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研究成果の概要（和文）： 

TbUNC119 分子とその結合分子を共にノックダウンすると、アフリカトリパノソーマ原虫細
胞に、アポトシス、「動き」減少に先んじて細胞伸張がおこることが明らかになった。さらにこ
の細胞伸張の少なくとも一部の原因はエンドサイトシスの亢進によることが示され、両分子の
機能にエンドサイトシスの抑制(制御)があることが明らかになった。さらに、血流型原虫では
TbUNC119 分子は主として鞭毛で発現するが、細胞質並びにトリパノソーマ原虫において唯一
エンドサイトシスが行われる Kinetoplast (flagella pocket)周辺でも発現していることが明ら
かになったことから、これら分子の重要な役割の一つがエンドサイトシスの制御だと考えられ
た。 

研究成果の概要（英文）： 

Double knock-down analysis of TbUNC119 and its binding molecule showed cellular 

apoptosis, morphological change (extended cell shape), and reduced motility in insect-form 

trypanosome cells. Among those phenotypes, extended cell shape was firstly observed. This 

was revealed to be at least in part by up-regulated endocytosis. In bloodstream-form 

trypanosome cells, TbUNC119 was expressed in flagellum and an area around flagella 

pocket, only in which endocytosis occurred. Functions of TbUNC119 and its binding protein 

were thus considered to include regulation of cellular endocytosis. 
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１．研究開始当初の背景 

アフリカトリパノソーマ原虫はツェツェ
蠅によって伝播され、ヒトにアフリカ睡眠病、
家畜にナガナ病を引き起こす病因原虫であ
る。有効なワクチンは存在せず、治療がなさ

れないと致死であるが、満足な治療薬が存在
しない現状である。本原虫はツェツェ蠅体内
では中腸から唾液腺と局在をかえるため、
「動き」能力は必須であるが、さらに哺乳類
感染型でも、「動き」の源であるオルガネラ、
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鞭毛の一部の遺伝子ノックダウンにより致
死が誘導されることが明らかになっており、
哺乳類宿主体内での増殖、病原性の発現にお
いても「動き」の能力が必須であると考えら
れている。 

研究代表者は以前より、アフリカトリパノ
ソーマ原虫の新規薬剤標的の同定を目指し
た解析を行ってきており、その一貫として、
アフリカトリパノソーマ原虫の「動き」に着
目して解析を進めてきた。その結果、研究開
始時点で以下のことが明らかになっていた。 

(1) アフリカトリパノソーマ原虫全遺伝子と、
モデル生物である Caenorabditis elegans 線
虫に「動き」異常を引き起こす遺伝子群(UNC 

遺伝子群)との相同性検索を blast2 アルゴリ
ズムを用いて行ったところ、88 種類のアフ
リカトリパノソーマ原虫遺伝子が UNC 遺
伝子群に高い相同性を示した。 

(2) それらの中に他生物でシグナル伝達機能
を担う UNC119 相同遺伝子(TbUNC119)が
見いだされた。本遺伝子をノックダウンした
が、「動き」、増殖、形態いずれの変化も見ら
れなかったが、TbUNC119 に結合する分子
（Yeast Two Hybrid 法により見いだした
(TbUNC119BP) ）とともにノックダウンし
たところ、「動き」減少、形態異常(細胞伸張) 、
細胞死が誘導された。さらにこの細胞死は
AnnexinV 解析によりアポトシスであるこ
とが明らかになった。 

(3) TbUNC119 分子の細胞内局在を調べた
ところ、昆虫型(procyclic form)原虫では鞭毛
に特異的局在が見られた。 

 

２．研究の目的 

上記の予備的解析の結果、「両分子のノック
ダウン誘導 → 形態形成異常、「動き」減少、
細胞死（アポトシス）」という現象が観察さ
れた。そこで本研究では単細胞生物であるア
フリカトリパノソーマ原虫のアポトシスの
分子メカニズム機構解明を最終的な目標に
以下の目的で具体的解析を行った。 

