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研究成果の概要（和文）： Trypanosoma congolense のメタサイクリック型から血流型への分化

を試験管内で誘導し、経時的な蛋白質発現の変化を 2D-DIGE 法により解析した。その結果、6

時間分化誘導した場合、発現量が 1.5 倍以上増加したスポットが 16スポット、1.5 倍以上減少

したスポットが 9スポット検出された。また、12時間誘導した場合では、発現量が 2倍以上増

加したスポットが 14スポット、2倍以上減少したスポットが 78スポット検出された。 
 
研究成果の概要（英文）：The cell differentiation from metacyclic form to bloodstream form 
of Trypanosoma congolense was induced in vitro, and the alternation of protein expression 
during the differentiation was analyzed by 2D-DIGE. The results showed that expressions 
of 15 proteins were increased but those of 9 proteins were decreased more than one and 
a half times after 6-hour induction of the differentiation. Meanwhile, expressions of 
14 proteins were increased but those of 78 proteins were decreased more than twice after 
12-hour induction of the differentiation. 
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１．研究開始当初の背景 

(1)アフリカトリパノソーマ症 
アフリカトリパノソーマ症は、サハラ砂漠

以南の 37 のアフリカ諸国で蔓延する致死性
の吸血昆虫媒介性原虫感染症である。その致
死率は、適切な治療が施されなかった場合、
ほぼ 100%に達する。ヒトのアフリカトリパノ
ソーマ症（アフリカ睡眠病）では 6,000 万人

が感染の危機に曝されており、毎年5万人（50
万人ともいわれる）の死者が出ている。世界
保健機関(World Health Organization: WHO)
による試算によれば、2002 年におけるアフリ
カトリパノソーマ症の障害調整生存年数
(disability-adjusted life years: DALYs)
は約 150 万年にものぼる。一方、動物のアフ
リカトリパノソーマ症（ナガナ病）では年間
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300 万頭ものウシが死亡しており、その被害
額は直接的なものだけでも毎年1,000億円以
上にものぼる。このため、アフリカ諸国のヒ
トの健康維持と動物性蛋白質資源の生産性
の向上による経済発展のためには、アフリカ
トリパノソーマ症の制圧が急務とされてい
る。 

 

(2)アフリカトリパノソーマ症対策の現状 
アフリカトリパノソーマ原虫は、その生活

環の全体を通して宿主・ベクターの細胞外に
寄生する偏性細胞外寄生原虫である。したが
って常に宿主免疫に曝されることになるが、
現在に至るまで最も有効な疾病予防法であ
るワクチンは存在しない。これはアフリカト
リパノソーマ原虫の巧みな寄生戦略に起因
する。哺乳類血液中に寄生したアフリカトリ
パノソーマ原虫は、その細胞表面を密に覆う
主要細胞表面蛋白質 VSG (variant surface 
glycoprotein)の高頻度な抗原変異により宿
主免疫を回避する。原虫のゲノム中には抗原
性が異なる 1,000 以上の VSG遺伝子レパート
リーが存在するとされるため、哺乳類に寄生
する病原体の抗原を免疫する従来法のワク
チン開発は事実上不可能である。また、既存
の治療薬は、副作用が強いことに加え、薬剤
耐性原虫の出現が問題となっており、その予
防的な使用は推奨されない。このため、現在
は専らベクターであるツエツエバエの駆除
などによる対策が取られているが、効率的と
は言い難く、アフリカトリパノソーマ症の制
圧は困難を極めている。 

 

(3)新たな標的の探索 

以上のような状況から、アフリカトリパノ
ソーマ症に対する新たなコンセプトの予防
法開発が求められている。一般に寄生虫病の
制圧には、その生活環を分断することが有効
であり、アフリカトリパノソーマ原虫につい
ても、例外ではないはずである。そこで現在、
原虫が媒介されるために必須なツエツエバ
エとの相互作用に関する研究や、発育ステー
ジ間の分化の分子メカニズムに関する研究
が活発に行われている。中でもツエツエバエ
体内型ステージであるメタサイクリック型
から宿主体内型ステージである血流型への
細胞分化は、特に有望な標的の一つと考えら
れている。メタサイクリック型は、その細胞
周期が G0 期で停止している非増殖性のステ
ージであり、宿主感染時に血流型に分化しな
ければ増殖できない。したがって、このメタ
サイクリック型から血流型への細胞分化を
阻止することができれば、仮に宿主が原虫に
感染したとしても、アフリカトリパノソーマ
症を発症することはないと考えられる。しか
しながら、この細胞分化の分子メカニズムは、
関係する原虫蛋白質を含めて完全に未解明

