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研究成果の概要（和文）：トキソプラズマは宿主細胞に侵入した後、宿主のミトコンドリアを原虫が増殖してい
る寄生胞近辺に引き寄せるという現象が知られている。この現象を引きおこす候補タンパク質遺伝子を７つリス
トアップし、強制発現株によるオルガネラのリクルート能力の評価を行った。その結果、4つの遺伝子をリクル
ート現象関連遺伝子として同定できた。そこで引き続きこれらの遺伝子群のノックアウト株の作成を試みたとこ
ろ、4遺伝子のうち3遺伝子は原虫の生存に必須でありノックアウトできなかった。残りの遺伝子についてはノッ
クアウト株が得られ、このノックアウト株は宿主ミトコンドリアのリクルート能力が有意に減少していた。

研究成果の概要（英文）：It is known that Toxoplasma gondii can recruit the host mitochondria to its 
parasitophorous vacuole. First of this study, I identified 7 candidates responsible for this 
phenomenon, and evaluate the ability for the recruitment using with overexpressors. As a result, I 
could identify four genes responsible for the mitochondrial recruitment of T. gondii. I further 
tried to knock-out these genes. However, I could not knock-out three of them because they might be 
essential. I established knock-out mutant of remaining gene. This mutant decreased the recruitment 
ability of the host mitochondria. 

研究分野： 分子寄生虫学、原生生物学

キーワード： 原虫　オルガネラ　リクルート
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１．研究開始当初の背景 
トキソプラズマは宿主細胞に侵入した後、宿
主細胞機能を様々に修飾することが知られ
ている。中でも特に形態学的に顕著な変化と
して、宿主のミトコンドリアや ER を原虫が
増殖している寄生胞近辺に引き寄せる（リク
ルートする）という現象が昔からよく知られ
ている。この現象を引き起こす因子として、
原虫が宿主細胞に侵入する際に、原虫の侵入
とは独立して宿主細胞に注入される一群の
タンパク質、ロプトリータンパク質群
（ROPs）の関与が強く疑われ、実際以前そ
のうちの一つである、ROP2 がミトコンドリ
アのリクルートの原因であるという報告も
なされていた(J. Cell Biol. (2001))。しかし近
年、ROP2 およびそのパラログである ROP2a、
ROP2b、ROP8 の 3 遺伝子をノックアウトし
た解析結果から、ミトコンドリアのリクルー
トへの ROP2 の関与は否定された(Int. J. 
Parasitol. (2010))。さらに最近ではロプトリ
ータンパク質群とは別のオルガネラから分 
泌されるタンパク質である Mitochondria 
Association Factor 1 (MAF1)がミトコンド
リアのリクルート因子として同定された
(PLoS Biol. (2014))。しかしながら MAF1 は
ミトコンドリアリクルート能の強いタイプ I
株と同能力の弱いタイプ II 株との表現型の
違いを説明する責任遺伝子として同定され
た経緯を反映し、同遺伝子のノックアウト株
でも少ないながらもリクルートは起こる。こ
の結果は、複数のリクルート因子の存在を示
唆するものと考えられる。またリクルートさ
れたミトコンドリアが本来のミトコンドリ
アとしての機能を有しているのか、機能的な
修飾の有無、さらに根本的に一体何のために
リクルートされているのか、といった問いに
対する答えは全く用意されていない。さらに、
ER においてはリクルート因子の同定すらで
きておらず、当然前述の問いに対する解析も
全く手つかずのままである。そこで本研究で
は、ポストゲノム的な分子寄生虫学的アプロ
ーチを駆使して、ミトコンドリアや ER、あ
るいは核に輸送される原虫側タンパク質を
網羅的に同定し、同定されたタンパク質をコ
ードする遺伝子の過剰発現、あるいはノック
アウト原虫株を作製することで、それら原虫
側タンパク質の機能を解析する。  
 
２．研究の目的 
申請者は本研究の申請時点ですでに定量的
かつ高感度な MS 解析手法である iTRAQ 法
を用いて、宿主ミトコンドリアに輸送された
と考えられるタンパク質候補リストを作成
済みであった。本研究では（１）このリスト
に挙げられた候補遺伝子をタグ付きで強制
発現させることにより候補遺伝子のミトコ
ンドリアへの局在を確認し、さらに（２）候
補遺伝子の強制発現原虫および最近トキソ
プラズマにおいても適用可能となった
CHRISPR/CAS9 系（ｍBio (2014), PLoS 

ONE (2014)）を用いたノックアウト原虫の
作製を行い機能の同定を行う。ノックアウト
できない必須遺伝子についてはテトラサイ
クリンを用いた発現制御系か、あるいは
Destabilizing Domain(dd) の 付 与 に よ り 
Shield-1 の有無で発現をコントロールでき
るコンディショナルノックアウトの系(Nat. 
Methods (2007))を用いて機能を解析する。 
 
３．研究の方法 
すでに作成済みの宿主ミトコンドリアに輸
送されたと考えられるタンパク質候補を別
アッセイにより確認・再スクリーニングした。
すなわち、これらのタンパク質が実際に宿主
ミトコンドリアに局在することを、myc タグ
を融合させた遺伝子を原虫に強制発現させ、
ミ ト コ ン ド リ ア の マ ー カ ー で あ る
Mitotracker と共染色することにより確認し
た。スクリーニングの結果選別できたタンパ
ク質の機能を、過剰発現原虫およびノックア
ウト原虫を作製することにより行った。ノッ
クアウトには前述の通り、最近トキソプラズ
マ に お い て も 適 用 可 能 と な っ た
CHRISPR/CAS9 系を用いて行った。ノックアウ
ト株の得られなかった遺伝子は原虫にとっ
ての必須遺伝子であると考えられるのでテ
トラサイクリンを用いた発現制御系を用い
ることとした。 
 
４．研究成果 
候補タンパク質遺伝子にタグを付けて強制
発現させることでミトコンドリアへの輸送
を確認したところ、７つのタンパク質が寄生
胞膜に局在し、宿主ミトコンドリアとの相互
作用が示唆された。一方、このスクリーニン
グの過程で、強制発現させる遺伝子によって
リクルートされるミトコンドリアの数が変
化することがわかった。つまり、タグ融合遺
伝子の強制発現により原虫のミトコンドリ
アリクルート能力を亢進させる遺伝子群の
存在が示唆できた。これらの遺伝子群はミト
コンドリアリクルート因子の有力候補とな
るので、強制発現株によるオルガネラのリク
ルート能力の評価を行った。その結果、前述
の 7 つの遺伝子のうち、3 つが統計学的な有
意差を持って、１つが有意差はないものの明
らかにリクルート能力が亢進していた。 
そこで引き続きこれらの遺伝子群のノック
アウト株の作成を試みた。試みた 4遺伝子の
うち、3 遺伝子はノックアウトできず、過去
の報告とも合わせ、これらの遺伝子は原虫の
生存に必須である可能性が示唆された。現在、
テトラサイクリン発現調節系を用いたノッ
クダウン株を作成中である。もう一つの遺伝
子についてはノックアウト株が得られた。こ
のノックアウト株は宿主ミトコンドリアの
リクルート能力が有意に減少していた。現在、
マウスに対する病原性や宿主 ER のリクルー
ト能力の変化など、様々な表現型を解析中で
ある。 
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