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研究成果の概要（和文）：P-bodyは真核生物における細胞質mRNP顆粒のひとつで、mRNAの分解や翻訳を担う。寄
生原虫Trypanosoma cruzi（T. cruzi）感染による宿主P-bodyの変化を調べたところ、感染初期にP-body形成が
顕著に誘導された。また、P-body形成を阻害すると、感染効率および細胞当たりの原虫数が増加した。この効果
は、抗寄生虫応答に関わる宿主遺伝子がP-bodyで翻訳調節を受けることによるものと考えられた。そこで、感染
時特異的にP-bodyにリクルートされる遺伝子を同定するため、P-body構成蛋白質の免疫沈降により精製したmRNA
を次世代シーケンシングで解析した。

研究成果の概要（英文）：P-bodies are cytoplasmic mRNP granules involved in translation and 
degradation of mRNAs. In this study, we investigated the effect of Trypanosoma cruzi（T. cruzi）
infection on P-body assembly in host cells, and found that the number of P-body foci dramatically 
increased within 24h post-infection. RNAi-mediated knockdown of P-bodies significantly enhanced the 
infectivity and growth of T. cruzi. It was therefore expected that accumulated P-bodies may 
positively regulate the expression of mRNAs required for anti-parasitic immune responses. To 
identify cellular mRNAs targeted to P-bodies during infection, we purified P-bodies using 
immunoprecipitation, and analyzed the coimmunoprecipitated mRNAs by deep sequencing.

研究分野： 微生物学
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１．研究開始当初の背景 

 サイトカインやストレス応答関連蛋白質

の迅速な量的調節のため、感染初期の宿主

mRNA 翻訳活性は短時間でダイナミックに

変化する。しかし、その制御機構については

不明な点が多い。真核生物において翻訳が不

活化された mRNA は細胞質で Stress granule 

(SG)と P-body という２つの異なる mRNP

（mRNA-蛋白質複合体）顆粒にとりこまれる。

SG は宿主細胞への様々なストレス刺激によ

り一過性に形成されることから、翻訳サイク

ルへと戻ることのできる mRNA を一時的に

貯蔵する場として考えられてきた。一方、

P-body は microRNA による mRNA 分解や翻

訳抑制の場として同定されてきた。P-body に

は mRNA 分解に必要な蛋白質がリクルート

されてくることも知られている。細胞質で

mRNA は翻訳が停止しているこれら mRNP

と翻訳が進行しているポリソームとの間を

絶えず迅速に移動していると考えられてい

る。近年、特に RNA ウイルス感染において

mRNP の形成促進や阻害がおこること、また

RNA ウイルスの中には自身の RNA が mRNP

への取り込みによって翻訳抑制を受けるこ

とを防ぐため、mRNP 構成蛋白質を分解して

その形成を阻害するシステムを備えるもの

があることがわかってきた。 

微生物感染がおこった細胞では感染応答

の惹起と恒常性の維持のため、mRNA の選択

的翻訳が迅速かつ緻密に行われることが重

要であると考えられる。これまでのヒトサイ

トメガロウイルス（HCMV）感染における

mRNP 顆粒の動態解析で、SG の形成は回避

されるが P-body の形成は著名に誘導される

ことがわかった。また、その P-body には

microRNA による mRNA 分解を担う Ago2 蛋

白質がリクルートされてこないが、一方では

一部の翻訳開始因子がリクルートされてく

ることを見いだした。そして siRNA によって

P-body の形成を阻害した細胞への HCMV 感

染では、ウイルス感染によって発現が上昇す

ることが知られている宿主の mRNA 量は変

化しないにも関わらず、蛋白質発現量が減少

した。これまで P-body は主に mRNA 分解の

場と考えられてきたが、これらの結果から

HCMV 感染でこれまでの定義とは異なる

non-canonical P-body の形成が誘導され、その

P-body は mRNA を翻訳サイクルへの移行に

備えて一時的に蓄える場として機能するこ

とが示唆された。 

 このようにウイルス感染によって誘導さ

れる P-body が宿主遺伝子の翻訳維持に貢献

するという報告は国内外で未だ例がない。そ

こで本課題では、感染応答時の P-body の

mRNA 代謝における役割についてさらに宿

主側に焦点を絞って解析するため、宿主の翻

訳システムを利用せずに増殖するという点

でウイルスとは異なる寄生虫を感染した時

の P-body 動態解析を行った。Trypanosoma 

cruzi（T. cruzi）は他の寄生原虫とは異なりエ

ンドサイトーシスによって細胞に侵入した

のち宿主由来の膜構造を破壊して細胞内に

寄生・増殖する。それ故に、異物識別排除シ

ステムである自然免疫応答時の宿主 mRNA

代謝を解析するうえで T. cruzi 感染が有用な

モデルであると考えた。T. cruzi が感染した細

胞で P-body によって支配を受ける宿主側

mRNA を生化学的手法および次世代シーケ

ンサーを用いて網羅的に同定することで、

P-body が宿主感染応答に重要な mRNA の翻

訳制御にどのように関わっているかを明ら

かにできると予想した。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、P-body が感染応答の初期に

