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研究成果の概要（和文）：クルーズトリパノソーマが引き起こすシャーガス病は、感染を維持しながら長い無症
状期（数年-数十年）を経て慢性期へと移行し最終的に患者を死に至らしめる。しかしながら、なぜ長期間排除
されずに感染し続けるのかは全くわかっていない。申請者らは、レクチンの一種コンカナバリンA（ConA）が原
虫の代謝活性および分裂能を著しく低下させ、「嚢子（シスト）」に類似した形態を誘導することを明らかにし
た。また、ConAが微小管タンパク質チューブリンや、原虫特異的なシステインプロテアーゼの一種、クルジパイ
ンと結合することによってシスト形成が誘導されることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The flagellate protist, Trypanosoma cruzi, is a causative agent of Chagas 
disease. Here we demonstrate “a cyst-like form” of T. cruzi induced by treatment with concanavalin
 A (ConA). In the presence of ConA, the parasites became swollen along with enlargement of vacuole 
and the cellular organelles, like nuclei, mitochondria, and flagella, multiplied synchronously 
within the cyst wall. Finally, newly formed, motile organisms budded inside the cavity. 
Immunohistochemical and mass spectrometric analysis suggested the potential target of ConA is 
tubulin, a component of microtubule, and T. cruzi-specific cystein protease, cruzipain. Our data 
highlight its morphological flexibility of T. cruzi and provide hints on how the parasites persist 
in the course of chronic Chagas disease.

研究分野：寄生虫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
シャーガス病の治療において、急性期では著効を示すベンズニダゾールやニフルチモックスといった治療薬は慢
性期では効果が低い。この事実は、急性期と慢性期でクルーズトリパノソーマの性質そのものが異なっているこ
とを強く示唆し、抗結核薬が分裂休止菌に対しては効果がないことと極めて類似している。本研究によって、代
謝活性および分裂能が著しく低下したクルーズトリパノソーマを誘導できることが明らかとなった。これは、シ
ャーガス病の慢性期における病像を理解する上で極めて重要な発見である。
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１．研究開始当初の背景 
 シャーガス病は慢性化が特徴であり、数年〜数十年にわたる無症状期間を経て、感染者のお
よそ 30〜40％で心筋症、巨大結腸・巨大食道を発症し、突然死や QOL の重大な低下を引き起
こす。また、無症状感染者や慢性期患者は血清学的検査では陽性であり、これは病原原虫クルー
ズトリパノソーマの持続感染を意味する。しかし、なぜ原虫が感染し続けるのかを説明するこ
とは容易ではない。なぜなら、原虫が増殖（活動）し続けるということは免疫系に捕捉されて
完全に排除されるか、宿主を死に至らしめるかの、どちらかになるからである。事実、長期感
染を起こす他の組織寄生性の病原体は必ず休眠ステージを持つ。例えば、結核菌では分裂休止
菌が、トキソプラズマでは原虫自身の膜に包まれた「シスト」が、それに該当する。つまり、
クルーズトリパノソーマの巧みな細胞侵入機構や免疫回避機構が次第に明らかになりつつある
現在も、これが長期間排除されない理由は未解決のままとなっている（Cell Microbiol 14, 2012）。 
 
２．研究の目的 
 今から 50 年前、Iralu は尿素分解酵素ウレアーゼを培養液に添加
することによってクルーズトリパノソーマ昆虫型からシスト様構造
を誘導できると報告したが（Nature 204, 1964）、続く報告はなかっ
た。申請者らはこの先駆研究に着目して再現に取り組み、ウレアー
ゼではなくこれに混入していたレクチンの一種コンカナバリン A
（Con A）がシストを誘導すること（図１）、原虫は分裂を止めた
状態で数週間生存し、かつ哺乳類細胞への感染性を持つことを見い
だした（投稿準備中）。本研究ではこれを休眠型のシスト（嚢子）
と位置づけ、その内部構造、代謝基盤、誘導因子等を種々の解析を
用いて明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
3.1．Trypanosoma cruzi 
 Trypanosoma cruzi Tulahuen株および赤色蛍光タンパクDsRedを恒常的に発現する同株にの上鞭
毛期型（epimastigotes）は、ATCC 1029 LIT medium（LIT培地）を用いて26℃で継代培養した。
T. cruzi Tulahuen株の哺乳類型については、マウス由来SWISS-3T3 albino細胞との共培養下で、
10％ウシ胎児血清（FBS）を含むMEM培地（MEM/10% FBS）を用いて37℃で継代培養した。 
 
