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研究成果の概要（和文）：細胞内寄生原虫Trypanosoma cruziは宿主のオートファジー機構で排除されない。原虫感染
により、オートファジーの初期過程が活性化され、LC3の局在変化、隔離膜形成が起こることが明らかとなった。しか
し、オートリソソーム形成はみられず、成熟したオートファゴソームが形成されないと考えられた。LC3-Atg3までは進
行するが、LC3の脂質化のステップが阻害されていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Autophagy has emerged as an essential component of the defense system against 
intracellular pathogens. We demonstrated that Trypanosoma cruzi, an intracellular protozoan parasite, was 
not eliminated by host autophagic machinery. Puncta of LC3, an autophagy marker, were significantly 
increased after the infection, indicating that T. cruzi infection activated the early step of host 
autophagy. However, the degradation of p62, with a known marker in autolysosome formation, and 
autolysosomes were not observed in the infected cells. These results indicated that T. cruzi infection 
inhibits host autophagy pathway before the autolysosome formation. Furthermore, autophagosome formation 
was inhibited at the step of conversion from LC3-Atg3 to LC3-Ⅱin T. cruzi infected cells.

研究分野：分子寄生虫学

キーワード： オートファジー　南米型トリパノソーマ　宿主-寄生虫相互作用

  ２版
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１． 研究開始当初の背景 

 Trypanosoma cruziはシャーガス病の病原

体として重要であるが、本原虫感染による宿

主側の応答については解明されていない点

が多く、病態を理解する上で寄生虫と宿主両

者を統合的に解析する基盤研究が必要であ

る。我々は、原虫感染による宿主応答および

原虫の生き残り戦略について解析し、宿主-

寄生虫相互作用を解明していきたいと考え

ている。これまで T. cruzi 感染に対する宿主

細胞側の応答として細胞死という観点から

解析を行い、感染細胞ではアポトーシスが抑

制されることを見出し、その抑制には宿主ア

ポトーシス抑制因子 c-FLIP が機能的にはた

らいていることを明らかにした。本研究では、

オートファジーの観点から宿主-寄生虫相互

作用を解明したいと考えている。 

 

２．研究の目的 

これまでに細胞内病原体が宿主オートフ

ァジー機構で排除されることが報告されて

いる。しかし、寄生原虫 T. cruzi はこの機構

で排除されず、細胞内で分裂・増殖を繰り返

し、宿主の排除機構から回避している。そこ

で、この経路のどのステップでオートファジ

ーが抑制されているかを調べる。また、原虫

感染により隔離膜形成、オートファゴソーム

形成、オートリソソーム形成が抑制されるか

を検討する。また、原虫側のオートファジー

関連遺伝子 Atg8 の発現を調べ、原虫 Atg8 と

宿主 LC3 との結合について調べる。 

 

３．研究の方法 

 ヒト由来線維肉腫細胞 HT1080 細胞に T. 

cruzi を感染させた in vitro 感染モデル系を

用い、オートファジー関連タンパク質の発現

を解析する。オートファジーを引き起こすこ

とが知られている栄養飢餓（グルコースまた

はアミノ酸飢餓）、ラパマイシン処理した細

胞と原虫感染細胞を比較し、Atg の発現、細

胞内局在について解析した。 

 

