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緒緒  言言  

 
Cryptosporidium parvumは、ヒトや家畜の腸管上皮細胞に寄生する原虫である［1］。宿主細胞内では寄生胞と呼ば

れる胞構造を形成し、その中で無性もしくは有性生殖を行う過程で、腸管組織の損傷や下痢を主徴とした人獣共通感染

症を引き起こす。国内外において、医学のみならず獣医学的にも重要な病原体であるにもかかわらず、未だ有効な予防

法や治療薬は存在しないため、新規薬剤開発に向けて、宿主-原虫間相互作用に関わる分子機構の解明が喫緊の課題と

なっている。 
腸管上皮細胞における自然免疫機構に重要な因子として、MAPキナーゼが知られている［2］。我々はこれまでに、

ヒト腸管上皮癌細胞株（HCT-8）にC. parvum を感染させた際の遺伝子発現変化を網羅的に解析した結果、非古典的

MAPKの一つであるMAPK4の発現量がC. parvumの感染時特異的に増加することを見出している。しかし、病原体

感染細胞におけるMAPK4の役割は明らかになっておらず、宿主MAPK4がC. parvumの感染において果たす役割は

全く不明である。加えて、MAPK4は癌の重症化に関与することが近年明らかになってきており、医学的重要性が評価

されつつある［3，4］。したがって、MAPK4 が病原体感染細胞において何らかの機能を持つとすれば、医学・細胞生

物学的に重要な知見となる。そこで本研究では、原虫が感染した腸管上皮細胞において宿主細胞の MAPK4 が果たす

役割を明らかにすることを目的とした。 
本研究ではまず、MAPK4を欠損させたHCT-8細胞を作製して、宿主細胞のMAPK4の有無が原虫感染に与える影

響を検討した。その結果、宿主のMAPK4非存在下では、原虫の感染量が減少することが明らかとなった。これは、原

虫と宿主 MAPK4 の関連性を示した初めての報告であることから、MAPK4 の新たな機能やその分子機構解明に資す

る重要な知見だと考えられる。そこで、MAPK4 が原虫に及ぼす影響の作用機序解明を目指して、まずは MAPK4 が

C. parvum感染時の宿主細胞の細胞死と、Caspase3/7の活性化に与える影響を調べた。その結果、MAPK4 欠損細胞

では原虫感染時特異的に、Caspase活性を介した細胞死であるアポトーシスが有意に増加していることが明らかとなっ

た。次に、MAPK4が原虫の各感染ステージ（接着・侵入・増殖）に与える影響調べた。その結果、MAPK4は原虫の

宿主細胞膜への接着には影響を及ぼさない一方、原虫の宿主細胞への侵入と寄生胞内での増殖には有意に影響を及ぼす

ことが明らかとなった。さらに、MAPK4 が持つリン酸化活性が、原虫感染への影響に関与していることを明らかと 

した。 
以上の結果から我々は、未だその機能のほとんどが不明である非古典的MAPKの病原体感染にかかわる新たな役割

を見出した。さらに、腸管上皮細胞のMAPK4およびその関連シグナル伝達経路は、原虫由来の腸管感染症に対する新

規薬剤ターゲットとなる可能性も示した。今後の研究により、MAPK4の機能や分子機構を明らかにすることで、腸管

感染症の制圧に向けた研究開発が促進され、医学や獣医学領域の発展に大きく貢献することが期待される［5］。 
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方方  法法  

 
11．．MMAAPPKK44をを欠欠損損ししたたHHCCTT--88細細胞胞のの作作製製  

gRNAを2箇所に設計して、CRISPR/Cas9ゲノム編集法によりMAPK4を欠損したHCT-8細胞を作製し、シーク

エンス解析によってゲノム上のMAPK4コーディング領域の欠失を確認した。 
 

22．．感感染染2244時時間間後後のの原原虫虫感感染染量量のの評評価価  
野生型細胞とMAPK4 欠損細胞にC. parvum を感染させ、その 24 時間後に免疫蛍光染色または qRT-PCR に供し

た。免疫蛍光染色ではポリクローナル抗体（Sporo-Glo）でC. parvumを、DAPIで宿主細胞の核を染色し、ランダム

な視野で計数した総宿主細胞数あたりの原虫感染数を感染量として評価した。qRT-PCR ではインターカレーター法を

用い、原虫18S rRNAの発現量を感染量として評価した。レスキュー実験として、MAPK4 欠損細胞に野生型MAPK4
の強制発現ベクターを導入し、同様の方法で野生型細胞と感染量を比較した。 

 
33．．原原虫虫感感染染にに伴伴うう宿宿主主細細胞胞のの細細胞胞死死おおよよびびCCaassppaassee33//77  活活性性のの評評価価  
野生型細胞と MAPK4 欠損細胞に C. parvum を感染させ、その 24 時間後に乳酸脱水素酵素（LDH）を測定して  

