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論 文 の 内 容 の 要 旨

ね叩血一助7 辟肌蹴(トキソプラズマ原虫)は世界的に広く分布する医学･獣医学上､極め

て重要な原虫の一つである｡本原虫の生活史の維持と宿主体内における増殖には､細胞へ

の接着･侵入が必要であり､これまでトキソプラズマ原虫からは､5種類の主要表面蛋白

質が報告されている｡本論文で取り上げた朗G-1はこの原虫細胞表面蛋白質の一つであ

るが､そのトキソプラズマ症の病態や免疫機構に呆たす役割と機能についは､不明の点が

多く残されている｡一方､遺伝子導入技術は､感染症における特定遺伝子の機能決定や分

子機構の解明を図る上で､極めて有用な研究手段として､近年､脚光を浴びているもので

あるが､原虫分野での研究はほぼ皆無の現状である｡したがって､本論文では､且4Gl機

能を分子遺伝学レベルで解明するための発生工学的手法を用いた研究を実施した｡

本論文の構成は､(a)遺伝子導入による朗G-1発現トランスジェニックマウスの開発､

(b)且4G-1発現トランスジェニックマウスにおけるトキソプラズマ原虫感染症の病態と防

御免疫の解析､を主題として4牽からなる｡

第1章では緒論として､トキソプラズマ原虫およびふ4G-1について概説を行うと共に､

原虫病分野における過去の発生工学的研究について概観を試みた｡

第2章では､トキソプラズマ原虫の朗G-1遺伝子導入マウスモデルを新規に開発した｡

このマウスモデルは､前核期のマウス受精卵にふ4G-1cDNAを導入して開発した｡,

SAG-1cDNAは､トキソプラズマ原虫RH株のタキゾイトから調製したmRNAをRT-PCR

-151-



で増幅して作製した｡クローニングしたcDNAは､その塩基配列と発現蛋白の抗原性を

確認後､全身性の発現制御能を有するCAGプロモーターの下流に組込み､以仁王導入遺

伝子を作製した｡本プロモーター下における導入遺伝子の発現は､哺乳類培養細胞で確認

した｡導入遺伝子の3.3kbpの発現単位は､助JIおよび助♂Ⅲサイトの切断によって作

製し､マイクロマニピュレーターを用いて体外受精卵の雄性前核内に顕微注入した｡体外

培養で2細胞期に発生した受精卵を偽妊娠雌マウスに移植し､トランスジェニックマウス

を得た｡トランスジェニックマウス胎undermouse)が得られる成功率はマウス系統によっ

て大きく異なり､BA⊥飢では3.1%(Ⅰ月2)､C57BU6Jでは0.7%(1/127)と､それぞれ1匹

のトランスジェニックマウスしか得られなかったが､C57BL/6Jx C3肌Fl(B6C3Fl)由来

の受精卵では20%(34/172)にも達した｡また､BALB/cと約50%のB6C3Flトランスジェ

ニックマウスでは次世代へのSAG-1遺伝子の伝達を確認できたが､C57BL/6Jと残りの

B6C3Flでは確認できなかった｡多数のB6C3Flfounderから選択した3_57およびト54の

2系統をトランスジェニックマウスとして最終的に確立し､以後の研究を実施した｡導入

遺伝子がFlからF2マウスへ遺伝する割合は､BALB克､ト54および3-57で､それぞれ56､43

および45%であった｡朗G-1遺伝子の単一部位への組み込みは､3や標識朗G_1プローブ

を用いたサザンプロットによって確認した｡且4G-1mRNAの発現は､ト54および3-57の脳､

胸腺､牌臓および肝臓で認められ､その蛋白産物は､ウエスタンプロットによって脳､胸

腺､牌臓および肝臓で確認された｡しかし､BALB/cの組織では､脳､胸腺､牌臓および

肝臓でRT-PCRによる朗G-1mRNAの発現は認められたが､蛋白産物を観察することはで

きなかった｡£4G一王蛋白の発現を確認できた9系統のトランスジェニックマウスについて

は､合計3,564の受精卵を液体窒素に保存した｡なお､SAG-1導入遺伝子はCAGプロモ

ーター下で出生後だけでなく出生前においても発現していると推測され､このことは以下

に述べる且4G-1トランスジェニックマウスが朗G-1分子に対して免疫寛容(トレランス)