おこるダイナミックな宿主翻訳制御におい

てどのような役割を果たすのか T. cruzi 感染

モデルを用いて明らかにすることを目的と

した。具体的には、1) P-body は抗寄生虫応

答に必要かどうか。2) 抗寄生虫応答の際に



P-body での翻訳制御が重要となる mRNA は

何か。という設問に対して回答を得るため

の実験を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) T. cruzi 感染における宿主 P-body 動態解

析 

 ヒト繊維肉腫細胞株 HT1080 に T. cruzi を

感染させ、感染初期から時間経過ごとの

P-body の細胞内局在を、マーカー蛋白質

EDC4 (enhancer of mRNA decapping 4) およ

び Dcp1a (mRNA-decapping enzyme 1a)に対

する免疫染色法を用いて調べた。P-body 形

成誘導のポジティブコントロールとして、

酸化ストレス誘導剤（Sodium arsenite）で刺

激した細胞を用いた。さらに、P-body 構成

蛋白質をコードする mRNA および蛋白質の

発現量を定量 PCR 法およびウェスタンブロ

ット法により調べた。 

(2) P-body 形成抑制が T. cruzi 感染に及ぼす

影響 

 P-body の形成に必須な蛋白質である

EDC4 あるいは Lsm14A に対する siRNA を

トランスフェクションした HT1080 細胞に

T. cruzi を感染させて経時的に細胞を固定し

た。Hoechst 33342 により細胞内の原虫

（amastigote）の核を染色し、感染効率およ

び細胞当たりの原虫数を調べた。 

(3) T. cruzi 感染時特異的に P-body にリクル

ートされるｍRNA の同定 

 HT1080 細胞に T. cruzi を感染させ、非感

染および感染後 24 時間の cell lysate から、

Lsm14A 蛋白質に対する抗体を用いて免疫

沈降を行った。沈降前の cell lysate（input 

sample）と沈降後（IPed sample）のサンプル

それぞれから抽出したRNAより cDNAライ

ブラリを調整し、イルミナ社 Nextseq 500 を

用いてシーケンシング解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) T. cruzi 感染における宿主 P-body 動態解

析 

 T. cruzi 感染 1 時間後に細胞当たりの平均

P-body 数は非感染細胞と比較して約３倍に

増加した。感染３時間後には非感染細胞よ

りも P-body 数は減少したが、その後再び増

加し、24 時間後に最大となった。P-body 数

が増加しても、P-body 構成蛋白質をコード

するmRNAおよびP-body構成蛋白質の発現

量に大きな変化は見られなかったことから、 

P-body の形成は P-body 構成蛋白質の局在変

化によって誘導されていると考えられた。 

(2) P-body 形成抑制が T. cruzi 感染に及ぼす

影響 

 EDC4あるいはLsm14Aをノックダウンし

た細胞では P-body の形成が著しく抑制され

た。これらの細胞ではコントロール細胞と

比較して感染９時間後から感染効率が上昇

し、細胞内原虫数も増加した。このように

感染早期から差が見られたことから、P-body

の形成抑制は原虫の侵入を促進すると考え

られた。また、細胞内原虫数の差は感染 9

時間から 48 時間後にかけて増加したことか

ら、P-body の形成抑制によって原虫の増殖

も促進されることがわかった。 

(3) T. cruzi 感染時特異的に P-body にリクル

ートされるｍRNA の同定 

 ウェスタンブロット法により Lsm14A 蛋

白質が効率よく沈降されていることを確認

した。Lsm14A は Sm 様蛋白質ファミリーメ

ンバーであり、U6 snRNA と結合することが

すでに知られている。そこで、input sample

と IPed sample のそれぞれから抽出した

RNA より cDNA を作製し、定量 PCR 法に

より U6 snRNA 量を調べた。その結果、input 

sample と比較して IPed sample の U6 RNA

量が 10 倍であったことから、Lsm14A と結

合している RNA を効率よく沈降できてい

ると考えられた。次に、input sample から精

製した mRNA と IPed sample から抽出した

RNA から、次世代シーケンス解析用の



cDNA ライブラリを調整し、シーケンシン

グ解析を行った。その結果、感染細胞で input 

sampleと比較して IPed sampleにより濃縮さ

れてくる 325 個の遺伝子を同定した。その

うち、非感染細胞と比較して感染細胞で 2

倍以上 IPed sampleに濃縮されてきたのは５

個であった。このように、感染時特異的に

Lsm14A にリクルートされてくる候補遺伝

子を絞り込んだが、定量 PCR による比較で

は同定した遺伝子の Lsm14A への結合量に

非感染細胞と感染細胞で有意な差が見られ

なかった。今後はデータの正確性について

さらなる検討を重ねて行く予定である。 
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