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論 文 の 内 容 の 要 旨

7わpα〃0∫0椚αCO〝即Je〃∫e(耽)は家畜アフリカトリパノソーマ症の病原体であり,ツエツエ

バェにより媒介される｡取がツエツエバェによって媒介されるためにはハエ体内で一連の

細胞分化過程を経る必要がある｡すなわち,吸血にともなってツエツエバェに取り込まれ

た血流型(BSF)は,中腸内で自由遊泳しながら活発に分裂増殖するプロサイクリック型

(PCF)へと分化する｡次に,PCFは口吻内腔に強く接着し,コロニーを形成して分裂増殖す

るエビマスティゴート型(EMF)へと分化する｡最後にEMFは哺乳類感染型のメタサイクリ

ック型(MCF)へと分化し,吸血とともに新たな哺乳動物宿主へと感染する｡このEMFから

MCFへの分化を特にメタサイクロジェネシスと呼ぶ｡本研究ではメタサイタロジェネシス

の分子メカニズムを解明することを目的とした｡メタサイクロジェネシスの分子メカニズ

ムは未知であるが,EMFの細胞接着がメタサイタロジェネシスに必須であることが報告さ

れている｡本研究はEMFの培養上浦で処理した培養フラスコの底表面に非接着性のPCF

が強く接着する現象を見いだしたことに端を発する｡このことから,EMF培養上浦には何

らかの接着分子,adhesionfactor(AF)が存在することが示唆された｡そこで,AFがEMFの

細胞接着に関与する分子であるという仮説を立て,AFの分子性状を解析した｡まず,EMF

培養上浦で処理したフラスコ底表面を過ヨウ素酸またはプロテナーゼKで処理しPCFを播

種した｡その結果これらの処理によってPCFの接着が阻害された｡したがってAFは糖タ

ンパク質で,糖鎖が接着活性に必須であることが強く示唆された｡次にEMF培養上清から

飽和硫安塩析法で天然型AFを分画した｡得られたAF分画をマウスに免疫し抗血清(α-AF)

を作製した｡[35s]標識Met/Cys混合液を用いてEMFを代謝標識し,得られた培養上浦を
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α-AFで免疫沈降した｡その結果,天然型AFの分子量は100kDaであることが明らかとな