である。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、動物のアフリカトリパノ
ソーマ症の主要病原体である Trypanosoma 
congolense のメタサイクリック型から血流
型への細胞分化の分子メカニズムを解明す
ることである。T. congolense には、試験管
内で全発育ステージ原虫の培養と、各ステー
ジ間の細胞分化の再現が可能という、他のア
フリカトリパノソーマ原虫種にはない研究
遂行上の利点がある。本研究は、この培養系
を用いたプロテオーム解析により、メタサイ
クリック型から血流型への細胞分化に関係
する原虫蛋白質の同定を目的とし、分化途中
における原虫蛋白質の発現の変化を比較解
析した。 

 

３．研究の方法 

(1)ツエツエバエ体内型虫体の培養 
 T. congolense の生活環の内（図 1）、ツエ
ツエバエ体内型ステージであるプロサイク
リック型をツエツエバエ体内ステージ培養
用の培地である TVM-1 を用いて27OC、大気条
件下で培養することで、エピマスティゴート
型への分化を誘導した。エピマスティゴート
型が培養フラスコのプラスチック底面に強
力に接着しながら安定に増殖することを確
認した後に、この培養上清中に出現するメタ
サイクリック型を、エピマスティゴート型と
の細胞表面の荷電の違いを利用して、陰イオ
ン交換カラム(DE52)を用いて分離した。 

図 1 アフリカトリパノソーマ原虫の生活環
と寄生部位、ならびに各発育ステージの特徴
を示した模式図 
 
(2)分化誘導 
 分離したメタサイクリック型を、過去の報
告に従い、ヤギ血清を加えて調製した血流型
培養用培地(HMI-9)に懸濁し、33oC、5% 二酸
化炭素条件下で培養することで血流型への
分化を誘導した。その際、分化誘導下のメタ
サイクリック型の挙動を経時的に光学顕微



 

 

鏡で観察した。 
 
(3)蛋白質発現解析 

分化誘導をしていないメタサイクリック
型と、6時間および12時間分化誘導したメタ
サイクリック型虫体から総蛋白質を抽出し
た。その後、二次元電気泳動法をベースにし
た網羅的な蛋白質発現量の比較解析手法で
ある 2D-DIGE (2 Dimensional Fluorescence 
Differential Gel Electrophoresis)法を用
いて、分化誘導していないメタサイクリック
型と、6時間および12時間誘導したサンプル
をそれぞれ比較した。具体的には各サンプル
から Sample Grinding Kit (GE ヘルスケア)
を用いて総蛋白質を抽出し、分化誘導してい
ない細胞由来のサンプルを Cy5 で、6または
12時間分化誘導したサンプルをCy3で蛍光標
識した。その後、分化誘導していないサンプ
ルと 6時間誘導したサンプル、または12時
間誘導したサンプルをそれぞれ等量ずつ混
合して二次元電気泳動法で展開した。泳動後
のゲル画像を蛍光イメージアナライザーで
ある Typhoon 9400 (GE ヘルスケア)を用いて
取り込み、DeCyder 2D Version 7.0 (GE ヘル
スケア)を用いて定量比較解析を行うととも
に、同定対象として切り出すスポットを指定
してピックリストを作成した。スポットの切
り出しには SyproRuby 染色(GEヘルスケア)
したゲルを用いた。 

 
４．研究成果 

これまで、メタサイクリック型を血流型培
養条件下に置くことで、約 24 時間後には増
殖する血流型が出現することが報告されて
いた。しかしながら、分化途中における細胞
の挙動と蛋白質発現の変化を解析した報告
はない。そこで本研究を遂行するにあたって、
まず分化誘導中の原虫細胞の観察と培養条
件の検討から開始した。その結果、分化誘導
開始後8時間までには血流型の特徴の一つで
ある接着性をもった細胞が観察された。また、
ヤギ血清は一般的な市販品を用いており、ロ
ットの違いが分化に与える影響は認められ
なかった。しかしながら、一般的な細胞の培
養に用いられるウシ胎児血清を用いた場合
や、培養温度を37oC にして分化誘導を行った
場合は、メタサイクリック型から血流型への
細胞分化は誘導できなかった。このことから、
試験管内における分化誘導には培地に加え
る血清の由来動物と培養温度が重要である
ことが示唆された。なお、分化した血流型は
その後も活発に分裂を続けた。 
 この結果を基にして、本研究では 6時間と
12 時間分化誘導した原虫細胞から総蛋白質
を抽出し、それぞれ分化誘導していないメタ
サイクリック型と2D-DIGE法による蛋白質発
現の比較解析を実施した。その結果、6 時間

