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研究成果の概要（和文）：蚊などのベクターによって媒介される感染症対策においては、殺虫剤によるベクター
コントロールが主体となる。しかしながら殺虫剤使用は耐性獲得・副作用など様々な問題を抱えている。そこで
本研究では天敵生物が持つ天然毒のヴェノムに着目し、メリチンをモデルとしてヴェノム発現マラリア原虫を作
製することに成功した。また新規の齧歯類マラリア原虫の遺伝子組換え法の開発に成功し、現在まで困難だった
多重非変異体の作製が容易にした。またヴェノム発現原虫はワクチン開発へ応用可能であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In vector-borne infection measures such as mosquitoes, vector control by 
insecticides is the most important strategy. However, the use of insecticides has various problems 
such as acquiring resistance and side effects. In this study, we focused on Venom, a natural poison 
possessed by natural enemies. We succeeded in producing venom-expressing malaria parasites using 
melittin as a model. In addition, we succeeded in developing a new gene recombination method for 
rodent malaria parasite, and it has facilitated the production of multiple mutants that were 
difficult to date. It was also suggested that venom-expressing parasite could be applied to vaccine 
development.

研究分野：獣医学

キーワード： マラリア原虫　ハマダラカ　ヴェノム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究成果により蚊感染ステージ特異的にヴェノム発現原虫を作製可能であることが確認された。この結果
は、今後の更なる研究の継続と進展により、現在までの主流であったケミカル殺虫剤に依存しない蚊への対策法
の確立と全く新たな概念に基づくワクチンの開発に繋がることが示唆された。
　また本研究で新たに開発された齧歯類マラリア原虫遺伝子改変技術はマラリア研究の基底スピード向上に繋が
るものであり、マラリア根絶に向け寄与可能な結果であると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
1800 年代終盤に病原体と蚊やダニなどの節足動物による伝播が発見されて以来、100 余年の時
を経た今も、ベクター媒介性感染症への対策主体は殺虫剤に依存している。しかしながら近年、
農業における害虫対策を含め、DDT・ピレスロイドに代表される殺虫剤使用について様々な問題
が浮上してきた。殺虫剤耐性昆虫出現による有効性の低下、目的外生物に対する非特異的生態
学的影響、さらにはヒトにおける不妊を代表とする哺乳動物への毒性などの理由から新たな害
虫防除論の提唱が望まれている。 
 生物由来製剤として近年、害虫対策として、天敵であるクモやサソリが持つ天然毒である“ヴ
ェノム”が注目されている。ヴェノムは数百万年にわたる進化の過程において、虫の捕食のた
め、標的への高い親和性と特異性を手に入れるに至った。したがって、ヴェノムは既存の殺虫
剤とは異なる作用機序により、哺乳動物に対する安全性と、環境負荷の低さが利点として上げ
られる。ヴェノムの多くはペプチド・タンパクからなり、遺伝子工学技術による作物へのヴェ
ノム遺伝子導入、極めて高コストではあるが人工合成物の噴霧等の手法により、次世代の害虫
対策法として実用化へ向けた研究がなされている。 
 ベクター媒介性感染症制圧の歴史を紐解くと、その成功はベクター対策の成否に大きく依存
していることがわかる。その主体は殺虫剤によるものであるが、耐性昆虫の出現などの諸問題
により標準法としての存在が危ぶまれてきている。そこで近年、次世代の殺虫分子として、天
敵昆虫や昆虫寄生菌から分離された生物由来分子の利用が模索されている。殺虫剤の主要マー
ケットである農業においては、使用対象である作物は固定され人間の支配下にあるため、その
利用は容易い。しかしながら、本研究で対象とするベクターは飛翔等に代表される遁走・移動
能力を有するため、その使用法には課題が山積している。 
 ベクターと病原体の関係において特徴的な現象が、宿主特異性である。病原体の伝播は吸血
行動による機械的な移動によるものではなく、ベクター体内での複雑な分化・増殖プロセスの
結果、初めて次世代の感染が可能となる。したがって、病原体とベクターの間には固有の相関
関係である特異性が生まれる。本研究ではこの特異性に着目し、囮誘引法との組合せにより病
原体をヴェノムデリバリーの担体として用い、ベクター媒介性感染症の制御に応用できるので
はないかとの着想に至った。即ち、対象とするベクターに特異的に感染する病原体にヴェノム
を発現させ、これを囮誘引法の応用によりベクターに感染させる。病原体が作り出すヴェノム
の働きにより、ベクターを殺滅し感染症を制圧しようとするものである。 
 そこで本研究計画では哺乳動物・節足動物の両ステージを実験室内で再現可能である、齧歯
類特異的マラリア原虫-ハマダラカ媒介系をモデルとして用いることにより、申請者が提唱する、
ヴェノム発現原虫によるベクター防除論の実現の可能性と有効性の評価を行った。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究はベクター媒介性感染症に着目し、天敵生物が持つ天然毒“ヴェノム”と病原体によ
るデリバリーシステムを用いた、新たなベクター防除論の開発と有効性評価を行おうとするも
のである。ベクターコントロールの主体である殺虫剤の使用は、様々な問題を抱えている。そ
こで本申請では、ベクターと病原体との間に存在する関係“宿主特異性”を利用することで、
標的とするベクター生物種にのみ特異的に感染する病原体にヴェノムを導入し、標的とする生
物種のみをコントロールする、既存の殺虫剤が抱える問題を克服し、全く新たな概念に基づく
ベクター媒介性感染症制御法の開発を目的とする。 
 以上の目的の達成のため、本研究計画ではハマダラカに対して毒性を示すヴェノムのスクリ
ーニング、齧歯類マラリア原虫におけるヴェノム組換えシステムの開発、ヴェノム発現原虫の
作出およびハマダラカでの表現型解析を行う事を目的として研究を展開した。 
 
