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学位論文の内容の要旨 

 

アフリカトリパノソーマを含むキネトプラスト綱原虫の遺伝子発現は主に転写後調節に

よって制御されている。これまでの研究からキネトプラスト綱原虫では遺伝子の発現時期

特異性が 3’側非翻訳領域（3’UTR）に存在する発現調節配列（cis-element）と，そこに結

合する RNA結合蛋白質（RBPs）によって調節されていることが明らかとなっている。しか

し，先行研究では培養が容易な血流型虫体およびプロサイクリック型虫体を用いており，

他のツェツェバエ体内発育ステージ，即ちメタサイクリック型虫体（MCF）やエピマスティ

ゴート型虫体（EMF）特異的発現遺伝子の発現調節機構に関する知見はない。これらベクタ

ー体内発育ステージのうち，特に EMFは哺乳類感染型の MCFに分化する直前の発育ステー

ジであり，ベクター体内発育ステージを標的とした新規制御法の開発において重要である

と考えられている。そこで本研究は， Trypanosoma congolense IL3000 株において，EMF

特異的発現遺伝子である congolense epimastigote specific protein gene (cesp) mRNA

をモデルとして，その発現時期調節が上述の 3’UTR を介した調節機構によって制御されて

いるか否かについて解析することを手掛かりとして，EMF特異的発現を司る cis-element，

および同領域に結合する RBPsを同定し，EMF特異的遺伝子の発現調節機構を明らかにする

ことを目的とした。 

第一章ではcespのEMF特異的発現が他の発育ステージを用いた先行研究で明らかとなっ

た遺伝子発現調節機構と同様に 3’UTR によって制御されているか否かについて解析した。

cespおよび actin由来の 5’および 3’UTR配列と緑色蛍光タンパク質遺伝子（enhanced green 

fluorescence protein gene: egfp）配列を組合せて egfp発現カセットを作製し，トリパ
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ノソーマゲノムのα-およびβ-tubulin タンデムリピート領域に挿入して全発育ステージ

