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研究成果の概要（和文）：トキソプラズマTgDPA分子と病原性の関連性を解読するために以下の主な研究成果を
得た。１）TgDPA過剰発現株の作製に成功した。２）TgDPA分子の結晶構造を決定し、進化の過程で酵素活性を失
っていることを示唆した。３）TgDPAの有無により病原性が変動することを示した。４）乳酸脱水素酵素遺伝子
（LDH1）の欠失により、TgDPA発現誘導が阻害された。５）TgDPAは原虫の増殖・分化には影響を与えなかった。
６）TgDPA分子はシスト形成時の遺伝子発現の変動に関与していた。７）TgDPA関連遺伝子であるTgDERAとの二重
ノックアウト株の作製に成功した。

研究成果の概要（英文）：This study had been conducted to elucidate the role of TgDPA molecule as a 
virulence inhibitory factor in Toxoplasma gondii.  The findings are summarized below. 1) TgDPA 
overexpressing strain was successfully produced. 2) The crystal structure of the TgDPA molecule was 
determined, suggesting that the enzyme activity was lost during evolution. 3) The pathogenicity 
varied depending on the presence or absence of TgDPA. 4) Induction of TgDPA expression was inhibited
 by deletion of lactate dehydrogenase gene (LDH1). 5) TgDPA did not affect proliferation / 
differentiation of protozoa. 6) TgDPA molecule was involved in gene expression fluctuation during 
cyst formation. 7) We succeeded in producing a double knockout strain with TgDERA, paralog of TgDPA 
gene.
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１．研究開始当初の背景 
トキソプラズマ原虫において、急性期虫

体（タキゾイト）からシストを形成する慢

性感染期の虫体（ブラディゾイト）への分

化の際、特異的に発現が誘導されるいくつ

かの遺伝子が報告されている(Bohne et al., 

1995; Cleary et al., 2002; Dzierszinski et al., 

2001; Friesen et al., 2008; Holpert et al., 2001; 

Kim and Boothroyd, 2005; Lekutis et al., 2000; 

Odberg-Ferragut et al., 1996; Parmley et al., 

1995; Séron et al., 2000; Yang and Parmley, 

1995; Zhang et al., 2001)。これらの遺伝子は、

宿主体内でのブラディゾイトへの分化を含

む慢性感染の成立に重要な役割を果たして

いると考えられているが、その機能や役割

などの詳細は全く明らかにされていない。 

申請者らは、ブラディゾイトへの分化に

ともない発現が誘導される新規分子として

TgDPA を同定した（Ueno et al. 2009）。

TgDPA は そ の 構 造 上 deoxyribose 

phosphate aldolase と呼ばれる酵素ファミ

リーに属している。deoxyribose phosphate 

aldolase は原核生物から哺乳動物までよく

保存されており、生物間での相同性はそれ

ぞれ約４０％である。TgDPA のアミノ酸配

列の相同性は他生物のそれと同様に原核生

物および哺乳動物に対しそれぞれ約４０％

を示した。しかしながら、活性部位と考え

られる数箇所のアミノ酸残基に置換が認め

られ、また酵素アッセイによりその活性が

検出されなかった。このことから、TgDPA

は進化の過程で酵素活性を失うとともに、

他の役割に特化してきた全く新規の役割

を担う分子ではないかと考えた。 

そこで申請者らは、TgDPA の機能を探

る目的で、TgDPA と相互作用する分子の

検索を行い、アクチン脱重合因子 TgADF

の同定に成功した。さらに、TgDPA が

TgADF を介して、アクチンの脱重合を促

進することを明らかにした。（Ueno et al. 

2010）。トキソプラズマ原虫は、アクチン

を介した虫体の運動により宿主細胞への

侵入および宿主細胞からの脱出を行う。

この事から慢性感染期の虫体は、シスト

として長期間宿主体内に潜伏するために、

アクチンの重合を抑制することで静止状

態を維持している可能性を考えた。そこ

で機能を解析する目的で TgDPA の遺伝子

破壊株（DPA 株）を作製し、マウスを用

いた感染実験により生存率を測定したと

ころ、予想に反して、急性期において親

株に対しDPA 株感染マウスの生存率の

著しい低下が認められた。この結果は、

急性期において TgDPA 分子が病原性を抑

制的に制御している可能性を示唆してお

り、TgDPA の欠損により虫体自身が病原

性を制御できなくなったものと考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、研究の背景より導き出さ

れた仮説を実証し、さらに TgDPA 分子の

役割を検討することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

研究目標を達成するために、１）TgDPA 過

剰発現株の作製、２）TgDPA 分子の構造

解析および酵素活性の検討、３）原虫の

マウス感染試験、４）各種遺伝子クロー

ニングとその解析、５）原虫の増殖およ

び分化誘導試験、６）原虫の遺伝子発現

の網羅的解析、７）TgDPA 関連遺伝子破

壊株の作製などを行なった。 

 

