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研究成果の概要（和文）：マラリア原虫の赤血球侵入時に必須である細胞内分泌器官からの分子分泌に関わるシ
グナル伝達分子を明らかにすることを主目的として研究を行った。その結果、2種の偽リン酸化酵素が赤血球侵
入だけでなく、雄性生殖母体の鞭毛放出センター形成に寄与していることを見出した。また、２種あるジアシル
グリセロールキナーゼがそれぞれを破壊しても致死的ではないが、同時に破壊すると致死となることを見出し
た。ジアシルグリセロールキナーゼを介したシグナル伝達の下流に位置するAPHと呼ばれる分子がAMA1とMTRAPと
呼ばれる分子分泌に関わることを明らかにした。また、動画解析を行う過程でメロゾイトが滑走運動を有するこ
とを見出した。

研究成果の概要（英文）：The main objective of the study was to identify the signaling molecules 
involved in molecular secretion from the microorganelles of the Plasmodium parasites for erythrocyte
 invasion. We found that two pseudokinases contribute not only to erythrocyte invasion but also to 
the exflagellar center formation by the male gametes. We also found that the two diacylglycerol 
kinases are not essential when each is destroyed, but parasites' viability was severely impaired 
when destroyed simultaneously. We found that a molecule called APH, which is located downstream of 
signaling through diacylglycerol kinase, was involved in the secretion of molecules called AMA1 and 
MTRAP. In the process of video analysis, we also found that merozoites have gliding motility.

研究分野：寄生虫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
マラリア原虫の赤血球侵入に当たり、細胞内分泌小器官から分泌される種々のワクチン候補抗原の分泌トリガー
とそれらをつなぐシグナル伝達に関わる分子を明らかにすることにより、生物学的には、理解が進んでいない赤
血球侵入期のシグナル伝達経路の全体像に迫ることができ、明らかとなる分子機能の深い理解に立脚した新たな
ワクチン構想や創薬が可能となる。特に本研究で見出したメロゾイトの滑走運動は、新たな創薬標的機序となる
ことも期待できる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
マラリアは世界中で年間約２億人の感染者、50 万人弱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は赤血球で発育増殖してこれを破壊することで病害を与えるが、感染成
立にはマラリア原虫の赤血球への侵入が必須であるため、赤血球侵入期原虫メロゾイトで発現
する分子はワクチンや薬剤開発の標的となっている。ところが、長年の研究にもかかわらず、メ
ロゾイトを標的とするワクチンの開発は遅れており、それはワクチン標的分子の生物学的役割
の理解が進んでいないことが原因の一つである。より有効なワクチンや薬剤の開発には、赤血球
侵入に用いられる種々の原虫分子の生物学的役割を理解し、それを基盤とした機能阻害の方法
を考える事が重要である。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、赤血球侵入期に発現する種々の分子を誘導的に遺伝子座破壊もしくは転写抑制し、
寄生赤血球からの原虫放出～赤血球侵入の種々のステップ、原虫分子の表面分泌等に対して、各
種分子を除いた際の影響を検討することで、マラリア原虫の赤血球侵入に当たり、細胞内分泌小
器官から分泌される種々のワクチン候補抗原の分泌トリガーとそれらをつなぐシグナル伝達に
関わる分子を明らかにすることを目的とした。これにより、赤血球侵入期のシグナル伝達経路の
全体像に迫り、分子機能の深い理解に立脚した新たなワクチン構想や創薬が可能となる。 
 
３．研究の方法 
 
本研究ではネズミマラリア原虫 Plasmodium yoelii を主に用いて研究を進める。pPK1 と DGK1 の
ノックアウト（KO）原虫は既に作製済みである。さらに、赤血球侵入期に発現する一連の分子群
を対象に、条件下ノックアウト（iKO)原虫を作製した。原虫の増殖率、赤血球からの放出と赤血
球侵入の効率の評価はマウスを用いて in vivo で行った。赤血球からの放出から赤血球侵入の
間で各分子が関与するステップの解析は、タイムラプスイメージング法により行った。各種細胞
内小器官からの分子分泌への影響は、AMA1、MTRAP、EBL、RON2、y235 などの分泌タンパク質が、
精製したメロゾイトの表面で間接蛍光抗体法により検出されるか否かを検討することで行った。
KO原虫の解析の際には、標的分子をmycエピトープタグで標識した組換え原虫を作製し、Western 
blot 解析や局在解析を行った。iKO 原虫についても、標的分子に付与した myc エピトープタグを
用いて Western blot 解析および局在解析を行った。 
 交配実験は、２株の P. yoelii をそれぞれ単独か、混ぜてハマダラカに吸血させ、蚊から得た
スポロゾイト型原虫をマウスに注入し、二つの株の増殖速度の差により、増殖速度の速い原虫ク
ローンが選択されるようにデザインをした。交配により得られたマラリア原虫子孫株集団を増
殖速度による選択圧下で維持した後、遺伝子を抽出し、ゲノムワイドに一塩基多型頻度を検討し
た。 
 