(1) 両分子のノックダウン誘導後、細胞のど
の部分が伸張し、形態形成異常がおこるのか、
また、「動き」の減少と形態変化との関連は
あるのかを明らかにする。具体的には、まず
蛍光顕微鏡を用いて細胞構造と「動き」の詳
細な経時的形態解析を行う。また、FACS 解
析により経時的に細胞周期がどのように変
化し、アポトシスに至るのかを明らかにする。 
(2) TbUNC119/TbUNC119BP 両分子の結
合が原虫細胞の正常な形態、増殖に必要であ
ると考えられるので、結合ドメインのみを有
するタンパク質を原虫細胞内で発現させる
ことにより、両分子の結合インターフェース
を阻害し、アポトシスが誘導されるかの検討
を行う。 

(3) TbUNC119 分子の哺乳類血流型原虫にお

ける発現プロファイルを明らかにし、
TbUNC119 分子を標的とした治療の可能性
を探る。 

(4) 「動き」関連でリストアップされた他の
分子に関しても、アフリカトリパノソーマ原
虫の増殖の面から明らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1) アフリカトリパノソーマ原虫昆虫型
Trypanosoma brucei 29-13 株を用い、pZJM 

vector に TbUNC119/TbUNC119BP 遺伝子
を組みこみ、T. brucei ゲノムに導入した。ノ
ックダウン誘導後、経時的にサンプリングを
行った。「動き」解析は顕微鏡下で 30 秒間細
胞の「動き」を 3 次元の動きを 2 次元の動き
として捕捉した。VideoPoint アプリケーショ
ンで細胞の動きをトレースした。各条件の細
胞30個をランダムに選択し本解析に用いた。
FACS 解析は Annexin V-FITC と PI の二重
染色を行い、アポトシス解析を行った。エン
ドサイトシス解析は Lucifer Yellow (3µg/ml)

で培地中に添加し、2 時間後に細胞を回収し、
破砕後に、428nm の波長光で励起し、532nm

の蛍光を検出することによった。細胞内に取
り込まれたLucifer Yellowの量でエンドサイ
トシスを定量化した。 

(2) アフリカトリパノソーマ原虫血流型
Trypanosoma brucei Gutat3.1 株を用いた。
TbUNC119 分子の全長アミノ酸に His タグ
をつけて大腸菌で発現させた。コバルトカラ
ム(Clontech)を用いて精製し、ウサギに免疫
を行った。抗体価の上昇を確認した後に、全
採血を行い、アフィニティ精製を行った。得
られた抗体を用いて血流型原虫の抗体染色
とDAPI染色を行い蛍光顕微鏡による解析を
行った。 

 得られた抗体とコントロール抗体を血流
型原虫の培養液に添加し、24 時間後に
Alamor blue assay を行った。 

(3) Trypanosoma brucei 29-13 株を用い、
Plew100 vectorにTbUNC119BP分子の200

アミノ酸（492-1089 番塩基）を組み込み、
エレクトロポレーションにより原虫ゲノム
に組み込み、発現を誘導した。コントロール
として EGFP を Plew100 ベクターに組み込
み、同様に強制発現を誘導した。それぞれ細
胞を回収し、RT-PCR による RNA レベルの
発現解析と、蛍光顕微鏡による解析を行った。 
(4) pZJM vector に「動き」関連遺伝子、
TbUNC68 を組みこみ、T. brucei ゲノムに導
入した。ノックダウンを誘導し、経時的にサ
ンプリングを行い、増殖を解析した。Annexin 

V-FITC と PI の二重染色を行い、FACS を用
いたアポトシス解析を行った。また、DAPI

染色の後に蛍光顕微鏡による解析を行った。 
 

４．研究成果 



 

 

(1) ノックダウン誘導 0、2、5、7、9 日後に
細胞を回収し、その一部で「動き」解析を行
った。その結果、図 1 に示すように、7 日目
以降で「動き」の抑制が観察された。 

 