４．研究成果 

（１） TgDPA 過剰発現株を作製し、感染

試験、増殖および分化試験、遺伝子発現

の網羅的解析などに用いた。 

（２）組み換え TgDPA を作製し、結晶解

析によりその構造を決定した。構造上

TgDPA 分子は酵素であるデオキシリボー

スアルドラーゼと非常によく似た二量体



でありながら、酵素活性部位に相当する

部分が狭く、基質と相互作用するだけの

空間を有していないことが明らかとなっ

た。様々な塩（Mg、Ca、Mn、Zn）および

還元剤である DTT の存在下で酵素活性の

測定を試みたが活性は検出されなかった。

以上のことは、背景で述べている TgDPA

は進化の過程で酵素活性を失うとともに、

他の役割に特化してきた全く新規の役割

を担う分子ではないかという考えを支持

している。さらに TgADF と結合する部位

が予想された。 

（３）原虫のマウス感染モデル系を用い

た解析の結果、TgDPA 遺伝子の欠損によ

り病原性が強くなる傾向が認められた。

また、TgDPA 過剰発現株では若干の病原

性の低下が観察された。しかしその差異

は当初予想していたほど明確ではなく、

有意差を得ることはできなかった。 

（４）TgDPA と原虫細胞内エネルギー産

生の関連性を調べる目的で、解糖系に関

わる乳酸脱水素酵素遺伝子（LDH1 および

LDH2）を単離し、またこれらに対する抗

体の作製、遺伝子破壊株の作製を行なっ

た。LDH1 遺伝子の破壊により、分化誘導

時の TgDPA の発現誘導が顕著に抑制され

ており、TgDPA を含めたブラディゾイト

誘導遺伝子の発現が、原虫細胞内エネルギ

ーと関わっていることが示唆された。 

（５）培養系を用いた原虫の増殖および

分化誘導試験を行なった。遺伝子破壊株

および過剰発現株はともに親株との差異

はなく、TgDPA は原虫の増殖およびシス

ト形成には影響を与えていないことが明

らかになった。 

（６）野生株、DPA ノックアウト株お

よび TgDPA 強制発現株について in vitro

培養系で増殖した急性型虫体から RNA を

調製し、RNAseq 法による網羅的な発現解

析を行った。発現の違いが認められた上位

約１００遺伝子のうち、１０％はシスト形

成にともない発現が変動することで知られ

ている遺伝子であり、２５％はデータベー

ス上で慢性期虫体に多く発現していること

を示唆していた。一方で、病原性因子とし

て知られている遺伝子に関しては、発現の

顕著な違いは認められなかった。 

以上のことから、TgDPA 分子がシスト

形成時の遺伝子発現の変動に関与してお

り、発現パターンが急性期および慢性期

虫体のそれにシフトすることが病原性に

影響している可能性が示唆された。 

（７）TgDPA 遺伝子の有無による病原性

の差異がより明確に認められることを期

待して、TgDPA の相同遺伝子（paralog）

である TgDERA ノックアウト株および

TgDPA/TgDERA 二重ノックアウト株を作

製した。TgDERA は TgDPA に対し 53％の

アミノ酸配列相同性を有し、TgDPA と類

似の機能を有すると予想される。また、

トキソプラズマゲノム上にその他の相同

遺伝子は存在しない。これらノックアウト

株は野生株や TgDPA ノックアウト株と同

等の増殖性を示したことから、両遺伝子が

担う機能は原虫の生存及び増殖には関わっ

ていないことが明らかになった。分化誘導

後蛍光抗体法を用いてシスト関連たんぱく

質発現の解析を試みたところ、上記すべて

のノックアウト株において野生株と同様に

シスト壁形成が認められたことから、これ

ら分子はシスト形成能には影響は与えてい

ないと考えられた。今後病原性の検討を行

う予定である。 
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