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研究成果の概要（和文）：ネズミマラリアPlasmodium bergheiを用いて、動植物・原生生物に共通するオス側受
精因子GCS1に相互作用する新規分子の探索を行った。近年開発された近位依存的ビオチン化酵素BioID2をマラリ
ア原虫GCS1と融合した、GCS1-BioID2遺伝子コンストラクトを設計し、GCS1-BioID2発現株の作製に成功した。当
初の目標であった、GCS1のメス側パートナー因子の同定には未だ至っていないが、本成果は新たな受精因子探索
法として有望な可能性を示唆している。

研究成果の概要（英文）：We have tried to identify novel factors interacting with GCS1, the male-side
 gamete fusion factor conserved among animals, plants and protists, using the rodent malaria 
parasite Plasmodium berghei. We succeeded in producing parasites expressing GCS1 conjugated with 
BioID2, which was recently developed as a proximity-dependent biotin ligase. Although we have not 
been able to detect female-side partners of GCS1, our findings suggest a promising possibility to 
identify fertilization factors.

研究分野： 有性生殖の生理学および分子生物学

キーワード： 受精　有性生殖　膜タンパク質　細胞間相互作用　配偶子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
マラリアは蚊によって媒介される感染症であり、蚊の体内ではマラリア原虫が有性生殖によって増殖する。この
ことから、マラリア原虫の受精を妨げることがマラリア撲滅の戦略の一つとして現在注目されており、受精分子
機構の解明が待たれている。本研究成果であるビオチン化酵素によるスクリーニング法は、マラリア原虫の受精
に働く因子の効率的探索に大いに貢献するものであり、さらなる改善を加えることでマラリア原虫の受精機構解
明に資する成果が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
マラリアは、熱帯地域において年間2億人以上の患者と40万以上の死をもたらす感染症であり、
現代においても撲滅が困難とされている。感染を阻止するワクチンは未だ開発されておらず、感
染防止策としては媒介蚊の排除がメインとなっている。病原体であるマラリア原虫は媒介蚊の
体内で有性生殖によって増殖し、無数に誕生した次世代原虫（スポロゾイト）が新たな感染をも
たらすため、近年原虫の受精を阻害する新規のワクチン開発が注目されつつある。マラリアの伝
播を阻止するワクチンを開発するためには、マラリア原虫の受精分子機構の解明が必要不可欠
と考えられている。 
 
２．研究の目的 
研究代表者は研究分担者と共にマラリア原虫の受精に必須なタンパク質分子 GCS1 の同定に成功
している（Hirai et al., Curr Biol, 2008）。GCS1 はオス側の受精因子であり、その関連因子
を同定・解析することで受精分子機構の全容を解明できることが期待された。本研究では GCS1
を bait とした新規のインタラクトーム解析法を導入することで、GCS1 を基盤としたマラリア原
虫受精機構の解明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）in vivo における受精の様子を解析するツールとして、媒介蚊体内におけるマラリア原虫
受精を観察可能とする、蚊の透明化法開発を試みた。 
 
（2）近年、近傍のタンパク質分子を無差別にビオチン化する、近位依存的ビオチンライゲース
BioID が開発された。BioID を連結した標的分子に結合する未知の分子はビオチン化を受けるた
め、ビオチンと親和性のある担体で回収することができる。本研究では、改良型 BioID である
BioID2 を GCS1 に連結し、それを発現するネズミマラリア原虫の作製を行った。回収された分子
を網羅的に質量分析することで、GCS1 を取り巻く新規受精因子の同定をはかる。 
 
４．研究成果 
（1）オス配偶子を mNeongreen（緑色蛍光タンパク質）、メス配偶子を mRuby2（赤色蛍光タンパ
ク質）で同時標識したネズミマラリア原虫 28R/GTA 株を作製し、それに感染したマウスから吸血
したハマダラカを固定した。
哺乳類の臓器や胎児を透明化
する試薬 CUBIC reagentsを用
いて固定後のハマダラカを処
理したところ、透明化された
中腸内における配偶子を共焦
点レーザー顕微鏡法によって
透視観察することに成功した
（図 1）。感度の低さから成熟
した鞭毛状のオス配偶子を中
腸内で捉えることは困難であ
ったが、受精前のメス配偶子
が受精後にオーキネートへと
形態変化する様子が明瞭に観
察できた。本成果は英国科学
誌 Scientific Reportsに発表
された（Mori et al., Sci 
Rep, 2019）。 
 
（2）ネズミマラリア GCS1 と BioID2 を連結した分子 GCS1-BioID2 をネズミマラリア原虫のゲノ
ムにノックインした株を作製した。同株に感染したマウスにビオチンを投与したところ、ビオチ
ン化タンパク質分子の増加が確認された。次に、同株について in vitro 受精アッセイを試み、
オス配偶子が受精する際にメス側の分子をビオチン化できるかを解析した。ビオチン存在下で
配偶子に受精させ、ビオチン化タンパク質の変化を解析したところ顕著なビオチン化の昂進は
見られなかった。オーキネートが検出されなかったことから、BioID2 の連結によって GCS1 の機
能が（受精そのものが）阻害されたことが一因として考えられた。 
 
（3）次に、GCS1 の細胞外ドメインと GFPおよび BioID2 を連結した分子 eGB（ectodomain-GFP-
BipID2）をメス配偶子で特異的に発現する株を作製し、メス配偶子表面で eGB にビオチン化され
る GCS1 パートナー分子の探索を試みた。ネガティブコントロールとして GCS1 のシグナル配列



のみを用いた sGB を同様に発
現する株も作製した（図 2）。
それぞれの株に感染したマウ
スからの採血について、ビオ
チン存在下の in vitro 受精培
地で感染赤血球を培養しビオ
チン化タンパク質の構成を質
量分析によって比較解析し
た。その結果、eGB株由来のビ
オチン化タンパク質には既知
のメス側受精因子が多く検出
されることがわかった。この
結果は、eGB がメス配偶子受精
因子と類似した挙動を見せる
ことを示唆した。さらに、sGB
からは検出されなかったメス
配偶子特異的細胞外低分子タ
ンパク質 P22（仮称）の検出に
成功した。この P22 について、
ノックアウト原虫の作製を試
みた。（1）の計画で作製した
28R/GTA株についてP22遺伝子
座を破壊し、in vitro 受精ア
ッセイを行ったところ、受精
後のオーキネートが野生型と同程度に検出された。このことから、P22 は受精に必須な分子では
ないものと結論した。 
 
（4）GCS1 の細胞外ドメインを新型ビ
オチン化酵素 TurboID と連結した
GCS1-TurboID をコムギ胚芽の無細胞
系で in vitro 合成し、ネズミマラリ
ア原虫の in vitro 受精における受精
阻害アッセイを試みた。GCS1 の細胞
外ドメインと GFP および TurboID を
連結した GGT、GCS1 の機能モチーフ
である cd loop 構造と GFP および
TurboID を連結した LGT、そしてネガ
ティブコントロールである GFP と
TurboID の連結分子 GTの遺伝子コン
ストラクトを発現ベクターで作製
し、コムギ胚芽の無細胞系を用いて
合成することに成功した。得られた
各タンパク質を、（1）の計画で作製し
た 28R/GTA 株の in vitro 受精培地に
添加し受精後のオーキネート形成率
を比較したところ、GGTおよび LGTを
添加したものにおいて顕著なオーキ
ネート形成率の低下が確認された（図 3）。この結果は GGT や LGT分子中の GCS1領域が受精をブ
ロックした可能性を示唆しており、今後 GCS1 のメス側パートナー分子探索のツールとしての有
用性が期待された。 
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