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研究成果の概要（和文）：アフリカトリパノソーマ症の診断法として血清学的診断が有望視され

ているが、現在使用されている原虫粗抗原はその特異性および安定供給性が問題である。本研

究では、新規原虫特異的抗原の同定を目的として繰返し配列（TR）を持つタンパクの探索を行

った。同定された TR タンパクの多くが抗原性を有しており、そのうち Tbg4 はウシ血清を用い

た試験において 89％の感度と 100％の特異性を示した。今後は同抗原を用いたアフリカトリパ

ノソーマ症診断テストの臨床開発が期待される。 

  
研究成果の概要（英文）：Serological diagnosis is a useful method to detect African 
trypanosome infection. Currently available serological tests utilize whole parasites or 
crude antigens. Recombinant antigens may not only enhance test specificity by allowing 
the detection of species-specific antibodies, but could also improve reproducibility/ 
standardization and reduce production costs. With a goal of identifying such recombinant 
proteins, we computationally identified proteins with tandem repeat (TR) domain from the 
parasite proteomes, expressed them and evaluated their potential for serological 
diagnosis of African trypanosome infections in cattle. Among those tested, Tbg4 
demonstrated the best performance with 89% sensitivity and 100% specificity. Our data 
indicate the potential of these defined antigens for detection of animal African 
trypanosomiasis. 
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１．研究開始当初の背景 
 人獣共通感染症としてヒトと家畜に多大
な被害を与えているアフリカトリパノソー
マ症の確定診断はいまだ顕微鏡検査による
原虫直接検出に依存している。しかし検出感
度は低く、検査に要する時間と労力も無視で

きない。原虫の直接検出にとってかわる簡易
診断法として血清学的診断が注目されてい
るが、現在利用可能なものは原虫粗抗原を使
用しているため特異性と安定供給性に問題
がある。したがって、より特異性の高い原虫
抗原の同定が必須である。原虫抗原の探索に
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は、感染個体血清を用いた原虫遺伝子発現ラ
イブラリのスクリーニングが最も一般的に
行われてきた。しかしながら、過去数十年に
渡って行われたにもかかわらず、同定された
抗原の数は限られており、また多くの抗原が
特異性を欠くといった欠点を露呈していた。 
 従来の手法にとってかわるものとして、近
年ゲノム情報を利用したバイオインフォマ
ティクス手法に注目が集まっている。1995 年
にインフルエンザ菌ゲノム配列が報告され
たのを皮切りに、バクテリアから哺乳類に至
るまで幅広い生物においてゲノム配列の解
析が行われている。寄生虫においてもマラリ
ア原虫をはじめ病原種を中心に多種にわた
りゲノム配列の決定がされてきた。ゲノム情
報の有効利用を目指したバイオインフォマ
ティクス分野においては、薬剤開発において
既に有効利用されている一方、ワクチンや診
断技術開発へのバイオインフォマティクス
の利用となると遅々として進んでいなかっ
た。抗原探索を目的としてこれまでに試され
たバイオインフォマティクス手法はシグナ
ル配列または膜貫通領域をもつタンパクの
探索であった。これは分泌タンパクまたは細
胞表面に発現したタンパクは抗原性が高い
という知見に基づいている。しかしながら、
例えばプロテオームに占めるシグナル配列
をもつタンパクの割合は～２０％と高く、バ
クテリアなどゲノムサイズが比較的小さい
病原体には有効ではあるが、ゲノムサイズが
大きい病原体（原虫等）では候補分子の絞り
込みが困難である。実際トリパノソーマ原虫
Trypanosoma bruceiではシグナル配列をもつ
と予測されるタンパクが 1,890 にものぼる。 
 アミノ酸の繰返し配列をもつタンパク質、
Tandem Repeat (TR) タンパクはバクテリア
からヒトまで多くの生物に見られる。過去に
数々の病原体から同定された抗原の多くが
TR ドメインを持っており、そのことから TR
タンパクは概して免疫原性が高いと考えら
れていたが、これまでに体系的な研究は行わ
れていなかった。研究代表者はこのことに注
目して、病原体ゲノムから TR タンパクをコ
ードする遺伝子を探索することで免疫原性
の高い新規抗原を同定できると考え、これま
でに原虫のうち内臓型リーシュマニア症を
引き起こす Leishmania infantum、およびシ
ャーガス病を引き起こす Trypanosoma cruzi
を用いて解析を行った。DNA 配列中の TR ドメ
イン探索を行うコンピュータプログラム
Tandem Repeats Finder (TRF: Benson G, 
Boston University) を使用してそれら原虫
の総遺伝子を解析したところ、全遺伝子中の
１％前後が TR ドメインを含むことがわかっ
た。また新規に同定された TR タンパクのほ
とんどが強い抗原性を有することが確認さ
れた。過去にさまざまな病原種から抗原性の