細胞死の頻度を、Apo-ONE® Homogeneous Caspase-3/7 Assay kit（Promega）でCaspase3/7の活性を評価した。 
 

44．．各各細細胞胞ににおおけけるる原原虫虫のの接接着着、、侵侵入入、、増増殖殖のの評評価価  
原虫の宿主細胞膜への接着は、事前に4％ PFA で固定した野生型細胞とMAPK4 欠損細胞にC. parvum を感染さ

せ、30 分後に免疫蛍光染色に供し、方法 2 と同様の計数方法で評価した。原虫の宿主細胞への侵入は、野生型細胞と

MAPK4 欠損細胞にC. parvumを感染させ、3時間後に免疫蛍光染色に供し、方法2と同様の計数方法で評価した。

原虫の寄生胞内での増殖は、野生型細胞と MAPK4 欠損細胞に C. parvum を感染させ、24 時間後に免疫蛍光染色に

供し、Sporo-Glo によって染色された寄生胞内に、DAPI によって染色された原虫核をひとつ持つ「分裂していない原

虫＝未分裂虫体」と、核を複数持つ「分裂に成功した原虫＝分裂虫体」を区別して計数することで、計数した総原虫数

あたりの分裂虫体の割合を増殖率として評価した。 
 

55．．MMAAPPKK44ののドドミミナナンントトネネガガテティィブブ変変異異体体をを強強制制発発現現ささせせたた細細胞胞ににおおけけるる原原虫虫感感染染量量のの評評価価  
 MAPK4 のK49A・K50A 変異体（既知のキナーゼデッド変異体）の強制発現ベクターを、野生型の HCT-8 細胞に

導入し、その後C. parvumを感染させ、24時間後に免疫蛍光染色に供し、方法2と同様の計数方法で評価した。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．．宿宿主主細細胞胞ののMMAAPPKK44がが原原虫虫感感染染にに与与ええるる影影響響  
 MAPK4 を欠損させた HCT-8 細胞を作製し、宿主細胞の MAPK4 の有無が原虫感染に与える影響を検討した。     
その結果、MAPK4 欠損細胞では感染 24 時間後の感染量が有意に減少していること（免疫蛍光染色：50％、図 1a；
qRT-PCR：45％、図 1b）が明らかになった。また、MAPK4 欠損細胞に野生型 MAPK4 の強制発現ベクターを導入

するレスキュー実験を行ったところ、感染量は野生型細胞と同等まで回復した（図1c）。以上の結果より、腸管上皮細

胞のMAPK4は、原虫の感染に影響を及ぼすことが明らかとなった。近年、MAPキナーゼのひとつであるp38/MAPK
の存在は、C. parvum 感染に抑制的に機能することが報告されている［6］、一方、本研究ではMAPK4 の存在下でよ

り多くの原虫感染が見られた。この結果は、MAPK4は古典的MAPキナーゼとは異なる新規の機能を持つことを示唆

している。 
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図1． 原虫感染24時間後のHCT-8細胞における原虫感染量の評価 
a） 原虫感染 24 時間後の免疫蛍光染色による感染量の評価。野生型細胞と MAPK4 欠損細胞に  

C. parvumを感染させ、24時間後にSporo-Glo（赤）でC. parvum、DAPI（青）で宿主細胞

の核を免疫染色し、感染量を評価した。***：p＜0.001（t検定）。スケールバー：10μm。 
b） 原虫感染 24 時間後の qRT-PCR による感染量の評価。野生型細胞と MAPK4 欠損細胞に     

C. parvumを感染させ、24時間後にqRT-PCRで感染量を評価した。***：p＜0.001（t検定）。 
c） 野生型MAPK4 のレスキュー実験。MAPK4 欠損細胞に空ベクターまたは野生型MAPK4 強

制発現ベクターを導入し、C. parvumを感染させ、24時間後の免疫蛍光染色により感染量を評

価した。**：p＜0.01、n.s.：p＝0.9005（Tukey HSD検定）。 
 

22．．宿宿主主細細胞胞ののMMAAPPKK44がが原原虫虫感感染染時時特特異異的的なな宿宿主主細細胞胞のの細細胞胞死死にに与与ええるる影影響響  
細胞死は、宿主細胞の重要な自然免疫機構の一つである。そこで、MAPK4が宿主細胞の細胞死に与える影響を検討

した。まず原虫感染時に培養上清に放出されるLDHを測定した。その結果、MAPK4 欠損細胞では野生型細胞と比較

して1.5倍のLDHが確認され、MAPK4 欠損細胞では野生型細胞と比較して強く細胞死が起こっていることが明らか

となった（図2a）。次に、細胞死の一種であるアポトーシスに関わる酵素（Caspase3/7）の活性を評価したところ、原

虫が感染したMAPK4 欠損細胞では、野生型細胞と比較して1.7倍の酵素活性を示すことが明らかとなった（図2b）。
以上の結果から、宿主細胞の MAPK4 は原虫感染時に、Caspase を介して誘導されるアポトーシスに対して抑制的に

