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研究成果の概要（和文）：ワクチンや薬剤開発には、マラリア原虫と宿主のタンパク質-タンパク質間相互作用
(PPI)の理解が必須である。本研究は、マラリア病害の主戦場である赤血球期に焦点を絞り、原虫と赤血球のPPI
を解明することを目的に実施した。先ず、マラリア原虫メロゾイトのタンパク質EBLと赤血球タンパク質のPPIを
解明し、赤血球レセプターを発見した。次に、マラリア原虫と赤血球のPPIを阻害できれば新規のマラリアワク
チン開発に進むことができると考え、赤血球表面のレセプターに結合するメロゾイトの侵入関連タンパク質
PfRipr5の機能を阻害することにより、新規マラリアワクチン開発への道が開けることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Understanding the protein-protein interactions (PPI) between malaria 
parasite and its host is essential for vaccine and drug development. This study focused on the 
asexual blood-stage malaria, the main battleground of malaria disease, and aimed to elucidate the 
PPI between merozoites and erythrocytes. First, we elucidated the PPI of the malaria merozoite 
protein EBL and the erythrocyte protein and discovered an erythrocyte receptor. Next, we 
hypothesized that if we could inhibit the PPI between parasites and erythrocytes, we could proceed 
to develop a novel malaria vaccine. We found that inhibiting the function of PfRipr5, a merozoite 
invasion-related protein that binds to receptors on the erythrocyte surface, would pave the way for 
the development of a novel malaria vaccine. 

研究分野： 寄生虫学

キーワード： マラリア原虫　赤血球　タンパク質　インタラクトーム　ワクチン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、赤血球期におけるマラリア原虫と赤血球のタンパク質間PPIデータが得られ、赤血球期マラリア
で生起する宿主-寄生体分子機構の一端を明らかにすることができた。したがって、本研究をさらに進展させれ
ば、赤血球期マラリア原虫にとっての「アキレス腱」となる原虫タンパク質や赤血球レセプターの同定は勿論、
これらのPPIをターゲットとした新規抗マラリア薬及びワクチンの開発にも発展することが期待できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
マラリアは、熱帯地域で流行し 2021 年において毎年２億人余りが罹患し 60 万余人が死に至

る非常に重要な感染症である。2000 年初頭からの世界的な努力によって、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、再び増加に転じている（WHO: World Malaria Report 2022）。マラリアは
蚊で媒介される感染症で、ヒトに感染したマラリア原虫が赤血球へ侵入し発育することが病気
の本態であるが、その分子メカニズムはほとんど判っていない。申請者らは、これまでに 2000
種の組換えタンパク質からなるマラリアタンパク質アレイと、20000 種からなるヒト全タンパ
ク質アレイ(20K-HUPA)を完成させた。これに加え、原虫と宿主のタンパク質-タンパク質相互
作用(PPI)を網羅的にハイスループット測定し、世界初のマラリアインタラクトームを解明する
技術基盤も完備した。 

 
２．研究の目的 
本研究では、マラリア病害の主戦場であるヒト血流中の赤血球期原虫に焦点を絞り、原虫とヒ

ト赤血球の PPI を、我々の開発した上記の新技術で網羅的に測定する。これにより、マラリア
原虫と赤血球のタンパク質インタラクトームを明らかにし、マラリア原虫メロゾイトの赤血球
侵入や、侵入後の原虫の赤血球内での寄生維持の分子機構を解明することを目的とする。本研究
により、マラリアという病気の仕組みが分子レベルで解明できる。さらには、それらの知見は、
マラリアを制圧するためのワクチンや薬剤の開発につながることが期待できる。 
 
３．研究の方法 
(1)赤血球期マラリア原虫タンパク質アレイ(SPMAPA)の合成  
2000 種類のマラリア原虫完全長 cDNA クローンセットから、赤血球期原虫で発現しかつ宿主分

子との直接 PPIの可能性がある分泌型または膜貫通領域を持つ原虫タンパク質の cDNA クローン
300 種を選択し、赤血球期マラリア原虫タンパク質アレイ(SPMAPA)としてコムギ無細胞法で合成
した。なお、SPMAPA の合成の際には、後述する AlphaSceenによる測定のため N 末に 1分子のビ
オチンを付加した。 
 
(2)AlphaScreenによる SPMAPA とヒト赤血球タンパク質アレイ(RBCPA)の PPIの測定  
当初の目標：ハイスループットな相互作用検出系である AlphaScreenを用いて、赤血球期マラ

