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研究成果の概要（和文）：トキソプラズマにおいて最近「細胞外」原虫でのみ形成され、原虫の細胞外環境適応能力を
規定している可能性があるオルガネラ（PLV/VAC）の存在が報告された。申請者らは独立した研究によりこれらと類似
のオルガネラを発見し、詳細な解析からこれらのオルガネラが3つのサブコンパートメントに区別できることを見出し
た。
また申請者らは抗マラリア薬として知られているプリマキンが、3つのサブコンパートメントの１つであるPLV2の水素
イオンおよびカルシウムイオンを細胞質内に遊離させる作用を持つことも見出し、またプリマキン耐性トキソプラズマ
原虫クローンを確立することにより、その責任遺伝子を同定した。

研究成果の概要（英文）：Recently, the presence of an organelle, PLV/VAC, which forms only in 
extracellular environment and is important for the adaptation in it, was reported in Toxoplasma gondii. 
We identified this organelle independently and found it can classify three subcompartments.
We also found that one of the antimalarial drug, primaquine, releases H+ and Ca2+ from one of these 
three, PLV2, to the cytosol of T. gondii. We established primaquine-resistant T. gondii mutants and 
identified the responsible gene.

研究分野：分子寄生虫学

キーワード： トキソプラズマ
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１．研究開始当初の背景 
同じアピコンプレクス門に属する原虫であ
りながら、マラリア原虫は細胞外環境に弱く、
トキソプラズマは比較的耐性であることが
知られている。すなわちマラリア原虫は宿主
赤血球から脱出後、数分以内に次の赤血球に
侵入することが原虫の生存に必須であるが、
トキソプラズマは比較的長時間細胞外環境
に留まることができ、例えば培地中だと 24
時間後でも約半数のトキソプラズマが細胞
外環境で生存しているといわれている。この
トキソプラズマにおける細胞外環境耐性の
メカニズムの詳細については研究のヒント
さえない状態が長い間続いていた。ところが
ごく最近、このメカニズムにせまる可能性の
ある事実が明らかになった。2010 年、
Mirandaら、および Parussiniらは、細胞外
環境にあるトキソプラズマにのみ特異的に
植物の液胞様の細胞内小器官（VAC/PLV）が
形成されることを、それぞれ独立に報告した
（Mol. Microbiol. (2010)）。さらに翌 2011年
には別のグループ（Francia ら）がこの新規
オルガネラに局在するタンパク質の一つを
同定した（Exp. Cell Res. (2011)）。これらの
報告の中で興味深いことは、この液胞様オル
ガネラに局在するタンパク質を強制発現さ
せたり、あるいはノックアウトすることによ
り、水銀や浸透圧ストレスへの耐制度が変化
していたことである。つまりトキソプラズマ
はこの液胞様オルガネラを細胞外で新たに
形成することにより、種々のイオン濃度の変
化や浸透圧ストレスに対して抵抗している
可能性が示唆された。これはまさに高等植物
における液胞と類似の機能である（Int. Rev. 
Cytol. (1996)）。 
 
２．研究の目的 
一方で研究代表者らは、今まで lysosome が
ないとされてきたトキソプラズマにおいて
細胞外原虫特異的にLysoTrackerで染色され
る未同定のオルガネラが存在することを見
出した（IUMS 2011などにおいて成果発表）。
高等植物における lysosome に相当するオル
ガネラは液胞である。そこで研究代表者らは
前述の研究グループのそれぞれとコンタク
トを取り、それぞれのマーカー抗体を分与し
てもらい、研究代表者らのオルガネラとの異
同を詳細に検討した。その結果、彼らが同一
のものと考えていた液胞様オルガネラは実
は 2種類の異なったオルガネラであり、さら
にLysoTrackerとの染色性の有無により 3つ
のサブコンパートメントに区別できること
が判明した。そこで本研究ではこれらの新た
に 同 定 さ れ た 液 胞 様 オ ル ガ ネ ラ を
characterizeし、細胞外環境ストレスからの
逃避における役割について検討することを
研究目的とした。 
 
３．研究の方法 
使用したトキソプラズマと宿主細胞 

本研究において、トキソプラズマの RH 株 
(ATCC50838) 及び RH株にβ-ガラクトシダー
ゼ遺伝子を導入した株である 2F 株 (ATCC 
50839)、GFP 融合 ROP16 過剰発現 RH 株を使用
した。Human Foreskin Fibroblast (HFF) を
宿主細胞として、37℃、5%CO2環境下において
連続的に原虫の継代を行った。 
 
