
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４４０１

挑戦的萌芽研究

2014～2013

トキソプラズマROP16を使ったES・iPS細胞未分化維持システムの開発

Development of the in vitro maintenance system for undifferentiated stem cells 
using Toxoplasma ROP16

００４４４５２１研究者番号：

山本　雅裕（Yamamoto, Masahiro）

大阪大学・微生物病研究所・教授

研究期間：

２５６７０２０１

平成 年 月 日現在２７   ６   ９

円     3,000,000

研究成果の概要（和文）：本研究ではトキソプラズマから分離した病原性因子であるROP16が多能性胚性幹細胞（ES細
胞）の未分化維持に寄与するか、また、ES細胞の分化誘導させるための転写因子群を活性化できる新規の病原性因子の
分離を行った。まず、ROP16の過剰発現によってStat3の活性化が起こり、その強さは通常ES細胞未分化維持のために加
える必要があるLIFよりも数十倍強い活性を有することを見出した。また、新規の病原性因子としてはGRA6がNFAT4を強
く活性化することを見出した。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we tested whether a Toxoplasma-derived virulence factor 
ROP16 is capable of sustaining the undifferentiated state of embryonic stem cells (ES cells). 
Furthermore, we searched novel Toxoplasma-derived factors that can potentiate the differentiation of ES 
cells. Then, we found that overexpression of ROP16 activeted Stat3, which is essential for the 
maintenance of the undifferentiaion of ES cells, more strongly than LIF. In addition, we succeeded to 
isolate GRA6 as a novel activator of host NFAT4.

研究分野： 寄生虫学
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１．研究開始当初の背景 
どのような細胞にも分化可能な胚性幹細

胞（ES 細胞）と誘導性多能性幹細胞(iPS 細胞)