リア原虫タンパク質アレイ(SPMAPA)と 2300 種類のタンパク質からなる赤血球タンパク質アレイ
(RBCPA)の PPI を測定する。RBCPA は、既にタンパク質合成済みの 20K-HUPA から選択して用い
る。これにより 1 日で 4 万反応の PPI を測定することができる。一分子ビオチン化された原虫
タンパク質はストレプトアビジン修飾ドナービーズと結合し、一方 RBCPA のヒトタンパク質は、
全て N 末に FLAG タグが付加されているため、抗 FLAG 抗体を介してプロテイン A 修飾アクセプ
タービーズと結合する。ドナービーズを励起し、双方のタンパク質が結合した場合にのみアクセ
プタービーズが発光する。それを AlphaScreenプレートリーダーでハイスループットに測定し、
マラリア原虫タンパク質 SPMAPA に対する RBCPA の PPIを測定する。 
当初の目標達成に向けて実施したプロジェクト：まず手始めに、赤血球タンパク質アレイ

(RBCPA)のうち、直接マラリア原虫メロゾイトが赤血球に侵入する際のレセプターとなる可能性
の高い赤血球膜タンパク質（GPIアンカー型も含む）237種類を選択し、N 末に FLAGタグを付加
して合成した。その品質評価を目的に、赤血球レセプターが不明のメロゾイトリガンド
erythrocyte binding-like proteins (PyEBL)をモデルに用いて、AlphaScreenで赤血球膜タン
パク質との PPIを総当たりで測定した。 
 
(3) 優先的に解析すべき赤血球期マラリア原虫タンパク質の同定 
 本研究開始の後、並行して進めてきた我々の別の研究で、マラリアの重症度に関係することが
予想されていた多型表面抗原（VSA）と呼ばれる分子セットも追加で合成した。VSA は原虫感染
赤血球と血管内皮細胞表面や隣接する正常赤血球表面との PPI を介した接着と密接に関連する
と考えられている。そこで、上記の SPMAPA に加えて、VSA タンパク質セットを加えて合計 579種
類の赤血球期マラリア原虫タンパク質セットを調製し、優先すべき赤血球期マラリア原虫タン
パク質候補とした。本研究を効率的にすすめるため、先ずこれらの中から、マラリア発病により
重要な原虫タンパク質を絞り込み、その後、赤血球表面タンパク質セットとの PPI解析へ進むこ
ととした。その方法として、我々が保有しているウガンダにおける流行地住民血清サンプル 66
名分を用いて、AlphaScreenによりマラリア発病阻止抗体の標的となっておりマラリア発病に関
連する重要な原虫タンパク質をハイスループットに探索した。 
 
(4) マラリア原虫と赤血球の PPIを阻害する新規のマラリアワクチン候補の同定   
本研究で見出された PPI がワクチン開発に有用であることを実証することは、本研究の今後



の展開を左右する重要なテーマである。そこで、本研究開始直後に我々が発見した新規 PPIを手
がかりに、新たに以下の研究を進めることとした。具体的には、赤血球侵入関連原虫タンパク質
PfRipr5 が赤血球表面の SEMA7A に結合するという PPI に焦点をあてた。PfRipr5 をワクチン開
発に進めるためには、先ず高品質の PfRipr5 を大量に準備することが必須である。そこで、
PfRipr5 をヒト培養細胞 HEK293、及び昆虫細胞（Sf9 及び High Five）を用いて発現し、最も
PfRipr5の大量発現に適した方法を選択した。次に、得られた高品質の PfRipr5がマラリア原虫
メロゾイトの赤血球侵入を阻害する抗体を誘導出来るか、また、今後のワクチン開発を進めるた
めに、どのアジュバントと組み合わせることが最も有効なのか検討した。ヒトに使用できる安全
性がすでに確認されている３種類のアジュバント、Alhydrogel、GLA-SEまたは CAF01 を PfRipr5
と製剤化し、ウサギに免疫した。得られたウサギ血清の PfRipr5に対する抗体価と、培養熱帯熱
マラリア原虫の赤血球侵入阻害活性を測定した。 
 
４．研究成果 
(1) PyEBLの赤血球レセプタータンパク質の同定  
ネズミマラリア原虫 Plasmodium yoeliiには、１コピーの EBL分子しか存在していないため、
EBL の標的赤血球レセプタータンパク質の探索に最適のマラリア実験モデルである。先ず全長
PyEBLタンパク質（図１）を用いて、237種類の赤血球表面タンパク質との PPIを AlphaScreen
を用いて測定した。その結果、図２のように、Basiginとの結合が認められた。次に、PyEBLの
どの部分が Basiginと結合しているか決定するため、図１に示す各部位（Region 1〜R2、R2、R3
〜5、R6）で組換えタンパク質を作製し、表面プラスモン共鳴（SPR）を用いて Basiginとの結合
を検証した。その結果、PyEBLの N 末 Cys-rich domainである R2 が Basiginとの結合部位であ
ることが明らかとなった（Yuguchi, et al. Front Cell Infect Microbiol 2021;11:656620）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(2)優先的に解析すべき赤血球期マラリア
原虫タンパク質の同定 
我々が保有しているウガンダにおける

