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研究要旨 
 

 寄生原虫トリパノソーマを含む分類群であるキネトプラスチダ類に特有のオルガネラ、グ
リコソームは、特殊化したペルオキシソームであり、解糖系 10 酵素のうちの初段 7 酵素や核
酸合成酵素群を含むという特徴を持つ。これらの酵素は生存に必須であることから、トリパ
ノソーマ症の薬剤標的として有望である。本研究では、グリコソームの成立起原およびその
生理学的意義の解明に向けて、キネトプラスチダ類の姉妹系統群であるディプロネマ類に着
目し、ディプロネマ Diplonema papillatum のドラフトゲノム解読を行ない、糖代謝酵素群
の遺伝子の同定を試みた。ディプロネマの推定ゲノムサイズは 176 Mb で、トリパノソーマ
類のゲノム（26〜36 Mb）と比較して大きく、遺伝子内にイントロンが存在することが明ら
かとなった。糖代謝関連酵素群およびグリコソームまたはペルオキシソーム局在性酵素を
コードする遺伝子を同定し、酵素の一次構造の特徴を解析した。これらの結果と生化学的解
析結果を合わせ、ディプロネマ類とキネトプラスチダ類の共通祖先で起きた代謝経路の再編
成について考察する。 
 
A. 研究目的 
 新興・再興感染症のなかでもトリパノソー
マ症や日本住血吸虫症などの人獣共通寄生虫
症では、保虫宿主の存在が流行地での対策を
困難なものにしている。本研究では、これら
寄生原虫・蠕虫の持つ特異な生物学的特徴を
同定・解析し、そこから得られた成果を応用
して新規治療薬開発およびワクチン開発を行
なうことを最終目的とする。 
 我々は、寄生原虫トリパノソーマを対象と
して代謝経路とオルガネラの共進化、特に代
謝経路酵素の局在が変わることの生理的意義、
およびオルガネラの機能転換が起こる際の進
化の原動力、特に遺伝子水平転移の果たす役
割の解明を目指して研究を進めている。寄生
原虫トリパノソーマを含むキネトプラスチダ
類にのみ存在するオルガネラ、グリコソーム
は、10 酵素からなる解糖系の初段 7 酵素や核
酸合成酵素群を含み、これらのグリコソーム
局在性酵素はヒトのオルソログとは異なる局
在性や生化学的性状を持つことから、トリパ
ノソーマ症治療薬の標的として有望視されて

いる。グリコソームはペルオキシソームと共
通する移行シグナル（PTS）を持つなど、両
者の生化学的類縁性が示唆されている。 
 これまでの研究から、我々はキネトプラス
チダ類とともにユーグレノゾア生物群に分類
され、キネトプラスチダ類と共通祖先を持つ
ディプロネマ Diplonema papillatum（ATCC 
50162 ） に お い て 、 解 糖 系 第 4 酵 素
fructose-1,6-bisphosphate aldolase（FBPA）
がペルオキシソーム様オルガネラに局在する
ことを明らかにした（Makiuchi, et al., 
Protist 126: 482, 2011）。一方、トリパノソー
マの解糖系10酵素のうち最初の7酵素がグリ
コソーム局在性であるのに対し、ディプロネ
マでは FBPA のみが小胞局在であり、グリコ
ソーム成立の前段階として解糖カスケードの
遮断が起きた可能性が示唆される（未発表）。
そこで本年度は、トリパノソーマ類とディプ
ロネマとの比較ゲノミクス的アプローチから、
酵素群の局在変更の生理的意義の解明を試み
た。 
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B. 研究方法 
 デ ィ プ ロ ネ マ Diplonema papillatum
（ATCC 50162）より核ゲノム DNA を精製し
た。培養した D. papillatum を破砕後、遠心
分離法を用いて核画分を調製後、DNA を抽出
した。得られた DNA は、核 DNA に加えミト
コンドリアDNA考えられる短鎖長のDNAを
大量に含んでいたため、改めてアガロースゲ
ル電気泳動を行ない、核 DNA に相当するゲ
ル片を回収後、DNA を生成した。得られた
D. papillatum 核DNAを用いたゲノム配列の
決定は、タカラバイオ（株）に委託した。塩
基配列の決定は HiSeq システム（イルミナ社）
を用いた。 
 