宿主細胞外原虫の調整 
宿主細胞に播種後 22 時間のトキソプラズマ
を、Invasion Medium (IM; Francia et al., 
2011; 10 g Dulbecco’s Modified Eagle 
Medium, 1.5 g sodium bicarbonate, 20 mM 
Hepes Buffer, 1% FBS / in 1 litter) で 3
回洗浄し、IM 中で 2 時間静置した。その後、
宿主細胞ごとセルスクレーパーで剥離、回収
して 21G 注射針に 2 回通し、ポア径 3 µm の
ポリカーボネートメンブレンフィルター 
(Millipore) で濾過して原虫を精製した。精
製原虫を 400×g, 室温で 10 分間遠心し上清
を捨て、HHE buffer (Hank’s balanced salt 
solution (Sigma-Aldrich), 5mM Hepes 
buffer, 5mM EGTA) で洗浄した。この操作を
2 回繰り返し以下の実験に用いた。得られた
トキソプラズマを DMEM (10 g Dulbecco’s 
Modified Eagle Medium, 1.5 g sodium 
bicarbonate, 20 mM Hepes Buffer / in 1 
litter) に懸濁し、LysoTracker Red DND-99 
(Life technologies) を加える場合は終濃度
75 nM となるよう加え、Fluo-4, AM (Life 
technologies) を加える場合は終濃度100 nM
となるよう加え、一定時間静置した。 
 
免疫蛍光染色 
 宿主細胞内原虫については先行研究同様、
カバーガラス上で培養したHFFに原虫を感染
させ、24 時間後に免疫蛍光染色を行った 
(Nagamune et al., 2008)。 
 宿主細胞外原虫については、前述の方法で
原虫を精製した後、5×106原虫/ml に調整し、
5 mg/lポリ-L-リジン (Sigma-Aldrich) でコ
ーティング処理を室温で 30 分間行ったカバ
ーガラスに播種、2000 rpm, 室温で 2分遠心
を行ったのち、宿主細胞内原虫と同様の方法
で免疫蛍光染色を行った。 
 染色した原虫を共焦点レーザースキャン
顕微鏡 LSM510 (Carl Zeiss) により 100 倍対
物レンズを用いてDICと蛍光により観察した。 
 
変異原処理と全ゲノムシークエンス 
変異原処理は ENU を用い(Nagamune et al., 
2007)、処理後プリマキンによる選択を行う
ことにより変異クローンを確立した。得られ
た ク ロ ー ン は Wizard Genome DNA 
Purification Kit（Promega）によりゲノム
DNA を抽出し、配列決定は Macrogen に受託し
た。 
 
４．研究成果 
まず、前述の 3つのサブコンパートメントを



区別するためにそれぞれに局在するタンパ
ク質の同定を行った。その結果、トキソプラ
ズマが細胞外に脱出した直後、すなわち PLV
が PLV1と 2に分離する前にはVACにはTgCPL
が、PLV には rab5c、NHE3、VP1 が局在してお
り、その後、PLV の分離に伴い、PLV1 には NHE3
および rab5c が、PLV2 には NHE3、VP1、AQP1、
rab7 がそれぞれ局在していることを見出し
た。これらの結果は植物の液胞が rab5 を含
む初期エンドソームから rab7 を含む後期エ
ンドソーム〜液胞へと分化していく過程と
よく一致しているものと思われた。さらに
PLV2 は LysoTracker で染まる、すなわち多量
の水素イオンが含まれる以外にも、Fluo-4 で
染色されるシグナルの存在が確認された。つ
まり、PLV2 には水素イオン以外にも多量のカ
ルシウムイオンが含まれており、この点も植
物の液胞との類似が示唆された。トキソプラ
ズマにおいてカルシウムイオンは宿主細胞
間の運動に重要であることが知られている。
このことから、原虫の運動における PLV2 の
重要性が示唆された。 
また我々は抗マラリア薬として知られてい
るプリマキンが PLV2 の水素イオンおよびカ
ルシウムイオンを細胞質内に遊離させる作
用を持つことも見出した。そこで、その分子
機構を検討するため、変異原を用いたプリマ
キン耐性トキソプラズマ原虫クローンを確
立した。さらにその責任遺伝子を同定するた
め確立した4クローンの全ゲノム配列を決定
し、親株と比較した結果、責任遺伝子として
TgCRT が同定できた。実際に変異型 TgCRT を
トキソプラズマに強制発現させるとプリマ
キン耐性が付与された。一方で局在解析の結
果、TgCRT は PLV2 ではなく VAC に局在するこ
とが明らかとなった。また、耐性変異 TgCRT
はプリマキン処理による水素イオンおよび
カルシウムイオン遊離のうち、カルシウムイ
オンの細胞質内遊離に対して抵抗性を示し
た。また、本変異遺伝子導入株はプリマキン
によるトキソプラズマの運動や宿主細胞侵
入阻害に対しても抵抗性を示した。 
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