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研究期間  平成 ２９ 年 ４月 １日 ～ 平成 ３０ 年 ３月 ３１日  

目的・趣旨  

真核生物の細胞膜表面には「ラフト」や「カベオラ」と呼ばれる生体膜ミ

クロドメインが存在する。これらには種々の膜蛋白質が集積しており、細

胞内シグナル活性化や物質輸送を司る重要な構造であることが分かってき

た。しかし、原虫細胞膜の生体膜ミクロドメインに関する研究はほぼ皆無

であり、その構成脂質成分も不明である。本研究ではトキソプラズマを対

象とし、凍結割断レプリカ法ならびに脂質成分特異的標識法を組合せ、電

子顕微鏡によるナノスケールレベルでの分子観察を行う。トキソプラズマ

の生体膜ミクロドメインを破壊すること無く可視化し、さらに構成する脂

質成分の特定を目指す。  

研究経過の  

概要  

                                   

①生体膜ミクロドメインであるラフト及びカベオラがトキソラズマの膜表面

に存在すかどうかに注目して研究を行なった。蛍光抗体法を用いることで、ラ

フトマーカー分子であるガングリオシド：GM1 及び  GM3 が虫体表面に存在

するかどうかを検討した。トキソプラズマ RH 株を培養、回収したのちガラス

プレート上に貼り付け、固定した。GM1 マーカーであるコレラトキシン 1b ま

たは GM3 特異的抗体を用いて。蛍光抗体法によって可視化を試みた。その結

果、トキソプラズマ虫体表面においてこれらガングリオシドの存在を確かめる

ことはできなかった。この結果は、哺乳類細胞とは異なり、トキソプラズマ虫

体表面にはラフト及びカベオラが無いこと、あるいは哺乳類細胞とは構成要素

が異なることを示唆している。現在、より詳細に調べる目的で、下の②に示し

たように電子顕微鏡を用いて標識・解析を実施している。  
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研究成果の

概要  

 
② トキソプラズマを材料とし、急速凍結割断レプリカ法により膜レプリカを

作製できるかどうかを検証した。トキソプラズマ RH 株を培養、回収したの

ち、金箔及び銅板ではさみ、液体窒素によって急速凍結した。これを蒸着装置

に挿入し、脂質二重膜のうち外側の膜をナイフで削り取り凍結割断を行なっ

た。むき出しになった内側の膜へカーボンを蒸着し、膜レプリカを作成した。

トキソプラズマ表面抗原分子である SAG1 に対する抗体および金コロイド標

識二次抗体を用いて本膜レプリカを標識したところ、原虫膜表面の広範囲にシ

グナルを認めた。すなわち、今回作製した膜レプリカが、金コロイド標識によ

る分子局在解析に適用可能であることが示された（図 1）。以上より、本年度

は本技術の確立と技術習得に専念し、トキソプラズマでも実施可能であること

を示すことができた。  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 1 トキソプラズマ膜レプリカにおける SAG1 の分布。  

左の図の青枠を拡大したものが右の図。黒いドットは金コロイドによるシグナ

ルであり、SAG1 が細胞膜表面に存在することを示している。  

 

 

 

 

  

研究成果の

発表  

 
なし。  
 
 
 
 
 
 

 