４．研究成果 

細胞内寄生原虫 Trypanosoma cruzi 感染細

胞では、病原体排除機構の一つであるオート

ファジーが抑制されることを見出した。その

経路のオートファゴソーム形成過程には、オ

ートファジー関連タンパク質 (Atg) の一つ

LC3 の脂質化が重要であり、反応の場である

Atg12-Atg5 複合体や実行に関わる Atg3, 

Atg7 が必須である。そこで、まず Atg5, Atg3, 

Atg7 の発現解析を行った。 

HT1080 細胞に T. cruzi を感染させ、経時

的に細胞を集めた。Atg5, 3, 7 遺伝子及びタ

ンパク質発現を調べるために、qPCR、ウエ

スタンブロット法を行った（図１，２）。Atg5 

遺伝子発現は、感染後 6h で最大（1.8 倍）

となり、感染後 12h 以降は減少した。また、

Atg5 タンパク質は感染 12, 24h 後に発現が

増加しており、グルコース飢餓刺激によるオ

ートファジー誘導と比較し、発現量が高いこ

とがわかった。Atg7 タンパク質は感染 6h 

後から発現が上昇するが、9h 後に減少し始

め、24h 後まで発現量が低かった。一方、グ

ルコース飢餓刺激による発現量は常に高い

レベルを維持していた。また、Atg3 タンパ

ク質発現は感染後上昇しており、グルコース

飢餓刺激と同様の結果となった。 

 

以上の結果から、感染 9h 以降に Atg7 の

発現が低下したが、レベルは低いもののタン

パク質自体の発現は観察された。その他の

Atg タンパク質の発現も検出されたことから、

原虫感染によりAtgの発現が著しく減少して

いることはないと考えられた。 

次に、感染宿主細胞ではオートファジーの

どのステップが抑制されているかを検討し

た。まず、HT1080 細胞に原虫を感染させ、

経時的にオートファジーのマーカーである

LC3 タンパク質の局在変化を観察した。グル

コース飢餓細胞、ラパマイシン処理した細胞

と同様に、原虫感染後に LC3 の蛍光強度が増

加することがわかった。この結果は、感染に

より LC3の局在が細胞質から膜上に変化して

いることを示している（図３）。すなわち、
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図１ T. cruzi 感染細胞における

Atg7 の遺伝子発現 
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図２ T. cruzi 感染細胞における

Atg3 ,5, 7 タンパク質の発現 



T. cruzi 感染により、オートファジー経路の

初期過程が活性化されることが示唆された。 

次に、オートファゴソーム形成について調

べた。Syntaxin17(Stx17)はオートファゴソー

ムのマーカーで成熟したオートファゴソーム

に局在することが知られている。そこで、グ

ルコース飢餓および原虫感染細胞を用い、抗

Stx抗体で細胞を染色した（図４）。コントロ

ールに比べ、グルコース飢餓細胞、原虫感染

細胞ではいずれもLC3の輝点が多く観察され

たが、Stxは感染細胞で蛍光強度が低かった。

この結果は、T. cruzi感染細胞では成熟したオ

ートファゴソーム形成が抑制される可能性を

示している。 

さらに、オートリソソーム形成について検

討した。オートリソソームは酸性を示すオル

ガネラであるため、Lysotrackerにより検出す

る こ と が 可 能 で あ る 。 HT1080 細 胞 に

Lysotrackerを添加したところ、アミノ酸飢餓

細胞ではLysotrackernoの蛍光が観察された

が、T. cruzi感染細胞では観察されなかった

（図５）。またオートリソソームで分解され

ることが知られているp62タンパク質につい

てウェスタンブロットを行ったところ、感染

細胞では62 kDa付近のバンドが経時的に増

加し、分解されないことがわかった（図６）。

すなわち、T. cruzi感染細胞では形態学的にも

機能的にもオートリソソーム形成が抑制され

ていると考えられた。 

以上の結果から、T. cruzi感染細胞ではオー
トファジー経路の初期過程が活性化されるが、
成熟したオートファゴソームおよびオートリ
ソソーム形成は起きていないことが明らかと
なった。 

オートファゴソーム形成のどのステップで

抑制されているかを詳細に検討するため、

LC3強制発現細胞の樹立を試みた。 

LC3 遺伝子全長を GFP の下流に連結した

プラスミドを作製し、HT1080 細胞にトラン

スフ ェクショ ンし、 LC3 高 発現細胞

（GFP-LC3）の樹立に成功した。 

この細胞を用いて、LC3の局在変化を調べ

たところ、HT1080細胞の時と同様に、T. 
cruzi感染によりLC3の輝点が増加した。 
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図３ T. cruzi感染によるLC3の局在変

化 
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図４ T. cruzi 感染細胞における

Stx17 の蛍光染色 

 

