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研究成果の概要： 

 シャーガス病の病原体 Trypanosoma cruzi は無性分裂を行なう 2倍性の寄生原虫で、遺伝学

的に 6系統に分類される。T. cruzi における遺伝的多様性創出機構を解明することを目的とし

て、T. cruzi の dihydroorotate dehydrogenase（DHOD）遺伝子のコピー数および 1塩基置換を

T. cruzi 分離株間で比較した。DHOD 遺伝子は調べた分離株全てで 4 コピー存在し、系統 IIb

では DHOD 遺伝子の多型度は分離株間よりも同一個体内に存在する遺伝子コピー間での遺伝的

多型度が大きかった。従来 T. cruzi では、有性生物に見られるように個体内での遺伝的多様度

が極めて小さいと報告されていたが、本研究で初めて無性生物に特有の進化学的特徴を明らか

にした。 
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１．研究開始当初の背景 

 中南米に広く分布する風土病、シャーガス

病は、多様な病態を示す疾患である。急性期

では心筋炎が致命的になるほか、急性期を経

ずに感染後 10 数年経って心筋炎や巨大結腸

を発症する場合（慢性期シャーガス病）や、

一生涯無症候のまま経過する場合もある。こ

のような病態の多様性は、宿主であるヒトお

よび病原体である寄生原虫 Trypanosoma 
cruzi 双方の遺伝的多様性がその成因として

考えられているが、これらの関連を示す明確

な証拠は挙っていない。 

 一般に、無性生物では性を介した遺伝子組
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換えが起こ

らないため、

一旦生じた

変異は世代

を超えて保

存されるこ

とになる。

したがって、理論的には「個体内では遺伝子

コピー間の塩基多型度は大きくなる」ことが

予想される（図①）。 

 一方、T. cruziは２倍性の無性生物であり、

単一遺伝子の多くは個体内で 2コピー存在す

る。また、T. cruzi は遺伝的に 6 系統（I、

IIa〜IIe）に分類される。その特徴として、

（1）系統間で塩基多型度が大きい一方、（2）

個体内では単一

遺伝子のコピー

間の塩基配列は

全く同一か、塩

基置換はあって

も著しく少ない

ことが報告され

ている。（2）の特徴は、アレル間で頻繁に組

換えが起きている可能性を示し、性を持つ 2

倍性生物に見られる典型的な遺伝子パ

ターンに一致する（図②）。 

 したがって、T. cruzi は無性生物でありな

がら、遺伝学的には有性生物の特徴を示すと

いう、矛盾した特徴を示す。これは（1）T. 
cruzi において有性生殖あるいは減数分裂を

伴わない遺伝子組換えが頻繁に起きている

か、（2）これまでの解析が不十分で、実際に

は図①に示すような塩基置換の蓄積が起き

ていることを見逃している可能性が考えら

れる。 

 

２．研究の目的 

 病原体における遺伝的多様性の創出機構

の解明は、薬剤耐性の出現機構や多様な病態

の成因を考える上で非常に重要である。上記

の背景を踏まえ、本研究では T. cruzi にお

ける遺伝子の多型解析および分子進化学的

解析を行ない、遺伝的多様度を明らかにする

ことを目的とする。最終的に、T. cruzi の遺

伝的多様性を生成する遺伝機構のモデルを

確立し、集団遺伝学的意義付けと治療薬開発

への応用について考察する。 

 

３．研究の方法 

 ピリミジンヌクレオチド生合成経路の第 4

酵素 dihydroorotate dehydrogenase（DHOD）

遺伝子をモデル遺伝子として、T. cruzi 分離

株より DHOD遺伝子の単離・同定を行なった。

用いた T. cruzi 株は、SylvioX10 CL4（系統

I）、CANIII CL2 株（系統 IIa）、Esmeraldo CL3

および Y CL2（系統 IIb）、Tulahuen および

CL Brener（ともに系統 IIe）である。このう

ち系統 IIe は、IIb と IIc のハイブリッドと

考えられている。各 T. cruzi 株より DNA を

抽出し、ゲノム DNAライブラリーを作製した。

得られたゲノム DNA ライブラリーについて、

DHOD 遺伝子をプローブとしてサザンハイブ

リダイゼーションを行ない、陽性 DNA ク

ローンを複数得た。各 T. cruzi 株について

DHOD 遺伝子の制限酵素地図を作製し、タイ

ピングを行ない、それぞれのタイプについて

DHOD 遺伝子の塩基配列を決定した。なお、

Tulahuen 株では DHOD 遺伝子は 3コピー存在

し、コピー間で複数の塩基置換があることを

すでに報告している。（Parasitol Int, 
55:11-16, 2006）。また、CL Brener 株は T. 
cruzi ゲノムプロジェクトの標準株であり、

同ゲノムデータベースに存在する DHOD 遺伝

子の配列を検索したが、一部に塩基の重複に

伴うフレームシフトと考えられる箇所があ

り、訂正して用いた

（http://tcruzidb.org/tcruzidb/）。 

 