における eGFP蛍光強度および egfp mRNA発現量を比較解析した結果，egfpの下流に cesp 

3’UTR を配置した場合でのみ EMF 特異的な egfp mRNA の発現上昇が認められた。以上より，

cesp の EMF 特異的発現は他の発育ステージ特異的遺伝子と同様に 3’UTR 内に存在する

cis-elementによって調節されていることが明らかとなった。 

第二章では cesp 3’UTR 内の cis-element配列を同定し，同 cis-element RNA に結合する

RBPsの検出を行った。cesp 3’UTRの塩基配列から RNA二次構造を予測し，ステムループ構

造等の特徴を元に Front，Loop 1，Loop 2，ARE-M に区分した。次いで，これらの領域を

cesp 3’UTRから欠損，もしくは actin 3’UTRに挿入したハイブリッド 3’UTRを作製して egfp

の下流に配置した発現カセットを作製した。これらの egfp発現カセットをトリパノソーマ

ゲノムのα-およびβ-tubulin タンデムリピート領域に挿入して全発育ステージにおける

eGFP 蛍光強度，egfp mRNA 発現量および egfp mRNA安定性を比較解析した結果，配列中に

A および U を多く含む ARE-M が EMF 特異的遺伝子発現を制御する cis-element 配列である

ことが明らかとなった。次いで，ARE-Mと RBPs の相互作用を RNA electro mobility shift 

assay (REMSA)で解析した結果，ARE-M には各発育ステージ特異的な RBPs が結合し，複合

体を形成していることが明らかとなった。以上より，ARE-Mが cespの EMF特異的発現を制

御する cis-elementであることが明らかとなり，さらに ARE-Mと発育ステージ特異的 RBPs

とによって形成される RNA-RBPs複合体によって cesp mRNAが EMF特異的に安定化し，他の

発育ステージでは不安定化していることが示唆された。 

第三章では ARE-Mと相互作用する RBPsの同定を試みた。ARE-M配列は Aと Uに富んでい

たことから，先行研究で明らかとなっている RBPs の一種，uridine binding protein 1 

(UBP1)に着目し，本研究で使用した T. congolense における UBP1オルソログ(TcUBP1)の発

現プロファイルを解析した。その結果，TcUBP1 は全発育ステージで恒常的に発現している

ことが明らかとなった。加えて，rTcUBP1 と ARE-M RNA との相互作用を REMSA で解析した

結果，rTcUBP1 が ARE-M RNA に配列特異的に結合し，複合体を形成することが明らかとな

った。次に，TcUBP1と他のトリパノソーマ細胞質タンパク質との相互作用を共免疫沈降法

で解析した結果，各発育ステージで異なるタンパク質が TcUBP1と特異的に相互作用して複

合体を形成することが明らかとなった。以上より，TcUBP1は ARE-M RNA と特異的に相互作

用する RBPsの一種であるが，cespの EMF特異的発現調節には TcUBP1 と他のタンパク質群

との相互作用が必須であることが明らかとなった。 

本研究により，アフリカトリパノソーマ EMF 特異的発現遺伝子である cespの発現調節機

構の一端が明らかとなった。今後，TcUBP1と相互作用するタンパク質群とその機能を明ら

かにしていくことで EMF 特異的遺伝子の発現調節機構のみならず，アフリカトリパノソー

マの発育ステージ変換に関わる分子制御機構が明らかになると期待される。 

 

 

審 査 結 果 の 要 旨 

 

アフリカトリパノソーマは宿主哺乳類血流中および媒介昆虫であるツェツェバエ消化管

内の環境に適応するために発育ステージ変換を行う。発育ステージ変換には遺伝子群の発

現制御が必須である。トリパノソーマの遺伝子発現調節機構で現在までに明らかとなった

ことは，mRNAの 3’側非翻訳領域（3’UTR）に存在する発現調節配列（cis-element RNA）

と，そこに結合する RNA 結合タンパク質群（RBPs）が形成する複合体によって mRNAの安定

性が発育ステージに応じて変化し，翻訳または分解が決定づけられるという事である。こ

の知見はin vitro培養が容易な血流型およびプロサイクリック型発育ステージのトリパノ



 

  

ソーマを用いて明らかとなったが，哺乳動物への感染源であるメタサイクリック型（MCF）

や，MCFへ分化する直前の発育ステージであるエピマスティゴート型（EMF）での遺伝子発

現調節機構は全く不明であった。トリパノソーマの発育ステージ中で唯一，接着依存性に

分裂増殖する EMFは，未だ有効な予防法および治療薬がないアフリカトリパノソーマに対

する新規制御法の標的として注目されている。そこで本研究では，全発育ステージの in 

vitro 培養系が確立されている Trypanosoma congolense IL3000 株を用いて，これまで全

く知られていない EMF特異的発現遺伝子の発現調節機構を解明することを目的とした。 

第一章では EMF 特異的発現遺伝子 congolense epimastigote specific protein gene 

(cesp)の発現時期が cesp 3’UTR内の cis-element 配列によって制御されていることを明

らかにした。第二章では cis-element配列の同定に加え，cis-element RNA に結合する RNA 

binding proteins（RBPs）の検出を試みた結果，cesp 3’UTR 内部の A と U に富んだ配列

（ARE-M）が EMF特異的に遺伝子を発現させる cis-element RNAであることを明らかにした。

加えて，ARE-Mには各発育ステージ特異的 RBPs が結合し，複合体を形成することも明らか

にした。以上の結果は，ARE-Mと RBPsによる複合体が cesp mRNAを EMF 特異的に安定化し

て発現させていることを示唆している。最後に，第三章では ARE-M と相互作用する RBPs

の同定を試みた結果，T. congolense Uridine Binding Protein (TcUBP)1 が ARE-M配列特

異的に結合することを明らかにした。TcUBP1は全発育ステージで恒常的に発現しているた

め，TcUBP１と複合体を形成する未知の因子が EMF 特異的遺伝子発現を司っていると考えら

れる。本研究で，EMF 特異的発現遺伝子の発現調節機構の一端が明らかになった。今後，

RNA-RBPs 複合体の詳細を解明することによってアフリカトリパノソーマの発育ステージ

変換に関わる分子制御機構を明らかにできると期待される。 

 

 以上について，審査委員全員一致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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