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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はツェツェバエによって媒介される住血性寄生原虫であり，ア

フリカトリパノソーマ症によりアフリカ諸国に多大な人的，経済的被害がもたらされてい

る。しかしトリパノソーマが細胞表面抗原を高頻度かつランダムに変異させるため予防ワ

クチンの開発は成功しておらず，また現行の抗原虫薬には致死的な副作用や耐性原虫の出

現等の問題があり，現在に至るまでアフリカトリパノソーマ症に対する安全で有効な予

防・治療法は確立されていない。そこで新規制御法として，ツェツェバエ体内の抗原変異

性を持たないトリパノソーマ発育ステージを標的とした伝播阻止ワクチンの有効性が期

待されている。 

 本研究では，トリパノソーマがヘム生合成経路を欠損しているという点に着目し，アフ

リカトリパノソーマの一種であるTrypanosoma congolenseを用いて寄生環境中よりヘム源

を取込むレセプターの同定，機能解析を行った。また同定されたレセプターの，伝播阻止

ワクチンの標的としての可能性を評価した。 

 第一章ではヘムを取込むレセプターの候補として T. congolense haptoglobin 

hemoglobin complex receptor (TcHpHbR) を選択し，その性状及び機能を解析した。また

T. congolense 全発育ステージにおけるヘム源の取込みを，蛍光色素標識タンパク質を用

いて観察した。 

 TcHpHbR の発現解析を行った結果，TcHpHbR はツェツェバエ口吻部寄生ステージである

epimastigote 型 (EMF) の細胞膜及び鞭毛ポケットに特異的に発現していることが明らか

となった。また，TcHpHbR とリガンドの分子間相互作用を解析した結果，TcHpHbR は遊離型

ヘモグロビン (Hb) と特異的に結合し，解離定数が 20 nM と高い親和性を示した。一方で

ハプトグロビンヘモグロビン複合体 (HpHb) との親和性は，遊離型 Hb とのものに比較して
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低いことが明らかになった。続いて T. congolense 全発育ステージにおける蛍光標識 Hb, 

蛍光標識ハプトグロビン (Hp) 及び蛍光標識 HpHb の取込みを解析した。その結果，EMF に

おいて遊離型 Hb のみ取込みが観察された一方で血流型，procyclic 型，metacyclic 型では

遊離型 Hb，遊離型 Hp 及び HpHb のいずれの取込みも観察されなかった。 

 以上の結果から，TcHpHbR は EMF における遊離型 Hb のレセプターであることが強く示唆

された。このことを踏まえ，TcHpHbR を T. congolense epimastigote specific hemoglobin 

receptor (TcEpHbR) と改名した。T. congolense と T. brucei がそれぞれ異なる発育ステ

ージで異なる様式のヘム源を取込む理由としては以下の仮説が考えられる。T. congolense

とT. bruceiはEMFの寄生部位が異なり，ツェツェバエ口吻部に寄生するT. congolense EMF

はツェツェバエの吸血時に血液に曝露されるのに対し，唾液腺に寄生する T. brucei EMF

は血液に曝露される機会はない。そのため T. congolense EMF は吸血された血液に豊富に

含まれる遊離型 Hb を取込み，T. brucei は血流型において HpHb を取込んでいる。T. 

