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研究成果の概要（和文）：本研究では世界の家畜に被害を及ぼしているトリパノソーマ原虫の発育ステージ特異的遺伝
子発現制御メカニズム解明に焦点を絞って研究を実施した。その結果、トリパノソーマ原虫がツェツェバエ体内で哺乳
動物感染型に発育分化するために重要なステージ特異的遺伝子（cesp）の発現調節機構の一端を明らかにすることがで
きた。加えて、トリパノソーマ原虫制御法（治療薬・ワクチン開発）に利用可能な新規遺伝子、TcEpHbRを発見した。

研究成果の概要（英文）：In this research project, we have investigated in detail mechanisms of 
stage-specific gene expression regulation in African trypanosomes, which cause animal trypanosomoses, 
such as animal African trypanosomoses, Surra and Dourine. As a result, we have found that gene expression 
of congolense epimastigote specific protein (cesp) was regulated by cis-elements located in the 3UTR. In 
addition we found a novel epimastigote stage-specific hemoglobin receptor (TcEpHbR), which could be a 
novel target gene for development of trypanocidal drugs and vaccines against animal trypanosomoses.

研究分野： 原虫病学

キーワード： アフリカトリパノソーマ　ライフサイクル　細胞分化　遺伝子　転写翻訳制御　ツェツェバエ
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
Trypanosoma congolense（以下 Tc）は家畜

への病原性が強く、流行するアフリカ諸国で
は家畜トリパノソーマ病対策において最も
重要なトリパノソーマ種である。しかしなが
ら Tc に関する研究は疫学調査を除いて殆ど
行われていなかった。一方、熱帯医学上重要
なヒト睡眠病トリパノソーマ（T. brucei）
に関しては、いち早く全ゲノムが解読され、
最新の分子生物学的手法を駆使した研究が
活発に実施されていた。このように研究開発
当初、家畜トリパノソーマに関する研究は立
ち遅れていたが、Tc と T. brucei ではツェ
ツェバエ体内でメタサイクロジェネシスを
行う場所が全く異なっており（Tc は下咽頭
内壁、T. brucei は唾液腺腔内で行う）T. 
brucei で得られた研究成果が Tc に当ては
まるとは考えられなかった。したがって Tc 
のベクター体内での発育と、それに伴う発育
時期特異的遺伝子の転写翻訳制御メカニズ
ムを本研究プロジェクトで詳細に研究する
ことで、これまで T. brucei 主体で進められ
てきたアフリカトリパノソーマ研究に獣医
寄生虫学領域から新たな知見を加え、伝播阻
止ワクチンのような全く新しいコンセプト
のワクチン開発に突破口を開く研究基盤が
形成できると考えられた。なお、本研究計画
は平成１６～１７年度に獲得した挑戦的萌
芽研究と平成２１～２３年度に獲得した基
盤研究（B）（一般）の研究成果をさらに発展
させたもので、ツェツェバエ体内型アフリカ
トリパノソーマのうち、下咽頭内壁で細胞接
着依存性に動物感染性 MCF 型虫体へと分化
する EMF 型虫体から平成２０年（2008 年）
に我々が世界で初めてクローニングして論
文発表した発育時期特異的 GPI 結合型表面
抗原「CESP」の転写翻訳制御メカニズムを分
子レベルで明らかにする基礎研究であった。
本研究で得られた成果は未だ安全な特効薬
やワクチンがないトリパノソーマ病の薬剤
標的分子同定や伝播阻止ワクチン開発にお
いて極めて重要な研究基盤となり得る。 
 
２．研究の目的 
トリパノソーマのほとんどの遺伝子には

プロモータが無い。原虫発育時期に関係なく
いったんすべての遺伝子がポリシストロン
として転写されるが、mRNA の 3’側非翻訳領
域 (3’UTR)にあるコア配列に未知の RNA 結
合蛋白質が結合してそれぞれの mRNA が特定
の原虫発育時期に翻訳されるか、分解される
か、運命づけられる。しかしこの制御メカニ
ズムがどのようにメタサイクロジェネシス
（用語解説）に代表される原虫の細胞分化を
調節しているかについては全くわかってい
なかった。 
そこで本研究はメタサイクロジェネシス

を司る発育時期特異的遺伝子転写翻訳制御
メカニズムの解明を目的として、３年間で下
記の項目を明らかにすることを目標とした。 

目的① cesp 3’UTR 中に存在し、同遺伝子
の EMF 時期特異性を司るコア配列を同定す
る。 
 

目的② cesp コア配列に結合して EMF 時期
特異性を司る蛋白因子を同定する。 
 
目的③ EMF がメタサイクロジェネシスを
開始する際にcesp mRNA が不安定化するメカ
ニズムを明らかにする。 
 
目的④ 既知の MCF特異的遺伝子に VSGがあ
るが、メタサイクロジェネシスの過程でおこ
る cesp mRNA の不安定化と VSG の安定化メカ
ニズムの連携を調節因子に着目して明らか
にする。 
 
（用語解説）メタサイクロジェネシス 
Tc のエピマスティゴート虫体（EMF）はツェ
ツェバエの下咽頭内壁に強く接着し、コロニ
ー形成して分裂増殖する。その過程で一部の
EMF は非接着性で哺乳動物感染性のメタサ
イクリック虫体（MCF）へと分化し、唾液中
で遊泳しながら感染の機会を待っている。
EMF から MCF への原虫細胞分化の過程をメ
タサイクロジェネシスと言う。 
 