分化誘導した場合、発現量が 1.5 倍以上増加
した蛋白質のスポットが 16スポット、1.5 倍
以上減少した蛋白質のスポットが9スポット
検出された（図 2）。また、12 時間誘導した
場合では、発現量が 2倍以上増加した蛋白質
のスポットが 14スポット、2倍以上減少した
蛋白質のスポットが 78 スポット検出された
（図 3）。これは、長時間分化誘導したサンプ
ル中で発現が変動した蛋白質が増加すると
いう予想通りの結果であり、原虫の分化が経
時的かつダイナミックに進行していること
を示唆している。また、発現量に差が認めら
れた蛋白質の中に、分化に関わる原虫蛋白質
が含まれている可能性が高いと考えられる。 
 

 
図 2 2D-DIGEの結果（分化誘導 6時間） 
Cy5 (赤)と Cy3 (緑)で標識されたスポットの
容積比を基に各蛋白質の発現量の差を解析
した。 
 

図 3 2D-DIGEの結果（分化誘導 12時間） 
Cy5 (赤)と Cy3 (緑)で標識されたスポットの
容積比を基に各蛋白質の発現量の差を解析
した。 
 



 

 

今後は、本研究で発現量の変化が認められ
た蛋白質を質量分析法（ペプチドマスフィン
ガープリンティング）により同定し、そのア
ミノ酸配列から予想される機能ごとに分類
する。このうち、リン酸化等のシグナル伝達
に関係することが予想される蛋白質を優先
的に、その生物機能を阻害剤や RNA 干渉法な
どの逆遺伝学的研究手法を用いて解明して
いく予定である。機能阻害や発現ノックダウ
ンによりメタサイクリック型から血流型へ
の細胞分化が阻害または促進されれば、分化
に関係する原虫蛋白質を同定することがで
き、ひいては分化の分子メカニズムの解明に
つながることが期待される。 

T. congolense の全発育ステージを試験管
内で培養する技術は 1980 年代から 1990 年代
初頭にかけて確立されたが、本原虫がヒトへ
の感染性をもたないことなどから、現在の分
子生物学の発展を待たずに失われてしまっ
た。しかしながら、アフリカトリパノソーマ
症に対するワクチン開発の試みが失敗に終
わり、ツエツエバエ体内ステージが注目され
るようになるとともに、その有用性が再認識
されるようになってきた。そして現在では、
ゲノムプロジェクトに加えて、研究代表者も
参画して実施したトランスクリプトーム解
析により、EST (expression sequence tag)
データベースも作製されるに至った。これら
は web 上で公開されており、T. congolense
の遺伝子のクローニング等において極めて
有用なツールとなっている。このように、T. 
congolense の分子レベルの研究基盤が整備
されつつある中にあって、本研究はこの優れ
た寄生虫学的培養手法と今日の分子生物学
的研究手法とを融合させ、メタサイクリック
型から血流型への分化の分子メカニズムを
追究する点に特色がある。アフリカトリパノ
ソーマ症の感染防御法開発に向け、世界的に
様々な研究が精力的に行われているが、本研
究はツエツエバエ体内型ステージから宿主
体内型ステージへの分化という必須のライ
フサイクルを標的とする新規アフリカトリ
パノソーマ症制御法開発の基礎研究となり、
極めて独創的である。本研究で用いているT. 
congolense は動物のアフリカトリパノソー
マ症の病原体であるが、ヒトのアフリカトリ
パノソーマ症の病原体である T. brucei と近
縁種であり、その生活環もほぼ同一である。
そのため、両原虫種の細胞分化の分子メカニ
ズムは同一か、類似している可能性が極めて
高いと考えられ、本研究は T. brucei のメタ
サイクリック型から血流型への細胞分化の
分子メカニズム解明につながる可能性もあ
る。よって、今後得られることが期待される
研究成果は、多くの感染者、感染動物を出し
ているアフリカトリパノソーマ症の新規予
防法を開発する上で突破口となりうると考

える。 
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