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研究成果の概要（和文）：三日熱マラリア原虫は系統的には旧世界サルマラリア原虫に近縁であ

るが、ヒトにのみ寄生する。この原虫の宿主転換・ヒト寄生化に関わる遺伝的基盤の解明のた

め、サルマラリア原虫 Plasmodium cynomolgi のゲノムを解読し、比較ゲノム解析を行った。

その結果、約 1割の遺伝子が種特異的で、それらは多重遺伝子族に属していた。興味あること

に、原虫の宿主赤血球への侵入に関与する分子である DBP 及び RBP の遺伝子の数が種間で異な

っていた。 
 
研究成果の概要（英文）：Plasmodium vivax infects only humans, although it is closely related to Old 
World monkey malaria parasites. In order to reveal genetic backgrounds of host switch and human 
infection of P. vivax, genome sequencing of P. cynomolgi and comparative genomic analyses were 
performed. Results revealed that about 10% of genes of the genomes are species-specific and belong to 
multigene families. Intriguingly, the number of genes in the DBP and RBP families, which encode 
parasite’s ligands for the recognition of host erythrocytes, differed between P. vivax and related monkey 
malaria parasites.  
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１．研究開始当初の背景 
 マラリアは毎年３億人の患者と百万人以

上の命を奪っている最大の原虫感染症であ

る。人マラリアのうち、熱帯熱マラリアが患

者数と重症度から最も重要視されているが、

三日熱マラリアは熱帯から温帯にわたる分

布域の広さ、症状の重さ、再発を伴う点から

重要である。最近では薬剤耐性の三日熱マラ

リアが広がりつつあり、状況は悪化している。

そのため、三日熱マラリアの制圧に向けた新

規薬剤とワクチンの開発が必要とされてい

る。2002 年 10 月、熱帯熱マラリア原虫
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（Plasmodium falciparum）のゲノムが発表さ

れた。その後、そのゲノム情報に基づき薬剤

標的や免疫標的タンパクの遺伝子の同定が

格段に容易になっている。一方、三日熱マラ

リア原虫（P. vivax）のゲノム解読も米国を

中心として進められ、その発表が待たれてい

る。 

 ゲノムはその生物の進化における出来事

と歴史を刻み込んだ情報である。ヒトのマラ

リア原虫と系統進化的に近縁なサルマラリ

ア原虫のゲノムとを比較することによって、

ヒトマラリア原虫のゲノムの特徴が浮かび

上がる。近縁なマラリア原虫とのゲノムの違

いはどの程度なのか、ヒト寄生を成功させる

ためにどのような遺伝子群を獲得し、消失さ

せたのか、といった重要な情報が種間の比較

ゲノム解析によって明らかになる。 

 P. vivax は近年の進化学的研究から、類人

猿のマラリア原虫とは祖先を共有せず、マカ

ク類サルマラリア原虫の宿主転換により、比

較的最近（約 20−40 万年前）、ヒトに寄生適

応したことが示唆されている。申請者は、複

数の遺伝子座の系統解析から、P. vivax に最

も近縁なサルマラリア原虫は P. cynomolgi
であることを明らかにした。現在、マカク類

サルマラリア原虫の一種の P. knowlesi のゲ

ノム解読が英国のサンガー研究所で進めら

れているが、申請者らの研究結果は P. 
knowlesi は P. vivax とは系統進化的にかな

り離れており、P. vivax のゲノム比較種とし

て P. cynomolgi が最も相応しいことを意味

する。しかし、P. cynomogi のゲノム解読は

欧米ではまだ予定されていない。P. vivax の

研究は、原虫の培養法及び遺伝子改変技術が

確立されていないことから、P. falciparum に

較べて非常に遅れている。従って、P. vivax
のゲノム情報の解明と近縁種サルマラリア

原虫のゲノム比較に大きな期待が寄せられ

ている。 

 一方、今日、ＤＮＡシーケンシング技術の

革新はめざましく、超高速シーケンシング法

を用いれば真核生物のゲノムでも、その解読

が容易になり、研究室規模で、短期に可能に

なった。この革新的技術をいち早く取り入れ

れば、P. vivax に最も近縁なサルマラリア原虫

の P. cynomolgi のゲノム解読を行うことが可

能となる。さらに、P.vivax とのゲノム比較進

化学的解析を行い、P. vivax ゲノムに独自な特

徴、及び、ヒト寄生化の遺伝的基盤を解明す

ることが求められている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では P. vivax に系統的に最も近縁な

