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研究成果の概要（和文）：三日熱マラリアReticulocyte binding protein (RBP) familyを９種類全てコムギ無
細胞法を用いて合成し、ヒト赤血球タンパク質353種からなる組換えタンパク質ライブラリを用いて、タンパク
質ータンパク質相互作用をアルファスクリーン法で解析した。その結果、RBP1aに対する相互作用タンパク質が
３種類、RBP1bに対する相互作用タンパク質が１種類同定できた。これらの成果は、コムギ無細胞法で作製した
組換えタンパク質ライブラリが、赤血球レセプター分子のハイスループットな同定に有用であることを示したも
のである。

研究成果の概要（英文）：Plasmodium vivax can invade only young erythrocytes (reticulocytes). 
Although many P. vivax proteins have been discovered, their functions are largely unknown because of
 the lack of in vitro continuous culture. Among them, P. vivax reticulocyte binding proteins (RBPs) 
recognize and bind to reticulocytes. However, reticulocyte receptor(s) have yet to be determined. 
In this project, we expressed all of the 9 RBP molecules by using wheat germ cell-free system as 
baits. We then established human erythrocyte protein libraries  consisted with 353 proteins also 
using the wheat germ cell-free system.
We screened protein-protein interactions between both protein sets with AlpaScreenn technology. 
Finally we identified 3 putative receptor molecules against RBP1a, and one agains RBP1b. 
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１．研究開始当初の背景 
マラリアは、毎年２億人余りが罹患し約 50
万人が死に至る感染症であるが、ここ数年来
マラリアによる死亡者数は減少傾向に転じ、
マラリアエリミネーションが視野に入ってき
た（WHO:World Malaria Report 2014）。そ
のためには、熱帯熱マラリアのみならず、患
者数がそれと同等の三日熱マラリア対策も必
須となっている。しかし、三日熱マラリアは
肝内休眠型による再発をおこすことが知られ
ており、その対策は困難を極めている。さら
に、三日熱マラリア原虫は培養法が確立され
ていないため研究が非常に遅れている。これ
までに、赤血球の Duffy 抗原に結合する原虫
タンパク質（Duffy-binding protein、以下
DBP）が同定され（Adamsら: Cell 1990）、
赤血球侵入分子機構の一端が解明された。そ
の研究から、DBPは唯一の三日熱マラリア赤
血球期ワクチン候補として開発が現在進めら
れている。しかし最近になって、マダガスカ
ルにおいて Duffy 陰性の住民からも三日熱マ
ラリア患者が報告され（Menard ら:PNAS 
2010）、Duffy抗原-DBP以外の侵入メカニズ
ムが存在することが示唆された。一方、三日
熱マラリア原虫は網状赤血球のみに侵入する
ことから、２種の網状赤血球結合タンパク質
（Reticulocyte-binding protein、以下 RBP）
が同定され（Galinskiら:Cell 1992）、さらに
2008 年の三日熱マラリアゲノム解読から、
RBP は９種類の遺伝子からなるファミリー
であることが判明した。しかし赤血球側レセ
プターの同定等の研究は全く進んでいない。 
 
２．研究の目的 
三日熱マラリア原虫の感染分子機構の理解
を深めるため、赤血球侵入に必須の網状赤血
球結合タンパク質（RBP）をモデルとして、
その赤血球側 RBP レセプタータンパク質を
同定することを目的に本研究を実施した。 
 
３．研究の方法 
（１）RBP組換えタンパク質の合成 
９種類全ての RBPを、コムギ無細胞法によ
り組換えタンパク質として合成した。 
 
（２）ヒト赤血球タンパク質を網羅するプロ
テインアレイの合成 
既に合成完了しているヒト２万種類のプロ
テインアレイの中から、赤血球タンパク質
353 種を選択し組換えタンパク質を調整した。 
 
（３）タンパク質相互作用スクリーニング系
の構築 
アルファスクリーン法はタンパク質の相互
作用をハイスループットに検出することがで
きる技術である。ビオチン化 RBPとタグ付ヒ
ト赤血球タンパク質が相互作用すると、ビオ
チンに結合するドナービーズと、抗タグ抗体
に結合するアクセプタービーズが近接する。
その状況で励起するとドナービーズからエネ

ルギーが生じ、これがアクセプタービーズと
反応し発光し、これをアルファスクリーン測
定装置で測定する。これに本センターが保有
する全自動分注装置を組み合わせることによ
り、384 well プレートを使用した大規模ハイ
スループットスクリーニングが可能であり、
１日あたり約 5,000 アッセイを行うことがで
きる。９種類の RBP と 353 種類の赤血球タ
ンパク質とののタンパク質-タンパク質相互
作用を AlphaScreen法で測定した。 
 
４．研究成果	
（１）RBP1aの赤血球レセプターの分子の同定 
RBP1a に対する新規赤血球レセプター分子
を３種類同定に成功した（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）RBP1bの赤血球レセプターの分子の同定 
RBP1b に対する新規赤血球レセプター分子
を１種類同定に成功した（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これらの成果は、コムギ無細胞法で作製した
組換えタンパク質ライブラリが、赤血球レセ
プター分子のハイスループットな同定に有用
であることを示したものである。今後、同定
された赤血球レセプターと RBP の相互作用
を詳細に解析する予定である。 
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