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研究成果の概要（和文）： 
 アフリカ睡眠病の新しい治療薬開発を目的に，その原因となるトリパノソーマ原虫
（Trypanosoma brucei）の遺伝子ノックアウト株を作製し，N-結合型複合糖鎖末端の多
様性を生じさせる遺伝子を 2 種類同定した。複合糖鎖は本原虫の生存に不可欠と予想され
ていたが，作製した遺伝子ノックアウト株はいずれも野生株と等しい増殖速度を示した。
従って，複合糖鎖の末端構造の違いは，本原虫の生存にとって重要でないことが明らかに
なった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  Trypanosoma brucei, a causative agent of African sleeping sickness, expresses 
complex type N-linked glycans which are supposed to have critical roles for its growth. 
We established thee strains of gene knock-out mutants and identified two genes that 
were involved in the synthesis of complex type N-linked glycans. Analysis of the 
strains showed the terminal structures of the glycans were not critical for the normal 
growth of the parasite. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２０１０年度 1,400,000 420,000 1,820,000 

２０１１年度 1,000,000 300,000 1,300,000 

２０１２年度 1,000,000 300,000 1,300,000 

年度    

  年度    

総 計 3,400,000 1,020,000 4,420,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：基礎医学・寄生虫学 
キーワード：アフリカ睡眠病，糖転移酵素 
 
１．研究開始当初の背景 
 Trypanosoma brucei（トリパノソーマ原
虫）はヒトや家畜の血流中，または媒介生物
となるツエツエバエの中腸で増殖する単細
胞真核生物で，ヒトにはアフリカ睡眠病を，
家畜にはナガナ病を引き起こす。トリパノソ
ーマ原虫の表面は VSG と呼ばれる糖タンパ

ク質で密に覆われており，これが高頻度に変
化して宿主免疫を回避するため，ワクチン開
発は事実上不可能と考えられている。アフリ
カ睡眠病は致死的な感染症であるため，有効
かつ安全な治療薬が必要であるが，特に，ト
リパノソーマ原虫が中枢に侵入した第 2 ステ
ージ以降に使用される治療薬（メラルソプロ

機関番号：３６３０１ 

研究種目：基盤研究(C) 

研究期間：2010～2012   

課題番号：２２５９０３８５ 

研究課題名（和文） トリパノソーマ原虫に発現する複合糖鎖の生合成機構および機能に関す

る研究  

研究課題名（英文） Function and biosynthetic machinary of complex N-glycans expressing 
in Trypanosoma brucei 
研究代表者 

中西 雅之（NAKANISHI MASAYUKI） 

松山大学・薬学部・准教授 

 研究者番号：00281048 

 
 



ール）は毒性が高いため，安全な新しい治療
薬が必要とされている。 
 トリパノソーマ原虫は，その生活環を通じ
て複合型糖鎖を発現しており，これらが原虫
の生存や宿主免疫の回避に不可欠の機能を
果たすと考えられている。従って，複合型糖
鎖の生合成経路はアフリカ睡眠病治療薬の
標的となる可能性があり，その詳細を明らか
にすることは新しい治療薬の開発につなが
ると見込まれる。 
 タンパク質のアスパラギン残基に結合し
た複合型糖鎖は，マンノース（Man）3 残基
と N-アセチルグルコサミン（GlcNAc）2 残
基からなるコア構造（Man3GlcNAc2）に，
ガラクトース（Gal）や GlcNAc などの糖が
付加した構造を有する。哺乳類では，その生
合成に関与する種々の GlcNAc 転移酵素
（GnT）や Gal 転移酵素（GalT）が同定さ
れており，その生理機能が解明されている。
一方で，トリパノソーマ原虫のゲノム上には，
それらと相同性を示す遺伝子はほとんど検
出されず，UDP-Gal/UDP-GlcNAc 依存性β1
→3 糖転移酵素（β3GnT）の相同タンパク質
をコードする遺伝子のみが 22 種類検出され
るだけである。研究開始当初は，これらのう
ち Gene ID：Tb927.10.12290 にコードされ
るタンパク質（TbGT8）が，ツエツエバエ中
の原虫において GPI アンカーを修飾する糖
鎖の合成に関与することが明らかになって
いたが，その血流中での機能は不明であった。
さらに，他の相同遺伝子にコードされるタン
パク質の機能については全く分かっていな
かった。 
 