となることの主要理由であると考えられた｡

第3章においては､第2章で開発したトランスジェニックマウスにおけるトキソプラズ

マ原虫感受性と防御免疫応答について解析した｡強毒のトキソプラズマ原虫であるM株

を感染させた場合､感染後8日までにSAG-1トランスジェニックマウス､野生型(wi1dtype)

マウスともに全頭が死亡した｡しかし､弱毒のトキソプラズマ原虫であるBeverley株のブ

ラディゾイトを腹腔内接種した場合､感染後30日目の生存率は3-57､ト54および野生型

でそれぞれ20､25および70%であった｡また､同弱毒株のシストを腹腔内接種した場合､

感染後30日目の生存率は3-57､1-54および野生型でそれぞれ13､36およびgO%であった｡

このことから､3-57およびト54の2系統におけるトキソプラズマ原虫に対する感受性に

は差違は認められないが､両系統の生存率は野生型に比べて著しく低いことが明らかにな

った｡また､感染後40日目の生存3-57およびl-54個体で調べた脳内シスト数は､野生型

に比べてそれぞれ4倍および2倍と多かった｡nlおよびTb2各サイトカインの動態につ

いて､感染後12日間調べた結呆､牌細胞が産生するIFN-γ量は感染後6日目に最大とな

りその後減少したが､以G-1トランスジェニックマウスでは感染後6および9日目のIm●

γ産生量が､野生型に比べて著しく少なかった｡一方､Ⅰし4産生は､以G-1トランスジェ

ニックマウスと野生型の間で､観察期間中､有意差が認められなかった｡ラテックス凝集

反応(LAT)で調べたトキソプラズマ原虫に対する血清抗体価は､朗G-1トランスジェニッ

クマウスが野生型のそれよりも有意に低かった｡トキソプラズマ原虫抽出物で免疫した場
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合の血清抗体について､SAG-1組換え体を抗原とする酵素標識免疫吸着法(EuSA)で調べ