高い TRタンパクが同定されていることから、
TR タンパクはそのユニークな構造が免疫原
性に貢献していると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 病原体からの血清診断用抗原同定へのバ
イオインフォマティクス手法としては、研究
代表者らの報告が世界初の成功例である。こ
れまでに２種のトリパノソーマ科原虫感染
症（リーシュマニア症、シャーガス病）によ
ってその有用性が証明されたが、本研究では
アフリカトリパノソーマ症に本手法を応用
することにより、血清学的診断に有用な新規
診断用抗原を同定することを目的とした。ま
た、アフリカトリパノソーマ原虫の TR 遺伝
子群を近縁の原虫種と比較することにより、
当該原虫における TR 遺伝子群の獲得の経緯
を探ることも行った。 
 
３． 研究の方法 
 本研究では、研究代表者が開発した TR タ
ンパク検索手法が、アフリカトリパノソーマ
原虫からの抗原同定にも有用であるかを実
験的に証明するため、（１）TR を主としたト
リパノソーマ原虫ゲノムの解析、（２）TR タ
ンパク上位候補の大腸菌組換え体の作製、
（３）ELISA によるそれら候補タンパクの抗
原性試験を行った。 
 
（１）原虫ゲノムからの TR 遺伝子の探索 
 アフリカトリパノソーマ症の原因原虫の
うち、ゲノム情報が得られる種について TR
探索を含めた解析を行った。原虫種としては、
家畜動物であるウシ、ウマ等に感染性を示す
T. brucei brucei および T. congolense、そ
してヒトに睡眠病を引き起こす T. brucei 
gambiense を選択した。データベースより得
られた各原虫種のゲノム情報を TRFプログラ
ムで解析して、TR 遺伝子を同定した。同時に
TR ドメインの性状（１リピートユニットの大
きさ、リピートのコピー数）を解析した。ま
た、TR 以外のパラメータについてもシグナル
配列、膜貫通領域、GPI アンカー領域の存在
や mRNA、タンパク質の発現レベル、近縁種で
の保存性について解析を行った。 
 
（２）TR タンパク組換え体の作製 
 TR タンパクの多くは非常に大きな分子量
（100kDa 以上）を有し、ORF 全体を大腸菌組
換え体として発現するのは困難がともなっ
たため、ここでは ORF 全体でなく TR ドメイ
ンのみを部分的に組換え体として作製する
ことによって問題を克服した。TR ドメインの
一部のみをコードする遺伝子（～300bp）を
合成技術によって作製し、発現ベクター
pET28 に組み込んだ。pET28 プラスミドは大
腸菌に導入後、His-tag タンパクとして



Ni-NTA Resin を用いて精製した。 
 
（３）候補タンパクの抗原性試験 
 組換えタンパクについてその抗原性を実
験感染マウス由来血清および自然感染牛由
来血清を用いて試験した。ウシ血清試料は過
去に研究協力者である帯広畜産大学・井上昇
准教授がザンビアでのフィールド調査の際
に採取したものを用いた。試験におけるコン
トロールとして日本ウシ血清を使用した。96
穴イムノプレートを抗原希釈液（200ng/ウェ
ル）で処理し、200 倍希釈血清およびプロテ
イン Gをそれぞれ一次抗体、二次抗体として
反応を行った。それぞれのタンパクについて
トリパノソーマ症群および対照群の反応性
（OD 値）を統計学的に比較すると同時に、対
照群の OD 値の平均値＋３SD をカットオフ値
として試験の感度および特異性を算出した。 
 
４．研究成果 
（１）トリパノソーマ原虫の TR 遺伝子群 
 T. b. brucei のタンパク質をコードする
8,898 の遺伝子について解析を行ったところ、
83（0.93％）が TR 遺伝子であることが明ら
かになった。この TR 遺伝子の頻度は他の原
虫種や生物種と比較しても高いものではな
かった。その一方で、アフリカトリパノソー
マ原虫ではこれら TR 遺伝子のうち非常に大
きいリピート領域を有するものの割合が高
く、このことはトリパノソーマ科原虫に特徴
的であることが分かった。T. b. gambiense
や T. congolense といった他のアフリカトリ
パノソーマ原虫でも同様のパターンが観察
された。 
 次に、これら TR タンパクが他の原虫種で
確認されたのと同様にアフリカトリパノソ
ーマ原虫でも同様に高い抗原性を持ってい
るのか調べるために、大腸菌組換え体を作製
し原虫感染マウス血清を用いて試験した。以
下の図で示す通り、これら TR タンパクは非
感染マウス由来血清と比較して感染マウス
血清に対して有意に高い反応性を示すこと
が明らかになった。 