２．研究の目的 
 トリパノソーマ原虫のゲノムに見いださ
れる糖転移酵素候補遺伝子（ヒトβ3GalT 遺
伝子のオルソログ遺伝子）のうち，8 番染色
体上に連続して並んだ遺伝子（Gene ID：
Tb927.8.7140 および 7150）の機能を明らか
にする。特に，これら遺伝子が生存に必須の
役割を果たすのか，糖鎖のどの構造の構築に
必要であるのか，いずれの糖タンパク質が修
飾を受けるのかを調べる。そのために，遺伝
子ノックアウト株作製，糖鎖解析，プロテオ
ーム解析，in vitro 酵素反応解析を実施する。 
 
３．研究の方法 
(1) 遺伝子ノックアウト株の作製 
 標的遺伝子がコードするタンパク質は約
400 アミノ酸残基から成り，N,C 両末端領域
の配列は異なるものの，中央領域の約 250 ア
ミノ酸残基は配列がほぼ一致する。また，そ
の他の候補遺伝子についても互いの相同性
は高いため，RNAi 法での機能解析の結果に
は曖昧さが残る。従って，相同組換え法を利
用して遺伝子ノックアウト株を作製した。ノ

ックアウト株の作製にはトリパノソーマ原
虫 single-marker 株（Wirtz E, et al., Nucl 
Acids Res 26, 4626）の血流型原虫を用いた。
Single-marker 株は，培養系へのテトラサイ
クリン添加により，エクトピックに導入した
T7 プロモーター下流の遺伝子を発現誘導で
きる株であるため，標的遺伝子を T7 プロモ
ーターの下流に配した遺伝子カセットを作
製，導入し，さらに標的遺伝子の両遺伝子座
をハイグロマイシンおよびピューロマイシ
ン耐性遺伝子と置換した（トリパノソーマ原
虫は二倍体生物であるため）。このようにし
てコンディショナルノックアウト（cKO）株
を，それぞれ樹立し，7140cKO 株および
7150cKO 株とした。また，血流型原虫での
機能が不明であった TbGT8 についても同様
に cKO 株を樹立した（TbGT8cKO 株）。 
(2) 増殖速度解析 
 樹立した cKO 株および single-marker 株
（以下，野生株）を，テトラサイクリン存在
下および非存在下に培養・継代し，計数盤を
用いた顕微鏡下での計数により増殖速度を
比較した。 
(3) レクチン反応性解析 
 野生株と cKO 株のライセートを
SDS-PAGE で分離後，PVDF 膜上で種々の
レクチンと反応させて糖鎖を検出した。レク
チンは糖認識の異なる 9 種類を使用し，遺伝
子ノックアウトに起因する変化を調べた。ま
た，アガロース担体に固相化したレクチンを
用いて，レクチン結合タンパク質をライセー
トより回収し cKO 株と野生株とで比較した。
さらに，両者で差のあるタンパク質をトリプ
シンでゲル内消化したのち，液体クロマトグ
ラフィー・タンデム質量分析（LC-MS-MS）
で同定した。 
(4) 糖鎖構造解析 
 BlotGlyco 法を用いて，野生株および cKO
株から N-結合型糖鎖を精製し，MALDI-TOF
質量分析を実施した。 
(5) 標的遺伝子産物の細胞内局在 
 7140および 7150遺伝子がコードするタン
パク質および TbGT8 の C 末端に HA タグを
融合したタンパク質を，トリパノソーマ原虫
で過剰発現させ，間接蛍光抗体法で HA タグ
融合タンパク質の細胞内局在を調べた。また，
小胞体およびゴルジ体のマーカータンパク
質として，トリパノソーマ原虫由来 BiP
（GeneID: Tb927.11.7460）および GRASP
（GeneID: Tb927.11.2660）を選択し，ペプ
チド抗体を作製した。観察には共焦点レーザ
ー顕微鏡を使用した。 
(6) 組換えタンパク質の産生と糖転移活性の
測定 
 標的遺伝子にコードされるタンパク質を，
大腸菌発現系およびコムギ胚芽無細胞タン
パク質合成系を用いて発現させた。目的タン