図５ Lysotracker を用いたオー

トリソソーム形成 

 

図６ T. cruzi 感染による p62 タ

ンパク質の分解抑制 



LC3はオートファゴソーム形成の祭、

LC3-Ⅰからホスファチジルエタノールアミ

ンが付加したLC3-Ⅱに変換されることが知

られている。その過程では、まずLC3のC末端

のアミノ酸がAtg4により切断され、その後、

Atg7、Atg3と順次結合し、最終的に脂質化さ

れたLC3-Ⅱとなる（図７ LC3-PE系）。こ

の反応系はE1、E2酵素によるユビキチン付加

の反応系に似ている。 

 まず、原虫感染細胞でLC3Ⅰ、LC3Ⅱが検

出されるかどうかについてウエスタンブロッ

ト法で確認した（図８）。GFP-LC3-Ⅰは43 

kDa、GFP-LC3-Ⅱは36 kDa付近にバンドが

検出されると推定される。グルコース飢餓細

胞では、GFP-LC3-Ⅱのバンドが認められ、

刺激6h後以降、発現量が増加していた。一方、

T. cruzi感染細胞では感染後いずれの時間で

もGFP-LC3-Ⅱのバンドがうすく、脂質化し

たLC3-Ⅱができていないと予想された。 

次に、LC3がAtg3およびAtg7と結合してい

るかどうか調べるため、T. cruzi感染後、一定

時間ごとに細胞を回収してライセートを作製

し、抗GFP抗体を用いてpull downアッセイを

行った。その後、ウエスタンブロットで共沈

したタンパク質を検出した（図９）。 

アミノ酸飢餓細胞および感染細胞を用いた

場合、GFP-LC3はpull downアッセイにより

いずれも沈殿画分にバンドがみられたが、

Atg7は上清画分にバンドが検出された。一方、

Atg3は、いずれの場合も沈殿画分にバンドが

みられ、LC3-Atg3ができていると考えられた。

LC3-PE系の反応経路では、Atg7からAtg3へ

の変換は反応速度が速い。従って、LC3-Atg7

が形成されると速やかにLC3-Atg3に変換し

てしまうと考えられる。Atg7が沈殿画分に検

出されなかった理由は、LC3-Atg3への変換が

が速いためであると思われた。一方、T. cruzi

感染細胞で沈殿画分にAtg3が認められたこ

とから、感染細胞ではオートファゴソーム形

成過程のLC3-Atg3までは反応が進んでいる

と考えられた。以上の結果から、原虫感染に

よりオートファジー経路が活性化され、隔離

膜形成はおこるがLC3の脂質化のステップが

進まず、オートファゴソーム形成およびオー

トリソソームがおきていない可能性が示唆さ

れた（図１０）。 

アポトーシス抑制因子であるc-FLIPは、

LC3-PE経路を抑制することが報告されてい

る。我々はこれまでにT. cruzi感染細胞では

c-FLIPの発現が顕著に増加することを明らか

にした。本研究でみられた抑制がc-FLIPの増

加によるものかどうかを調べるため、現在、

c-FLIPのknock down細胞を構築中である。 

さて次に、原虫側のオートファジーについ

て解析した。T. cruzi は生活環の中でその環

 

図７ オートファゴソーム形成の過程 

 

 

 

 

図８ 原虫感染細胞における LC3-Ⅰから

LC3-Ⅱへの変換 

 

図９ pull down による LC3 と Atg タ

ンパク質の結合 

 

図 10  T. cruzi 感 染 に よ る

LC3-PE 系の抑制 



境に合わせ様々な形態変化をする。錘鞭毛期

（ trypomastigote form ） か ら 無鞭 毛 期

（amastigote form）への形態変化の際には

鞭毛が短くなることから、鞭毛に関連したタ

ンパク質の分解を伴うと思われる。このよう

な形態変化における、虫体自身のタンパク質

の分解にはオートファジーが関係している

と考えられる。 

オートファジーの主要な構成要素として

Atg8 (Atg8-PE) 共 役 系 と Atg12 

(Atg12-Atg5)共役系の 2 つの機構が存在する。

ゲノム解析や BLAST 解析などにより、T. 