3.2．シスト誘導 
 2×106/ml の T. cruzi 上鞭毛期型を、コンカナバリン A（ConA、富士フィルム和光純薬）、1% 
ウシ胎児血清（FBS）、10 µg/ml hemin を含む trypticase soy broth（日本ベクトン・ディッキン
ソン）培地（以下 TSB 培地）で、26℃で培養した。 
 
3.3．プロテオーム解析 
 2×106/ml の T. cruzi 上鞭毛期型を 5 µg/mL ConA を含む TSB 培地で 6 日間培養し、細胞を回収
した。細胞を破砕して粗抽出液を調製し、トリプシン消化後、LC-MS を用いた定量的プロテオー
ム解析を実施した。 
 
3.4．免疫蛍光染色 
 T. cruzi上鞭毛期型をビオチン標識ConA（5 µg/ml）を含むTSB培地中で1時間反応させた。原虫
を4％パラホルムアルデヒドで固定後、1％ Triton X-10０処理を行ない、10％ウシ胎児血清（FBS）
/PBSを用いてブロッキングを行なった。ConAの検出には、AlexaFluor488標識ストレプトアビジン
を用いた。チューブリンの検出には、一次抗体としてマウスモノクローナル抗β-チューブリン抗
体（富士フィルム和光純薬）を、二次抗体としてAlexaFluor568標識抗マウス抗体を用いた。ク
ルジパインの検出には、一次抗体として組換えクルジパインを用いて得られたマウス抗血清を用
い、二次抗体にはAlexaFluor568標識抗マウス抗体を用いた。また、鞭毛の染色にはトリパノソー
マ類の特異的鞭毛タンパクPFR1に対するウサギ抗血清を用い、核の染色にはHoechst33342を用
いた。封入後、蛍光顕微鏡（Axio Imager 2、カールツァイス）を用いて観察した。 
 
４．研究成果 
4.1．ConA によるシスト形成の誘導 
 先行研究では、T. cruzi上鞭毛期型をタチナタマメ（Jack bean）由来ウレアーゼで処理すること
によって、シストが形成されると報告されている（Iralu V, Nature 204:486, 1964）。一方これま
での研究から、実際にシストを誘導する成分はレクチンの一種コンカナバリンA（ConA）であ
ることが明らかとなっている。ウレアーゼおよびConAはどちらもタチナタマメ（Jack bean）よ
り精製されたタンパクであり、ウレアーゼ標品に混入していたConAがシスト形成を誘導した可
能性が強く示唆されている。シスト形成の誘導におけるレクチンの特異性については、ConAは