マカクサルマラリア原虫 P. cynomolgi のゲノ

ムを超高速次世代シーケンシング法により

解読し、比較ゲノム解析から、P. vivax のヒト

寄生化に関わるゲノム変化を解明すること

を目指す。そのために以下の具体的な研究課

題を実施する。 

(1)ドラフトゲノムの解読：２種類の超高速Ｄ

ＮＡシーケンシング法（イルミナ FLX、及び、

ソレクサ GAII）を用い、P. cynomolgi のゲノ

ム（約 25 Mb）の配列を得る。バイオインフ

ォーマテックス及び実験的方法により P. 

cynomolgi のドラフトゲノムを構築し、遺伝子

のアノテーション、染色体上の遺伝子配置を

決定する。 

(2)比較ゲノム解析：P. cynomolgi のドラフト

ゲノムを P. vivax 及び P. knowlesi のゲノムと

比較し、P. vivax に独自なゲノム領域、遺伝子

群を同定する。 

(3)種内多型の進化集団遺伝学的解析：P. vivax

及び P. cynomolgi の種内における多型を複数

の原虫株を用いて解析する。この解析により、

P. vivax に独自な加速進化や正の選択の有無

を推測する。 

(4)マカク類サルの P. vivax 感染感受性：P. 



 

 

vivax が本当にマカクサルに感染しないかど

うかを、各種サルマラリアに高い感染感受性

を示すニホンザル(Macaca fuscata)を用いて

調べる。 
 
３．研究の方法 
(1)サルへのマラリア感染実験 
 P. cynomolgi B 株のニホンザル（Macaca 
fuscata）感染を筑波霊長類研究センターに

おいて行った。凍結感染血液を尾静脈接種

後、原虫の赤血球感染率が 3-10%に達した

時点で、ケタミン麻酔下、採血した。白血

球除去フィルターにより白血球を除去し、

サポニン溶血後、原虫ペレットを凍結保存

した。 
(2)P. cynomolgi ゲノム DNA の採取 

 凍結 P. cynomolgi ペレットから原虫ゲノム

DNA を QiagenDNA 抽出法にて抽出した。ペ

レットの一部は RNALater で処理、RNA を調

製した。 
(3)超高速次世代ＤＮＡシーケンシング 
 ２つの超高速シーケンシング法、すなわち

ロシュ FLX、及び、イルミナ GAII を使用し

てゲノムシーケンスを行い、シーケンスリー

ド群を得た。 

(4)コンティグの作成、アセンブリング、アノ

テーション 

 大阪大学微生物病研究所ゲノム情報解析

センターの並列ワークステーション群を使

用してリード群からコンティグ群を作成し

た。コンティグ群のアセンブリングは P. vivax

のゲノム情報、及び、フォスミドライブラリ

ー作成によるペアエンド配列の連結結果か

ら推定した。コンティグ間のギャップ部分の

連結は、PCR 増幅と直接シーケンシングより

得た。最終的にマラリア原虫の１４本の染色

体に相当する１４本のスーパーコンティグ

を得、予想ゲノムの約８０％を構築した。ス

ーパーコンティグに対して、PlasmoDB、その

他生物種の GeneDB に対して BLAST サーチ

をかけ、遺伝子のアノテーション、並びに、

オーソログ・パラログ遺伝子群の同定を行っ

た。 

(5)比較ゲノム解析 

 作成した P. cynomolgi ドラフトゲノムをも

とに他種マラリア原虫ゲノムとの比較解析

を行った。解析項目は以下である。①ゲノム

構成の種間比較：ゲノムサイズ、ＧＣコンテ

ント、遺伝子数等のゲノム構成において P. 

