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研究成果の概要（和文）：本研究では、新たなリクルート因子候補として新たに6つの遺伝子を同定した。これ
らのうちの幾つかは原虫の増殖に必須であることが示唆されたので、CRISPR/CAS9系を用いたノックアウト原虫
の作製が不可能である可能性が高いものと思われた。実際に先行して2つの遺伝子をCRISPR/CAS9系および古典的
な相同組み換えの系の２つの方法を用いたノックアウトを試みたが、いずれの方法を用いてもノックアウト株は
確立できなかった。現在、Auxin inducible degron (AID)を用いたコンディショナルノックアウトの系を用いて
機能解析を継続中である。

研究成果の概要（英文）：In this study, we identified several candidate genes for the host 
mitochondrial recruitment, and now, we are investigating the function of these gene products.  

研究分野：分子寄生虫学

キーワード： トキソプラズマ　細胞内寄生　ミトコンドリア
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
トキソプラズマが宿主のオルガネラをリクルートしているという事実は形態学的によく知られた事実であるが、
そのリクルートを行う機序や、何故リクルートするのかについてはほとんど何も分かっていない。本研究で得ら
れつつある成果は、トキソプラズマがどのように宿主の細胞小器官を移動させているのか、また感染細胞内でエ
ネルギーや必要な栄養分をどのようにして入手しているのかという感染の一番基本的な部分の理解につながるも
のと思われる。また、これらの知見は将来的には有効な抗アピコンプレクス門原虫薬開発への足がかりとなるこ
とが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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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ていた。一
方で最近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 1b (MAF1b)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MAF1b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。事実申請者らはプロテオミクス的手
法を用いて第2のミトコンドリア・リクルート因子である ROP39の同定に成功した（Fukumoto 
et al. (2021))。 
 
 
 
２．研究の目的 
 
 
申請者らは前述のプロテオミクス解析により、さらに２つのタンパク質をリクルート因子候補
として同定している（第 87回日本寄生虫学会等にて発表）。さらにこれら 2つのタンパク質は、
既知の 2 つとは異なり原虫の増殖に必須であることがゲノム編集技術を用いた網羅的な解析に
より示唆されている（Cell (2016)）。すなわち新たな２つのタンパク質は既知の 2種よりもより
宿主オルガネラリクルートという生命現象にとって本質的な機能を担っている可能性が考えら
れる。そこで本研究は、宿主オルガネラリクルート因子として既知のMAF1bおよび ROP39に
さらに 2 つのタンパク質を加えた 4 種類のタンパク質の機能を解析することで、トキソプラズ
マによるミトコンドリアおよび小胞体のリクルート機構の分子メカニズムを解明することを目
指した。 
 
 
 
３．研究の方法 
 
 
本研究ではまず、２つの新たなリクルート因子候補が実際にリクルートに関与していることを、
リバースジェネティクス的手法を用いて明らかにする。これらの遺伝子は原虫の増殖に必須で
あることが示唆されているので、CHRISPR/CAS9 系（ｍBio (2014), PLoS ONE (2014)）を用いた
ノックアウト原虫の作製が不可能である可能性が高い。そこでこれらの遺伝子がノックアウト
できなかった場合は、特定の条件下で遺伝子の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。調べる表現型としては、まず
はミトコンドリアおよび小胞体のリクルート活性の変化、そして in vitro および in vivo にお
ける増殖能の変化を想定している。同じミトコンドリアのリクルート因子である MAF1b と ROP39
を比較しても、MAF1b は ROP39 と比べリクルート活性は強いものの原虫の増殖には影響が見られ
ず、逆に ROP39 はリクルート活性こそ MAF1b に劣るものの原虫の増殖能力に大きく影響を与え
ていた。この理由は現時点では明らかではないが、トキソプラズマの宿主ミトコンドリアリクル
ート因子は増殖能への影響の有無により少なくとも２つのクラスに分類が可能であることが示
された。そこで今回新たに同定した２つのタンパク質は原虫の増殖能力に影響を与えるかどう
かを検討する。 
 
 
 
４．研究成果 
 
 
前述の通り、２つの新規リクルート候補遺伝子は原虫の増殖に必須である可能性が示唆されて
いたため、CRISPR/CAS9 系(mBio (2014), PLoS ONE (2014))を用いたノックアウト原虫の作製が



不可能である可能性が高いものと思われた。実際に CRISPR/CAS9 系および古典的な相同組み換
えの系の２つの方法を用いてノックアウトを試みたところ、いずれの方法でもノックアウト株
は確立できなかったため、これらの遺伝子は原虫の生存、増殖に必須である可能性が強く示唆さ
れた。現在、Auxin inducible degron (AID)を用いたコンディショナルノックアウトの系を用い
て機能解析を継続中である。 
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