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研究成果の概要（和文）：P-body(PB)は細胞質に存在するRNA顆粒（mRNA-蛋白質複合体）のひとつで、mRNA分解
などの翻訳制御機能をもつ。寄生原虫Trypanosoma cruzi（T. cruzi）感染の初期に形成されるPBの宿主mRNA代
謝制御における役割を明らかにするため、PB形成能欠損細胞を作成し、トランスクリプトーム解析を行った。そ
の結果、PB欠損細胞では原虫感染による炎症性サイトカインの発現や自然免疫関連シグナル経路の活性化が野生
型細胞と比較して亢進していた。本研究の成果は、原虫がPB形成促進により宿主の自然免疫応答を負に制御して
感染を成立させている可能性を示したものである。

研究成果の概要（英文）：P-bodies (PBs) are cytoplasmic messenger ribonucleoprotein (mRNP) granules 
mainly composed of mRNAs and proteins involved in translation repression and mRNA decay. To 
elucidate the role of PBs, which are formed in the early stages of infection with a protozoan 
parasite Trypanosoma cruzi (T. cruzi), in regulating host mRNA metabolism, we analyzed the impact of
 PB depletion on host transcriptome during T. cruzi infection. The results indicated that the 
expression of inflammatory cytokines and activation of innate immune-related signaling pathways were
 enhanced in PB-defective cells compared to wild-type cells. Our results show for the first time 
that T. cruzi may establish infection by negatively regulating the host innate immune response 
through the promotion of PB assembly.

研究分野： 微生物学

キーワード： 感染応答　RNA顆粒　P－body　Trypanosoma cruzi　

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
病原体が感染した細胞では、迅速かつダイナミックなmRNA 代謝調節により感染応答が惹起されると考えられる
が、その制御機構については不明な点が多い。本研究により、原虫感染時に自然免疫応答に重要な複数の遺伝子
の発現がPB形成依存的に抑制されていることが明らかとなった。このように、原虫が宿主の感染応答をPBによる
遺伝子発現調節を利用して回避していることを示唆する報告はこれまでになく、mRNA代謝調節を介した宿主病原
体相互作用について理解を深める一助となった。また、同定されたターゲット遺伝子のPBによる発現調節機構の
さらなる解明により、その知見を基盤とした治療薬開発への応用につながることも期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
Processing body (P-body,PB)は細胞質での相分離により形成される RNA 顆粒（mRNA-蛋白質複

合体）のひとつである。PB は定常状態の細胞にも存在するが、熱・UV・酸化ストレスなどの環境

ストレス刺激でさらに形成誘導される。ストレス時にはポリソームを離れた mRNA が翻訳抑制や

mRNA 分解機能をもつ RNA 結合蛋白質（RBP）とともに PB に取り込まれ、一時的な貯蔵や分解を

受けることが知られている。近年、主に国外における PB トランスクリプトーム解析により、環

境ストレス時特異的に PB に局在してくる mRNA が同定されつつある。 

環境ストレスのみならず、様々なウイルス感染の早期においても PB ダイナミクスに変化が起

こることが多数報告されてきた。このことは PB が感染応答時の細胞質における RNA 代謝に何ら

かの役割を担っていることを示唆している。しかしながら、ウイルスは増殖のために宿主の翻訳

システムを必要とするため、ウイルス感染で形成される PB がウイルスと宿主どちらの遺伝子の

翻訳調節により利用されているのかを明確にすることは困難であると考えられる。 

そこで、感染応答時の mRNA 代謝における PB の役割について宿主側に焦点を絞って解析するた

めに、偏性細胞内寄生原虫である Trypanosoma cruzi (T.cruzi)をモデル生物として用いること

にした。ウイルスとは異なり、寄生虫は宿主の翻訳システムを利用せずに増殖する。また T.cruzi

は他の寄生原虫とは異なりエンドサイトーシスによって細胞に侵入したのち宿主由来の膜構造

を破壊して細胞質内に寄生・増殖する。それ故に、異物識別排除システムである自然免疫応答時

の宿主 mRNA 代謝を解析するうえで T.cruzi 感染が有用なモデルであると考えた。これまでの研

究で、T.cruzi 感染の早期に宿主 PB の形成が顕著に誘導されることを見出したことから、感染

応答に重要な宿主遺伝子のトリアージに PB が重要な役割を担っていると予想している。病原体

の感染が起きた細胞では、感染応答の惹起や細胞の恒常性維持のために迅速かつ的確な翻訳制

御が行われる必要があるが、その制御機構については不明な点が多い。本研究により、T.cruzi

感染時に PB により制御を受ける宿主ターゲット遺伝子やパスウェイを同定できれば、感染炎症

制御の基盤技術の開発に極めて有用な知見を提供できると考えらえる。 

 
２．研究の目的 

本研究の目的は、T.cruzi 感染モデルを用いて、感染応答初期の迅速かつダイナミックな宿主

mRNA 代謝制御における PB の役割を明らかにすることである。そのために、1) PB ノックアウト

が T.cruzi 感染時のトランスクリプトーム変化にどのような影響を与えるか。2) T.cruzi 感染

時特異的に PB にリクルートされる mRNA は何か。という設問に対して回答を得るための実験を

行った。 

 

