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研究成果の概要： 
 本研究計画は、人獣共通感染症を引き起こすトキソプラズマにおける、原虫—宿主間での脂質

代謝ネットワークの解明を目指したものである。本研究で、トキソプラズマは利己的に宿主脂

質代謝を制御し、増殖ステージに応じてコレステロール資源を使い分けていることが明らかと

なった。さらに、非感染細胞での過剰な脂質の蓄積は宿主細胞死を誘導することを見出した。

本結果は、トキソプラズマの生存戦略の一つとして宿主脂質代謝の制御が関与していることを

示している。 
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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）
によって引き起こされるトキソプラズマ症
は、世界的な広がりを見せる重要な人獣共通
感染症である。ヒトでは妊婦が感染した場合、
流・死産や先天性トキソプラズマ症を引き起
こすほか、エイズ患者や免疫抑制剤の投与を

受けている患者にトキソプラズマ性脳炎を
起こすことが知られている。トキソプラズマ
原虫は様々な有核哺乳動物細胞に能動的に
侵入し、本原虫に特徴的な寄生胞を形成する。
本原虫が寄生胞を形成する理由として、宿主
の免疫機構からの逃避と宿主細胞から栄養
物質の強奪があり、原虫自身の生存のために
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宿主の応答機構を巧みに制御している。研究
代表者はトキソプラズマ原虫の複雑な生物
学の一端を解明するためにその脂質代謝機
構に注目し、本原虫が形成する脂肪滴の役割
について研究を展開してきた。トキソプラズ
マ原虫は、原虫自身の生存の為に脂肪滴を生
合成し、エネルギー源としてトリアシルグリ
セロールやコレステロールエステルを蓄積
する。これまでに、トキソプラズマ原虫の脂
肪滴形成に重要な役割を果たすアシル CoA:
ジアシルグリセロールアシル転移酵素
（TgDGAT）とアシル CoA：コレステロールア
シル転移酵素（TgACAT）を明らかにした。更
に、TgACAT は、宿主細胞が LDL 受容体依存的
に取り込んだコレステロールを本原虫が強
奪しエネルギー源とするステップで重要な
酵素であることを見出した。しかしながら、
原虫と宿主間での脂質代謝ネットワークに
ついてはあまり解明されていないため、統合
的な研究展開が必要であると考えた。本研究
では、この脂質代謝ネットワークを解明する
ために、トキソプラズマ原虫と宿主との相互
作用を解析し、「寄生体感染と脂質代謝」と
いう新しい研究分野を創造することを目指
した。 
 
２．研究の目的 
 脂質代謝は様々な生物に存在する重要な
代謝機構であり、運動エネルギーの供給に必
須の反応である。現在、各種原虫における原
虫独自の脂質代謝機構についての解析が始
まっているが、原虫と宿主間でどのように脂
質代謝が関係し連携しているかについては
未だ十分に解明されていない。本研究では、
細胞内寄生原虫の代表的なモデル原虫であ
るトキソプラズマ原虫の脂質代謝機構の持
つ生物学的および生理学的意義と宿主への
相互作用を解明することを目指す。トキソプ
ラズマ原虫は様々な有核哺乳動物細胞に能
動的に侵入し、本原虫に特徴的な寄生胞を形
成して、宿主細胞から栄養物質（コレステロ
ール等）を強奪し、原虫自身の生存のために
宿主の応答機構を巧みに制御している。従っ
て、本原虫の脂質代謝機構の解析は、「原虫—
宿主間の脂質代謝ネットワークの理解」とい
う新しい概念を創造することに繋がると考
える。 
 
３．研究の方法 
 プロテオミクスと完全長 cDNA データベー
スを駆使し、トキソプラズマ原虫と宿主間で
の脂質代謝ネットワークの分子レベルでの
解明と、脂質代謝関連遺伝子欠損マウスを用
いた本ネットワークの統合的な理解を目指
すために以下の計画で研究を実施した。 
 
