTL) specific for T. gondii-infected cells were 
induced by the vaccination with a virulent tachyzoite-specific HSP70 (T.g.HSP70) gene targeting 
peripheral DC. Adoptive transfer experiments revealed that the vaccine-induced CTL possessed protective 
roles for toxoplasmosis at both acute and chronic phases of infection. CTL peptide epitopes of T.g.HSP70 
which bound to murine and human MHC molecules were analyzed.

研究分野：寄生虫学　感染免疫学
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１． 研究開始当初の背景 
トキソプラズマは典型的日和見感染病
原体であるが、初感染妊婦からの経胎盤垂
直感染により胎児に重篤な先天性トキソ
プラズマ症をきたし、欧米を中心に 200例
規模のmass studyが繰り返された結果、“重
症先天性トキソプラズマ症”の発症リスク
が最も高いのは妊娠 10~24 週の妊婦感染
であることが明らかとなった。我々は
interferon-gamma (IFN-)および myeloid 
differentiation factor 88 (MyD88)がトキソプ
ラズマ感染に対する防御免疫に必須であ
ることを報告し、これらの欠損マウスを免
疫不全モデルマウスとした感染実験から、
胎盤には早期からトキソプラズマが同定
されるが、胎児への感染伝播は免疫不全宿
主においてさえ妊娠後期になるまではみ
られないことから胎盤自体に防御免疫機
能があることを明らかにし、妊婦の早期診
断・治療により感染を胎盤で食い止め先天
性トキソプラズマ症を予防し得ることを
示した。しかし、最近は生肉摂取を好む若
年層が増え、国内の先天性トキソプラズマ
症例は寧ろ増加しており TORCH 検査の
啓蒙のみでは現状を打破できない状況が
ある。 
 我々は、熱ショックストレス蛋白 HSP70
が宿主に誘導される感染細胞特異的細胞傷
害性Ｔ細胞(CTL)のエピトープであること
を世界で最初に報告し、その後、感染宿主
の死亡直前に発現が急増するトキソプラズ
マ由来 HSP70 (T.g.HSP70) の宿主防御免疫
に対する機能解析を進め、細胞性防御免疫
の誘導を目的とした樹状細胞(DC)標的ワ
クチンの開発を目指して研究を進めてい
る。既に皮膚の未熟 DCを標的とした遺伝
子銃による in vivo T.g.HSP70遺伝子ワクチ
ンのより Th1 型防御免疫が誘導されるこ
とを報告しており、本研究では、さらに、
T.g. HSP70 DCワクチンによるCTL誘導を
解析し、MHC 分子結合 T.g.HSP70 ペプチ
ドによる DCワクチン開発に着手した。 
 
２．研究の目的 
先天性トキソプラズマ症に対し、自己末
梢血の樹状細胞(DC)を用いた ex vivo ワク
チンを導入する。本研究の ex vivo DCワク
チンは、①胎児画像所見に異常のない感染
妊婦、②生下時は不顕性で後に症状を呈す
る「成長期発症型」新生児、③子宮内発育
不全(IUGR)により出生後の発育に障害を
きたす「非感染性先天性トキソプラズマ症」
新生児を対象とする。 
これまでに、T.g.HSP70による DC 活性
化と Th1 防御免疫応答の誘導を報告して
おり(Cell Stress Chaperones 7: 357, 2002; Biochem Biophys Res 
Commun 322: 899, 2004; Cell Stress Chaperones 11: 13, 2006; 
Vaccine 229:1899, 2011)、本研究では、①妊娠
マウスの感染実験による胎盤のDC成熟お
よび Th 分化誘導能の解析、②T.gHSP70 

DCワクチンによる CTL誘導、および、③
ヒトおよび感染感受性マウスのMHC分子
結合 T.g.HSP70ペプチド CTL エピトープ
の解析により、ex vivo DCワクチン開発を
進める。  
 
