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Host genetics highlights IFN-γ-dependent Toxoplasma genes encoding secreted and 

non-secreted virulence factors in in vivo CRISPR screens  

（トキソプラズマ原虫の生体内CRISPRスクリーニングと宿主遺伝学の併用がインターフェロ

ンγ依存的な病原性因子の同定を可能とする） 

 

論文内容の要旨 

〔目 的(Objective)〕 

病原体の病原性発揮に必要な遺伝子を同定することはこれまで容易ではなかった。特に真核生物である原虫において

は、寄生虫に固有の遺伝子が多数を占めるため既存のモデル生物由来の知見が当てはまらないことが多々ある。また

病原体の特性の多くはin vitroにおける培養系では観察できず、宿主生体内環境（in vivo）でのみ観察可能であること

が実情である。そこで本研究では、細胞内寄生性の病原性原虫であるトキソプラズマ原虫をモデルに高性能な生体内

CRISPRスクリーン法を樹立し、野生型マウス生体内における適応に必要な病原体の因子を同定することを目的とし

た。また異なる遺伝学的背景の宿主における病原体の挙動も評価した。 

 

 

〔方法ならびに成績(Methods/Results)〕 

ゲノム編集技術であるCRISPR/Cas9を応用することで、一度のトランスフェクションで数千から数万種類の遺伝子変異

体トキソプラズマをまとめて作製することが可能である。作製した遺伝子変異体原虫の集団をマウスへ感染させ、感

染前後において集団内に占める割合が変動した変異体およびその責任遺伝子を次世代シーケンサーによって決定する

ことができる。 

先行研究で行われてきたトキソプラズマの生体内スクリーニングにおいては高病原性に起因する宿主マウスの早期死

亡が技術的な障壁となってきた。そこで、一般的に用いられる腹腔内感染でなく局所感染モデルを採用することで病

原性の問題を克服し、感染後７日間と長期に渡って宿主生体内での淘汰を働かせることに成功した。独立して複数回

行った生体内スクリーニングの結果は相関係数0.8-0.9と非常に高い相関を示し、再現性の高い実験系であることが示さ

れた。今回得られた多数の新規病原性因子の中から、分泌タンパク質であるGRA72に着目し解析を行った。GRA72欠

損原虫では寄生胞が膨化し、寄生胞膜に局在する分泌タンパク質であるGRA17とGRA23の局在が異常になった。GRA72

の発現を回復させるとこれらの異常は全て正常化した。GRA72は原虫が寄生細胞の内部で構築する膜用構造物である

寄生胞の維持および病原性に必須であることが明らかになった。 

次に、本手法に免疫学的要素を取り入れた解析を行なった。抗トキソプラズマ宿主免疫に最も重要なサイトカインで

あるインターフェロンγ（IFN-γ）受容体を欠損した遺伝子欠損マウスを用いて生体内CRISPRスクリーニングを行い、

野生型マウスの結果と比較した。その結果、宿主のIFN-γ依存的な既知の病原性因子（ROP5, ROP18, GRA12, GRA45）

だけではなく、未報告のIFN-γ依存的な病原性因子を複数検出することに成功した（RON1, RON11, GRA23）。これら

の遺伝子欠損原虫は野生型マウスにおける病原性は低下するが、IFN-γ受容体欠損マウスにおいては病原性が回復す

る。このことから、これらの遺伝子とIFN-γとの関連が証明された。 

 

 

〔総 括(Conclusion)〕 

再現性の高い生体内CRISPRスクリーニングを樹立した。新規の病原性に必須な分泌タンパク質であるGRA72を同定し

解析した。また、病原体と宿主の両者の遺伝子改変技術を併用したCRISPRスクリーニングによって、生体内における

特定の宿主因子と病原体遺伝子の相互作用が網羅的に解析可能であることが世界で初めて実証された。 

 