た結果､野生型マウスでは高い抗朗G-1抗体価が認められたが､朗G-1トランスジェニッ

クマウスでは抗ふ4G-1抗体は観察されなかった｡さらに､合成以仁lポリペプチドで刺

激した場合のT細胞増殖も､野生型でのみ観察され､朗G-1トランスジェニックマウスで

は認められなかった｡

第4章では､以上の研究に関する総合考察ならびに結語を行った｡すなわち､本論文で

は､トキソプラズマ原虫の且4G-1を発現するトランスジェニックマウスモデルの開発に

成功した｡また､この朗G-1トランスジェニックマウスはトキソプラズマ原虫に対して

感受性が増大していることを明らかにした｡トランスジェニックマウスでは､Tblサイト

カインのIn車γなどのトキソプラズマ原虫感染に対する防御に有用に機能する免疫応答

の減退が顕著であった｡このことにはトランスジェニックマウスにおける朗G-1分子に

対する免疫学的寛容の獲待が強く関わっていると考察した｡すなわち､トキソプラズマ原

虫感染に対する防御には､トキソプラズマ原虫細胞膜蛋白質である朗G-1に対する宿主

動物の免疫学的応答開始の有無が極めて重要であること､換言すればトランスジェニック

マウスはふ4Gl分子寛容状態に陥るために感染後の生残が不可となることを､明らかに

した｡

以上､本論文は､朗G-1がトキソプラズマ原虫感染に対する宿主動物の防御に機能する

細胞性免疫応答の引き金として､重大な役割を担う蛋白分子であることを証明するととも

に､トキソプラズマ症のような先天性感染症が抱える複雑な免疫学的側面に関しても､主

要分子やその発現機構の解析解明に有用なマウスモデルの開発が可能であることを実証し

たものである｡

審 査 結 果 の 要 旨

7ぬ呼血一肌7 餅肌茹(トキソプラズマ原虫)は世界的に広く分布する原虫の一つである｡人

獣共通に先天性に感染して流産の原因となり､また免疫不全個体では致命的な日和見感染

症の原因ともなることから､医学･獣医学上､極めて重要な原虫の一つとなっている｡ト

キソプラズマ原虫は､有性および無性生殖期からなる複雑な生活環を有するとともに､非

常に広範な種類の哺乳類有核細胞に感染可能である｡このことが本原虫の多大な分布･流

行を可能にしている｡本原虫の生活史の維持と宿主体内における増殖には､細胞への接着

･侵入が必要であり､これまでトキソプラズマ原虫からは､5種類の主要表面蛋白質が報

告されている｡本論文で取り上げた朗G-1はこの原虫細胞表面蛋白質の一つである･｡朗G-1

は､急速分裂増殖発育期であるタキゾイトから検出され､原虫の宿主細胞への接着･侵入

と､宿主動物の細胞性免疫の誘起に関与することが示唆されてきた｡しかし､最近､別の

原卑細胞表面蛋白質についても研究が進展し､朗G-3が朗G-1と高い相同性を有し､丘如㌻

1同様に原虫の宿主細胞への接着･侵入にも関わる可能性が示された｡また､且4G_5やぶぴ

(2,3,4)の遺伝子構造は､且4G-1に類似していることが判明した｡したがって､朗G-1

と相同性を有するトキソプラズマ原虫のタキゾイト遺伝子の中に､原虫の細胞感染に重要

な機能を果たすものが複数存在している可能性が明らかになってきた｡このような状況か
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ら､トキソプラズマ原虫由来の蛋白質としては最もよく研究されてきた朗G-1について

も､トキソプラズマ症の病態や免疫機構に果たす役割と機能について､さらに詳細に解明

する必要性が生じてきた｡一方､遺伝子導入技術は､感染症における特定遭伝子の機能決

定や分子機構の解明を図る上で､極めて有用な研究手段として､近年､脚光を浴びている｡

したがって､本論文ではこのような背景の基に､発生工学的手法を用いた朗G-1機能の

分子遺伝学レベルでの解明のための研究を実施した｡本論文の構成は､(a)遺伝子導入に

よる以G-1発現トランスジェニックマウスの開発､(b)且如㌻1発現トランスジェニックマ

ウスにおけるトキソプラズマ原虫感染症の病態と防御免疫の解析､を主題として4牽から

なる｡

第1章では緒論として､トキソプラズマ原虫および朗G-1について概説を行うと共に､

原虫病分野における過去の発生工学的研究について概観を試みた｡

第2章では､トキソプラズマ原虫の朗G-1遺伝子導入マウスモデルを新規に開発した｡

このマウスモデルは､前核期のマウス受精卵に且4G-ノcDNAを導入して開発した｡

SAG-1cDNAは､トキソプラズマ原虫RE株のタキゾイトから調製したmRNAをRT_PCR

で増幅して作製した｡クローニングしたcDNAは､その塩基配列と発現蛋白の抗原性を

確認後､全身性の発現制御能を有するCAGプロモーターの下流に組込み､且4G-1導入遺

伝子を作製した｡本プロモーター下における導入遺伝子の発現は､晴乳類培養細胞で確認

した｡導入遺伝子の3.3kbpの発現単位は､助JIおよび助♂Ⅲサイトの切断によって作

製し､マイクロマニピュレーターを用いて体外受精卵の雄性前核内に顕微注入した｡体外

培養で2細胞期に発生した受精卵を偽妊娠雌マウスに移植し､トランスジェニックマウス

を得た｡トランスジェニックマウス(魚肥nder mouse)が得られる成功率はマウス系統によっ

て大きく異なり､BALB/cでは3.1%(1/32)､C57BL/6Jでは0.7%(1/127)と､それぞれ1匹

のトランスジェニックマウスしか得られなかったが､C57BL/6Jx C3H几IFl(B6C3Fl)由来

の受精卵では20%(34/172)にも達した｡また､BALB/cと約50%のB6C3Flトランスジェ

ニックマウスでは次世代への且4G-1遺伝子の伝達を確認できたが､C57BL/6Jと残りの

B6C3Flでは確認できなかった｡多数のB6C3Flfounderから選択した3-57および1-54の

2系統をトランスジェニックマウスとして最終的に確立し､以後の研究を実施した｡導入

遭伝子がFlからF2マウスへ遺伝する割合は､BALB/c､1･54および3-57で､それぞれ56､43

および45%であった｡且4G-1遺伝子の単一部位への組み込みは､】2p標識ふ4G-1ブロープ

を用いたサザンプロットによって確認した｡朗G-1mRNAの発現は､l-54および3-57の脳､

胸腺､牌臓および肝臓で認められ､その蛋白産物は､ウエスタンプロットによって脳､胸

腺､牌扱および肝臓で確認された｡しかし､BALB/cの組織では､脳､胸腺､牌臓および

肝臓でRT-PCRによるSAG-1mRNAの発現は認められたが､蛋白産物を観察することはで

きなかった｡以仁l蛋白の発現を確認できた9系統のトランスジェニックマウスについて

は､合計3,564の受精卵を液体窒素に保存した｡なお､朗G-･1導入遺伝子はCAGプロモ

ーター下で出生後だけでなく出生前においても発現していると推測され､このことは以下

に述べる且4G-1トランスジェニックマウスが且4G-1分子に対して免疫寛容(トレランス)

