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研究成果の概要： 
 
 赤血球侵入型マラリア原虫の細胞内小器官には、多くのワクチン候補抗原が局在するが、こ

れらの細胞内分子輸送機構の詳細は不明である。RhopH2 のプロモーターとシグナル配列を加

えるだけでタンパク質が標的細胞内小器官に輸送されることに着目し、様々の分子について組

換え熱帯熱マラリア原虫を作成し、解析した。また、EBL という分子はアミノ酸が一つだけ変

化するだけで細胞内局在が変化し、病原性まで劇的に変化することを見出した。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007 年度 1,500,000 450,000 1,950,000 
2008 年度 2,000,000 600,000 2,600,000 

年度  
年度  
年度  

総 計 3,500,000 1,050,000 4,550,000 
 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：基礎医学・寄生虫学（含衛生動物学） 
キーワード：原虫 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 マラリアは世界中で年間２－３億人の感
染者、150 万人の死者を出す重大な感染症で
ある。マラリア原虫はヒト体内で赤血球に侵
入増殖してこれを破壊することで病害を与
えるが、マラリア感染成立には、赤血球への
侵入型であるメロゾイトの先端部小器官に
局在する原虫側リガンドが赤血球側レセプ
ターを認識することが必須であるため、原虫
リガンドは有望なワクチン候補抗原である。
ところが、長年の研究にもかかわらず、マラ

リアのワクチン開発の成果はいまだに出て
いない。その理由として、マラリア原虫の機
能分子について、生物学的役割を調べないま
ま盲目的に”抗原”として研究されてきた点が
上げられる。そこで、有効な治療法を開発す
るためにも、マラリア原虫の赤血球侵入機構
を詳細に解析することが必要だと考えられ
る。 
 このような観点から、代表者は赤血球侵入
に関与する分子のうち、1980 年代末に特異
抗体が原虫の増殖阻害効果を示したにもか
かわらず、研究が遅れていたロプトリーに局



在する赤血球結合分子 RhopH 複合体や、マ
イクロネームから放出され、赤血球侵入中に
密着接合と呼ばれる、原虫と赤血球との間に
形成される構造物に局在する赤血球結合分
子 EBL などの解析を行ってきた。解析の経
緯で、RhopH 複合体の RhopH2 のプロモー
ターと N 末端側のシグナルペプチド配列を
含む 24 アミノ酸を緑色蛍光タンパク質
（GFP）に付加するだけで、GFP がロプト
リーに輸送されることを見出した。細胞内輸
送シグナルはあまり詳しく解析されていな
いため、マラリア原虫が様々な分子を特定の
細胞内小器官に輸送する機構を明らかにす
ることで、新たな創薬の標的を提供すること
ができるのではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
 
（１）赤血球侵入型マラリア原虫メロゾイト
の細胞内小器官ロプトリーへの輸送シグナ
ルとなるシグナル配列を明らかにし、輸送に
関与するタンパク質群および輸送されるタ
ンパク質群を網羅的に明らかにすることを
目的とした。 
 
（２）研究の過程で細胞内小器官マイクロネ
ームに局在する EBL の輸送シグナルと考え
られる領域の Cys 残基が、ネズミマラリア原
虫 P. yoelii17X 弱毒株では、他の相同体と同
様に保存されているが、17XL強毒株ではArg
残基に置換しており、また、17XL 強毒株で
は EBL はマイクロネームに局在していない
ことを見出したため、Cys/Arg 置換が EBL
の局在変化の原因かどうかを検証する。 
 
３．研究の方法 
 
（１）ロプトリーへの輸送がロプトリータン
パク質のシグナル配列の普遍的な特徴かど
うかを検討するため、メロゾイト期に発現し、
細胞内局在が異なる代表的な熱帯熱マラリ
ア原虫のタンパク質のシグナル配列部の遺
伝子と緑色蛍光タンパク質を結合して発現
するコンストラクトを、Invitrogen 社のゲー
トウェイシステムを用いて作成し、熱帯熱マ
ラリア原虫に遺伝子導入する。得られた組換
え原虫で GFP がロプトリーに局在するかど
うかを共焦点レーザー顕微鏡にて観察し、ロ
プトリー輸送に必要なシグナルを検討する。
また、ロプトリータンパク質のプロモーター
によりタグタンパク質を発現する熱帯熱マ
ラリア原虫を作成し、タグタンパク質に対す
る特異カラムを用いて、ロプトリーへの輸送
に関与するタンパク質群および輸送される
タンパク質群の同定を行う。 
 