３．研究の方法 

(1) PB 形成能欠損（EDC4KO）細胞の作製 

ヒト繊維肉腫細胞株 HT1080 において、PB 形成に必須な蛋白質である EDC4 (enhancer of mRNA 

decapping 4)をコードする遺伝子を CRISPR-Cas9 システムを用いてノックアウトし、PB 形成能

欠損（EDC4KO）細胞を作製した。樹立した細胞クローンにおける EDC4 および他の PB マーカー蛋

白質の発現をウェスタンブロット法により、また局在を免疫染色法により調べた。PB 形成誘導

のポジティブコントロールとして、酸化ストレス誘導剤（Ars; sodium arsenite）で刺激した細

胞を用いた。 

 



(2) T. cruzi 感染 EDC4KO細胞のトランスクリプトーム解析 

（1）で作製した EDC4KO 細胞と野生型（WT）細胞に T. cruzi を感染させ、感染 0, 3, 24 時間後

の細胞から total RNA を抽出した。得られた各 RNA から RNA-seq 用ライブラリを作製し、次世

代シーケンサーを用いたトランスクリプトーム解析を行った。また、解析で得られた発現変動遺

伝子（DEGs; differentially expressed genes）リストから ingenuity pathway analysis (IPA)

を用いたパスウェイ解析を行った。これらの解析結果の検証には定量 PCR および ELISA を用い

た。 

 

(3) 同定した PB ターゲット遺伝子の EDC4KOおよびレスキュー細胞における発現解析 

EDC4KO 細胞に GFP のみ、GFP タグ付野生型 EDC4 もしくは PB 形成に必須の領域を欠いた変異型

EDC4 をレスキューし、安定発現細胞クローン（以下 +emp, +EDC4, +mtEDC4 と記載）を樹立し

た。樹立した細胞クローンにおける GFP タグ付 EDC4 の発現を、抗 GFP 抗体を用いたウェスタン

ブロット法により調べた。また、PB 形成能を PB マーカー蛋白質との共染色により確認した。続

いて T. cruzi 感染各クローンにおける炎症性サイトカインの発現量を定量 PCR および ELISA に

より調べた。 

 

(4) T. cruzi 感染時特異的に PB にリクルートされるｍRNA の同定 

HT1080 細胞に T. cruzi を感染させ、非感染および感染後 24 時間の細胞ライセートから、RNA

顆粒遠心分画法により PB 分画を行った。ウェスタンブロット法により分画前と分画後のサンプ

ルにおける PB マーカー蛋白質の発現を調べた。 

 

４．研究成果 

(1) PB 形成能欠損細胞（EDC4KO）の作製 

樹立した EDC4KO 細胞クローンでは EDC4 蛋白質の発現が完全に欠失していた一方で、他の PB

マーカー蛋白質の発現量は WT 細胞と比較して同等であることをウェスタンブロット法により確

認した。また、WT 細胞では Ars 刺激により PB の形成が誘導されたが、EDC4KO細胞では刺激前と

刺激後の両方において PB 顆粒構造は観察されなかった。このことから、EDC4KO 細胞では PB 形

成能が損なわれていることを確認できた。 

 

(2) T. cruzi 感染 EDC4KO細胞のトランスクリプトーム解析 

EDC4KO細胞では WT 細胞と比較して T. cruzi 感染により惹起される炎症性サイトカインなど自

然免疫応答関連遺伝子の発現量が上昇していた。また DEGs を用いたパスウェイ解析の結果から

も、EDC4KO細胞で複数の自然免疫関連シグナル経路の活性化が亢進していることがわかった。さ

らに、PB による発現抑制のターゲットとして同定された自然免疫関連遺伝子群について、WT 細

胞と比較して EDC4KO細胞で mRNA と蛋白質レベルの両方で発現量が上昇していることを定量 PCR

および ELISA により確認した。 

 

(3) 同定した PB ターゲット遺伝子の EDC4KOおよびレスキュー細胞における発現解析 

+EDC4および+mtEDC4細胞で目的のサイズのGFPタグ付EDC4蛋白質が発現していることをウェ

スタンブロット法により確認した。+EDC4 細胞では PB の形成がレスキューされ、炎症性サイト

カイン遺伝子の発現量が+emp 細胞と比較して抑制されていた。一方、+mtEDC4 細胞では PB 形成

はレスキューされず、炎症性サイトカイン遺伝子の発現抑制もおきなかった。これらの結果から、



T. cruzi感染による炎症性サイトカイン産生がPB形成依存的に抑制されていることを明らかに

した。 

 

(4) T. cruzi 感染時特異的に PB にリクルートされるｍRNA の同定 

ウェスタンブロット法により EDC4,4E-T,Lsm14A といった PB 形成に必須のマーカー蛋白質が

PB 画分に濃縮されてくることを確認した。また、その画分から RNA-seq 用ライブラリ作製に適

した純度の RNA を得られることも確認できた。今後はこの RNA から作製したライブラリのシー

ケンス解析により、感染時特異的な PB ターゲット遺伝子を同定していく予定である。また、得

られたデータの正確性についてさらなる検討を行うために、（3）で樹立した EDC4KO細胞への EDC4

レスキュー細胞を対象とした免疫沈降法による PB 分画も行い、各細胞の IP 画分に濃縮されて

くるトランスクリプトームの比較解析も行っていく。 
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