３．研究の方法 
【EMF 時期特異性を司るコア配列の同定】 
過去に我々は cesp 3’UTR 中にはその上流

にある遺伝子を EMF 時期特異的に発現させ
る機能があることを明らかにしていた。この
研究成果から考察すると、cesp 3’UTR の作
用は遺伝子転写の亢進というよりは、転写後
の mRNA 安定化によると考えられた。そこで
コアとなる部分を同定するため、さらに cesp 
3’UTR を細分化して同様の実験を実施し、
EMF 時期特異性に必須な最短配列（コア配
列）を決定した。具体的なコア配列同定の方
法は以下のとおりであった。まず、cesp 3’
UTR を A/T リッチな ARE 領域とそれ以外の
Front 領域に分割し、それらを欠損させた
cesp 3’UTR 、またはいずれかを付加した
actin 3’UTR をレポーター遺伝子（egfp）
に結合してトリパノソーマのゲノムに挿入
し、カラーコード原虫を作製して EGFP の発
現量をフローサイトメトリーやリアルタイ
ム RT-PCR で定量した。ここで用いた actin 
は原虫の全ステージで発現量が一定である
ため、cesp 3’UTR 断片の作用を検証するコ
ントロールとして利用した。 
 
【EMF 時期特異性を司る蛋白因子の同定】 
コア配列が同定できた時点で、cesp 3’UTR 全
長、コア配列、actin 3’UTR など、様々な
UTR RNA 断片をベイトとして用いて、蛋白因
子（RNA 結合蛋白質）を同定した。EMF トリ
パノソーマはグラム単位の純粋な原虫細胞
が大量培養系で調製可能であるため、蛋白因
子同定で実施するアフィニティ―クロマト



グラフィーなどの生化学実験に使用する細
胞質サンプルの確保は容易である。cesp 3’
UTR やそのコア配列に結合する蛋白因子の
存在は上述した分離精製実験を実施すると
同時に、RNA ゲルシフトアッセイによってそ
の存在を証明し、RNA-RNA 結合蛋白複合体の
RNA 分解酵素抵抗性を利用したタンパク因
子結合コア配列の同定を試みた。得られた
RNA 結合蛋白質は複数種であった。それぞれ
の蛋白因子について遺伝子クローニング等
を実施し、我々が過去に発表した Tc 全発育
期 EST データベースとプロテオームデータ
ベース（引用文献①、②）を参照してそれぞ
れの蛋白因子をコードする遺伝子を in 
silico クローニングした。さらにオルソログ
を BLAST 検索によって見つけ出してｍRNA 
の安定化や不安定化において同定したそれ
ぞれの蛋白因子がどのような役割（機能）を
果たしているか明らかにするためのヒント
を得た。 
 
４．研究成果 
目的① cesp 3’UTR 中に存在し、同遺伝子
の EMF 時期特異性を司るコア配列を同定す
る。 
 
成果① 
 cesp 3’UTR 中に A/T リッチな ARE 領域を
見出し、各種の遺伝子挿入・欠損トリパノソ
ーマを作製してARE領域の遺伝子発現調節機
能を解析した結果、EMF 時期特異的遺伝子発
現に極めて重要な役割を果たしているコア
配列の最短領域を明らかにした。 
 
 
目的② cesp コア配列に結合して EMF 時期
特異性を司る蛋白因子を同定する。 
 
成果② 
 Tc 全発育ステージにおける遺伝子の網羅
的かつ定量的な発現解析をRNA-seq法によっ
て実施した結果、約 10,000 遺伝子の各発育
ステージにおける mRNA 発現動態の遺伝子情
報を得ることができた。この遺伝子発現動態
情報からRNA結合タンパク質と推測された約
300 遺伝子の発現動態をさらに詳しく解析し
た結果、EMF ステージ特異的に mRNA 発現量が
上昇する複数のRNA結合タンパク質の同定に
成功した。 
 網羅的な mRNA 発現動態の解析を実施する
中で、EMF 特異的に発現するヘモグロビンレ
セプターを同定し、その組換えタンパク質作
成とヘモグロビン結合に関する機能解析に
成功した。アフリカトリパノソーマの EMF 発
育時期特異的なヘモグロビンレセプターの
発見は世界で初めてである。 
 
 
目的③ EMF がメタサイクロジェネシスを
開始する際にcesp mRNA が不安定化するメカ

ニズムを明らかにする。 
 
成果③ 
 成果②で同定した EMF ステージ特異的 RNA
結合タンパク質群および、すでにトリパノソ
ーマの発育ステージ分化への関与が報告さ
れていた既知遺伝子（TcRBP6）の EMF ステー
ジ特異的発現動態、細胞内局在などを解析し
た。その結果、TcRBP6 が mRNA およびタンパ
ク質レベルの両方でEMFステージ特異的に発
現上昇しており、EMF 原虫細胞の細胞質に散
在性に局在していることも明らかにした。加
えて、TcRBP6が成果①で同定に成功したcesp 
3’UTR のコア配列に特異的に結合している
ことを示唆する結果も得ることができた。 
 
目的④ 既知の MCF特異的遺伝子に VSGがあ
るが、メタサイクロジェネシスの過程でおこ
る cesp mRNA の不安定化と VSG の安定化メカ
ニズムの連携を調節因子に着目して明らか
にする。 
 
成果④ 
 成果③で述べた通り、TcRBP6 が成果①で同
定に成功した cesp 3’UTR のコア配列に特異
的に結合していることを示唆する結果を得
たことから、TcRBP6 が cesp mRNA の不安定化
や安定化に関与していることが考察できる
が、その証明については引き続き研究を続け
ている。 
 
以上①～④の成果をさらに発展させ、研究を
展開していくことで、世界に先駆けてアフリ
カトリパノソーマEMFステージ特異的遺伝子
発現調節メカニズムを明らかにできるのみ
ならず、伝播阻止ワクチン開発や治療薬開発
につながる重要な研究成果を得ることがで
きる。 
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