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研究成果の概要（和文）：本研究は、家畜のアフリカトリパノソーマ症の主要な病原体であるTrypanosoma congolense
のエピマスティゴート型および血流型虫体の、ツエツエバエまたは宿主の組織への細胞接着に関係する分子の同定を目
的とし、その候補となる原虫タンパク質の分子生物学的および生化学的手法による分離と、質量分析による同定を試み
た。その結果、エピマスティゴート型虫体からは生物機能未知の細胞表面タンパク質が、血流型虫体からはシアル酸と
親和性をもつ未同定のタンパク質が得られた。

研究成果の概要（英文）：This study aimed at identification of cell adhesion molecules of Trypanosoma 
congolense epimastigotes and bloodstream forms, and isolation of candidate molecules with biochemical and 
molecular methods followed by its identification with mass spectrometry analyses were carried out. As the 
result of that, several surface proteins of unknown function and one unknown protein interacting with 
sialic acid were yielded as candidate proteins from epimastigotes and bloodstream forms, respectively.

研究分野：分子寄生虫学
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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、ツエツエバ
エ (Glossina spp.)によって媒介されるヒト
と家畜の致死性の原虫感染症であり、サハラ
砂漠以南、カラハリ砂漠以北に位置する 36
のアフリカ諸国で蔓延している。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）の死者を
出している。一方、家畜のアフリカトリパノ
ソーマ症（ナガナ病）では、年間 300万頭の
ウシが死亡しており、その被害額は年間推定
1,000億円以上にのぼる (Kristjanson et al., 
1999, Agricultural Systems)。このような家
畜のアフリカトリパノソーマ症を引き起こ
す 病 原 体 の 中 で も 、 Trypanosoma 
congolenseは、最も広範囲に分布し、また病
原性が強い。このため、アフリカ諸国の動物
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、T. congolenseの制圧が急務の
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、他の多く
の原虫と異なり、その生活環の全体を通して
宿主・ベクターの細胞に侵入することはない。
したがって、虫体が常に宿主・ベクターの免
疫に直接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 タ ン パ ク 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 遺伝子のレパ
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)原虫と宿主・ベクターとの相互作用に関
する研究 
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。そこで現在、様々
な研究がなされるが、中でも特に注目され、
また活発に研究されているのが原虫と宿主
またはツエツエバエとの相互作用である。そ
して、その相互作用の中止的役割を果たす原
虫細胞表面分子の同定と、その生物機能の解
明は最重要課題の一つとされている。 

細胞接着は様々な細胞で運動、分化、増殖
などに関係する重要な生物現象であるが、T. 
congolense においてもツエツエバエ体内型
ステージであるエピマスティゴート型虫体
の細胞接着は、宿主感染ステージであるメタ
サイクリック型への分化（メタサイクロジェ
ネシス）に必須であることが知られている。
また、血流型虫体の宿主の血管内皮細胞への
接着は、in vivoでは接着部位に血管透過性の
亢進や虫体の集積がみられ、in vitro では細
胞分裂時に虫体が接着することから、宿主組
織の障害や原虫の増殖に関与するとされて
いる。したがって、これらの細胞接着を阻害
できれば、原虫の伝播阻止や増殖抑制が可能
と考えられるため、細胞接着は新規の
T.congolense 制御法を開発する上で有望な
標的となると考えられる。しかし、これら細
胞接着に関係する分子は未同定であり、細胞
接着の分子メカニズムは未解明である。 

 
図：T. congolenseの各発育ステージの表現型
(接着性の有無)と主要表面分子 
T. congolenseの生活環は、各発育ステージの
細胞分化や表面分子の発現、そして細胞接着
に至るまで、in vitro で再現可能である。血
流型虫体は、宿主の血管内皮細胞(in vivo)と
初代培養ウシ血管内皮細胞または培養フラ
スコのプラスチック表面(in vitro)に、エピマ
スティゴート型虫体は、ツエツエバエの下咽
頭内壁(in vivo)と培養フラスコのプラスチッ
ク表面(in vitro)に未同定の接着分子で接着
し、増殖する。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、家畜のアフリカトリパノ
ソーマ症の主要病原体である T. congolense
のツエツエバエ体内型ステージであるエピ
マスティゴート型虫体がツエツエバエの下
咽頭に接着する際の接着分子と、宿主体内型
ステージである血流型虫体が血管の内皮細
胞に接着する際の接着分子とを同定し、両発
育ステージ虫体の細胞接着の分子メカニズ
ムを解明することである。両発育ステージの
細胞接着を、T. congolenseの全発育ステージ
in vitro 培養系を用いて再現し、生化学・分
子生物学的手法による接着分子の分離と、質
量分析による同定を試みた。 



３．研究の方法 
(1)原虫の培養 
ツエツエバエ体内型トリパノソーマの培
養は Hirumiらの開発した培養法を踏襲して
行った (Hirumi et al., 1992, The Journal of 
Protozoology)。具体的には、イーグルMEM
を基礎培地として Hirumiらが開発した培地
(TVM-1)を用いて、プロサイクリック型虫体
を 27 oC、大気条件下で培養し、エピマステ
ィゴート型ステージへの細胞分化を誘導し
た。培養フラスコのプラスチック底面に強力
に接着して増殖するエピマスティゴート型
虫体の出現を確認し、これを TVM-1 を用い
て維持した。 
 血流型虫体の培養は、同じく Hirumiらの
確立した方法を踏襲して行った (Hirumi 
and Hirumi, 1991, Parasitology)。具体的に
は、エピマスティゴート型虫体の培養上清中
に出現するメタサイクリック型虫体を、両虫
体の細胞表面の電荷の違いを利用して、陰イ
オン交換カラム(DE52)を用いて分離し、回
収した。回収したメタサイクリック型虫体を、
IMDM を基礎培地としてヤギ血清を用いて
調製した血流型培養用培地(HMI-9)に懸濁
し、33 oCで培養することで血流型への分化
を誘導した。プラスチック底面に接着して増
殖する血流型の出現を確認し、これをHMI-9
を用いて維持した。 
 