図 1. ダブルノックダウン誘導後の経時的
「動き」解析 

KD(+)：ダブルノックダウン誘導細胞 ダブ
ルノックダウン誘導 0、2、5、7、9 日後に細
胞を回収し、「動き」解析を行った。ダブル
ノックダウン非誘導細胞（KD(-)）もコント
ロールとして同様に解析した。 

 

 また、同サンプルを用いて FACS 解析を行
った結果が図 2 である。前方散乱光 FSC よ
りノックダウン誘導細胞の細胞サイズをモ
ニターし、PI negative、Annexin V-FITC 

positive でアポトシス細胞の割合をモニター
したのが、それぞれ図 4 と図 5 である。その
結果、ダブルノックダウン誘導 2 日後と早い
段階から、細胞形態変化（細胞伸張）が観察
された（図 3）。一方、アポトシスは 7 日目か
ら誘導されていることが明らかになった（図
4）。 

 

図 2. ダブルノックダウン誘導後の経時的
「動き」解析 

Double KD：ダブルノックダウン誘導細胞。
ダブルノックダウン誘導 0、2、5、7、9 日後
に細胞を回収し、FACS 解析を行った。ダブ
ルノックダウン非誘導細胞（WT）もコント

ロールとして同様に解析を行った。 

 

 以上の結果から、表現型出現のタイミング
は細胞形態変化（細胞伸張）アポトシス、
「動き」減少、であることが明らかになった。
そこで、この細胞伸張がどのような機構で引
き起こされるのかを検討した。細胞容積が著
しく増大していることから、エンドサイトシ
スの亢進が推定されたので、fluid phase エ
ンドサイトシスを Lucifer Yellow を用いて解
析した。その結果、予想通りダブルノックダ
ウン誘導細胞でエンドサイトシスが亢進し
ていることが明らかになった（図 5）。 

 

図 3. 経時的細胞形態（細胞伸張）変化：
図 2 の FACS 解析の前方散乱光 FSC の
値をプロットした。 

  KD(+)：ダブルノックダウン誘導細
胞。KD(-)：非誘導細胞。 

 

図 4. 経時的アポトシス細胞数変化：図 2

の FACS 解析の PI negative、Annexin 

V-FITC positive の値をプロットした。
KD(+)：ダブルノックダウン誘導細胞。
KD(-)：非誘導細胞。 

 



 

 

 

図 5. エンドサイトシス解析 

ダブルノックダウン誘導 7 日後の細胞
（KD(+)）と非誘導細胞（KD(-)）に、2 時間 

Lucifer Yellow を取り込ませ、細胞を回収し、
細胞内に取り込まれた Lucifer Yellow を 

532nm の蛍光で検出した。 

 

以上により、ダブルノックダウン誘導によ
る表現型の中で、細胞伸張はアポトシス、「動
き」減少に先んじて観察されることが明らか
になった。さらにダブルノックダウン誘導細
胞における細胞伸張の少なくとも一部の原
因は fluid phase エンドサイトシスの亢進に
よることが示された。従って、両分子の機能
にエンドサイトシスの抑制(制御)があること
が明らかになった。 

 

(2) TbUNC119 分子の細胞内局在解析を行う
ために、大腸菌でリコンビナント TbUNC119

分子を発現、精製した。リコンビナント分子
を用いてポリクロナール抗体を作製し、この
抗体でアフリカトリパノソーマ原虫の細胞
局在解析を行ったところ、TbUNC119 分子は
昆虫型原虫では鞭毛で特異的に発現するの
に対し、血流型では主として鞭毛で発現する
が、細胞質並びに kinetoplast (flagella 

pocket)周辺でも発現していることが明らか
になった（図 6）。さらに抗 TbUNC119 分子
抗体は血流型培養原虫の増殖を濃度依存的
に阻害することが明らかになった。Flagella 

pocket はトリパノソーマ原虫において唯一
エンドサイトシスが行われる部位である。ま
た(1)の結果より TbUNC119 分子がエンドサ
イトシスと関連することが示された。従って
TbUNC119 分子が抗体によりマスクされた
結果、エンドサイトシス異常が生じ細胞死に
つながった可能性が示唆された。今後、血流
型原虫の TbUNC119 分子をノックダウンす
ることにより TbUNC119 分子の血流型原虫
での機能解析をより詳細に行う予定である。 