は、再生医学という観点からこれからの医療

に革命的な進歩をもたらすツールとして、日

本のみならず世界的にも大変注目が集まっ

ている。その前段階としてマウスを使った動

物実験は必須であり、そのためにマウス由来

の胚性幹細胞（ES 細胞）iPS 細胞を様々な細

胞系譜に分化させる技術が国内外で精力的

に研究されている。これらの ES・iPS 細胞研

究の根幹は、言うまでもなく「ES 細胞・iPS

細胞を未分化に保つこと」であるが、現在 ES

細胞・iPS 細胞の未分化を維持するためには、

Leukemia inhibitory factor (LIF)と呼ばれる分

化抑制因子を培養液に添加する必要がある。

しかし ES・iPS 細胞の培養に使用できるグレ

ードの LIF は大変高価であり（これが１系統

のノックアウトマウスを作製するのに数百

万円ものの費用がかかる一因になっている）、

また研究者が自ら調整することは非常な労

力と技術的な困難が伴うことから、このこと

がこれから ES・iPS 細胞研究を開始しようと

する若手研究者及び分野外の研究者が参入

する際の障壁となる。 
 
２．研究の目的 
 LIFがES・iPS細胞の分化を阻害するのは、

その受容体の下流にある転写因子である

Stat3 を活性化され、その結果分化全能性を

維持するのに必須の転写因子群である Nanog、

Klf4、Oct3/4 や Sox2 が誘導されるからであ

る。従って、Stat3 を LIF 非存在下で ES・iPS

細胞で時空間的に自由自在に活性化できる

技術を開発することができれば、高価な LIF

を使用しなくてもそれらの細胞の未分化状

態を維持できると考えられた。 

 我々は以前に in vitro アッセイ系におい

て LIFの添加よりも強く Stat3 の活性化を誘

導できるトキソプラズマ由来のエフェクタ

ー分子ROP16を同定したことから (Yamamoto 

M, et al. J Exp Med., 2009)、この研究に

おいて ROP16 を ES 細胞・iPS 細胞に薬剤で発

現させコントロールすることにより、LIF 非

存在下でそれらの細胞の未分化能を維持可

能な系の開発を行い、寄生虫学研究で得られ

た細胞内シグナル伝達の知見を再生医学研

究へ応用することを試み、さらに ES 細胞を

分化誘導させるための必要な宿主転写因子

を活性化させることができる新規原虫因子

の探索を行った。 

 
３．研究の方法 
(1) トキソプラズマ由来 ROP16 のドキシサ

イクリン誘導性発現ベクターの開発 

 ROP16 の発現ベクターを 293T 細胞に強制

発現させることによって、Stat3 の活性化が誘

導されるかどうかを検討した。ES・iPS 細胞

に ROP16 を常時過剰発現させることは Stat3

が常に活性化してしまい、その後の分化を行

う研究に不都合である。従って、まず ROP16

の発現を薬剤により自在に ON/OFF できる系

の構築を試みる。応募者はこれまでに哺乳動

物細胞選択用のピューロマイシン遺伝子と

ドキシサイクリン応答性転写調節因子（rtTA）

と rtTA 依存的プロモーター下に任意のタン

パク質を発現可能なレトロウイルスベクタ

ー の 作 製 に 成 功 し て い る こ と か ら 、

（Yamamoto M, et al. Immunity., 2012）、この系

に哺乳動物で Stat3 のリン酸化が誘導可能な

ROP16のcDNAを組み込んだレトロウイルス

ベクターを作製し、マウス胚性線維芽細胞

（MEF）に遺伝子導入後ピューロマイシン耐

性となる MEF を選択しドキシサイクリンに

より ROP16 が発現するかどうかをウェスタ

ンブロット法で検討した。またドキシサイク

リン依存的に Stat3 の活性化が起こるかどう

かを Stat3 のチロシン残基（pTyr705-Stat3）を

検出する特異的抗体を使ってウェスタンブ

ロット法で検討し、さらに Stat3 依存的な遺

伝子発現の有無について Stat3 依存的プロモ

ーターを有するルシフェラーゼ発現ベクタ



ーを導入し、ROP16 依存的にルシフェラーゼ

発光が認められるかどうかを検討した。 

 

(2) 宿主転写因子を強く活性化する原虫来分

子の探索 

トキソプラズマ原虫の濃縮顆粒由来のタン

パク質群（GRA1, GRA2, GRA3, GRA4, GRA5, 

GRA6, GRA7, GRA8, GRA9, GRA10, GRA12, 

GRA14, GRA15）を作製し、293T 細胞に発現

させた。次に、NFκB, ISRE, SRF, C/EBP, SRE, 

NFAT, TPU, CRE, GAS, UPRE, TARE, IFN-β, 

DR1, DR3, DR4, DR5, LILRE, Egr1, GRE 依存

的なプロモーターを有するルシフェラーゼ

レポーターを pRL-TK4 ベクターと GRA 発現

ベクターと共に 293T 細胞にリポフェクタミ

ン 2000 で導入し、48 時間後に回収した。さ

らに細胞を溶解した後にルシフェリンを混

ぜ、ルシフェラーゼ発光を測定し、それぞれ

の転写因子の活性化を評価した。 
 
４．研究成果 

(1) 本研究で用いるエフェクター分子はト

キソプラズマが感染時に宿主細胞内に放出

する ROP16 であり、ROP16 は Stat3 に結合

してチロシン残基をリン酸化することで活

性化を引き起こす。以前に哺乳動物細胞で寄

生虫由来の ROP16 を過剰発現させるだけで

Stat3 のリン酸化（活性化）が非常に強く活

性化することを見出し、その際に Stat3 の活

性化を同様に誘導可能な LIF の添加よりも

強力であることを示したことから、ROP16

とLIFのどちらがStat3活性能が高いかを検

討した。その結果、ROP16 の過剰発現によ

る Stat3 の活性化能は LIF の添加による

Stat3 の活性化よりも 20 倍ほど高いことを

見出した（図１）。このことにより、ROP16

を ES 細胞に発現させることによって ES 細

胞の未分化能を維持できるのではないかと

考え、ROP16 の条件特異的な発現系を作製

することを試みた。ROP16 をレトロ 

 

 

  

図１ ROP16 強制発現と LIF 添加比較 

 

OK_puro ベクターに組み込み、MEF におい

て ROP16 がドキシサイクリン依存的に発現

するかどうかを検討したが、ROP16 の発現

は認められなかった。次に、ブラストシジン

耐性による誘導性発現系を検討するために、

レトロ OK＿Bsr ベクターに ROP16 を導入

し、ブラストシジン耐性 MEF 細胞を樹立し

たが、ドキシサイクリンによる ROP16 の発

現及び Stat3 の活性化は認められなかった。 

 

(2) 次に作製した各 GRA タンパク質発現ベ

クターを 293T 細胞に遺伝子導入することに

よって各タンパク質が発現するかどうかを 

図２ 各 GRA ベクターの発現チェック 



ウェスタンブロット法にて検討した。その結

果、図２に示すとおりすべての GRA 発現ベ

クターについて予想通りの分子量のタンパ

ク質を発現していたことから、各転写因子依

存的なプロモーターを有するルシフェラー

ゼレポータープラスミドと共に共発現を行

った。その結果、図３に示すとおりに GRA15

が NFκB 依存的レポーターを強く活性化す

ること、また GRA6 が NFAT 依存的レポー

ターを強く活性化することを見出した。 

 図 3 GRA 依存な転写因子の活性化 

 

以上のことから、GRA15 および GRA6 を

使った NF-κB 及び NFAT を介する ES 細

胞の分化・増殖制御の可能性が示唆された。 
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