３．研究の方法 
下記の点に焦点を絞り解析した。 
１）妊娠マウスの感染実験による胎盤の
DC成熟および Th分化誘導能の解析： 
 交尾翌朝にプラグを確認した雌マウスを
妊娠 0日(E0)とし、野生型(WT)および免疫
不全マウスの妊娠 7日目にトキソプラズマ
深谷株 10 シストを経口感染させ、妊娠 18
日目の妊娠マウスの胎盤の DC と Th 分化
誘導能を解析した。非感染および感染マウ
スの胎盤を母体側 decidua と胎児側
labyrinthに物理的に分離し、母体脾臓と胎
児肝臓をコントロールとして、各臓器の
CD11c+細胞を回収し DC 成熟度を i) 細胞
表面MHC分子とCD40, CD80, CD86の発現
量増加、および、ii) IL-12 産生定量により
解析した。また、各臓器の CD11c陰性細胞
群からCD4+T細胞を回収し、Th1, Th2, Th17
の代表的サイトカイン（IFN-, IL-4, IL-17）
の mRNA発現を定量解析し、感染により誘
導される胎盤の Th1/Th2/Th17 分化誘導能
を解析した。 
２）T.g.HSP70 DCワクチンによる特異的細
胞傷害性Ｔ細胞(CTL)誘導能の解析： 
① T.g.HSP70 発現 B6 マウス由来 DC 株
(DC2.4-T.g.HSP70)を樹立し、その成熟を細
胞表面の MHC と CD86 分子の発現増加に
より確認し CTL assayの標的細胞とした。 
② in vivo T.g.HSP70遺伝子導入 DCワクチ
ン接種 1週間後のマウス脾臓細胞を用い、
DC2.4-T.g.HSP70、T.g.HSP70パルスDC2.4、
および、トキソプラズマ RH 株タキゾイト
感染 DC2.4 細胞に対する特異的 CTL 誘導
を解析した。次にワクチン接種マウス脾細
胞から CD4+または CD8+ T細胞群を回収し
CTLエフェクター解析を行った。 
③ CD8+および CD4+ CTLの移入感染実験
により、急性期腸管膜リンパ節内トキソプ
ラズマ数、および、慢性期脳内シスト数解
析し、CTLの防御免疫能を解析した。 
④ CD8+および CD4+ CTLの感染細胞傷害
機構（perforin/granzyme, Fas/Fas ligand）を
明らかにした。 
３）CTLエピトープの解析 
ヒトおよびマウス MHC における感染細胞
特異的 CTLが認識するMHC分子結合 T.g. 
HSP70エピトープを解析した。 
① 感染感受性C57BL/6マウスのMHCクラ
ス I 分子 H-2Kb, Db に結合する 9-mer 
T.g.HSP70 ペプチド候補を、SYFPEITHI, 
ProPred, BIMAS, NetMHCpanプログラムの
アルゴリズム解析により選択した。 
②日本人 86% / 欧米人 58%が有するヒト
HLA-A2分子 (HLA-A2402/ A0201/ A0206) 
に結合する 9-mer ペピチドエピトープの候
補ペプチドを選択しその結合試験を行った。 
③ T.g.HSP70 ペプチド候補を絞り ex vivo
ワクチンに向け解析を進めた。 
 



４．研究成果 
１）妊娠マウスの感染実験による胎盤のDC
成熟および Th分化誘導能の解析： 
胎盤を中心に妊娠マウスの感染実験に
より防御免疫の解析を進めた。非感染 WT
マウス(妊娠18日)(図1A)に比較し感染WT
マウス(妊娠 18 日)には発育不全胎児がみ
られる(図 1E)。子宮内から取り出した胎児
と胎盤 (図 1B)を分け、胎盤の脱落膜
Decidua と Labyrinth をピンセットで物
理的に分離した(図 1C)(図 1D は whole 
placenta、胎盤Labyrinth、胎盤Decidua)。 

妊娠７日(G7d)に感染させ妊娠マウスの
体重変化をみると(青:非感染、黄:10cyst感
染、赤:30cyst感染) 、WT感染マウスは妊
娠経過に伴い体重増加はあるが、妊娠後期
の体重伸び率は非感染マウスに比べて少な
く、WT においてもトキソプラズマ感染に
よる胎児の子宮内発育不全 (IUGR) が示
唆された(図 2)。 

IUGRは、FN-欠損マウスで特に著しく、
非感染マウスの体重は妊娠 18 日まで増加
し続けるのに対し、感染マウスでは妊娠 13
～16日以降、横ばい、もしくは減少し、胎
児の強い子宮内発育不全 or 死産が示唆さ
れこの傾向はB6マウスでより著しい(図 2)。 

 
WT においても感染マウスの胎児体重 

(妊娠 18 日測定)は非感染マウスに比べて
B6、BALB/c共に少ない傾向があり、IFN- 
KO 感染マウスで死産を免れた胎児は更に
小さい傾向にあり、トキソプラズマ感染に
よる IUGRは、IFN- KOマウスでより著
明であった(図 3)。 

