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研究成果の概要（和文）：　「顧みられない熱帯病」の一つであるシャーガス病は、病因原虫のクルーズトリパ
ノソーマを昆虫ベクターが媒介することによりヒトに感染する。中南米を中心に年間1万2000人ほどが死亡して
いる。現行の治療薬は強い副作用を伴い、慢性期の患者には効かないため、新たな薬剤の開発が強く求められて
いる。
　本研究では、クルーズトリパノソーマの創薬標的の探索を行った。CRISPR/Cas9システムを利用して標的候補
を複数ノックアウトし、クルーズトリパノソーマの必須遺伝子を特定した。更に遺伝子産物を大腸菌で大量発現
し、創薬に繋がる次のステップとなる阻害剤のスクリーニングや結晶構造解析へと繋げることができた。

研究成果の概要（英文）：  Chagas' disease, one of "Neglected Tropical Diseases," is caused by a 
pathogenic protozoa called Trypanosoma cruzi via insect transmission. About 12,000 people die 
annually due to this disease, mainly in Latin America. Development of a new drug is a pressing 
matter, since current drugs are accompanied by serious side effects and are not effective for 
patients in the chronic phase.
  In this study, we searched for a drug target against Trypanosoma cruzi. We knocked out several 
candidate target genes using CRISPR/Cas9 system, and identified essential genes for the parasite 
survival. We also cloned the gene for protein overexpression in bacteria, and started inhibitor 
screening and crystal structure analysis, which are the next step leading to drug development.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
 「顧みられない熱帯病」の一つであるシャ

ーガス病は、病因原虫のクルーズトリパノソ

ーマを昆虫ベクターが媒介することにより

ヒトに感染する（Fig 1）。罹患者の 3 人に 1
人はその後数年から数十年にわたる潜伏期

間を経て慢性期症状を発症し、心臓合併症な

どにより突然死に至る。これにより中南米で

は年間 12,500 人が亡くなっている[1]。 

 シャーガス病の治療薬としては主に二種

類の薬剤が知られているが、いずれの薬も数

ヶ月の投与期間を要し４割の患者で強い副

作用が発生する[2]。しかし他に良い選択肢が

ないために長年使い続けられてきた。しかも

これらの薬剤は、慢性期の患者では 5 割程度

でしか改善がみられず、完治するケースは 2
割に留まる[3]。このため、副作用が少なく慢

性期症状にも対応できる新たな薬剤の開発

が強く求められている。 
 クルーズトリパノソーマは代表的なモデ

ル生物とは異なる細胞機構をもっているた

め、遺伝学的なツールに乏しい。このため創

薬標的となる必須遺伝子の探索をするのは

難しかった。しかし近年、CRISPR/Cas9 の

技術を利用した遺伝子改変がクルーズトリ

パノソーマにおいても有効であることが示

され[4,5]、この原虫における研究手法の多様

化への可能性が大いに開かれた。とはいえ、

新規な手法であるためにスタンダードプロ

トコルは確立されておらず、それぞれの研究

室で独自に手法を模索しているのが現状で

ある。 

 
２．研究の目的 
 
 上記の背景を踏まえ、シャーガス病の病因

原虫クルーズトリパノソーマにおいて将来

の創薬に繋がるような創薬標的遺伝子の探

索 を 行 う の が 本 研 究 の 目 的 で あ る 。

CRISPR/Cas9 システムを取り入れることに

より、近縁の原虫で必須とされる遺伝子がク

ルーズトリパノソーマにおいても創薬標的

となり得るかを検証することが一つ目の目

標である。更に、特定された必須遺伝子の大

量発現に向けてクローニングを行い、その後

の結晶構造解析や阻害剤のスクリーニング

などの創薬ステップへと繋げてゆくことが

二つ目の目標である。 
 
３．研究の方法 
 
（１）CRISPR/Cas9 システムによるノック

アウトを効率的かつ安定的に行うことがで

きるよう、遺伝子組換え原虫株や guide RNA
（gRNA）の導入条件などを検討し、手法の

ルーチン化を図る。 
 
（２）近縁のブルーストリパノソーマから得

られた知見をもとに必須遺伝子候補をノッ

クアウトし、創薬標的となり得るクルーズト

リパノソーマの遺伝子を特定する。 
 
（３）バクテリアで標的タンパク質を発現、

精製し、結晶化に足る収量を得られるか、ま

た阻害剤のスクリーニングを行えるような

酵素活性があるかを確認する。 
 

４．研究成果 

 

（１）CRISPR/Cas9 によるノックアウト 

 

 エレクトロポレーション条件や gRNA 量の

検討などにより、GFP をコントロールターゲ

ットとした実験において常に 95％ほどのノ

ックアウト効率を高い生存率で達成できる 

Fig 1. クルーズトリパノソーマの生活環。本研究

では昆虫ベクター内の増殖ステージである「エピ

マスティゴート」を使用する。 



ようになった（Fig 2）。これにより、クルー

ズトリパノソーマにおける CRISPR/Cas9 ノ

ックアウトのルーチン化に成功したと言え

る。 

 

（２）必須遺伝子の選定 

 

 クルーズトリパノソーマとは違い RNAi が

機能する近縁の原虫ブルーストリパノソー

マでは、必須遺伝子に関する数多くの報告が

ある。その中から、全ての感染ステージにお

いて原虫に必須であると推定される遺伝子

を創薬標的候補として選定し、クルーズトリ

パノソーマのホモログ遺伝子をエピマステ

ィゴートステージの原虫でノックアウトし

た。 

 

 ターゲット遺伝子（未発表のため Gene-1

から 4 と呼称する）に対する gRNA を導入す

ると、全てのケースにおいて原虫の成長が阻

害された（Fig 3）。対して、クルーズトリパ

ノソーマのゲノム配列にホモロジーのない

コントロール gRNA は原虫の成長を阻害しな

かった。また、必須遺伝子に対する gRNA を

導入された原虫は細胞分裂に異常をきたし、

鞭毛の数異常や核の分裂異常、細胞肥大など、

奇形になる様子も観察された（Fig 4）。 

 これにより、ブルーストリパノソーマの必

須遺伝子がクルーズトリパノソーマにおい

ても必須であることの検証に成功した。 

 

 

（３）阻害剤の特定に向けて 

 

 上記 4 つの創薬標的候補から、バクテリア

における組換えタンパク質の発現の容易さ

と、酵素アッセイが比較的手軽にできること

を踏まえ、標的遺伝子 Gene-1 について化合

物スクリーニングを行った。使用したライブ

ラリのうち、Thermal Shift Assay において

21 の化合物で標的タンパク質との相互作用

が確認できた。更にそのうち 10 の化合物で

は酵素の活性阻害効果が確認できた。 

 今後は、結晶構造解析の専門家と協力しな

がら、この中で特に阻害効果が強かった化合

物について酵素との共結晶構造を解析する

予定である。阻害のメカニズムが明らかにな

れば、将来的には更に相互作用の強い化合物

へと合成展開ができると期待される。 

 

Fig 2. GFP をモデルターゲットにしたノックアウト

実験。CRISPR/Cas9発動後1日目の顕微鏡画像を比較。 

Fig 4. 遺伝子 Gene-1 ノックアウト後の原虫の形状

変化。gRNA導入後 2日後の顕微鏡画像を比較。 

Fig 3. 各遺伝子に対する gRNA を導入した後の原

虫細胞数の推移。 
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