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研究成果の概要（和文）：	 我々はアピコンプレクス門原虫がいくつかの植物ホルモンを産生し、

増殖の制御に用いている可能性を見出した。本研究ではそれらうち、サイトカイニンがトキソ

プラズマに与える影響についてさらに詳細に検討した。サイトカイニンには植物が自然界で生

合成しているものと人工合成されたものに大別でき、いずれも細胞分裂の促進、光合成の活性

化、葉緑体の分化・増殖といった作用を持つ。そこでそれぞれのサイトカイニンをトキソプラ

ズマの培養中に添加し、原虫の増殖率を測定したところ、天然サイトカイニン（trans-zeatin）
は、高等植物の知見から期待されるとおり原虫の増殖が促進したが、合成サイトカイニン

（thidiazuron）は逆に原虫の増殖を阻害した。この増殖調節は高等植物での知見と同様、ある
特定のサイクリンの発現量に依存していた。また通常原虫内に 1つしか観察されないアピコプ
ラストの数が、trans-zeatin処理により劇的に上昇し、逆に thidiazuron処理により消失した。
更に ELISA による結果から、原虫はサイトカイニンを産生しているものと思われた。以上の
結果からトキソプラズマにおいて植物ホルモンであるサイトカイニンは、ある特定のサイクリ

ンの発現を制御することで、原虫の細胞周期自体と、細胞周期の進行と厳密にリンクしている

アピコプラストの分裂のタイミングを調節しているものと考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）：Recently, we found that Toxoplasma gondii produces a plant 
hormone, abscisic acid, and that it is essential for the infection of this parasite. So, we 
studied the effect of other plant hormones cytokinins on Toxoplasma gondii. We found that 
genes encoding the enzymes for the trans-zeatin biosynthesis in plants are present in T. 
gondii genome. Consistently, we detected intermediates for two possible trans-zeatin 
-biosynthesis pathways by MS analysis. A natural cytokinin, trans-zeatin, accelerated the 
proliferation of T. gondii. In contrast, a synthetic cytokinin, thidiazuron, inhibited the 
parasite proliferation in culture. This inhibition was also observed in laboratory animals. 
Since cytokinins regulate the cell cycle progression by enhancing the expression of D-type 
cyclin in plant, we carried out flowcytometric analysis to observe the effect of cytokinins on 
the cell cycle progression of T. gondii. Trans-zeatin hastened the cell cycle progression from 
G1 to S phase while thidiazuron caused the halt there. Quantitative-PCR (qPCR) analysis 
revealed that trans-zeatin upregulated the expression of one cyclin like as higher plant 
system, whereas thidiazuron downregulated its expression. These results suggest that this 
cyclin plays a crucial role in controlling the cell cycle progression in T. gondii and 
concomitantly its proliferation. Since cytokinins are also known to regulate chloroplast 
development in plants, we examined whether cytokinins affect apicoplast, which is a 
homologous organella to chloroplast in T. gondii. Immunofluorescence microscopy and 
qPCR analysis revealed trans-zeatin increased the number of apicoplasts but thidiazuron 
extinguished apicoplast. These result suggest that cytokinins are very important molecules 
to regulate the cell cycle of the parasite and division of apicoplast. 
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１．研究開始当初の背景 
	 アピコンプレクス門に属する原虫には現
在 5000 種以上が知られており、全てが寄生
性の原生動物である。この中にはマラリア原
虫やトキソプラズマ、クリプトスポリジウム
など人類にとって大きな脅威となっている
感染症が含まれている。これらアピコンプレ
クス門に属する原虫の大きな特徴の一つと
してアピコプラストと呼ばれるオルガネラ
の存在が挙げられる。アピコプラストは葉緑
体が退化してできた４重膜構造の細胞内小
器官であり、通常の葉緑体は光合成細菌が植
物の祖先に取り込まれて進化したものとさ
れているが、アピコプラストは光合成細菌を
取り込んだ紅藻類の祖先が原虫の祖先生物
に取り込まれることによって成立したと考
えられている。そのために、アピコプラスト
は独特の四重膜構造をとる。現在ではアピコ
プラストは光合成能を失ったものの、脂肪酸
合成などの機能を今でも担っており、したが
って原虫にとって必須のオルガネラである。
しかしながらその機能の詳細は不明であり、
何故原虫の生存に必須なのかははっきりと
はわかっていない。しかしながらいずれにし
ても、アピコンプレクス門原虫の細胞内には
植物が「組み込まれている」ということには
今やよく知られている事実となっている。 
	 最近、申請者らは、トキソプラズマが植物
ホルモンの一種であるアブシジン酸を産生
しており、それがトキソプラズマの宿主細胞
脱出のシグナルとなり、そしてアブシジン酸
の生合成阻害はトキソプラズマのシストへ
の分化を誘導するということを明らかにし
た。また、このホルモンの生合成の特異的阻
害剤はトキソプラズマのマウスへの感染を
有意に阻止したことから、トキソプラズマに
とってアブシジン酸生合成経路は抗原虫薬
開発のよい標的である可能性が考えられた 
(Nagamune et al. Nature 2008)。 