(1)トキソプラズマ感染による宿主細胞の脂

質代謝の制御 
 LDL、酸化 LDL、各種薬剤存在化でトキソプ
ラズマと正常マクロファージ及び LDL受容体
欠損マクロファージを培養し、感染初期と後
期でトキソプラズマの増殖を測定する。原虫
増殖は、原虫特異的に取り込まれるトリチウ
ム標識ウラシルを使用し、トリチウム取込み
能を測定することで判定する。 
 トキソプラズマ感染、非感染マクロファー
ジから RNA を抽出し、cDNA を作製する。脂質
代謝関連遺伝子に対し特異的プライマーを
設計し、半定量的 RT-PCR により標的遺伝子
の発現変動を解析する。 
  
（２）脂質代謝阻害剤の抗トキソプラズマ作
用 
 脂質代謝制御に関与する薬剤をトキソプ
ラズマ感染マウスに１週間連日投与し、マウ
スの生存率を計測する。 
 
（３）トキソプラズマの可溶性タンパク質ラ
イブラリーとプロテオーム解析によるトキ
ソプラズマ由来脂質代謝関連因子の同定 
 トキソプラズマ感染細胞由来培養上清あ
るいはトキソプラズマタンパク質をマクロ
ファージ細胞株 J774 に反応させ、フローサ
イトメーターを用いて LDL受容体の発現を解
析する。 
 トキソプラズマ感染細胞由来培養上清あ
るいはトキソプラズマタンパク質をマクロ
ファージ細胞株 J774 に反応させ、脂肪滴の
染色を実施後、顕微鏡観察を行う。 
 トキソプラズマの可溶性タンパク質をデ
ータベースより選択し、大腸菌発現系を用い
て組換えタンパク質を作製する。タンパク質
の精製、エンドトキシン除去、フィルター滅
菌後に細胞培養に使用する。 
 精製トキソプラズマにカルシウムイオノ
フォアを作用させ分泌タンパク質を回収す
る。２次元電気泳動で展開後、タンパク質染
色し、カルシウムイオノフォア依存的に発現
が 増 強 さ れ る ス ポ ッ ト を 選 択 し 、
MALDI-TOF-MS により部分アミノ酸配列を決
定する。トキソプラズマのゲノムデータベー
スを基にタンパク質を同定する。 
 
（４）宿主脂質代謝破綻による宿主細胞死の
誘導 
 トキソプラズマ感染 J774 にて TUNEL 法に
よりアポトーシスの検出を行う。GFP 発現ト
キソプラズマを使用することで、感染細胞と
非感染細胞を蛍光顕微鏡で区別する。 
 トキソプラズマ感染 J774 の RNA を回収し、
cDNA を作製する。アポトーシス関連遺伝子に
対し特異的プライマーを設計し、半定量的
RT-PCR により標的遺伝子の発現変動を解析
する。 



 トキソプラズマ感染 J774 の培養上清ある
いはトキソプラズマ感染マウスの腹水を回
収し、一酸化窒素、IFN-γ、IL-6、TNF-α等の
産生を ELISA により測定する。 
 トキソプラズマ感染 J774 から脂質を抽出
し、細胞内トリアシルグリセロールを測定キ
ットにより定量する。  
 トキソプラズマの完全長 cDNA ライブラリ
ーを作製し、トキソプラズマゲノムデータベ
ースを利用した in silico 解析を行う。選択
した候補分子について、大腸菌発現系による
組換えタンパク質を作製し、アポトーシス促
進／誘導活性を測定する。 
 候補分子について、野生型タンパク質の過
剰発現トキソプラズマ株、ドミナントネガテ
ィブ変異体株を作製し、安定な形質転換体を
作製する。得られた株について、アポトーシ
ス促進／誘導活性を測定する。 
 
 研究進展の対応策として、プロテオーム解
析と完全長 cDNA データベースからの解析の
２つの方法を採用している。プロテオーム解
析は、その専門家である李應具博士（国立大
学法人帯広畜産大学・原虫病研究センター）
の研究支援により実施する。cDNA データベー
スの解析については、研究協力者である渡辺
純一博士（東京大学医科学研究所）と共同で
行う。従って、リスクの軽減を図るとともに、
効率的に研究を進めることが可能となる。 
 