congolense と T. brucei の共通祖先はツェツェバエ口吻部に寄生していたと考えられてい

るため，進化の過程で T. brucei が寄生部位を唾液腺に変えたことに伴い，そのヘム源を

取込む発育ステージやレセプターのリガンドが変わったと考えられた。 

 第二章では TcEpHbR の伝播阻止ワクチンの標的としての可能性を検証した。まず抗

TcEpHbR モノクローナル抗体 (mAb) を作製し，EMF 培養への mAb 添加による TcEpHbR の機

能阻害を試みた。また Hb の除去培地における EMF の増殖及び形態的変化を解析した。 

 mAbをEMFに添加培養した結果，mAb濃度依存的に増殖抑制及び細胞変性を引き起こした。

この細胞変性を起こした EMF を透過型電子顕微鏡で観察した結果，細胞質内に電子密度の

薄い小胞が多数確認された。また EMF における Hb の取込みは mAb 存在下でも阻害されなか

った。Hb 除去培地を作製し EMF を培養した結果，細胞増殖は抑制されたが mAb 添加時のよ

うな顕著な形態変化は見られなかった。 

 第一章ではTcEpHbRが遊離型Hbの取込みに関与することが明らかになった。その一方で，

mAbは遊離型Hbの取込みを阻害することなくEMFに細胞変性を引き起こした。このことは，

TcEpHbR が遊離型 Hb の取込みだけでなく取込んだ Hb の輸送，代謝に関わっている可能性

を示唆している。一方で単純に Hb を除去した培地では EMF に増殖抑制は見られたが細胞変

性は確認されなかった。ツェツェバエの非吸血時には，EMF の寄生部位である口吻部の Hb

存在量が少なくなるため，EMF はそのような低 Hb 条件下に適応した機構を備えていると予

想された。よって Hb 除去培地における EMF の増殖抑制は Hb 飢餓に対する生理的な反応で

あった可能性が高い。また mAb を添加培養した EMF で観察されたような電子密度の低い小

胞は，細胞内ヘム濃度の制御に関与する遺伝子のノックアウトよっても観察されることが

報告されている。このことから mAb による細胞変性を伴う EMF の増殖抑制は，mAb が Hb の

細胞内輸送に干渉した結果，細胞内ヘムの恒常性が破綻したことが原因である可能性が示

唆された。 

 本研究により，T. congolense がツェツェバエ口吻部で Hb を取込むレセプターTcEpHbR

が新規に同定され，さらに TcEpHbR に対する抗体によって EMF の増殖は抑制されることが

明らかになった。このことから TcEpHbR はツェツェバエ内で EMF を抑制する伝達阻止ワク

チンの標的として有効である可能性が示された。しかしその一方で，その細胞変性・増殖

抑制の機構は不明である。今後は mAb による細胞変性，増殖抑制機構の詳細を解明し，将

来的な新規トリパノソーマ制御法開発に寄与することが期待される。 

 

審 査 結 果 の 要 旨 

 

 アフリカトリパノソーマはツェツェバエによって媒介される住血性寄生原虫である。ア



 

フリカトリパノソーマ症によりアフリカ諸国に多大な人的，経済的被害がもたらされてい

る。しかし現在に至るまで本症に対する安全で有効な予防・治療法は確立されていない。

そこで新規制御法としてツェツェバエ体内の抗原変異性を持たないトリパノソーマを標

的とした，伝播阻止ワクチンの有効性が期待されている。 

 本研究では，トリパノソーマがヘム生合成経路を欠損しているという点に着目し，アフ

リカトリパノソーマの一種であるTrypanosoma congolenseを用いて寄生環境中よりヘム源

を取込むレセプターの同定，機能解析を実施した。また同定されたレセプターの，伝播阻

止ワクチンの標的としての可能性を評価した。 

 第一章ではヘム源取込みレセプターの候補として T. congolense haptoglobin 

hemoglobin complex receptor (TcHpHbR) が選択され，その性状及び機能解析が実施され

た。また T. congolense 全発育ステージにおけるヘム源の取込みを，蛍光色素標識タンパ

ク質を用いて観察した。 

 TcHpHbR の発現解析により，TcHpHbR はツェツェバエ口吻部寄生ステージである

epimastigote 型 (EMF) の細胞膜及び鞭毛ポケットに発現していることが明らかにされた。

また，TcHpHbR とリガンドの分子間相互作用を解析した結果，TcHpHbR は遊離型ヘモグロビ

ン (Hb) と特異的な結合を示した。続いて T. congolense 全発育ステージにおける蛍光標

識タンパク質の取込みを解析した結果，EMF では遊離型 Hb のみ取込みが観察された。 

 以上の結果から，TcHpHbR は EMF における遊離型 Hb のレセプターであることが強く示唆

された。このことを踏まえ，TcHpHbR は T. congolense epimastigote specific hemoglobin 

receptor (TcEpHbR) と改名された。 

 第二章では TcEpHbR の伝播阻止ワクチンの標的としての可能性の検証が実施された。抗

TcEpHbR モノクローナル抗体 (mAb) を作製し，EMF 培養への mAb 添加による TcEpHbR の機

能阻害，及び Hb の除去培地における EMF の増殖及び形態的変化が解析された。 

 mAb を添加培養した EMF では，mAb 濃度依存的に増殖抑制及び細胞変性が観察された。ま

た変性細胞質内に電子密度の薄い小胞が多数確認された。この mAb は EMF における Hb の取

込みを阻害しなかった。Hb 除去培地を作製し，EMF を培養したところ，細胞増殖は抑制さ

れたが mAb 添加時のような顕著な形態変化は見られないことが明らかになった。 

 mAb が遊離型 Hb の取込みを阻害することなく EMF に細胞変性を引き起こしたことから，

TcEpHbR は取込んだ Hb の代謝にも関わっている可能性が示唆された。一方で Hb 除去培地

におけるEMFの増殖抑制はHb飢餓に対する生理的な反応であった可能性が高いと考えられ

た。このことから mAb による細胞変性を伴う EMF の増殖抑制は，mAb が TcEpHbR の未知の

機能や Hb の細胞内輸送に干渉した結果，細胞内ヘムの恒常性が破綻したことが原因である

可能性が示唆された。 

 本研究により，T. congolense の Hb 取込みレセプターTcEpHbR が新規に同定され，さら

に TcEpHbR に対する抗体によって EMF の増殖は抑制されることが示された。このことから

TcEpHbR は伝達阻止ワクチンの標的として有効である可能性が示された。一方でその細胞

変性・増殖抑制の機構は不明である。今後は mAb による細胞変性・増殖抑制機構の詳細を

解明し，将来的な新規トリパノソーマ制御法開発に寄与することが期待される。 

 

 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有ると認めた。 
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