パク質はⅡ型膜タンパク質と予測されるた
め，大腸菌発現系では，細胞膜貫通領域を除
く触媒ドメインのみをマルトース結合タン
パク質との融合タンパク質として産生し，ア
ミロースカラムおよびゲル濾過カラムを利
用して精製を試みた。また，コムギ胚芽無細
胞タンパク質合成系では，リポソームの存在
下および非存在下に，N 末端に His タグを付
したタンパク質を発現させた。 
 組換えタンパク質について，in vitro での
酵素活性を測定した。糖供与体には UDP-Gal
および UDP-GlcNAc を使用した。糖鎖受容
体については，市販の蛍光誘導体化糖鎖（ピ
リジルアミノ化糖鎖），アシアロフェツイン
およびオボムコイドから精製・蛍光誘導体化
した糖鎖，野生株および cKO 株のトリパノ
ソーマ原虫から精製・蛍光誘導体化した糖鎖
を使用し，糖鎖構造の変化を高速液体クロマ
トグラフィーで分離・検出した。 
 
４．研究成果 
(1) 遺伝子ノックアウト株の作製 
 多重遺伝子であるリボソーム RNA 遺伝子
の一つの遺伝子座に，T7 プロモーターおよ
びテトラサイクリンオペレーターの下流に
7140 遺伝子を配した遺伝子カセットを導入
したのち，本来の遺伝子座に存在する 7140
遺伝子の一方をハイグロマイシン耐性遺伝
子，他方をピューロマイシン耐性遺伝子で置
換することができた。遺伝子置換はサザンブ
ロットで，テトラサイクリン添加による遺伝
子発現誘導は RT-qPCR で分析し，取得株が
cKO 株であることを確認した。 
 7150遺伝子およびTbGT8遺伝子について
も，同様に cKO 株を樹立することができた。 
(2) 増殖速度解析 
 これら cKO 株は，テトラサイクリン存在
下・非存在下に同じ増殖速度を示した。また，
野生株の増殖速度とも差異は認められなか
ったことより，少なくとも培養条件下では本
遺伝子が原虫の増殖に影響を与えないこと
が明らかとなった。 
(3) レクチン反応性解析 
 レクチンブロットの結果，7140cKO 株で
は，トマトレクチンと反応する糖タンパク質
に分子量が低下するものがあることが明ら
かになった。トマトレクチンは糖鎖末端の
N-アセチルラクトサミン構造を認識・結合す
るレクチンである。一方，7150cKO 株では
種々のレクチンに対する反応性に変化は認
められなかった。このことは，7150 遺伝子
にコードされるタンパク質は，糖タンパク質
以外の糖鎖の生合成に関与することを示唆
している。また，TbGT8cKO 株については，
すでに報告されている通り，トマトレクチン
との反応性が顕著に低下することが確認さ
れた。 

 7140cKO株およびTbGT8cKO株のレクチ
ンブロット解析で，差異が認められたバンド
に含まれるタンパク質を同定する目的で，ト
リパノソーマ原虫ライセートに対して，固相
化レクチンによるプルダウン実験を行い，結
合タンパク質をキチン水解物で溶出した。こ
れらを SDS-PAGE 後，クマシーブルー染色
し，野生株では存在するものの cKO 株では
消失しているバンドを特定した（下図矢印）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
このバンドを切り出し，ゲル内消化後，
LC-MS-MS 分析によるタンパク質同定に供
した。その結果，このバンドには，酸性ホス
ファターゼ（TbAcP），p67 リソソーム/エン
ド ソ ー ム タ ン パ ク 質 ， expression-site 
associated gene 2 タンパク質，83 kDa 熱シ
ョックタンパク質，セリンカルボキシペプチ
ダーゼなどが含まれていることが明らかに
なった。 
 このうち，GeneID：Tb927.5.630 にコー
ドされる TbAcP に着目し，TbGT8null 株で
過剰発現させたところ，野生株で過剰発現さ
せた場合と比較して小さい分子量を示した
ことより，TbAcP は TbGT8 によって糖鎖修
飾を受けるタンパク質の一つであることが
明らかになった。 
(4) 糖鎖構造解析 
 野生株および 3 種類の cKO 株が発現する
N-結合型糖鎖を，原虫ライセートから
BlotGlyco 法で精製し，MALDI-TOFMS で
解析したところ，野生株で検出される糖鎖
Hex3HexNAc2 + Man3GlcNAc2 お よ び
Hex4HexNAc2 + Man3GlcNAc2 が ，
7140cKO 株においては発現していないこと
が明らかになった（Hex はヘキソース，
HexNAc は N-アセチルヘキソサミン）。これ
までにトリパノソーマ原虫で報告されてい
る 糖 鎖 の 構 造 に 照 ら せ ば ， 前 者 は
Gal3GlcNAc2 + Man3GlcNAc2 ，後者は
Gal4GlcNAc2 + Man3GlcNAc2 と推定され
る。すなわち，7140 遺伝子にコードされる
タ ン パ ク 質 は ， Gal2GlcNAc2 + 
Man3GlcNAc2のGal末端にGalを転移する
酵素活性を持つことが示唆された。 
 一方，7150cKO 株が発現する N-結合型糖