cruzi に関するオートファジーにもこれら 2

つの系が確認できた。しかし、Atg12 共役系

に関与する遺伝子はほとんど確認できなか

った。これは、T. cruzi における Atg12 共役

系がほぼ欠損しているか、あるいは酵母等の

Atg12共役系と大幅に異なっていることを示

している。一方、Atg8 共役系ではオートファ

ジーの必須遺伝子が T. cruzi ゲノム中にすべ

て確認された。つまり、T. cruzi におけるオ

ートファジーには Atg8 共役系が深く関係し

ていると予想される。 

Atg8 には、T.c Atg 8.1 と T.c Atg 8.2 の 2

つのホモログが存在し、それらは互いに 43%

の相同性を持つことが明らかになっている。

免疫蛍光染色により寄生虫が飢餓状態の間、

T.c Atg8.1 がオートファゴソームに存在する

ことが分かったが、T.c Atg 8.2 については認

められなかった。また、T.c Atg 8.1 は酵母の

Atg8 タンパク質に対して、53%と高い相同性

を示す。これらのことから、T.c Atg 8.1 はオ

ートファゴソーム形成のマーカーとしての

役割を担っていることが考えられる。 

 本研究では、T. cruzi の形態変化の際にお

けるオートファジーに着目し、Atg8 のホモロ

グである T.c Atg8.1 の虫体での分布・動態を

分子生物学的観点から観察することで T. 

cruzi の形態変化と、T.c Atg8.1 の発育段階特

異的発現量の関連について解析することを

試みた。 

まず、原虫T.c Atg8.1の抗体作製をおこな

うため、この遺伝子の全長を含む大腸菌発現

プラスミドを作製し、委託会社に依頼し、抗

体を作製した。各発育段階におけるT. cruzi 

(epimastigote：上鞭毛期、trypomastigote：

錘鞭毛期、amastigote：無鞭毛期) の免疫染

色を行い、蛍光強度を比較したところ、表１

の 結 果 が 得 ら れ た 。 Epimastigote 、

trypomastigote、amastigoteのすべてでT.c 

Atg 8.1が発現していることが認められ、それ

ぞれの蛍光強度はepimastigoteが7.29と3形

態の中で最も少なく、次いでtrypomastigote

が10.3、そしてamastigoteが61.4と非常に強

い数値を示した。この中で特にamastigoteは

有意にT.c Atg8.1の発現が高かった（図11）。 

 感染宿主細胞内のamastigoteの染色では、 

T.c Atg8.1は原虫の細胞質に局在していた（図

12）。 

 各発育段階におけるTcAtg8.1の発現は、

amastigoteが一番高く、おそらく原虫が形態

変化をする際に不要となったタンパク質を多

く分解しているためではないかと考えられた。

Amastigoteでは鞭毛が非常に短くなってお

り、鞭毛を構成するタンパク質の分解がオー

 

表１ T. cruzi の各発育段階における T.c 

Atg8.1 タンパク質の発現比較 

 

図 11 T. cruzi 各発育段階におけ

る T.c Atg8.1 の発現 

 

図 12 T.c Atg8.1 の amastigote

内の発現（緑：T.c Atg8.1、青：宿

主および原虫の核） 



トファジーにより促進されている可能性があ

る。原虫におけるオートファジーについては

まだ不明な点が多い。今後、amastigoteでど

のようなタンパク質の分解がおこるのかなど

について検討していきたい。現在、ゲノム編

集技術を用い、T.c Atg8.1ノックアウト原虫を

作製中である。 

 以上より、本研究ではT. cruzi感染により宿

主オートファジー経路のオートファゴソーム

形成が抑制され、特にLC3の脂質化のステッ

プが進行しないことを明らかにすることがで

きた。また、原虫におけるオートファジーが

発育段階で異なる可能性を見出し、形態変化

と関連があると予測した。今後、オートファ

ゴソーム抑制機構について分子レベルで解析

を進めたいと考えている。 
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