次に、TbUNC119 分子の血流型原虫の増殖に
対する影響を明らかにするために、上記の
TbUNC119 分子に対するポリクロナール抗
体を培養液中に濃度を振って添加したとこ

ろ、他分子に対するコントロール抗体の場合
と異なり、濃度依存的にアフリカトリパノソ
ーマ血流型原虫の増殖が阻害された（図 7）。
また、FACS 解析の結果、この際にアポトシ
スが誘導されていると推察された。 

 

 

 

 

図 7. 抗 TbUNC119 ポリクロナール抗
体の血流型原虫の増殖に与える影響 

 抗TbUNC119ポリクロナール抗体を
1mg/ml から 500μg/ml、250μg/ml、
125μg/ml、60μg/ml、30μg/ml、15μg/ml

まで振り、Alamor blue assay により増
殖解析を行った。コントロール抗体を用
いて同様の解析を行った。その結果、
15μg/ml でもコントロール抗体に比べ
て増殖の有意な低下が観察された。 

図 6. TbUNC119 遺伝子の細胞局在解析 

抗 TbUNC119 分子ポリクロナール抗体を
X 500 倍希釈、FITC-conjugated 抗 rabbit 

IgG 二次抗体を X 1000 倍希釈で用いて、
アフリカトリパノソーマ血流型原虫の抗体
染色を行った。DAPI 染色を同時に行った
結果、 DAPI の小さい方のシグナル
（kinetoplast）と UNC119 抗体のシグナ
ルが重なっているのが観察された。 



 

 

図 9.ノックダウン誘導 7 日後の形態観察 

TbUNC68遺伝子ノックダウン誘導 7日後に
細胞を回収し、固定、DAPI 染色を行い、蛍
光顕微鏡解析を行った。ノックダウン非誘導
細胞もコントロールとして同様に解析を行
った。 

 

(3) TbUNC119BP の TbUNC119 との相互作
用 部 位 200 ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る
DNA(TbUNC119BP(200))を pZJMベクター
に組み込み、強制発現を行った。RT-PCR の
結果、TbUNC119BP(200)の RNA レベルで
の発現は確認できたが、同時に行った、コン
トロールの蛍光タンパク質 EGFP の蛍光を
顕微鏡下で観察することができなかったた
め、翻訳されていないと推定され、タンパク
質発現システムの再検討を要することが明
らかになった。 

 

(4) TbUNC68のノックダウンが mRNAレベ
ルで起きていることを RT-PCR により確認
し、細胞増殖解析を行った。若干の増殖抑制
が観察されたので、形態変化とアポトシスの
詳細解析を行った。図 8 に示すように、ノッ
クダウン誘導 7日後のアフリカトリパノソー
マ原虫を用いて、アポトシス解析を行ったと
ころ、ノックダウン誘導細胞ではアポトシス
が 3.7％から 8.0％と増加していた。また、細
胞形態の解析を蛍光顕微鏡で行ったところ、
ノックダウン誘導細胞では細胞質がずんぐ
りした形態を示すものが多数見られた（図 9）。 
TbUNC68 分子は「動き」関連分子としてリ
ストアップされた 88 遺伝子の一つで、
ryanodine receptor のオルソログである。
ryanodine receptor は動物細胞において筋細
胞や神経細胞などの興奮性の動物組織細胞
でカルシウムチャンネルとして機能するこ
とが知られているが、単細胞生物であるアフ
リカトリパノソーマ原虫における機能は不
明であり、「動き」との関係が示されたのは
今回の解析が初めてである。 
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図 8. TbUNC68 遺伝子ノックダウン誘導細
胞のアポトシス解析 

TbUNC68 遺伝子ノックダウン誘導 7 日後
に細胞を回収し、PI、Annexin V-FITC 染
色を行い、FACS 解析を行った。ノックダ
ウン非誘導細胞もコントロールとして同様
に解析を行った 
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