ところが、胎盤重量は B6, BALB/c共に、 
感染、非感染マウスの間に明らかな差はみ
られず、また、WT、IFN- KOマウスの間
にも差はみられず(トキソプラズマ感染数によ
る違いもみられず)、胎児の IUGRと胎盤重量
の間に相関関係が示されなかった(図 4)。 

 

既に 1)トキソプラズマ HSP70により
樹状細胞(DC)の成熟分化が誘導される
こと、  2)成熟 DC により引き続き
naiveTh0から Th1への polarizationが
誘導されることを報告している。そこで、
感染による妊娠マウスの DC と Th 分化
誘導機能を解析し以下の結果を得た。 
① 感染により母体脾臓 DC の明らかな

MHC class І, II分子の発現増加と、
軽度のaccessory分子CD86の発現量
増加がみられ、感染による DC 成熟
示された（図 5）。  
② 胎盤DeciduaとLabyrinth、胎児 liver
においても MHC 分子の発現増加は
明らかであるが、胎盤の CD86の発現
増加はみられず、その T 細胞活性化
能は十分ではないことが示唆された。 

③ 成熟 DCの内訳では、母体・胎児では
lymphoid CD8a+DC の増加がみられ
たのに対し、胎盤ではこれら DCの変
化はみられなかった。Plasmatoid 
DC(B220+/CD11c+)の存在については
今後の検討課題である。 
④ 次に DC機能を IL-12 mRNA発現に
より検討した。胎盤 Decidua、
Labyrinthの IL-12産生はみられない
が、母体 spleenと胎児 liverで感染に
よる DC で IL-12 産生増加がみられ
DCの機能的活性化が示された（図 6）。 



⑤ CD4+T細胞を分離し、Th1 Th2 Th17
の特異的サイトカインである IFN-、
IL-4、IL-17 の産生を比較検討した。
妊娠により非感染マウスが Th2 優位
に傾くことが報告されており、我々の
非感染マウスも同様の傾向であった。 
トキソプラズマ感染による Th 誘導
については、WT マウスの母体でみら
れる Th1優位の免疫応答が、胎盤や胎
児においてもみられた。 IL-4産生は、
WT では感染による明らかな変化がな
いのに対し、IFN- KOマウスでは減
少した。感染による IL-17産生の変化
は今後の検討が必要である（図 7）。 

 
２）T.g.HSP70 DC ワクチンによる特異的細
胞傷害性Ｔ細胞(CTL)誘導能の解析： 
マウスに腹部末梢皮膚の未熟 DCを標的
して T.g.HSP70遺伝子ワクチンを行うと、
ワクチン後早期 (3日後)から所属リンパ節
DCの IL-12産生がみられ、また、所属リン
パ節CD4+T細胞の IFN-産生も５日後には
maximum に達し、DC活性化に引き続き早
期から Th1誘導がみられることが確認され
既に報告済みである(Vaccine 2011; 29:1899 
-905)。IFN-はトキソプラズマ感染に対す
る防御免疫に必須であり、T h1細胞以外に 
CD8+ T細胞や NK細胞からも産生される。
また、IFN-欠損マウスでも有意なワクチ
ン効果がみられたことから、ワクチンの防
御免疫誘導には IFN-依存性・非依存性メ
カニズムの両者が関わると考えられる。 
そこで本研究において、トキソプラズマ

HSP70 遺伝子ワクチンによる CTL 誘導を
解析し以下の結果を得た。 
① T.g.HSP70 遺伝子ワクチン終了後 1
週間後のマウス脾臓細胞中に、T.g. 
HSP70蛋白パルス syngeneic DC細胞株 
(DC2.4) やT.g.HSP70遺伝子導入DC細
胞株 (DC2.4-T. gondii HSP70) を標的と
して特異的細胞傷害活性を示すCTLが誘
導されることが判明した(図 8AB）。 

図 8 

 
② さらに、このCTLがトキソプラズマ感染

DC2.4 に対しても特異的細胞傷害活性を
示すことが明らかになった(図 8C）。 

図 8 
 

③ 既に我々は慢性トキソプラズマ症患
者の末梢血中に CD8+ CTLおよびCD4+ 

CTL の両者が誘導されることを明らかに
しており、本研究により、T.g.HSP70遺
伝子ワクチンによってもD8+ CTL(図 9 
AB）およびCD4+ CTL(図 10 AB）の両
者が誘導されることを解析した。 

