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研究成果の概要： 
マラリアは、世界的には最も重要な感染症であるが、ワクチン開発は遅れており、また宿主（ヒ

ト）の感染防御や感染病態についての理解は不十分である。本研究では、マラリア抗原特異的

な宿主の免疫応答について解析するために、モデル抗原として免疫学解析によく用いられる人

工抗原・卵白アルブミンを発現する組換えマラリア原虫を作成した。この組換えマラリア原虫

を用いて、マラリア感染におけるＴ細胞の免疫応答と病態に関する基礎研究を行った。 
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１．研究開始当初の背景 
マラリアは、年間患者数２~３億人、死者１

００~２００万人といわれ、世界的に最も重

要な感染症のひとつであるが、未だに有効な

ワクチンは開発されていない。ワクチン候補

抗原は従来から患者血清（抗体）を用いて行

われており、原虫表面に発現される分子のみ

がワクチン候補抗原として採り上げられてき

た。しかしながらＴ細胞は細胞内部の抗原で

も検出し、攻撃することができる。例えばマ

ラリア感染においても肝細胞期の原虫排除は

Ｔ細胞により行われるし、赤血球期の防御で

もＴ細胞は重要な役割を担っていることが知

られている。赤血球内に感染した原虫は、赤

血球構造を改変し原虫蛋白を赤血球の細胞内

部や膜表面にも発現する。このような分子か

ら防御抗原が明らかになれば、ワクチン候補

抗原の巾は大きく広がる。しかしながら、赤

血球内や原虫細胞質内に発現される原虫蛋白

が防御免疫の標的になりうるのか、感染の各
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ステージに於いてどのような免疫応答がエフ