図１．クルーズトリパノソーマシスト． 



α-D-マンノースおよびα-D-グルコースに特異的に結合する。これまで市販のレクチン14種を用い
てシスト形成の誘導を解析したところ、ConAのみがシスト形成を誘導しうる。ConAで特異的に
認識され、他のレクチンで認識されない糖鎖はα-D-マンノースのみであった。したがって、α-D-
マンノースを介したシグナリングがシスト形成に重要であることが示唆されている。 
 本研究では、最初にシスト形成を誘導する ConA 最小濃度について検討した。1〜5 µg/ml の
ConA を含む TSB 培地中で T. cruzi 上鞭毛期型を培養したところ、3 µg/ml 以上の ConA の存在
下では 3 日間の培養で 90％以上の原虫がシストとなった。2 µg/ml の ConA の存在下では、4 日
間の培養で 90％以上の原虫がシストとなった。ConA が 1 µg/ml の濃度では、4 日間の培養で約
20％の原虫がシストに誘導されたものの、それ以降シスト形成は進行しなかった。そこで、以
後の実験については 5 µg/ml の ConA を含む TSB 培地を「シスト誘導培地」として用いた。 
 ConA は、メチル α-D-マンノピラノシドやメチル α-D-グルコピラノシドのような単糖グリコ
シド誘導体と特異的に結合し、これらの単糖グリコシド誘導体は ConA 親和性カラムに結合し
た糖タンパクの溶出にも用いられている。そこで、ConA が実際に原虫の糖鎖を認識してシス
ト形成を誘導しているのかを明らかにするため、メチル α-D-マンノピラノシド（富士フィルム
和光純薬）によるシスト形成に対する阻害効果について調べた。メチル α-D-マンノピラノシド
（0〜200 mM）の存在下で、5 µg/ml の ConA を含む TSB 培地中で T. cruzi 上鞭毛期型を 6 日間
培養したところ、50 mM 以下の濃度のメチル α-D-マンノピラノシド存在下ではほぼ 100％の原
虫がシストとなった。一方、100 mM では約 50％の原虫がシストとなったものの、200 mM で
はシスト化した原虫は 10％に満たなかった。以上の結果から、ConA は濃度依存的にシスト形
成を誘導することが明らかとなり、ConA は糖鎖を介してシスト形成を誘導することが示唆さ
れた。一方で、メチル α-D-マンノピラノシドによる結合阻害効果は必ずしも強くはなく、ConA
が原虫タンパク質に直接結合する可能性も残されている。 
 
4.2．ConA によって発現誘導／抑制されるタンパク質の探索 
 ConA に特異的に結合するタンパク質は、それを起点としてシスト形成を誘導すると考えら
れる。これまでの研究から、ConA-アガロースビーズ（J-オイルミルズ）を用いて ConA 結合タン
パク質を精製し、得られたタンパク質を LC/MS 装置（TripleTOF 5600、AB SCIEX）を用いて
解析した結果、ConA 結合タンパク質としてチューブリン（αおよび β）、および原虫特異的な
システインプロテアーゼであるクルジパインが同定されている。このうち、cruzipain について
はこれまでに ConA との結合性が示されており ConA を用いた cruzipain の精製方法が報告され
ている（Labriola C et al, Biol Res 26:101, 1993）。 
 一方、ConA との結合は認められないものの、ConA 刺激によって発現誘導／抑制されるタン
パク質はシスト形成において必要なタンパク質であると考えられる。そこで、ConA で刺激し
た原虫から粗抽出液を回収し、LTQ orbitrap XL ETD（Thermo Scientific）を用いて ConA 未刺激
の原虫とのタンパク発現の比較を行なった。その結果、刺激後 1 日目で発現量が 4 倍以上にな
るタンパク質としてグリセルアルデヒド-3-リン酸デヒドロゲナーゼ、伸長因子 1-β、および 2
種のシャペロンタンパク質（HSP70 および DnaK ホモログ）が、6 日目で発現量が 4 倍以上に
なるタンパク質として、上記タンパク質に加えてカルモジュリンおよびグルタミン酸デヒドロ
ゲナーゼ（NADP+依存性）が、それぞれ同定された。これらの結果は、ConA の刺激によって
タンパク質の翻訳調節系および代謝系が影響を受ける可能性を示しているが、一方でシスト形
成のマーカーとなるようなタンパク質は検出されなかった。 
 