３．研究の方法 
 
（１）インジェクション法によるヴェノムハマダラカ毒性評価 
 ハマダラカの属する Diptera に対して毒性を示すことが既に報告されているヴェノムについ
て、インジェクション法により、毒性評価スクリーニングを行った。実体顕微鏡下でガラスマ
イクロニードル電動インジェクターを用いて、ヴェノム溶液を腹節基部にインジェクションす
る。麻酔覚醒後、通常環境下での飼育を行い、致死率・生存日数・運動能力・吸血行動能力な
どを指標としてハマダラカの表現型解析を行うことで各ヴェノムの毒性を評価する。以上の解
析により、使用するヴェノム、および効果的な組合せの候補を選定した。 
 
（２）ヴェノム発現組換え原虫作製法の開発 
 ハマダラカステージでヴェノムを発現するためのハマダラカステージ特異的プロモーターと
して、TRAP 遺伝子・MAEBL 遺伝子・CTRP 遺伝子のプロモーターのクローニングを行った。同時
に多数のヴェノムを発現するマラリア原虫作製法の開発が最終目標への到達の為には必要であ
ることが懸念されたため、宿主毒性抗生物質を使用可能な新規組換え原虫作製法の開発を試み
た。短期の試験管内培養とピューロマイシン耐性遺伝子・ブラストサイジン耐性遺伝子および



ピューロマイシン・ブラストサイジンを用いた組換え体作製法の検討を行った。組換え体作製
の指標はレポーターである GFP の発現として評価を行った。 
 
（３）ヴェノム発現原虫の作出とハマダラカでの感染動態解析 
 上記（１）でハマダラカに対して毒性を示すことが確認されたミツバチ由来ヴェノムのメリ
チンをターゲットとして実験を行った。メリチン遺伝子を齧歯類マラリアコドン使用頻度に基
づき人工合成、シグナル配列の人工的不可により分泌発現系構築を行った。（２）で新規に開発
した方法を用いてメリチンを発現する組換え原虫の作製を試みた。メリチン発現原虫のハマダ
ラカへの感染実験を行い、メリチン転写量などの解析を行った。 
 