ェクターとして有効なのかについては、明確

な解析はなされていない。 

 
我々は、有効なマラリアワクチンの開発を目

指し、マウスマラリアの実験系を用いて基礎

的な研究を進めてきた。マラリア抗原を宿主

ストレス蛋白hsp70と融合することによりＴ
細胞の強い防御免疫応答を誘導できること、

代表的な赤内型ワクチン標的抗原MSP1に対
するＴ細胞免疫応答が肝細胞期でも有効であ

ること、MSP1を標的とする肝細胞期防御免疫
は、抗体ではなく細胞性免疫により担われて

いることを明らかにしてきた。Ｔ細胞のマラ

リア防御免疫における重要性を踏まえ、マラ

リア感染に対するエフェクターとその機構を

明らかにするために、抗原発現部位と特異的

な免疫エフェクター機構をモニターする実験

系の確立を目指すことにした。 
 
２．研究の目的 
赤血球内に感染したマラリア原虫蛋白は、原

虫細胞質内、parasitophorous membrane内、赤

血球細胞内（Mauer’s cleftsなど）、赤血球
表面などに輸送されて分布し、赤血球構造の

修飾を行っている。熱帯熱マラリアにおいて、

これら分子の細胞内輸送を担う移行シグナル

が明らかにされたことを踏まえ、本研究では

抗原発現を原虫あるいは宿主赤血球の特定部

位にターゲットし、抗原発現部位と防御免疫

応答との関連を明らかにすることを目標にし

た。 
 
３．研究の方法 
（１）DHFRtsを選択マーカーとするマラリア 

原虫発現ベクターは油田らが作成した。 
（２） OVAに発現部位をターゲットするリー

ダー配列等を付加し、原虫の特定の部

位に発現させるため、以下の４種類の

遺伝子コンストラクトを作製した。 
① 原虫細胞質内~OVAのみ 
② メロゾイト細胞表面~OVAのN末に

MSP1のリーダー配列、C末にMSP1

のGPIアンカー配列を各々PCRプ
ライマーに含めコンストラクトを

作製した。 
③ 赤血球細胞内発現~P. falciparumの

KAHRP（Dr. Alan Cowmanより供

与）のN末1-69に赤血球内への蛋白
移行モチーフが存在するので、この

配列をOVAのN末に付加した。 
④   赤血球膜表面発現~P. falciparum

 Rifin（Dr. Alan Cowmanより供

与）の蛋白移行モチーフを利用する。

OVAをRifinの細胞外ドメインに入

れ替えた。 

 
       図：遺伝子コンストラクト 

 
（３） プラスミドをP. bergheiANKAに導入し、

ラットに感染させて耐性遺伝子DHFR
をピリメサミンで選択後、マウスを用

いて原虫のクローニングを行った。 
（４） 作成した組換え原虫のOVA発現につい

ては、ウェスタンブロット、RT-PCR
法により解析した。 

（５） 完成したOVA組換え原虫を用いて、赤
血球期マラリア原虫感染に対するＴ細

胞の免疫応答に関する研究を行った。 
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① Ｔ細胞受容体トランスジェニックマ

ウスOT-1のCD8細胞を精製し、CF
SEラベル後C57BL/6マウスに移入
した。 

② 組換え原虫或いはコントロール野性

型原虫を感染させ、７－８日後、原

虫血症上昇後脾Ｔ細胞の表現型と

機能を解析した。 
③ P.berghei ANKA感染に伴う脳マラ

リア発症に関しては、症状及びマウ

スの生死の観察、脳内に集積する細

胞の解析を行った。 
 

各組換え原虫感染赤血球

細胞質内発現

移入
CD45.１マウス

a. 原虫血症
b. OT-I T細胞、OT-II T細胞 の反応

OT-I CD8 細胞 

 
図：OT-1受け身移入実験 

 
 
４．研究成果 

 

（１）組換え蛋白の発現について 
原虫細胞質内発現コンストラクトについて

は、ウェスタンブロットで OVA の発現を確
認した。メロゾイト表面、赤血球内発現用コ

ンストラクトについては、発現を確認できな

かった。原虫蛋白発現移行シグナルは熱帯熱

マラリアで解析されたもので、これらのコン

ストラクトはそのままマウスマラリア P. 
berghei ANKAには応用できないことが示唆
された。移行シグナルや、原虫蛋白の各部位

への発現の機構についてはさらなる研究が

必要であると考えられた。 

 
（２）マラリア感染マウスＴ細胞の応答につ

いて 
原虫細胞質内発現コンストラクトの発現が確

認されたので、以降の実験はこの組換え原虫

を用いて行った。OVA特異的ＣＤ８細胞OT-I
の移入実験から、赤内型マラリア抗原特異的C

D8+ T細胞は、抗原提示細胞（主として樹状細

胞）によりTAP分子（transporter of antigen

 presentation、小胞体膜にあり、細胞質内ペ

プチドを小胞体内へ転送する分子）依存性に

クロスプレゼンテーションされたマラリア抗

原により活性化され、細胞傷害性Ｔ細胞へと

分化することが明らかになった。 

一方、赤内型マラリア抗原に非特異的なCD8+ 

T細胞も一部活性化されて細胞傷害性Ｔ細胞

へと分化しうることが明らかになった。この

活性化には、NK細胞が関与していた。ただし、

活性化の程度は特異的活性化に比較すると低

かった。 

 
（３）脳マラリアについて 
P.berghei ANKAは、C57BL/6マウスに感染
すると脳マラリアを発症する原虫である。Ｏ

Ｔ－Ｉ細胞を受け身移入後に組換えマラリア

原虫を感染させた実験から、特異的に活性化

されたCD8+ T細胞は、脳へと特異的に集積し、

宿主に対して病理的に働くことが明らかに

なった。一方非特異的に活性化された CD8+ T

細胞には、宿主に対する攻撃的な働きは観察

されなかった。 
 

（４）まとめ 

抗原を様々な部位にターゲットする計画に

関しては、細胞質内発現が成功したのみであ

った。しかしながら、この組換え原虫を用い

た宿主免疫系の解析から、マラリア特異的Ｔ

細胞の新たな知見が得られた。今後は、この

モデルを用いて研究を CD4 Ｔ細胞免疫機能

制御学分野応答の機能解析や、肝細胞期にお

ける免疫防御機構の解析へと広げていきた

い。 
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