4.3．ConA 結合分子の細胞内局在 
 これまでの研究から、ConA がチューブリンおよびクルジパインと結合することが示唆され
ている。クルジパインの細胞内局在性は多様であり、上鞭毛期型ではリソソーム関連オルガネ
ラの reservosome、無鞭毛期型（細胞内分裂型）では細胞膜内膜に局在し、錘鞭毛期型（感染型）
では細胞外に分泌されることが報告されている。一方、チューブリンは微小管の主要構成タン
パク質として主に鞭毛や紡錘糸に局在する。チューブリンについてはマンノース糖鎖の付加に
よる修飾はこれまで報告されておらず、ConA との結合様式については不明である。 
 本研究では、これら ConA との結合が示唆されたタンパク質と ConA との細胞内局在が一致
するかどうかを明らかにするため、免疫蛍光染色法を用いてこれらのタンパク質の局在を調べ
た。ConA のシグナルは、体表や細胞質には認められず、鞭毛の基部および flagellar pocket に特
異的に検出された。Flagellar pocket はトリパノソーマに特有の構造で、鞭毛基部から細胞外に
開口し、原虫の飲作用（pinocytosis）に関与する。以上から、ConA は細胞表面の受容体に結合
するのではなく、飲作用によって取り込まれた後に、細胞内の標的タンパク質に結合すること
が示唆された。 
 β-チューブリンのシグナルは、予想通り鞭毛基部から鞭毛全体に強く検出されたが、ConA の
シグナルとは完全には一致しなかった。一方、クルジパインは reservosome 構成タンパク質と
して上鞭毛期型の鞭毛の対極側の細胞質に局在することが報告されている（Cazzulo JJ, et al., 
Biol Chem 378: 1-10, 1997）。本研究においても同様に、クルジパインは細胞質に局在し、ConA
のそれとは一致しなかった。以上の結果は、ConA が細胞内に取り込まれた後に標的タンパク
質と相互作用し、シスト形成を誘導することを示唆している。 
 



4.4．統括 
 本研究によって、シスト形成の分子機構について新たな知見が得られた。なかでも重要なの
は、ConA が細胞内に取り込まれ、細胞内タンパク質と相互作用する可能性である。ConA が細
胞表面の受容体を介さない経路でシスト形成を誘導するならば、ConA の特異的結合阻害剤で
あるメチル α-D-マンノピラノシドが低濃度（< 100mM）ではシスト形成を阻害しない理由を説
明できる。 
 チューブリンがどのような機構で ConA と結合するのかについては現在までのところ不明で
ある。チューブリンの翻訳後修飾に関しては、アミノ酸付加やアセチル化が知られているが
（Hammond JW, et al., Curr Opin Cell Biol 20: 71–76, 2008）、糖鎖の修飾については報告がない。
ConA が細胞内に取り込まれた後にチューブリンと結合することを考慮すると、ConA が必ずし
も糖鎖を認識しているのではなく、タンパク質同士の相互作用で鞭毛タンパク質であるチュー
ブリンと結合し、細胞構造の再構築を誘導している可能性がある。 
 糖タンパク質であるクルジパインと ConA の結合性についてはこれまでも報告されているが、
細胞内に取り込まれた ConA が reservosome に移行し、そこでクルジパインと結合して機能を修
飾している可能性がある。シスト形成は細胞内の空胞化から始まることを考えると、クルジパ
インとの結合を引き金とする、reservosome を起点とした空胞化が想定できる。 
 本研究ではおもに上鞭毛期型におけるシスト形成について解析を行なったが、予備実験から
哺乳類細胞内増殖型（amastigote）についても一部シスト形成を誘導できる方法が樹立されつつ
ある。これは、シスト形成が原虫の哺乳類体内での持続感染に貢献している可能性を示唆する
ものであり、シャーガス病の慢性化機構を理解する上で重要である。今後は、シスト形成の分
子機構を明らかにするために、シスト内に形成される娘細胞の詳細な形態と生物学的性質、例
えば娘細胞が感染性を維持しているかなどの解析を進め、T. cruzi の生活環におけるシスト形成
の意義について明らかにする予定である。 
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