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【1】研究の概要 
[1-1]本研究の目的・概要 
 

トキソフプラズマ原虫は人類の約 30 %が既

に感染していると言われており、日和見感染症

を引き起こす胞子虫類原虫である。この原虫は

休眠型と呼ばれるシストの状態で脳や筋組織

に潜伏し、抗がん剤投与といった免疫不全状態

になると再活性化して致死的な脳炎や肺炎を

起こすことが知られている。トキソプラズマ原

虫は宿主の細胞に感染し、宿主の代謝システム

などを利用して宿主細胞内で増殖するだけで

なく、様々な因子を宿主側に放出して能動的に

次の感染細胞へ移動したり、宿主の感染防御機

構を制御したりして感染を拡大しているが、ト

キソプラズマ原虫の持つ病原性因子の機能は

未解明な部分が多い。  
トキソプラズマ原虫の持つ感染成立機構な

らびに病原性機構の全容を解明する目的で、

CRISPR/Cas9システムを用いた in vivo Screening
を行い、トキソプラズマ原虫の持つ感染成立機

構ならびに病原性機構に関与する分子につい

て網羅的な解析を行った。その結果、これまで

に報告されていないトキソプラズマ原虫の感

染成立機構及び病原性機構に関与する分子を

複数同定することができた。 
その中でも本研究は遺伝子 X に着目して解

析を進めている。遺伝子 X を欠損したトキソプ

ラズマ原虫は、野生型原虫に比べてマウスに対

して、病原性が著しく低下したことから、遺伝

子 X はトキソプラズマ原虫の生体感染におい

て病原性因子の一つであることが明らかとな

った。また、培養細胞を用いた解析の結果、野

生型原虫はある程度細胞内で増殖すると能動

的に感染細胞から脱出してバラバラになり、次

の細胞へと感染を拡大していくが、遺伝子 X を

欠損したトキソプラズマ原虫は下図の様に寄

生胞内で増殖を繰り返し、寄生胞が物理的に耐

えられなくなった結果、感染細胞を破壊してよ

うやく増えていことが明らかとなった。このこ

とから、遺伝子 X はトキソプラズマ原虫が能動

的に感染細胞から脱出する過程に関与してい

ることが暗示されたが、遺伝子 X の機能につい

ては全くの不明であった。 

そこで、本研究は、遺伝子 X の機能を明らか

にする目的で、遺伝子 X に結合する原虫分子に

ついて、免疫沈降―質量分析法を用いて解析を

行った。 
 
[1-2]研究の方法・経過 
 

本研究は、トキソプラズマ原虫の虫体内での

現象を明らかにする目的のため、培養細胞等を

用いることは不可能である。そこでまず、トキ

ソプラズマ原虫内の遺伝子 X の C 末端領域に

Spot-tag を挿入した遺伝子改変原虫を作成した。

Spot-tag を付加した遺伝子 X が遺伝子改変原虫

内で機能的に発現しているかを確認するため、

ウエスタンブロット法による発現確認を行っ

たところ、抗 Spot 抗体を用いて、遺伝子 X の



予測サイズにバンドを検出することができた。

そこでこの遺伝子改変原虫を精製し、原虫内で

遺伝子 X と結合する分子を Spot-tag に対する

nanobody を用いた免疫沈降―質量分析法を用

いて解析を行なった。その結果、複数の原虫分

子が単離され、中にはトキソプラズマ原虫が寄

生胞から脱出するのに必須だと言われている

分子 Y も含まれていた。 
 
【2】研究成果 
[2-1]本共同研究で明らかになった研究成果 
 

今回の共同研究により、これまで遺伝子 X と

の結合が報告されていなかった複数の分子を

同定することができ、中でも非常に結合が強い

と判断された 5 分子について着目して解析を進

めた。5 分子のうち、4 分子に関しては、これま

でトキソプラズマ原虫の脱出に関与している

と報告がなかったが、1 分子(Y 分子)に関して

は、トキソプラズマ原虫の寄生胞からの脱出に

必須の因子であることが報告されていたこと

から、4 分子に関しては 4 重欠損の遺伝子改変

トキソプラズマ原虫を、報告のあった Y 分子に

関しては単独の遺伝子改変トキソプラズマ原

虫をそれぞれ作成し、マウス生体感染における

病原性について検討した。その結果、4 重欠損

させた遺伝子改変原虫を感染させた場合は、病

原性は高いままであるが、既に脱出に関与して

いると報告のある Y 分子のみを欠損させた遺

伝子改変原虫では、顕著に病原性が低下した。

この結果から、遺伝子 X はこれまで報告されて

いた寄生胞破壊に関与する Y 分子と共同で寄

生胞からの脱出に関与していることが強く示

唆された。 
そこで、寄生胞破壊の機能が報告されている

Y分子と機能未知のX分子それぞれの精製タン

パク質を、小麦胚芽無細胞蛋白質合成技術を用

いて作製し、分子 X と分子 Y の相互作用につ

いて試験管内で確認した。その結果、精製タン

パク質を用いても、分子 X と分子 Y は相互作

用を示すことが証明された。 
 
[2-2]本共同研究による波及効果及び今後の発

展性 
 

本研究により、これまで報告されていなかっ

た分子 X がトキソプラズマ原虫の寄生胞から

の脱出機構に必須の分子であることが明らか

となった。分子 X がどのような作用機序で寄生

胞からの脱出に寄与しているのかは現在解析

中であるが、既知の分子 Y との関係を詳細に調

べることにより、脱出阻害薬の開発に寄与し得

ると考えられる。 
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【4】今後の課題等 
今後の課題、その他等 

 
既知である Y 分子はパーフォリン様のタン

パク質であり、寄生胞膜の脂質二重層の宿主側

の膜に集積して穴を形成することが報告され

ているが、X 分子がこの機構に関与しているの

か、また、関与しているのであればどのように

関与しているのか全くの未解明である。さらに、

トキソプラズマ原虫が感染細胞から脱出する

には、寄生胞膜からの脱出のみならず、宿主の

細胞膜からの脱出も必要である。宿主細胞膜か

らの脱出に X 分子や Y 分子が関与しているか

については、全くの未解明である。これらの点

を解明することにより、トキソプラズマ原虫の

脱出機構の全容解明に繋げたい。 
 
 