C. 結果 
 ディプロネマの推定ゲノムサイズは 176 
Mb であった。残念ながら、塩基配列決定に用
いたHiSeqはペアエンドリード長が短く（100 
bp）、得られた平均コンティグ長は 4.8 Kb、
最大コンティグ長は 62 Kb であった。ディプ
ロネマのゲノムサイズはトリパノソーマ類の
ゲノム（26〜36 Mb）と比較して大きく、遺
伝子内にイントロンが存在することが明らか
となった。遺伝子のアノテーションについて
は、参照ゲノムとしてトリパノソーマ類 3 種
（Trypanosoma cruzi、T. brucei、Leishmania 
major）のゲノム配列を用いた。残念ながら、
特に多数のイントロンを含む遺伝子ではアノ
テーションが不十分であったため、目的遺伝
子の同定に際してはマニュアルで BLAST 検
索を行なった。最終的に、糖代謝関連酵素群
およびグリコソームまたはペルオキシソーム
局在性酵素の遺伝子を同定し、酵素の一次構
造の特徴を解析した。 
 解糖系酵素については、第 6 酵素
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
（ GAPDH ）を除く初段 6 酵素および
glucokinase が、トリパノソーマ酵素同様に
PTS を持つことが明らかとなった。他の糖代
謝関連酵素については、糖新生経路の重要な
酵 素 で あ る fructose-1,6-bisphosphatase
（FBPase）にも PTS が存在していた。 
 ペルオキシソームには局在せず、グリコ
ソームにのみ局在する酵素群として、核酸合
成関連酵素が挙げられる。興味深いことに、
トリパノソーマではPTSが付加されている酵

素（adenine phosphoribosyltransferase (APRT)、
hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase 
(HGPRT)、inosine-5'-monophosphate dehydrogenase 
(IMPDH) 、 adenylate kinase (ADK) 、 orotate 
phosphoribosyltransferase (OPRT) 、
deoxyribose-phosphate aldolase (DERA)）は、ディ
プロネマではHGPRTを除きPTSが検出され
なかった。 
 次に、キネトプラスチダ類とディプロネマ
類でともにPTSを持つ酵素が共通起原を持つ
かどうかを明らかにするため、分子系統樹を
作 成 し た 。 解 糖 系 第 3 酵 素
phosphofructokinase（PFK）、GAPDH およ
び FBPase の分子系統解析の結果、キネトプ
ラスチダ類とディプロネマ類は単系統を示さ
ず、どちらかのグループで特異的に遺伝子水
平転移が起きたことが明らかとなった。 
 
D. 考察 
 本研究において、ディプロネマの糖代謝関連
遺伝子群の同定に成功した。そのうち解糖系第
1 酵素 hexokinase（HK）、第 2 酵素 glucose 
phosphate isomerase（GPI）、第 3 酵素 PFK、第
4酵素 FBPA、第 5酵素 triose-phosphate isomerase
（TIM）、および第 7酵素 phosphoglycerate kinase
（PGK）は、トリパノソーマ酵素と同様に PTS
を持つことが明らかとなった。PTS にはタンパ
クの N 端部の PTS2 および C 末端の PTS1 の 2
タイプが存在し、キネトプラスチダ類とディプ
ロネマの両者に共通して HK、FBPA に PTS2
が、GPI、PFK、TIM、PGK に PTS1 が、それ
ぞれ存在する。これらの結果は、キネトプラス
チダ類とディプロネマ類の共通祖先において、
解糖系酵素群のペルオキシソーム移行が起き
たことを強く示唆している。興味深いことに、
PFK（PTS1 タイプ）および GAPDH（PTS 無し）
は、キネトプラスチダ類とディプロネマ類の間
で異なる起原を持つことが示唆される。また、
糖新生関連酵素のうち FBPase はキネトプラス
チダ類とディプロネマのどちらも PTS1 を持つ
一方、酵素遺伝子の起原は異なることが強く示
唆された。これらは、両群の間で異なる代謝プ
ロファイルを発達させる過程で獲得されたも
のと考えられる。 
 キネトプラスチダ類では解糖系初段 7 酵素
に加えて、他の代謝経路酵素がペルオキシソー
ムに特異的に局在することが知られている。核
酸合成関連酵素について、ディプロネマでは
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HGPRT においてのみ PTS1 が検出された。以
上の結果を合わせて考えると、ユーグレノゾア
生物群の進化過程で、キネトプラスチダ類と
ディプロネマ類の共通祖先において最初に解
糖系酵素のペルオキシソーム移行が起こり、他
の代謝関連酵素はそれに引き続いて移行した
と考えられる。特に核酸合成関連酵素について
はキネトプラスチダ類の分岐後に特異的に局
在変更が起きたことが示唆される。 

 
E. 結論 
 本研究から、キネトプラスチダ類とディプロ
ネマ類の共通祖先において、解糖系酵素のペル
オキシソーム移行が起きたことが強く示唆さ
れた。一方で、本研究で明らかとなった解糖系
酵素の一次構造は、生化学的解析結果を支持し
ない。タンパクのペルオキシソーム移行には
peroxins と呼ばれる一群のタンパクが必須であ
り PTSs の認識、ペルオキシソーム上での足場
の形成、タンパクの挿入という一連の反応に深
く関与しているが、ディプロネマでは PTSs の
認識機構がキネトプラスチダ類とは異なる可
能性が考えられる。実際に、一部の peroxin オ
ルソログはディプロネマゲノム上に検出でき
ない。現在、糖代謝関連酵素群の機能発現の
「場」を詳細に解析するため、現在解糖系酵素
特異的抗体を作製し、免疫蛍光法等を用いた局
在解析を進めている。 
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