(2)候補分子の分離 
血流型虫体の接着分子は、ウシの血管内皮
細胞表面のシアル酸に親和性を持つことが
報告されている(Hemphill and Ross, 1995, 
Parasitology Research)。そこで、血流型虫
体のライセートを調製し、そこからシアル酸
に親和性を持つ原虫分子を、高シアル酸含有
タンパク質であるフェチュインを結合させ
たアガロースのカラムを用いて分離した。 
また、エピマスティゴート型虫体の細胞表
面分子を網羅的に分離・解析する目的で、そ
の表面タンパク質を、Cell Surface Protein 
Isolation Kit (Thermo Scientific社製)を用
いてビオチン標識し、細胞を溶解した後にア
ビジン結合アガロースビーズを用いて分離
した。 
 
（3）質量分析による同定 
（2）で得られたサンプルを、それぞれ

SDS-PAGE で展開した後に、コロイダルブ
ルークマシー染色 (Invitrogen社製)し、検出
された各バンドを切り出した。切り出したバ
ンドについて、トリプシンによるゲル内消化
を行った後に、質量分析 (LC/MS/MS、
Thermo Scientific社製 LTQ Orbitrap)を実
施し、得られたデータを基に MASCOT 
(http://www.matrixscience.com/search_for
m_select.html)を用いてデータベース検索し
た。 
 
４．研究成果 

血流型虫体の接着分子は、シアル酸に親和
性を持つことが知られていた (Hemphill 
and Ross, 1995, Parasitology Research)。そ
こで、シアル酸に親和性を持つ原虫分子を、
フェチュイン結合アガロースのカラムを用
いて分離し、電気泳動したところ、濃縮され
た単一のバンドが得られた。その質量分析と
MASCOT を用いた解析の結果、データベー
スからアミノ酸配列等に関する情報が得ら
れた。この原虫タンパク質は未同定であり、
生物機能、局在、発現パターン等に関する情
報は得られなかった。 
 一方、エピマスティゴート型虫体の接着分
子の探索は、細胞表面タンパク質のビオチン
標識と、アビジンカラムを用いた分離により
実施した。分離したサンプルを電気泳動した
後、各バンドに対して質量分析を実施し、
MASCOT を用いたデータベース検索を行っ
た。その結果、キネトプラスト類に特徴的な
オルガネラであるグライコソームへの局在
が予想される解糖系酵素のほかに、CESP 
(congolense epimastigote-specific protein)
やMSP (major surface protease)といった生
物機能未知の細胞表面タンパク質であるこ
とが判明した。なお、エピマスティゴート型
虫体の接着分子は、虫体を界面活性剤や高塩
濃度の緩衝液で段階的に処理することで精
製できることが報告されていたが(Beattie 
and Gull, 1997, Parasitology)、本研究課題
の実施期間中には、これを再現することがで
きなかった。 

T. congolenseの全発育ステージ、特にエピ
マスティゴート型を in vitro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。しかし、T. congolenseがヒトへの
感染性をもたないことなどから、ややインパ
クトに欠け、この技術は、現在の分子生物学
の発展を待たずに失われてしまった。そのた
め、T. congolenseの細胞接着に関するこれま
での報告は、電子顕微鏡を用いた形態学的観
察によるものがほとんどであり、分子レベル
での知見は、ほぼ皆無である。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
ン開発のあらゆる試みが失敗に終わり、特に
ツエツエバエ体内ステージが注目されるよ
うになる中で、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、web上で利用できる状態に
あり、T. congolenseに対して質量分析や遺伝
子クローニングを実施するための研究基盤
が整備されるに至った。 
本研究プロジェクトは、この優れた寄生虫
学的研究手法と今日の分子生物学的研究手
法とを融合させ、エピマスティゴート型およ
び血流型の細胞接着の分子メカニズムを追
究する点に特色がある。また、特にエピマス
ティゴート型の細胞接着は、細胞分化（メタ



サイクロジェネシス）に必須であることが知
られており、その解明は、同じく未解明のメ
タサイクロジェネシスの分子メカニズムを
解明する糸口になる可能性もある。アフリカ
トリパノソーマ症の感染防御法開発に向け、
世界的に様々なワクチン研究が精力的に行
われているが、その中にあって本研究は、宿
主・ツエツエバエ組織への細胞接着という、
原虫の伝播・増殖・細胞分化に関係する生物
現象を標的とする新規 T. congolense 制御法
開発の基礎研究となり、独創的であると自負
している。本研究プロジェクトの成果、およ
びその更なる発展は、原虫と宿主・ベクター
との相互作用の理解につながるのみならず、
将来的に免疫学的手法等により原虫の細胞
接着を阻害できれば、多くの感染動物を出し、
甚大な被害をもたらしている T. congolense
による家畜の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
ると考えている。原虫と宿主・ベクターとの
相互作用、特にその組織への細胞接着の分子
メカニズム解明に向けて、本研究課題により
得られたタンパク質の性状解析および生物
機能解析を継続して実施していくとともに、
次世代シークエンサーによるトランスクリ
プトーム解析の実施等も視野に入れ、今後も
研究を遂行していく予定である。 
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