（２）ネズミマラリ原虫の 17X 株と 17XL 株

の間で異なっていた EBL の Cys 残基と Arg
残基を、遺伝子組換えの手法により相互に入
れ換えることにより、EBL の細胞内局在が変
化するかどうかを確認する。 
 
４．研究成果 
 
（１）メロゾイト期に転写活性を持つ複数の
タンパク質のシグナル配列と GFP を融合し
て発現するコンストラクトを作成し、遺伝子
導入により組換え熱帯熱マラリア原虫を作
成することに成功した。得られた組換え熱帯
熱マラリア原虫について、赤血球侵入型原虫
を用いて GFP がロプトリーに局在するかど
うか観察したところ、ライブイメージでも、
間接蛍光抗体法でも GFP の発現が観察でき
なかった。種々の条件を検討した結果、ゲー
トウェイシステムの組換え部位の配列が転
写を阻害している可能性に思い至った。そこ
で２年度にはプロモーター領域とシグナル
配列の間にゲートウェイ組換え部位配列を
入れるように、新しくコンストラクト群をデ
ザインし直し、これらを作成した（図１にデ
ザイン、図２に作成した対象原虫タンパク質
を示す）。引き続き、各コンストラクトを熱
帯熱マラリア原虫に遺伝子導入し、新しく遺
伝子組換え原虫を作成しなおし、シグナル配
列とロプトリーへの輸送の関係を調べるた
めの詳細な局在解析を行う準備を整えた。 
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（２）また、ロプトリータンパク質 RhopH2
のプロモーターとシグナル配列と融合した
タグタンパク質（Invitrogen 社の Lumio タ
グと GFP）を発現する熱帯熱マラリア原虫を
作成した（図３左）。この原虫からタンパク
質を抽出しカラムを作成し、タグタンパク質
に結合するマラリア分子（輸送に関与する分
子候補）を精製する準備を整えた。 
 
図３ 

 
 
（３）ネズミマラリア原虫の強毒 17XL 株と
弱毒 17X 株の間で EBL の局在が異なってい
たため（図４）、ネズミマラリア原虫強毒
17XL 株の EBL で変化していた Arg 残基を
Cys 残基に置換したところ、EBL の局在はデ
ンスグラニュールからマイクロネームに変
化した。弱毒 17X 株の EBL を、強毒 17XL
株型にするよう特定のCys残基をArg残基に
置換したところ、マイクロネームからデンス
グラニュールに局在が変化した。ゆえに、
Cys/Arg 置換が EBL の局在変化の原因であ
ることが証明できた（図５）。 
 
（４）さらに興味深いことに、この置換によ

り、侵入する赤血球のタイプが変化した。

EBL に Cys を持つ場合は幼弱赤血球にのみ

侵入していたが、Arg を持つ場合は全ての赤

血球に侵入することができるようになった。

また、Cys/Arg 置換により強毒株のマウスに

おける感染コースは弱毒株と同一に変化し

た。ゆえに、EBL 分子は、弱毒・強毒の感染

コースを決定する主要な因子であることが

わかった。また、弱毒株はこの置換により、

やや感染効率が増加したものの、強毒株ほど

にはいたらず、中間的な感染コースを示した

（図６）。このことから、EBL 分子以外の感

染コース決定因子が、17X 株と 17XL 株の間

に存在することがわかった。 
 ヒトに感染性する熱帯熱マラリア原虫や

三日熱マラリア原虫の EBL（EBL175 と

PvDBP）は赤血球認識に重要な役割を果たす

リガンドであり、ワクチン候補抗原として研

究が進んでいる。今回、見出した細胞内輸送

機序は、現在まで全く知られておらず、同様

の変化が起きることにより、マラリア原虫の

病原性が劇的に変化する可能性がある。EBL
を標的にワクチンを開発する際には、この点

を考慮する必要があると思われる。 
 
図４ 
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