４．研究成果 

 ピリミジン生合成経路は 6段階の酵素反応

によって UMP を生成する代謝経路であり、全

ての生物にとって不可欠な DNA、RNA の前駆

体を供給する。DHOD は本経路の第 4酵素であ

り、DHOD 遺伝子欠損 T. cruzi を用いた解析

から T. cruzi の生存に必須であることを明

らかにしている（J Mol Evol, 60:113-127, 
2005）。本研究ではすでに DHOD 遺伝子の塩基

配列およびコピー数が明らかとなっている

Tulahuen、CL Brener 株に加え、新たに T. 
cruzi 4 株を含めて DHOD 遺伝子のクローニン

グ、制限酵素地図作成、塩基配列決定、およ

び分子系統学的解析を行なった。 

 今回用いた T. cruzi 6 株のうち、Tulahuen

には DHOD 遺伝子が 3 コピー、それ以外の 5

株ではそれぞれ 4コピー存在することが明ら

かとなり、塩基配列を決定した計 23 遺伝子

コピー（4コピー×5株＋3コピー×1株）の

比較から DHOD のコード領域 942 塩基中 61箇

所の塩基置換が認められた。系統 IIb に属す

る Esmeraldo CL3 および Y CL2 の間では、同

じ塩基配列を持つ遺伝子コピーの存在も明

らかとなった。また、系統 IIe に属する

Tulahuen の 3 遺伝子コピーの塩基配列は、CL 

Brenerの 4コピーのうち3コピーのそれと完

全に一致し、Tulahuen と CL Brener が非常に
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近縁であることが明らかとなった。 

 遺伝子多型の背景としては、その遺伝子が

進化上淘汰圧を受けているかどうかが重要

である。免疫系の標的となる病原体の表面抗

原のようなタンパクでは遺伝子の進化速度

が速くなる（正の淘汰圧がかかる）一方で、

DHOD のように生存に必須な代謝酵素をコー

ドする遺伝子には進化上強い負の淘汰圧が

かかる。その結果、前者ではアミノ酸置換が

生じやすく、後者では酵素機能に影響を与え

るアミノ酸置換は生じにくいと考えられる。

淘汰圧を受けているかどうかは、塩基置換が

起きた座位でアミノ酸置換を伴わない置換

（非同義置換）と伴う置換（同義置換）との

比（dN/dS比）を求めて検定する。そこで、T. 
cruziのDHOD遺伝子にどのような淘汰圧が働

いているかを調べるために塩基置換の dN/dS

比を求めたところ、 

  dN/dS = 0.149 (< 1) 

となり、DHOD 遺伝子は負の淘汰（機能制約）

を受けていることが明らかとなった。 

 次に、DHOD 遺伝子の塩基配列について近隣

結合法を用いた無根系統樹を作成した。その

結果、系統 Iおよび系統 IIa の配列はそれぞ

れ単系統を形成し、系統 Iの clade には系統

IIe の配列の一部が含まれた。系統 IIb の配

列は系統 IIeの残りの配列とともに単系統群

を形成したが、株ごとの単系統性は支持され

ず、系統 IIb ではむしろ株内の遺伝子コピー

間で塩基多型度が大きいことが明らかと

なった。また、Esmeraldo CL3 と Y CL2（と

もに系統 IIb）の間で同一の配列を持つ遺伝

子コピーについては両株の分岐以前にオル

ソロガスであると考えられたが、残りの 3コ

ピーについてオルソロガスなのかパラロガ

スなのかを示すデータは得られなかった。 

 以上の結果から、T. cruzi の個体内（株内）

では単一遺伝子のコピー間の塩基配列は全

く同一か、塩基置換はあっても著しく少ない

とする従来の知見と矛盾し、DHOD 遺伝子に関

しては図①に示すような、無性生物に特徴的

な塩基多型の創出が起きていることが強く

示唆された。 

 一般に無性増殖を行なう生物では、厳密な

意味で相同染色体やアレルといった遺伝学

的概念が成立しない。また、T. cruzi が２倍

性の生物であるとする根拠は実は曖昧で、い

くつかの単一遺伝子が個体内に 1 対（2 コ

ピー）存在することから提唱されているにす

ぎず、多くの場合単一遺伝子は「サイズの異

なる 2 本の染色体 DNA」上に局在している。

したがって、塩基多型の成因として相同組換

えを想定した場合それがどのような機構に

よって起こるのか全く不明である。一方、本

研究で用いた DHOD 遺伝子は個体内（株内）

に 4コピー存在し、それぞれのコピーは異な

る染色体 DNA 上に位置することから、単一遺

伝子というよりもむしろ T. cruzi ゲノムに 2

コピー（2 対）存在する遺伝子と捉えること

ができる。そのために従来の方法では検出で

きなかった遺伝子コピー間の塩基置換を検

出することができた可能性がある。また、こ

の特徴は解析した T. cruzi 全ての系統で保

持されていることから、DHOD 遺伝子のコピー

数の変動は起こりにくいと予想される。した

がって、DHOD を標的とした薬剤開発を進める

際に遺伝子重複による薬剤耐性株の出現は

低いものと考えられる。 

 本研究では、DHOD 遺伝子の全てのコピーが

系統を超えてオルソロガスである証拠は得

られず、個体内で遺伝子組み換えが起きてい

る可能性は否定できない。T. cruzi の遺伝学

的特徴を明らかにするためには今後系統と

その株数を増やし、より詳細な解析を行なっ

ていく必要がある。 
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