vivax に顕著な変化があるのかどうかを見た。

②P. vivax における遺伝子の獲得と消失：遺伝

子のシンテニーを３種のマラリア原虫種間

で調べ、P. vivax に独自の遺伝子の重複（獲得）

や消失、逆位があるのかどうか、どんな遺伝

子にそれが起こっているのかどうかを調べ

た。 
(6)遺伝子多型の種間比較 

 P. vivax 集団(n=32)、P. cynomolgi 集団(n=12)

でおいて免疫標的抗原であるメロゾイト表

面タンパク質遺伝子（msp1）に働く正の選択

が認められかどうかを集団遺伝学的に検討

し、P. vivax に特異的な正の選択があるのか、

また、遺伝子内のどの領域にそれが作用して

いるのかを同定した。 
 
４．研究成果 
(1) P. vivax のマカク類感染性 

 P. vivax ゲノム解読に使用された Sal-I 株を

含めた P. vivax７株の凍結原虫を脾摘ニホン

ザル (Macaca fuscata) 、カニクイザル (M. 

fasculata)に静注し、感染の成立をＰＣＲ診断

で見た。接種後の２ヶ月間、感染は認められ

なかった。一方、ニホンザルの赤血球 Duffy

抗原の cDNA 遺伝子を調べたところ、低感受

性のマカク類のそれと酷似していた。 

(2) P. cynomolgiドラフトゲノムの構築 

 ニホンザル（M. fuscata）にP. cynomolgi B株

を感染させることに成功し、感染サルから原

虫を得、原虫ゲノムDNAを調製した。超高速

次世代シーケンシングシステム（GS FLX法）

によって平均リード長300 bp、総塩基621 Mb



 

 

のリード群を得、コンティグ群を作成した。

同時にフォスミドライブラリーの作成、及び

、PCRによってコンティグ群を結合し、原虫

の染色体に相当する１４本のスーパーコンテ

ィグの作成に成功し、予想ゲノムの約８０％

以上を占めるドラフトゲノムの構築に成功し

た。さらに、イルミナGAIIによっても平均リ

ード長75 bp、3732 Mbのリードを得、それを

用い、FLXによるシーケンスエラーの修正を

かけた。 

(3) 比較ゲノム解析 

 2008 年 10 月に発表されている P. vivax お

よび P. knowlesi のゲノムとの 3 種間比較解析

を行い、３種のマラリア原虫に共通する遺伝

子、種固有な遺伝子を分類した。その結果、

約 9 割のタンパク質コード遺伝子が 3 種間で

共通しており、残り 1 割の非共通遺伝子が各

原虫種に固有であった（下図）。 

図：P. cynomolgi, P. vivax, P. knowlesi のゲノム

比較 

 

 非共通遺伝子の多くは、ゲノム中に複数の

ホモログを持つ多重遺伝子族に属していた。

特筆すべきは、3 種の原虫の宿主赤血球への

侵入に関与する分子である Duffy binding 

protein (DBP) 及び Reticulocyte binding protein 

(RBP) の遺伝子の数が、３種間で異なってい

た点である。これは、今後 P. vivax とサルマ

ラリア原虫種の宿主域を規定する分子基盤

を解明する上で重要な発見と考えられる。さ

らに、比較ゲノム解析から、vir, kir, SICAvar

遺伝子群の共通祖先の同定や肝臓休眠期原

虫ヒプノゾイト形成に関わる候補遺伝子の

推定、なども行うことができた。 

(4) 免疫標的抗原における P. vivax に特異的

な正の選択 

 msp1 における多型の起源、及び、msp1 に

働く選択を P. vivax 及び近縁サルマラリア原

虫を対象に進化集団遺伝学的に解析した。そ

の結果、種間で共有される多型は限られ、多

型の多くは種分岐後に誕生したこと、及び、

種によって正の選択の働く領域とその強度

が異なることが明らかになり、msp1 は種ごと

に独自の適応進化を遂げてきたことを示唆

した。特に、P. vivax では正の選択を受けるア

ミノ酸サイトが多いことが認められた。 
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