２．研究の目的 
	 以上の背景を踏まえて本研究ではトキソ
プラズマやマラリア原虫の持つ、アブシジン
酸を始めとする植物ホルモンの生合成経路
をより詳細に検討し、植物の持つ経路との異
同を明らかにすることで、高等植物、藻類、
そして寄生性原虫における進化を、植物ホル
モンをキーワードとして理解することを目
指すと共に、阻害剤の作用機序を知ることに
より、原虫の未知の植物類似の生理機能を探
索する。また、これらの阻害剤の抗原虫薬の
シードとしての可能性を探り、有効な抗原虫
薬の開発への可能性を検討する。 
 
３．研究の方法 
	 本実験で用いた植物ホルモンは全てシグ
マ社から購入した。	 
	 トキソプラズマの in	 vitroでの増殖は、
RH 株に大腸菌由来β-ガラクトシダーゼ遺伝
子を導入した 2F株を用いてそのβ-ガラクト
シダーゼ活性を測定することにより行った。	 
	 マウスへの感染実験には BALB/c マウスを
用いた。BALB/c にトキソプラズマの PTG 株を
腹腔内投与し、チジアズロンを 12 日間にわ
たり毎日腹腔内投与した。チジアズロンの効
果は、マウスの生存率を 20 日間観察しその
生存率により評価した。	 
	 
４．研究成果	 
	 我々はトキソプラズマが植物ホルモンの
一種であるサイトカイニンを産生している
ことを MS 解析による結果から見出した。サ
イトカイニンは細胞分裂の促進、光合成の活
性化、葉緑体の分化・増殖といった作用を持
つ植物ホルモンで、植物が自然界で生合成し
ているものと人工合成されたものに大別で
きる。そこでそれぞれのサイトカイニンをト
キソプラズマの培養中に添加し、原虫の増殖
率を測定したところ、天然サイトカイニン



 

 

（trans-zeatin）は、高等植物の知見から期
待されるとおり原虫の増殖が促進したが、合
成サイトカイニン（thidiazuron）は逆に原
虫の増殖を阻害した。	 
	 植物において、サイトカイニンは CycD3 と
呼ばれるサイクリンの発現量を上昇させ、G1
期から S 期への移行を誘導することにより、
細胞周期の進行を早めることが知られてい
る。そこでトキソプラズマにおいても同様の
機構が存在する可能性を検証するため、まず、
トキソプラズマ・ゲノムデータベースからサ
イクリン様遺伝子を網羅的に同定した。それ
らの遺伝子の発現量の経時的な変化をサイ
トカイニン添加の有無で比較した。その結果、
ある一つのサイクリン（TgCYC3 と命名）の発
現がサイトカイニン未処理群に比べ、
trans-zeatin処理群で培養開始後6時間後に
1,000 倍以上に上昇し、thidiazuron 処理群
では同じく 12 時間後に 1,000 倍近い低下が
見られた。このような変化は、サイクリンと
しての報告のある TgCYC1 を含む他のサイク
リン様遺伝子には認められなかった。	 
	 次にサイトカイニン処理によるトキソプ
ラズマの細胞周期を FACS 解析したところ、
trans-zeatin 処理により、G1 から S 期への
移行が有意に亢進していた。一方で
thidiazuron処理は原虫の細胞周期をG1期で
停止させていた。	 
	 植物ではサイトカイニンは色素体の分裂
にも関与していることが知られている。そこ
で、トキソプラズマにおける色素体様オルガ
ネラであるアピコプラストに対するサイト
カイニンの影響を解析した。その結果、通常
原虫内に 1つしか観察されないアピコプラス
トの数が、trans-zeatin 処理により劇的に上
昇し、逆に thidiazuron 処理により消失する
事が明らかとなった。この結果はコンフォー
カルレーザー顕微鏡による観察のみならず、
qPCR を用いた定量的な解析結果からも支持
された。	 
	 さらに thidiazuron による原虫増殖抑制効
果はマウスを用いた感染実験においても確
認されたことから、サイトカイニンは抗原虫
薬開発のよい標的となると考えられた。	 
	 一方で、我々はサイトカイニン以外の植物
ホルモンやそれらの阻害剤の抗原虫効果を、
トキソプラズマおよびマラリア原虫を用い
て検討した。その結果、幾つかの物質で両原
虫の増殖を阻害したが、中でもジベレリン阻
害薬の多くが両原虫の増殖を有意に阻害し
た。これらの結果は（１）トキソプラズマの
みならず、マラリア原虫においても植物ホル
モンが原虫の増殖や分化に機能している可
能性、（２）サイトカイニン以外の植物ホル
モンやそれらの阻害薬も抗原虫薬開発のシ
ードとして有望である可能性を示唆してい
る。マラリアは今でも年間 100 万人を超える

死者を出しているといわれる熱帯病で、
HIV/AIDS、結核と並び、世界３大感染症に数
えられている。また、人類に唯一残されてい
る抗マラリア薬であるアルテミシニンに対
する耐性マラリア原虫の出現が最近報告さ
れ、新たな抗マラリア薬の一刻も早い実用化
が切に望まれている。本研究で抗マラリア作
用を示した物質の作用機序の解明は、これら
の現実に対する解決策を与えうるかも知れ
ない。	 
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