図 9 

図 10 
 
④ 本ワクチンにより CD8+T 細胞からの

IFN-産生も増加しており、ワクチンが誘
導するCD8+ およびCD4+T細胞は、共に、
IFN-産生と感染細胞特異的CTL機能に
よりトキソプラズマ感染に対する防御免
疫を担っていることが解析された(図 11）。 

図 11 (黒：T.g.HSP70ワクチン、白：コントロールワクチン) 

 
⑤ CD8+およびCD4+ CTLによる細胞傷害機
構は、 perforin/granzyme の cytotoxic 
granulesに比し、Fas / Fas Ligandを介する
傷害機構が優位であった（図 12）。 



図 12 
 
⑥ これらのCTLの移入感染実験により、感
染急性期 (図 13）および慢性期 (図
14AB）における明らかな感染防御免疫
が誘導されることが解析された。 

図 13 
 

図 14 
(黒:T.g.HSP70ワクチン、白:コントロールワクチン群) 
 
 
３）CTLエピトープの解析 
我々は、慢性トキソプラズマ症例の末梢
血中に感染細胞特異的細胞傷害活性を示す
CTLが存在し、CTLが HSP70を T細胞エ
ピトープとして認識することを既に明らか
にしている。上述の T.g.HSP70 DC ワクチン
による CTL誘導の結果を踏まえ、次に、CTL
が認識するヒトおよびマウスの MHC 分子
結合 T.g.HSP70 ペプチドエピトープの解析
を行った。 
① 感染感受性 C57BL/6 マウスの MHC ク
ラス I 分子 H-2Kb, Db に対する 9-mer 
T.g.HSP70ペプチド候補を、SYFPEITHI, 

ProPred1 プログラムのアルゴリズムに
より選択し、これらについて、BIMAS
により Half Time of Disassociationを、
NetMHCpan により(affinity nM)を解析
した。 
SYFPEITHI, ProPred プログラム解析か
ら、H-2Kb に優位に結合するペプチド
は見当たらず、H-2b の MHC クラス I
結合ペプチドの殆どは H-2Dbに結合す
ることが判った(表 1)。 

 
    H-2Db 

  
SYFPEITHI ProPred1 BIMAS               NetMHCpan 

         (revised 
program) (nM) 

42 VAFTDTERL 18 19.9 2.9 WB (3679) 

96 AGPGDKPLI 18   8.6 (4.5) low 

115 FHPEEVSAM 18   7.9 (1.0) low (9848) 

157 QATKDAGTI 16 56.7 3.1 (5.9) low (15377) 

163 GTIAGLSVL  15 24.1 7.2 (4.8) low (5774) 

166 AGLSVLRII 18   
10.3  

(7.6) 
low (13042) 

191 CGEMNVLIF 18   0.5 (0.3) low (10095) 

209 SLLTIEDGI 17   
6.6  

(12.9) 
low (14157) 

254 DISTNSRAL 20 19.9 200 (2.5) low 

315 SLLPVEKVL 14 81.4 
6.6  

(7.7) 
low 

337 VLVGGSTRI  16   6.6 (0.6) low 

374 GAAVQAAIL 15 85.4 3.1 (8.4) low (10881) 

387 SSQVQDLLL 17 281.7 
3.4 

(16.8) 
low (6594) 

388 SQVQDLLLL  19   
9.5 

(56.7) 
WB (2189) 

393 LLLLDVAPL 12 22.2 6.0 (4.3) low (5287) 

408 AGGVMTKLI 18   
3.4  

(2.1) 
low (18097) 

414 KLIERNTTI 19   
0.7 

(0.14) 
low (7203) 

432 TYADNQPGV 18   
11  

(1.0) 
low (15641) 

450 AMTKDNNLL 15   
3.4  

(19.9) 
low (10351) 

497 TGKSNQITI 25   
85.8  

(281.7) 
WB (1183) 

542 NGLENYCYH 18   
10.3  

(7.8) 
low (11592) 

575 AIQEALDWL 17   
3.2  

(2.0) 
low (13339) 

658 SGGPTVEEV 15   
0.14  

(0.7) 
low (18516) 

表 1 
(WB：weak binder、low：very low binder) 



② 日本人 86% / 欧米人 58%が有するヒト
HLA-A2 分子  (HLA-A2402/ A0201/ 
A0206) に結合する 9-merペピチドエピ
トープの候補ペプチドを選択しその結
合試験結果から、６種類の T.g.HSP70
ペプチド候補を絞り、ex vivoワクチン
に向け解析中である。 
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