鎖のマススペクトログラムは，野生株のそれ
と一致した。この結果は，7150 遺伝子にコ
ードされるタンパク質が，糖タンパク質の
N-結合型糖鎖修飾には関与しないことを示
しており，レクチンブロット解析の結果を支
持するものである。 
 また，TbGT8cKO 株においては，野生株
に比較して Hex3HexNAc3 + Man3GlcNAc2
の 顕 著 な 増 加 お よ び Hex4HexNAc4 + 
Man3GlcNAc2 の減少が認められた。TbGT8
は，ツエツエバエ中腸のステージで GPI アン
カーを修飾する GlcNAc 転移酵素活性を持つ
ことから，血流型では N-結合型糖鎖の
Gal3GlcNAc3 + Man3GlcNAc2 の Gal 末端
に GlcNAc を転移する酵素活性を持つことが
示唆された。 
(5) 標的遺伝子産物の細胞内局在 
 標的遺伝子がコードするタンパク質の細
胞内局在を明らかにするために，それぞれの
C 末端に HA タグを付したタンパク質を過剰
発現する株を樹立した。また，小胞体および
ゴルジ体を染色するペプチド抗体（それぞれ
抗 BiP 抗体および抗 GRASP 抗体）を作製し
た。抗 BiP 抗体は，ウェスタンブロットにお
いて高い特異性を示し，間接蛍光抗体法
（IFA）でも良好な染色像を得ることができ
たが，抗 GRASP 抗体は特異性が低く，IFA
においてもトリパノソーマ原虫特有のゴル
ジ体像，すなわち DAPI で染色される核とキ
ネトプラストの間に位置する 1つのドット状
のシグナル，を得ることはできなかった。 
 過剰発現した HA タグ標識タンパク質は，
BiP とは共局在せず，DAPI で染色される核
とキネトプラストの間に 1つのドット状に存
在した。このことは，標的遺伝子産物がゴル
ジ体に局在することを示唆するが，特異性の
高い別の抗 GRASP 抗体を用いて確認する必
要がある。 
(6) 組換えタンパク質の産生と糖転移活性の
測定 
 標的遺伝子を大腸菌で発現させたところ，
組換えタンパク質はいずれの条件でも封入
体を形成し，可溶性酵素を得ることはできな
かった。コムギ無細胞タンパク質合成系では，
レシチンで調製したリポソームの共存下，非
共存下に標的遺伝子を翻訳し，糖転移酵素活
性を測定した。この場合も，タンパク質の合
成は確認されたが，糖転移活性は検出されな
かった。この原因として，酵素活性の発現に
は，糖転移酵素自身が糖鎖修飾などの翻訳後
修飾を受ける必要がある，別のタンパク質と
ヘテロオリゴマーを形成する必要がある，な
どの可能性が考えられた。 
 
 以上，本研究で標的とした遺伝子は，アフ
リカ睡眠病の治療薬開発の標的とはならな
いが，7140 遺伝子および TbGT8 遺伝子は，

N-結合型複合糖鎖のバリエーション形成に
関与していることが明らかとなった。トリパ
ノソーマ原虫において N-結合型複合糖鎖の
合成に関与する遺伝子の同定は，本研究が初
めてであり，今後，この成果を端緒に本原虫
での糖鎖合成経路の解明が進むと期待され
る。 
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