４．研究成果 
 
(1) 偽リン酸化酵素の解析 
ノックアウトにより、赤血球侵入能力と赤血球期増殖速度が低下し、雌性生殖体の赤血球への接
着も著減する偽リン酸化酵素 pPK1 の解析結果について学術誌にて論文発表した（Ishizaki et 
al. Parasitol Int, 2020）。さらに pPK1 と同様に分裂体期と生殖母体期に転写される２つの偽
リン酸化酵素（pPK3 と pPK4 と呼ぶ）に着目し、それぞれについてノックアウト原虫とタグを付
与した組換え原虫を作製した。解析の結果、pPK3 ノックアウト原虫については、赤血球期での
表現型は観察されなかった。一方、pPK4 ノックアウト原虫では、赤血球侵入能力の低下、およ
び、赤血球期増殖速度の低下、雌性生殖体の赤血球への接着が著減するなど pPK1 と似た表現型
を示す事を見出し、国際フォーラムにて発表した（Too et al. The 21th AIFII, 2022）。 
 
(2) ジアシルグリセロールキナーゼの解析 
ノックアウトによりマイクロネーム分子であるＡＭＡ１の局在が変化したジアシルグリセロー
ルキナーゼ DGK1 のより詳細な解析を行うため、マラリア原虫が有するもう一つのジアシルグリ
セロールキナーゼ DGK3 とともに条件下ノックアウト原虫および条件下ダブルノックアウト原虫
を作製した。赤血球期増殖、赤血球侵入能力、細胞小器官の局在、分子分泌能力に関する解析を
行い、単独のノックアウトでは致死ではないが、両者をノックアウトすると原虫が生存できない
ことを明らかにし、タイムラプスイメージング解析を行った。 



 
(3) Plasmodium yoelii の EBL と相補的に働く赤血球侵入関連原虫分子の解析 
全てのマラリア原虫種は EBL と呼ばれる赤血球認識分子を持ち、その第 6 領域と呼ばれる領域
には種を越えて保存した 8 つの Cys 残基が存在する。ネズミマラリア原虫 P. yoelii の非致死
株 17XNL では、8 つの全てが保存されているが、致死株 17XL では一つが Arg 残基に置換されて
おり、この置換により非致死株の増殖速度が増加するが致死株ほどは速くならないことから、
EBL 以外に病原性を規程する第二の因子が存在する可能性を代表者らは以前の研究により報告
した（Otsuki et al. Proc Natl Acad Sci USA, 2009）。本研究では、この第二因子を同定する
ため、非致死株 17XNL を背景とし EBL を致死株 17XL 型に変えた組換え原虫 17XNL-CtoR と 17XL
株の間で遺伝子交配実験を行い、連鎖解析の手法で、第二の因子の同定を試みた。しかし、第二
因子をコードしていると思われる明らかな候補遺伝子座は見出されなかった。 
 
(4) フォスファチジン酸が結合する２つの分子の解析 
ジアシルグリセロールキナーゼが関与するステップの下流の分子機序を明らかにするため、ジ
アシルグリセロールキナーゼにより作られるフォスファチジン酸が結合する APH と呼ばれる分
子の条件下ノックアウト原虫を作製し、解析したところ、赤血球侵入能力と赤血球期増殖速度の
著しい低下、細胞内小器官マイクロネームからの AMA1 と MTRAP と呼ばれる分子の分泌障害を見
出した。しかし、APH がなくとも赤血球に接着することでメロゾイトから MTRAP が分泌されるこ
とを見出し、同じマイクロネームからの分泌でも AMA1 と MTRAP の分泌には異なる分子が関与し
ていることが示唆された（Chaiyawong et al. Parasitol Int, 2021）。 
 
(5) マラリア原虫赤血球侵入型メロゾイトの滑走運動の発見 
マラリア原虫の赤血球侵入過程のタイムラプスイメージング解析を行う過程で、世界で初めて、
顕微鏡下で熱帯熱マラリア原虫がスライドグラス上を滑走していることを見出した。マラリア
原虫内のシグナル伝達によって調節されるアクトミオシンモーターにより滑走運動を行なって
いることも明らかにした。さらに、薬剤スクリーニングのために、簡便にメロゾイトの滑走運動
を評価する系を構築した（Yahata et al. Proc Natl Acad Sci USA, 2021）。また、熱帯熱マラ
リア原虫メロゾイトのアクトミオシンモーターの機能に必要なアクチン脱重合因子 Actin-
Depolymerizing Factor 1（ADF1）の機能を解析するために、組換え ADF1 タンパク質を合成し、
高純度で精製することに成功した。 
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A novel Plasmodium yoelii serine threonine kinase related to exflagellation center formation

Plasmodium yoelii erythrocyte binding-like protein modulates host cell membrane, immunity and virulence

Erythrocyte Invasion by Malaria Parasites

Secretion of apical membrane antigen 1 (AMA1) is regulated by cAMP-dependent protein kinase in Plasmodium yoelii.
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