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研究成果の概要（和文）：RNAiは遺伝子の機能を探る汎用ノックダウン技術であるが、マラリア原虫にはRNAiに
必須な分子群(RISC)が欠落しているため不可能であった。本研究では、マラリア原虫に恒常的にヒトRISCを発現
させ、RNAiが機能するマラリア原虫を作出するというきわめて挑戦的な目標を掲げた。研究遂行中に、ネズミマ
ラリア原虫にRISCを発現させることでRNAiが機能することが海外から報告された。しかし、熱帯熱マラリア原虫
のトランスフェクション（遺伝子導入）システムは、ネズミマラリア原虫とは大きく異なり難易度が高いため、
ヒトのRISCを熱帯熱マラリア原虫に恒常的に発現させる遺伝子導入実験を継続試行中である。

研究成果の概要（英文）：In most eukaryotes, tools for gene knockdown is available in the form of RNA
 interference (RNAi). However, malaria parasites lack the endogenous RNAi machinery (RISC). The lack
 hampers gene annotation and hence antimalarial drug and vaccine development. In this extremely 
challenging study, we tried to introduce the RNAi machinery of human origin into the malaria 
parasite and thus created RNAi-competent malaria parasite that permit inhibition of gene expression 
on the mRNA level. During this project, a group of oversea scientists published a success of 
generating transgenic rodent malaria parasite which expressing a human RNAi machinery. However, It 
is well-known that the technology for transgenesis in human malaria parasite which we are targeting 
is quite different from the one for rodent malaria parasite and is more difficult to achieve. 
Therefore, we are still conducting our best efforts on this technology establishment.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
マラリア原虫は複雑なライフサイクルを持ち、多くのユニークな遺伝子配列を持つ。これらの遺伝子がコードす
る原虫特異的なタンパク質の機能解析は、新規な治療薬やマラリアワクチンの開発等に重要であるがほとんど進
んでいない。その理由としては、赤血球期マラリア原虫のRNAiによる遺伝子ノックダウン技術が機能しないこと
が大きな理由である。本研究によってRNAi を行うことができるマラリア原虫株を樹立することができれば、マ
ラリア原虫の生活環を維持するのに重要な遺伝子を探索することが容易となるため、創薬やワクチンの標的とな
るマラリア原虫タンパク質の発見を加速できる。

※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、2019 年においても毎年２億人余りが罹患し 40 万余人が死に至る感染症である。

2000年初頭からのグローバルな努力によって、その死亡者数は徐々に減少傾向にあったがここ
数年来その減少が止まり、さらに 2020年から始まった新型コロナパンデミックによって、再び
増加に転じることが危惧されている（引用文献① WHO、World Malaria Report 2020）。 
マラリア原虫はハマダラカとヒトの間を交互に行き来する複雑なライフサイクルを持ち、多く
の原虫特異的な遺伝子配列を持つ。それらによってコードされる原虫特異的なタンパク質の機
能解析は、新規抗原虫薬やマラリアワクチンの開発等に重要であるが、ほとんど進んでいない。
その理由としては、マラリアの病態解明に関わる赤血球期マラリア原虫の遺伝子の機能を探る
ために遺伝子ノックアウトを行うと、ほとんどの場合で原虫は致死となり、遺伝子の機能の解明
には至らないことが知られている。さらに、他分野の研究で広く一般に用いられている遺伝子ノ
ックダウン技術 RNAiは、二本鎖 RNAによって配列特異的にmRNAが分解され、遺伝子発現
が抑制される現象である。しかし、マラリア原虫は RNAi に必要な RNA-induced silencing 
complex (RISC)を形成するタンパク質群を欠損しているため、RNAi を行うことはできなかっ
た。興味深いことに、出芽酵母もマラリア原虫と同様に RISC形成タンパク質群を完全に欠損し
ており、RNAiは全く機能しなかった。しかし、Sukらはヒトの RISC関連遺伝子群を出芽酵母
にトランスフェクション（遺伝子導入）して発現させることで、RNAiが機能する出芽酵母を作
出することに成功した(引用文献② Sukら、Nucleic Acids Res 2011)。そこで我々は、Sukらの
研究から想を得て本研究を着想した。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、人為的にマラリア原虫に恒常的にヒト RISC を発現させ、RNAi が機能するマラ
リア原虫を作出するというきわめて挑戦的な目標を掲げた。本研究によって RNAi を行うこと
ができるマラリア原虫株を樹立することができれば、マラリア原虫における遺伝子ノックダウ
ンにおける技術的障壁を取り払うことが可能となり、マラリア原虫の生活環を維持するのに重
要な遺伝子を探索することが容易となるため、創薬やワクチンの標的となるマラリア原虫タン
パク質を効率的に見出すことができる。 
 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト RISC関連遺伝子の人工合成 

マラリア原虫の遺伝子塩基配列は、ヒトのそれとは異なり非常に ATリッチであるため、ヒ
トの RISCを形成するタンパク質 (Ago2, Dicer, TRBP)をコードする遺伝子をマラリア原虫内
で機能させるために、原虫のコドン頻度にあわせた標的遺伝子を人工合成する。 

 
(2) 熱帯熱マラリア人工染色体ベクターへのクローン化と遺伝子発現の確認 

上記で人工合成したヒト RISC関連遺伝子を、岩永らが開発したマラリア人工染色体（引用
文献③ 岩永ら、Cell Host Microbe 2010）を利用した熱帯熱マラリア原虫用プラスミド pFCEN
（引用文献④ 岩永ら、PLos One 2012）にクローン化する。このプラスミドベクターは原虫内
で染色体のように振る舞うため、マラリア原虫にトランスフェクション（遺伝子導入）された
遺伝子コピー数を低く保つことができるだけでなく、薬剤非存在下であっても 99％以上が娘
細胞に受け継がれるという利点を持つため、導入した遺伝子を安定的かつ恒常的に発現させ
ることができる。これを GFPがゲノムに挿入された GFP恒常発現マラリア原虫株（3D7HT-GFP: 
引用文献⑤ Talmanら、PLoS One 2010）に遺伝子導入する。RT-PCRを用いて当該遺伝子の原
虫における発現を確認する 

 
 
４．研究成果 
まず、ヒトの RISCを形成するタンパク質(Ago2, Dicer, TRBP)をコードする遺伝子を、培養熱
帯熱マラリア原虫に恒常的に発現出来るようにデザインした遺伝子導入用のプラスミドの作製
を試みていたところ、2020年にドイツのグループからネズミマラリア原虫 Plasmodium berghei
にヒト RISC 遺伝子を発現させることで RNAi が機能することが報告された（引用文献⑥ 
Hentzschelら、Nucleic Acids Res 2020）。そこで、この技術を我々が標的とする熱帯熱マラリ
ア原虫へ応用することにした。しかし、熱帯熱マラリア原虫の遺伝子導入技術は、ネズミマラリ
ア原虫のそれとは大きく異なり難易度が高いため、ヒトの RISCを熱帯熱マラリア原虫に恒常的
に発現させる遺伝子導入実験を継続試行中であるが、Dicerは 218 kDaの巨大分子であり、5769 
bpsに及ぶインサートの調整とライゲーションに難航している。 
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