
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成２４年５月１５日現在 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：マラリア原虫メロゾイトの先端部小器官に局在する新規分子を同定す

るため、メロゾイト期に発現が予想される分子 193 種類をコムギ無細胞系にて合成し、すべて

に対する抗体を作製した。その抗体の内、メロゾイト先端部小器官と反応するものを間接蛍光

抗体法にて探索し、29 種類の新規メロゾイト先端部小器官分子を同定した。それらの内、マイ

クロネームに局在する GAMA の赤血球レセプターの性状を明らかにした。さらに、約 500 種

類の赤血球分子を網羅するタンパク質アレイを作製し、赤血球に結合するロプトリータンパク

質のレセプター分子を同定した。 
 
研究成果の概要（英文）：In order to identify novel molecules localized in the apical organelles 
of Plasmodium merozoite, we have expressed 193 putative merozoite specific molecules and 
produced antibodies against each recombinant protein. Among them, 29 were localized at 
the apical end of the merozoite suggesting novel apical organellar proteins. We then 
characterized the RBC binding activity and the RBC receptor phenotype against one of the 
novel micronemal molecules, GAMA. Furthermore, we have constructed erythrocyte 
protein array including 500 of molecules, and identified an erythrocyte membrane protein 
which serves as a receptor against erythrocyte-binding rhoptry protein. 
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１．研究開始当初の背景 
 マラリア原虫メロゾイトの赤血球への侵
入過程において、メロゾイトの先端部に存在
するロプトリー、マイクロネーム、デンスグ
ラニュールと呼ばれる細胞内小器官（以後、
先端部小器官）は赤血球へ侵入後消失するた

め、侵入に必須の分子を含むと考えられてい
る。さらに、侵入には先端部小器官の原虫側
リガンド分子が、赤血球表面、又は侵入開始
後に形成される寄生胞膜の赤血球側のレセ
プターと結合することが必須と考えられて
いる。そこで、分子機構の理解に基づく次世
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代のマラリアワクチン開発のためにも、メロ
ゾイトの赤血球侵入分子機構、特に原虫リガ
ンドと赤血球レセプターの同定、およびそれ
らの相互作用の解析が必須である。なお、研
究開始当初までにメロゾイト先端部小器官
リガンド分子と赤血球レセプターの相互作
用が報告されているものは、熱帯熱マラリア
原虫分子の EBA175 と赤血球分子グリコフ
ォリン A 等、わずか数種類に過ぎず、これら
はすべて原虫タンパク質の赤血球結合アッ
セイで同定されていた。つまり、これまでの
方法では、赤血球表面に豊富に存在するレセ
プター分子しか検出できていなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、これまでわずかしか解明され
ていなかったメロゾイトの赤血球結合リガ
ンド分子をゲノムワイドに探索し、それらの
中から赤血球に結合する分子を網羅的に同
定すること。さらに、同定された原虫リガン
ド分子に対する赤血球側のレセプター分子
を、赤血球プロテインアレイから網羅的に探
索して同定することにより、マラリア原虫の
赤血球侵入分子メカニズムを解明すること
を目的に実施した。 
 
３．研究の方法 
（１）マラリア原虫メロゾイトの先端部小器
官に局在する新規分子の同定 
 マラリアゲノムデータベースよりマラリ
ア原虫メロゾイト期に特異的な発現が予想
される分子 193 種類を選択した。それらの組
換えタンパク質を、マラリア原虫のタンパク
質発現に優れたコムギ無細胞タンパク質合
成系にて大量合成し、すべてに対する抗体を
動物を用いて作製した。その抗体の認識抗原
の局在は、間接蛍光抗体法にて観察した。 
 