４．研究成果 
 
 マイクロインジェクション法によりヴェノムのスクリーニングを行い高い毒性を示したこと、
および、コマーシャルに入手が容易なことなどの理由から、ミツバチ由来ヴェノムであるメリ
チンをプライマリーターゲットとした。メリチンのハマダラカマイクロインジェクション法に
よる毒性について半数致死量 LD50を解析したところ、LD50=1.03x10-5 mg/ハマダラカであった。 
 次にメリチン発現マラリア原虫作製を行うこととしたが、ハマダラカでの動態を観察する場
合原虫が GFP などのレポーター遺伝子を共発現していることが非侵襲的解析を行う上で望まし
いこと、ヴェノムの多重発現系が必要になる可能性等の課題が浮上した。しかしながら齧歯類
マラリア原虫では多重変異体の作製が困難であるため、ヴェノムとレポーターの共発現および
数種のヴェノムの独立トランスフェクションによる共発現は難しいとの問題があった。そこで
代表者らは新規の組換え原虫作製法の開発に着手、実験系の盤石化を目指した。齧歯類マラリ
ア原虫は長期試験管内培養が困難なため組換え体作出実験を生体内で実施する必要がある。し
たがって、マウスに毒性を示すポジティブセレクション用抗生物質およびマーカーが使えない
との問題がある。このような抗生物質は哺乳動物細胞等で組換え体を選択するにあたり極めて
一般的に用いられているが、本原虫では使用できない。そこで代表者らは試験管内での短期間
培養とマウスでのリカバリーセットの繰り返しにより組換えマラリア原虫を作製する新規実験
系の開発を行った。その結果、ピューロマイシンおよびブラストサイジンの宿主毒性薬剤を用
いた組換え体作製法の開発に成功した。これらの方法の開発により、現在までに困難だった齧
歯類マラリア原虫で容易に多重変異体を作り出すことが可能になった。独立した 3つのマーカ
ーにより 3重の連続した組換え導入をシーケンシャルに行うことが可能となった。また、本実
験系開発成功における副産物として、容易に組換え原虫をクローニングすることが可能になっ
た。現在までに一般的に行われていた組換え原虫作製法においては組換え効率および生体内で
薬剤選択を行う必要性から、薬剤選択後の組換え体の割合が 10-20 パーセントと極めて低かっ
た。本原虫の組換え体のクローニングはマウスを用いたインビボ限界希釈法によるため、選択
割合の低さからこの作業に多大なる労力と数十匹のマウスを使用する必要があった。しかしな
がら、我々が開発に成功した新規実験系においては薬剤選択後の目的原虫の割合をほぼ 100 パ
ーセントにまで高めることが可能であった。すなわち齧歯類マラリア原虫組換え体作出におけ
るボトルネックとなっていたクローニング作業が極めて容易となり、5 匹程度のマウスで行う
ことが可能となり、マラリア研究全体の基底スピード向上に大きく貢献できたと考えられる。 
 上記の組換え原虫作製法を用いて、メリチン発現原虫の作製を試みた。数種のプロモーター
から高活性を示したことを理由に CS プロモーターをメリチン発現ドライバーとして使用した。
CS プロモーター支配下でメリチンを分泌発現するピギーバックリコンビネーションコンスト
ラクトを作製し、GFP 発現マラリア原虫にトランスフェクション、またドラッグセレクション
を実施し、クローニングを行った。その結果、PCR 法により目的コンストラクトをマラリア原
虫ゲノムに持つ原虫クローンの分離に成功したことを確認した。この結果は、ベクターステー
ジ特異的プロモーターを使用することでマラリア原虫に対し毒性を持つ物質の遺伝子を導入し
た変異体の作製が可能になることを示すものであった。 
 メリチン遺伝子導入マラリア原虫をハマダラカに感染させその挙動を解析した。レポーター
として導入した GFP を指標として非侵襲的に感染動態を観察した。その結果、オーシストにつ
いては正常な形成能力を有することが明らかとなった。次に唾液腺スポロゾイトの形成能を解
析した。野生型と比べ減少傾向ではあるが、唾液腺スポロゾイトが形成されることが明らかと
なった。またメリチン遺伝子の転写をリアルタイム PCR 法により解析した。その結果ハマダラ
カステージにおいて特異的にメリチン遺伝子が転写されていることを確認した。以上の結果よ
り、メリチンを発現するマラリア原虫はハマダラカに感染能を持ち、かつスポロゾイトを形成
可能であることが示唆された。次にハマダラカに対する毒性を解析した。頻回の解析の結果、
メリチンをドライブするCSPプロモーターの活性が高まる感染後10日前後において10-30％の
ハマダラカが死亡することが確認された。しかしながら実験間におけるばらつきが大きく再現
性に問題があった。そこでメリチン転写量を詳細に解析したところ、同一プロモーター支配下
の CS 遺伝子とくらべて有意に転写量が低いことが確認された。この結果はメリチン転写におい
てなんらかの負のフィードバックが生じている可能性が示唆された。以上の結果より、まだ改
善は必要であるものも、ヴェノムを導入したマラリア原虫を作出可能であり、これを用いたハ
マダラカ制御が可能であることを示唆する結果であった。次にメリチン導入マラリア原虫スポ



ロゾイトのマウスへの感染性を評価した。その結果、野生型と比較し感染性が有意に低下して
いることが確認された。この結果より、マラリア原虫に対するヴェノムの導入により非感染性
スポロゾイトを生産可能であり、これはマラリアワクチン開発にブレイクスルーをもたらすこ
とが可能ではないかと考えられた。 
 本研究ではメリチンをモデルとしてヴェノム発現マラリア原虫を作出することに成功した。
また、この原虫作出にあたり、新規マラリア原虫遺伝子組換え法の開発に成功した。ヴェノム
発現原虫はワクチン開発に有用性を示すことが確認された。今後、ヴェノム発現コントロール
法の更なる改善により、マラリアベクターコントロールおよび感染制御に繋げることが可能で
あることが示唆された。 
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