４．研究成果 
(1)トキソプラズマ感染による宿主細胞の脂
質代謝の制御 
 トキソプラズマは自身でコレステロール
を合成することができないため、宿主細胞か
らコレステロールを取込み細胞膜合成に利
用しなければならない。ここでは、トキソプ
ラズマが宿主細胞（マクロファージ）のコレ
ステロール代謝をどのように制御している
のかについて解析した。細胞内のコレステロ
ール量は、メバロン酸経路によるコレステロ
ールの合成と LDL受容体やスカベンジャー受
容体による細胞外からのコレステロールの
取り込みにより制御されている。従って、こ
の２つの経路について着目した。 
 LDL 存在化でトキソプラズマとマクロファ
ージを培養すると、感染４０時間で LDL 依存
的に原虫の増殖が促進された。しかしながら、
感染２０時間では原虫増殖に差は認められ
なかった。LDL 受容体欠損マクロファージに
おけるトキソプラズマの増殖を比較したと
ころ、正常マクロファージの場合に比べ原虫
増殖が抑制され、感染４０時間での差が顕著
であった。病原体感染は宿主に様々なストレ
スと及ぼすことが推測されるため、トキソプ
ラズマ感染が誘導する酸化反応を検証した
ところ、LDL の酸化を示唆する結果が得られ

た。そこで、酸化 LDL 存在化でトキソプラズ
マとマクロファージを培養したところ、感染
２０時間と４０時間で原虫増殖の促進が認
められた。さらに、トキソプラズマ感染によ
る宿主細胞内のコレステロール量を測定し
たところ、感染４０時間で正常マクロファー
ジ内コレステロール量の増加が確認された。
これらの結果より、マクロファージに発現す
る LDL受容体やスカベンジャー受容体による
細胞外からのコレステロールの取り込みが、
トキソプラズマの増殖に利用されているこ
とを見出した。しかしながら、感染初期（２
０時間）では、細胞外からのコレステロール
の取り込み以外の経路が、原虫増殖に関与し
ている可能性が示唆された。 
 そこで、メバロン酸経路によるコレステロ
ールの合成の関与に着目した。トキソプラズ
マと２０時間共培養したマクロファージか
ら RNA を抽出し、cDNA を作製した。半定量的
RT-PCR により、脂質代謝関連遺伝子群の発現
の変化を解析した。その結果、メバロン酸経
路に重要な HMG-CoA 還元酵素の発現量が、ト
キソプラズマ感染により増加していた。
HMG-CoA 還元酵素阻害剤（Lovastatin、
Compactin）を前処理した正常マクロファー
ジでは、トキソプラズマの増殖が抑制された。
この抑制は、LDL 受容体欠損マクロファージ
でも認められたことから、メバロン酸経路に
よる宿主コレステロール合成もトキソプラ
ズマの増殖に重要である可能性が示された。
しかし、HMG-CoA 還元酵素の作用点より下流
には、コレステロール合成だけではなく、ド
リコールやユビキノン合成に流れる経路も
存在する。そこで各経路に特異的な遺伝子に
着目し半定量的 RT-PCR で解析したところ、
コレステロール合成系に作用するスクアレ
ン合成酵素の活性化が認められ、他の経路の
活性化は見られなかった。さらに、スクアレ
ン合成酵素阻害剤（Zaragozic acid A）を正
常マクロファージ及び LDL受容体欠損マクロ
ファージに前処理したところ、トキソプラズ
マの増殖が抑制された。これらの結果より、
感染初期におけるメバロン酸経路による宿
主コレステロールの合成の誘導は、原虫増殖
に必要であることが示された。 
 以上より、トキソプラズマが増殖ステージ
に依存して宿主のコレステロール代謝を調
節すると同時に利用していることが明らか
となった。 
 
（２）脂質代謝阻害剤の抗トキソプラズマ作
用 
 宿主脂質代謝の制御がトキソプラズマ感
染をコントロールできるかについて検証し
た。宿主細胞のコレステロール吸収を阻害す
る Am80 は、in vitro の実験系でトキソプラ
ズマの増殖を抑制した。次に、Am80 をトキソ



プラズマ感染マウスに８日間連日投与し、マ
ウスの生存率を計測した。Am80 の投与は生存
率に影響を与えなかったが、生存期間の延長
を示すことができた。つまり、Am80 はトキソ
プラズマの急性感染をコントロールできる
可能性が示唆された。 
 