となることの主要理由であると考えられた｡
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第3章においては､第2章で開発したトランスジェニックマウスにおけるトキソプラズ

マ原虫感受性と防御免疫応答について解析した｡強毒のトキソプラズマ原虫であるRH抹

を感染させた場合､感染後8日までにSAG-1トランスジェニックマウス､野生型(wildtype)

マウスともに全頭が死亡した｡しかし､弱毒のトキソプラズマ原虫であるBeverley株のブ

ラディゾイトを腹腔内接種した場合､感染後30日目の生存率は3-57､1-54および野生型

でそれぞれ20､25および70%であった｡また､同弱毒株のシストを腹腔内接種した場合､

感染後30日目の生存率は3-57､1･54および野生型でそれぞれ13､36および80%であった｡

このことから､3-57および1-54の2系統におけるトキソプラズマ原虫に対する感受性に

は差違は認められないが､両系統の生存率は野生型に比べて著しく低いことが明らかにな

った｡また､感染後40日目の生存3-57および1-54個体で調べた脳内シスト数は､野生型

に比べてそれぞれ4伴および2借と多かった｡TblおよびTh2各サイトカインの動態につ

いて､感染後12日間調べた結果､牌細胞が産生するI和一γ量は感染後6日目に最大とな

りその後減少したが､丘4G-1トランスジェニックマウスでは感染後6および9日目のIFN-

γ産生量が､野生型に比べて著しく少なかった｡一方､IL-4産生は､且4G_1トランスジェ

ニックマウスと野生型の間で､観察期間中､有意差が認められなかった｡ラテックス凝集

反応(LAT)で調べたトキソプラズマ原虫に対する血清抗体価は､且4G-1トランスジェニッ

クマウスが野生型のそれよりも有意に低かった｡トキソプラズマ原虫抽出物で免疫した場

合の血清抗俸について､SAG-1組換え俸を抗原とする酵素標識免疫吸着法(ELISA)で調べ

た結果､野生型マウスでは高い抗且4G-1抗体価が認められたが､且4G-1トランスジェニッ

クマウスでは抗丘4G-1抗体は観察されなかった｡さらに､合成朗G-1ポリペプチドで刺

激した場合のT細胞増殖も､野生型でのみ観察され､朗G-1トランスジェニックマウスで

は認められなかった｡

第4章では､以上の研究に関する総合考秦ならびに結語を行った｡すなわち､本論文で

は､トキソプラズマ原虫の且4G-1を発現するトランスジェニックマウスモデルの開発に

成功した｡また､この且4G-1トランスジェニックマウスはトキソプラズマ原虫に対して

感受性が増大していることを明らかにした｡トランスジェニックマウスでは､mlサイト

カインのIm一γなどのトキソプラズマ原虫感染に対する防御に有用に機能する免疫応答

の減退が顕著であった｡このことにはトランスジェニックマウスにおける且4G-1分子に

対する免疫学的寛容の獲得が強く関わっていると考奏した｡すなわち､トキソプラズマ原

虫感染に対する防御には､トキソプラズマ原虫細胞膜蛋白質である且4G-1に対する宿主

動物の免疫学的応答開始の有無が極めて重要であること､換言すればトランスジェニック

マウスは以仁l分子寛容状態に陥るために感染後の生残が不可となることを､明らかに

した｡

以上､本論文は､ふ4GIがトキソプラズマ原虫感染に対する宿主動物の防御に機能する

細胞性免疫応答の引き金として､重大な役割を担う蛋白分子であることを証明するととも

に､トキソプラズマ症のような先天性感染症が抱える複雑な免疫学的側面に関しても､主

要分子やその発現機構の解析解明に有用なマウスモデルの開発が可能であることを実証し

たものである｡
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以上について､平成12年1月25日に開催された審査委員会において審査委員全員一致

で本論文が岐阜大学大学院連合獣医学研究科の学位論文として十分価値あるものと認め

た｡
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