（２）アルファスクリーン法による赤血球レ
セプター分子の探索 
 約 500種類の分子を含むビオチン化赤血球
プロテインアレイを、完全長 cDNA ライブラ
リと、コムギ無細胞タンパク質合成系を用い
て作製した。得られたプロテインアレイをマ
ラリア原虫ロプトリータンパク質及びそれ
に結合する単クローン抗体を用いてアルフ
ァスクリーン法にて探索した（下図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
つまり、384 穴プレート中で、原虫ロプトリ
ータンパク質（メロゾイトリガンド分子）と

個別の赤血球タンパク質を反応させ、その後
ドナービーズとアクセプタービーズを加え
て反応させる。原虫ロプトリータンパク質と
結合するヒト赤血球タンパク質が存在すれ
ば、抗ロプトリータンパク質抗体を介して双
方のビーズが近接する。このような状態でド
ナービーズを励起すると、このエネルギーが
近接したアクセプタービーズと反応し蛍光
を発することにより、高感度に分子間相互作
用が検出できる。 
 
４．研究成果 
（１）マラリア原虫メロゾイトの先端部小器
官に局在する新規分子の同定 
 マラリアゲノムデータベースより全予想
遺伝子 5400 種類から、マラリア原虫メロゾ
イト期に特異的な発現が予想される分子 193
種類を選択した。それらの組換えタンパク質
を、コムギ無細胞タンパク質合成系にて大量
合成し、アフィニティー精製した。その結果、
全ての組換えタンパク質が、1 mg の抗原ス
ケールで可溶性画分に得られた。この結果は、
既報の大腸菌を用いたマラリア原虫組換え
タンパク質合成の結果と比較して、格段に優
れていた。それらすべての組換えタンパク質
に対する抗体を動物を用いて作製した。その
認識抗原の局在を、熱帯熱マラリア原虫を抗
原として用いた間接蛍光抗体法にて検討し
たところ、これまで全く解析がなされていな
い 29 種類の新規メロゾイト先端部小器官分
子を同定することが出来た。 
 
（２）新規マイクロネーム分子 GAMA の赤
血球結合能 
 上記で同定された新規メロゾイト先端部
小器官分子の中で、新規マイクロネーム分子
GAMA の特異抗体が熱帯熱マラリア原虫の
増殖阻害活性を有していた。そこで、GAMA
の性状を詳細に解析した。その結果、GAMA
はヒト赤血球表面に結合し、この結合は既知
の赤血球結合能を有するワクチン候補抗原
EBA175 とは異なり、赤血球表面のシアル酸
には依存していないことが明らかとなった。
したがって、GAMA（シアル酸非依存的赤血
球結合分子）に対する抗体と、EBA175（シ
アル酸依存的赤血球結合分子）に対する抗体
を同時に作用させれば、それぞれの原虫増殖
阻害活性を増強できるカクテルワクチン候
補となる可能性が考えられた。そこで GAMA
抗体と EBA175 抗体を混合したところ、両者
の混合により熱帯熱マラリア原虫の赤血球
への増殖阻害活性が飛躍的に増強すること
が明らかとなった。以上の結果から、GAMA
は赤血球に結合することにより、熱帯熱マラ
リア原虫メロゾイトの侵入に重要な役割を
果たすこと、さらに新規赤血球期ワクチン候
補となる可能性が示唆された。 



 
（３）アルファスクリーン法によるマラリア
原虫ロプトリータンパク質に対する赤血球
レセプター分子の探索 
 ヒト完全長 cDNA ライブラリから、コムギ
無細胞タンパク質合成系を用いて約 500種類
の分子を含むビオチン化赤血球プロテイン
アレイを作製した。得られたプロテインアレ
イをマラリア原虫ロプトリータンパク質及
びそれに結合する単クローン抗体を用いて
アルファスクリーン法にて探索した。その結
果、マラリア原虫ロプトリータンパク質と特
異的に結合する赤血球レセプター分子１種
を同定した。この分子の性状を詳細に解析し
たところ、ロプトリータンパク質との結合が、
カルシウム依存的に生起していることが明
らかとなった。 
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