流行地住民から得た血清サンプルは、採血
後の各人のマラリア発症が１年間フォロ
ーアップされている。したがって、採血か
ら初回のマラリア発症までの期間の長短
が防御免疫の指標となる。すなわち、その
期間が長い人は防御免疫が強いと考える
ことができる。そこで、ウガンダ住民血清
66 名分中の 579 種類の赤血球期マラリア
原虫タンパク質セットに対する抗体価を
AlphaScreen によりハイスループットに
測定し、その抗体価と、各人のマラリアに
対する防御との関連性を解析した。その結
果、マラリア発病阻止抗体の標的となって
おりマラリア防御と有意に関連する原虫
タンパク質を 22 種類同定した（図３、赤
枠内）。その内の 20 種類は、多型表面抗原
（VSA）に属するもので、残りの 2種類は、

 

 



赤血球期マラリア原虫タンパク質アレイ(SPMAPA)に属する分子であった（Takashima, et al. 
Front Immunol 2022;13: 887219）。 
 
(3) PPIを阻害する新規のマラリアワクチン候補の同定   
我々は愛媛大学プロテオサイエンスセンターで開発されたコムギ無細胞系を駆使することに

より、マラリア原虫メロゾイト期のタンパク質 140 種余りを網羅的に合成し、それぞれをウサギ
に免疫して抗体を作製した（未発表）。そして、これらのウサギ抗体をマラリア原虫 in vitro 培
養系に加え、原虫増殖阻害活性（GIA）を測定することで、最適な赤血球期ワクチン抗原を探索
してきた。その結果、本研究の開始直後に、非常に遺伝子多型の少ない PfRipr5を新規な赤血球
ワクチン候補抗原として見出すことに成功した。さらに、PfRipr5の赤血球レセプターを探索す
るため、AlphaScreen を用いて赤血球表面タンパク質ライブラリを対象に PPI を測定した結果、
SEMA7Aが PfRipr5のレセプターであることを見出した（Nagaoka, et al. Sci Rep 2020;10:6573）。 
そこで、PfRipr5が SEMA7A との PPIを阻害する新規のマラリアワクチン候補となれば、原虫

と赤血球の PPI の研究成果が今後のワクチン開発に有用であることを実証できると考えた。先
ず高品質の PfRipr5を大量に準備するため、PfRipr5をヒト培養細胞 HEK293、及び昆虫細胞（Sf9
及び High Five）を用いて発現し、最も PfRipr5の大量発現に適した方法を選択した。その結果、
HEK293細胞では、PfRipr5の発現はほとんど認められず、他方昆虫細胞ではSf9および High Five
細胞とも、高純度で組換え PfRipr5を発現することができた（図４）。次に、発現 PfRipr5の収
量を比較したところ、図５のように、High Five 細胞が最も高濃度で PfRipr5を発現できること
が判明した（Correia, et al. Front Bioeng Biotechnol 2022;13: 908509）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
得られた高品質の PfRipr5 が、マラリア原虫メロゾイトの赤血球侵入を阻害する抗体を誘導
出来るか、また、今後のワクチン開発を進めるために、どのアジュバントと組み合わせることが
最も有効なのか検討するため、３種類のアジュバント、Alhydrogel、GLA-SE または CAF01 を
PfRipr5と製剤化し、ウサギに免疫した（各群ウサギ 6匹）。得られたウサギ血清の PfRipr5に
対する抗体価を比較したところ、図６のように、抗原のみを免疫した群（●）と比較して、いず
れのアジュバントと製剤化した PfRipr5も高い抗体価をウサギに誘導した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

 



 
次にウサギ血清から総 IgGを精製し原虫増殖阻害活性（GIA）を測定した。その結果、CAF01 と
製剤化した 200µgの PfRipr5を免疫したウサギ抗体において、平均 50%以上の GIA活性が認めら
れた （図７）(Takashima, et al. Front Immunol 2022;13:1002430)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(4)まとめと展望 

本研究では、PyEBLをモデルにマラリア原虫と赤血球の PPIの解明が可能であることを実証で

き、赤血球期マラリアで生起する宿主-寄生体分子機構の一端を明らかにすることができた。ま

た、優先的に解析すべき赤血球期マラリア原虫タンパク質を 22 種類同定でき、これらを標的と

する今後の PPI 研究の進展が期待される。さらに、PfRipr5-SEMA7A を標的とするマラリアワク

チン研究を進展させることが出来たように、マラリア原虫-赤血球 PPIに寄与するその他の分子

に着目すれば、これらの PPI をターゲットとした新たなマラリアワクチンの開発にも発展させ

ることが期待できる。 
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