（３）トキソプラズマの可溶性タンパク質ラ
イブラリーとプロテオーム解析によるトキ
ソプラズマ由来脂質代謝関連因子の同定 
 トキソプラズマ感染細胞由来培養上清は、
宿主細胞の LDL受容体の発現を増強させるこ
とを見出した。この結果は、トキソプラズマ
が脂質代謝制御に関与する分子を産生して
いることを示唆している。そこで、トキソプ
ラズマ由来のタンパク質に注目し、トキソプ
ラズマの可溶性タンパク質ライブラリーに
よるスクリーニングを実施した。また、トキ
ソプラズマからのタンパク質分泌は細胞内
カルシウム濃度の上昇が関与していること
から、カルシウムイオノフォア刺激による分
泌タンパク質の同定をプロテオーム解析に
て行った。その結果、原虫の分泌小器官から
生産される３種類の候補分子を同定した
（TgSPATR, TgROP9, TgGRA7）。これら候補分
子は、LDL 受容体の発現を上昇させる、原虫
の脂肪滴（脂質を蓄積する細胞器官）に局在
する等の特徴を有していた。従って、これら
の分子の作用により、宿主脂質代謝が制御さ
れている可能性が示唆された。 
 
（４）宿主脂質代謝破綻による宿主細胞死の
誘導 
 トキソプラズマ感染によりマクロファー
ジ細胞株 J774 にてアポトーシスが誘導され
た。そこでより詳細にこの現象を解析したと
ころ、トキソプラズマ感染細胞はアポトーシ
ス抵抗性、非感染細胞はアポトーシス感受性
である結果が得られた。非感染細胞のアポト
ーシスは、感染初期（２０時間）と後期（４
０時間）で異なるメカニズムで誘導されてい
た。 
 感染初期では IFN-γによりアポトーシスが
誘導された。半定量的 RT-PCR 解析により、
アポトーシス誘導における一酸化窒素合成
系の関与が示唆された。IFN-γの作用は一酸化
窒素の産生を促し、一酸化窒素合成阻害剤に
より in vitro 及び in vivo においてトキソ
プラズマ感染が誘導するアポトーシスが抑
制された。この結果は、免疫反応、特に IFN-γ
産生 T 細胞や NK 細胞等が非感染抗原提示細
胞にアポトーシスを誘導し、炎症反応の抑制
あるいは原虫特異的免疫反応の抑制に関与
していることが示唆された。 
 一方、感染後期でのアポトーシスはトリア
シルグリセロールの過剰な蓄積が起因して
いた。感染後期では宿主細胞のトリアシルグ

リセロールを主成分とする脂肪滴形成が促
進され、トリアシルグリセロール合成阻害剤
によりアポトーシスは抑制された。サイトカ
イン産生プロファイルの解析により、脂肪滴
の蓄積と IL-6 の協調作用がアポトーシス誘
導に重要であることが示唆された。 
 しかし、この細胞死の現象は上記の因子だ
けでは説明できず、原虫由来因子が補助的な
作用をしている可能性が示唆された。そこで、
トキソプラズマの完全長 cDNA を作製し、in 
silico 解析を行ったところ、アポトーシス促
進活性を有する分泌タンパク質 TgPDCD5を見
出した。このタンパク質はトキソプラズマの
分泌小器官に局在する分泌タンパク質であ
り、本分子の組換えタンパク質は宿主細胞に
取り込まれることで宿主細胞のアポトーシ
スを促進する活性を有していた。TgPDCD5 の
機能を詳細に解析するため、本分子を過剰に
発現する組換えトキソプラズマを作製した。
過剰発現株は、親株と比較して宿主細胞のア
ポトーシスをより促進した。また、抗 TgPDCD5
抗体は、トキソプラズマ感染が誘導するアポ
トーシスを阻害した。以上の結果より、
TgPDCD5 は宿主細胞のアポトーシス促進活性
を有していることが明らかとなった。 
 これまでの研究成果により、トキソプラズ
マは自身の増殖に有利なように宿主の脂質
代謝を制御し、非感染細胞には細胞死を誘導
することが明らかとなった。今後は、細胞内
に存在するトキソプラズマが宿主コレステ
ロールを原虫内に輸送するメカニズム、過剰
な脂質産生が細胞死を誘導するメカニズム
と病原性への関与に着目した「トキソプラズ
マと宿主間での脂質代謝ネットワークの解
明」が課題となる。 
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