った(第1章)｡

次にEMFのcDNAライブラリーをcL-AFでイムノスクリーニングし,2,070bpのAF遺伝

子をクローニングした｡AF遺伝子の配列をもとに組換えAF(rAF)を作製した｡抗rAFマ

ウス血清(0卜rAF)を用いた間接蛍光抗体法によりAFがEMF細胞表面特異的に発現している

ことを明らかにした｡ノーザンプロット法の結果,AFはmRNAレベルでもEMF特異的に

発現していた｡[3H]-ethanolamineでEMFを代謝標識し,その培養上清をα一rAFで免疫沈降

した｡その結果,AFはGPIアンカー性の表在性タンパク質であることが判明した｡AFの

予想アミノ酸配列は既知のアフリカトリパノソーマEMFの表在性タンパク質同様,アラニ

ンに富んでいた｡そこでAFとそれらのアミノ酸配列の近縁関係を調べる目的で分子系統

樹を作成した｡その結果AFは既知のアフリカトリパノソーマ昆虫型表在性タンパクとは

全く異なるクラスターを形成することが示唆された｡以上の結果からAFは新規のEMF特

異的GPIアンカー性表在性タンパク質であることが明らかとなった｡そこでAFをCESP

(COngOLenseepimastigote-SPeCi缶cprotein)と命名した(第2章)｡

CESPの詳細な生物機能解析を行うためにTc用タンパク質強制発現ベクター(PSAK)を構

築した｡PSAKはTcゲノムのチューブリンリピート領域を相同粗換えの標的とし,薬剤選

択マーカーにはハイグロマイシン耐性遺伝子(月γG)を用いた｡まずレポーターとしてeGFP

遺伝子(EGFP)を挿入したpSAKをEMFに形質転換した｡ハイグロマイシン耐性EMFを共

焦点レーザー顕微鏡で観察した結果,緑色蛍光を発していた｡pSAEがゲノム中の標的領

域に正確に挿入されたことをサザンプロット法とPCR法で確認した｡また,組換えEMF

における月γGと且G∫Pの発現を打トPCR法で確認した(第3章)｡

最後にCESPの生物機能解析を行った｡まずCESPがEMFの接着に関与するか否かを調

べるために精製抗組換えCESP抗体を用いてEMF接着阻害試験を行った｡その結果,EMF

の接着は抗体濃度依存的に阻害され,CESPがEMFの細胞接着を担う表在性タンパク質で

あることが示唆された｡次にCESPの強制発現によりPCFの表現型が接着性に変化するか

否かを検証した｡まずPCFでCESPの強制発現を行うために,マルチクローニングサイト

を含むように改良したpSAK(pSAK2)を構築するとともに,組換えPCF作製法を確立した｡

次にpSAK2にCESP遺伝子を挿入し,PCFに形質転換した｡その結果.ハイグロマイシン

耐性PCFが得られ,PCR法によりpSAK2がゲノム中に挿入されたことを確認した｡RTIPCR

法により外来CESPの発現が確認できたが,ほとんどの組換えPCFはCESPタンパクを発

現せず,表現型の変化も観察されなかった(第4章)｡

本研究により,TtEMFステージ特異的表在性タンパク質｢CESP｣が同定された｡CESP

はEMFステージ特異的なマーカーとなると同時に,EMFがツエツエバェの口吻に感染す

る際の接着分子であることが示唆された｡加えて,CESPは既知のアフリカトリパノソーマ

昆虫型表在性タンパク質と分子系統学的に全く異なっていたことから,TcEMFは唾液腺感

染型のr占r〟Ce‖三MFとは分子レベルで全く異なるトリパノソーマ･ツエツエバェ相互作用

を行っていることも示唆された｡

審 査 結 果 の 要 旨

7わpα乃0∫0朋dCO〃即Je乃∫e(Tc)は家畜アフリカトリパノソーマ症の病原体であり,ツ

エツエバェにより媒介される｡吸血にともなってツエツエバェに取り込まれた血流

型(BSF)は,中腸内でのプロサイクリック型(PCF)への分化を経て,口吻内腔でエビ

マスティゴート型(EMF)へと発育する｡最後にEMFは晴乳類感染型のメタサイクリ

ック型(MCfりへと分化し,吸血とともに新たな晴乳動物宿主へと感染する｡このEMF
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からMCFへの分化は特にメタサイタロジェネシスと呼ばれ,昆虫と噂乳類宿主間を

繋ぐ重要なTc発育過程となっている｡本研究ではメタサイクロジェネシスの分子メ

カニズムを解明することを目的として,Tc EMF ステージ特異的表在性タンパク質

｢CESP｣を同定し,その性状を解析し,トリパノソーマ･ツエツエバエ間相互作用

における役割を考察した｡

第1章では,EMF培養上清中に新たに見いだした接着分子,adhesion factor(AF)

の分子性状を解析した｡その結果,AFは糖タンパク質で,糖鎖が接着活性に必須で

あることが強く示唆された｡また抗AF血清で[35s]Met/Cys代謝標識EMF培養上

清を免疫沈降した結果,天然型AFの分子量は100kDaであることが明らかとなった｡

第2章では,EMFのcDNAライブラリーを抗AFマウス血清でイムノスクリーニ

ングして,2,070bpのAF遺伝子を単離した｡抗組換えAFマウス血清(α-rAF)を

用いた間接蛍光抗体法によりAFがEMF細胞表面特異的に発現していること証明し

た｡[3H]-ethan01amineでEMFを代謝標識し,その培養上浦をcL-rAFセ▲免疫沈降して,

AFがGPIアンカー性の表在性タンパク質であることを明らかにした｡AFと既知の

アフリカトリパノソーマEMF表在性タンパク質との関連を,分子系統樹を作成して

解析したところ,AFは新規のEMF特異的GPIアンカー性表在性タンパク質であっ

た｡そこでAFをCESP(congolenseepimastigote-SpeCincprotein)と命名した｡

第3章では,CESPの生物機能解析を目的に,Tc用タンパク質強制発現ベクター

(pSAK)を作製した｡pSAKはTcゲノムのチューブリンリピート領域を相同組換えの

標的とした｡薬剤選択マーカーにはハイグロマイシン耐性遺伝子(月γG)を用いた｡

eGFP遺伝子(EGFP)を挿入したpSAKをEMFに形質転換し,ハイグロマイシン耐性

EMFを共焦点レーザー顕微鏡で観察したところ,緑色蛍光を発するEMFを観察した｡

psAKが標的領域に正確に挿入されたことをサザンプロット法とPCR法で確認した｡

第4章では,CESPの生物機能を解析した｡抗組換えCESP抗体を用いた接着阻害

試験では,EMFの接着が抗体濃度依存的に阻害され,CESPがEMFの細胞接着を担

う表在性タンパク質であることが示唆された｡CESPの生物機能を組換え原虫で調べ

る目的で,マルチクローニングサイトを含むように改良したpSAK(PSAK2)を構築し

て,組換えPCF作製法を確立した｡pSAK2にCESP遺伝子を挿入し,PCFに形質転

換した｡その結果,ハイグロマイシン耐性PCFが得られ,PCR法によりpSAK2が

ゲノム中に挿入されたことを確認した｡RTPCR法により外来CESPの発現が確認で

きたが,ほとんどの組換えPCFはCESPタンパクを発現せず,表現型の変化も観察

されなかった｡CESPのPCFでの発現については,更に詳細な検討が必要である｡

以上のことから,CESPはEMFステージの特異的なマーカー分子で,両時にEMF

がツエツエバェの口吻に感染する際の接着分子であることを示唆された｡CESPは既

知のアフリカトリパノソーマ昆虫型表在性タンパク質と分子系統学的に異なり,こ

のことから,口吻内腔感染型のTcEMFは唾液腺感染型のT bruceiEMFとは異なる

分子メカニズムで,ツエツエバェとの宿主･寄生体関係を維持していることが示唆

された｡本研究の成果は,トリパノソーマ･ツエツエバェ間相互作用の解明を大き

く前進させ,将来のトリパノソーマ症防圧法の開発につながることが期待される｡

以上について,審査委員全員一敦で本論文が岐阜大学大学院連合獣医学研究科の

学位論文として十分価値があると認めた｡
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