 
 以上のようにリーシュマニア原虫やクル
ーズトリパノソーマ原虫といった他のトリ
パノソーマ科原虫と同様にアフリカトリパ
ノソーマ原虫においても抗原性の高い TR タ
ンパク質が存在することが明らかになった。
しかしながら、下図で示す通り同じトリパノ
ソーマ科に属する原虫であってもその宿主
適応の様式は大きく異なっていることが分

かっている。眠り病を引き起こす T. brucei
は細胞外寄生体でありその感染防御に液性
免疫が関与しているのに対して、マクロファ
ージ内寄生体のリーシュマニア原虫にとっ
て液性免疫はむしろ都合が良い。近年の比較
ゲノム解析によりこの両者は高い相同性を
持っており、種特異的遺伝子はそれぞれが異
なる環境へ適応変化する過程で比較的新し
く獲得されたものと考えられる。 

 
 そこで個々の TR 遺伝子がトリパノソーマ
科原虫で保存されているのかそれとも独自
に獲得してきたものかを明らかにするため、
それら TR 遺伝子の保存性について解析を行
った。その結果、TR 遺伝子の頻度やリピート
領域の大きいことといった共通点にも関わ
らず、大多数が種特異的であった。また、リ
ーシュマニア原虫 TR 蛋白の多くが細胞表面
シグナルを有するのに対して T. brucei の TR
蛋白は細胞内に局在することがあきらかに
なり（下表）、液性免疫が TR 蛋白の選択に影
響することが示唆された。 
 

  T. b. brucei L major 

Total 83 (%) 59 (%)

Signal sequence (SP) 10 (12.0)  17 (28.8) 

Trans-membrane domain (TM) 6 (7.2)  17 (28.8) 

C-term GPI signal 4 (4.8)  8 (13.6) 

SP & TM 2 (2.4)  15 (25.4) 

SP & C-term GPI signal 1 (1.2)  7 (11.9) 

 
 1 本の鞭毛を持つ原生生物からなる分類群
であるトリパノソーマ科に属する原虫は、比
較的近い共通の祖先を持つことから形態学
的特徴を含め様々な共通点がある一方、その
感染によって引き起こされる病態および宿
主免疫回避機構は全く異なる。本研究で得ら
れた知見は、TR タンパクが gene duplication
という極めて普遍的でシンプルな現象によ
って生み出されながらも、生活環・寄生部
位・病態・宿主免疫応答の異なる原虫におい
てその進化の過程で取捨選択が行われてき
たことを示唆している。今後、TR タンパクが
強い抗体反応を引き起こす仕組みを明らか
にするとともに、個々の原虫における液性免

T. brucei Leishmania spp.

疾患名 眠り病 リーシュマニア症

相同性 ～８０％

寄生環境 細胞外 マクロファージ内

抗体の機能 感染抵抗的 感染増悪的



疫の役割と TR タンパクのパターンとを網羅
的に比較解析することにより、病原体におい
て gene duplication が免疫学的役割を通じ
て宿主環境適応に貢献しているという新し
い知見につながると考えられる。 
 これら研究成果は５．主な発表論文等に示
してある論文 1報および学会発表 2件として
公表済みである。 
 
（２）TR 抗原の臨床応用 
 本研究を通して作製したアフリカトリパ
ノソーマ原虫 TR タンパクがマウス実験感染
モデルにおいて高い抗原性を持つことが確
認されたため、次に臨床応用を目的としてウ
シ血清を用いた試験を行った。使用したウシ
血清試料はザンビアにおいて寄生虫学的診
断によりアフリカトリパノソーマ症（ナガナ
病）と診断された個体より得られたものであ
る。陰性コントロールとして日本で採取され
たウシ血清（帯広畜産大学 横山直明准教授
より提供）を用いて、陰性群 OD 値平均＋３
SD をカットオフ値とした。結果、過去に未同
定であり今回コンピュータ探索によって初
めて同定された TR 抗原の多くが高い感度を
有することが確認された（下図）。その中で
も Tbg4 は感度（89％）、特異性（100％）が
最も高かった。 

 
 以上の結果から、TR 抗原がアフリカトリ
パノソーマ症血清学的診断の臨床開発にお
いて有用であることが示唆された。しかし
ながら、最も有望な Tbg4 においても感度が
89％と改善の必要がある。だが、Tbg4 に対
して抗体反応が観察されなかった個体にお
いて他の TR 抗原への抗体反応が観察され
たという結果が得られている。このため、
単独ではなく複数の TR 抗原を用いること
によって感度・特異性ともに非常に高い診
断技術の開発が可能であると考えられる。
今後は抗原の組合せ（種類、個々のタンパ
ク量）について検討を行う予定である。 
 これら TR 抗原の家畜動物への臨床応用に
関する研究の成果については、現在 2報の原

著論文を投稿中である。 
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