機能していることが明らかとなった。これまでに、C. parvum感染に伴うアポトーシスが宿主免疫応答として重要であ

り、原虫はこれを抑制する寄生メカニズムを有していることが明らかになっている［7］。したがって、MAPK4 欠損

細胞では原虫がアポトーシスを制御できなかったことが、感染量が減少した原因の一つであると考えられる。 

図2．原虫感染24時間後における宿主細胞の細胞死の評価 
a） 原虫感染 24 時間後における宿主細胞の細胞死量の評価。野生型細胞と MAPK4 欠損 

細胞にC. parvumを感染させ、24時間後の細胞上清中のLDH量を測定した。界面活性

剤により全細胞を溶出させた上清のLDH量を100％とした。*：p＜0.05（t検定）。 
b） 原虫感染 24 時間後における宿主細胞内の Caspase3/7 活性の測定。野生型細胞と

MAPK4 欠損細胞に C. parvum を感染させ、24 時間後の細胞集団を溶出して

Caspase3/7活性を 測定した。*：p＜0.05、n.s.：p＝0.1412（Tukey HSD検定）。 
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33．．宿宿主主細細胞胞ののMMAAPPKK44がが原原虫虫のの各各感感染染スステテーージジにに与与ええるる影影響響  
宿主細胞のMAPK4が、原虫の各感染ステージ（接着・侵入・増殖）に与える影響を評価した。その結果、MAPK4

は原虫の宿主細胞膜への接着に影響を及ぼさないが（図 3a）、一方、MAPK4 欠損細胞では原虫の宿主細胞への侵入 

（図3b）と寄生胞内での増殖（図3c）が減少することを見出した。以上の結果から、C. parvumが宿主細胞へ正常に

侵入あるいは増殖するために、宿主細胞のMAPK4が重要な役割を果たすことが明らかとなった。 
 

 
 

図3．宿主細胞のMAPK4は原虫の接着、侵入、増殖に与える影響 
a） 原虫感染 30 分後における原虫の宿主細胞膜への接着量の評価。野生型細胞と MAPK4 欠損 

細胞にC. parvumを感染させ、30分後の接着率を、免疫蛍光染色で評価した。n.s.：p＝0.4495
（t検定）。 

b） 原虫感染 3 時間後における原虫の宿主細胞への侵入量の評価。野生型細胞と MAPK4 欠損  

細胞に C. parvum を感染させ、3 時間後の侵入率を、免疫蛍光染色で評価した。*：p＜0.05 
（t検定）。 

c） 原虫感染 24 時間後における原虫の寄生胞内での増殖量の評価。野生型細胞と MAPK4 欠損 

細胞にC. parvum を感染させ、24 時間後の分裂虫体の割合を、原虫寄生胞内の核の数をもと

に、免疫蛍光染色で評価した。**：p＜0.01（t検定）。スケールバー：2μm。 
 

44．．宿宿主主細細胞胞ののMMAAPPKK44ののリリンン酸酸化化活活性性がが原原虫虫感感染染にに与与ええるる影影響響  
キナーゼはリン酸化酵素であり、酵素活性を持つことが知られている。そこで、MAPK4が原虫感染に与える影響に

酵素活性が関わっているかを検討するため、野生型細胞にMAPK4のK49A・K50A変異体（既知のキナーゼデッド変

異体［8］）を強制発現させることで酵素活性を阻害したHCT-8 細胞を作製し、この細胞を用いて原虫感染量を評価し

た。その結果、野生型細胞や野生型MAPK4 を強制発現した細胞と比べてMAPK4 変異体を強制発現した細胞では、

原虫感染量が有意に減少した（図 4）。したがって、宿主細胞のMAPK4 が持つリン酸化活性が、原虫感染時に重要な

役割を果たすことが明らかとなった。 
以上の結果からMAPK4は、自然免疫応答に重要な古典的MAPKの機能とは全く異なり、むしろ原虫の持続的な感

染に利用されている可能性が示唆された。本研究は、MAPK4 を介した宿主-原虫間相互作用の解明を今後も進めるこ

とで、クリプトスポリジウムをはじめとする腸管上皮細胞へ感染する病原体に対する新規薬剤開発研究へと繋がり、 

腸管感染症の制圧に貢献することが期待される。 
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図4．宿主細胞のMAPK4が持つリン酸化活性が原虫感染に与える影響 

原虫感染24時間後の免疫蛍光染色による感染量の評価。野生型細胞、野生型MAPK4を

強制発現した細胞、MAPK4 のドミナントネガティブ変異体を強制発現した細胞に     

C. parvumを感染させ、24時間後の免疫蛍光染色により原虫感染量を評価した。 
*：p＜0.05（t検定）。 
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