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研究成果の概要（和文）：マラリア感染赤血球表面抗原が相互作用する宿主タンパク質を、コムギ無細胞系を用
いて合成した宿主タンパク質ライブラリーから網羅的に探索した結果、TLRと相互作用するヒトタンパク質との
結合を見出した。当該ヒトタンパク質はゲノム中に8種類のパラログを有していたため、8種類全部のタンパク質
をh-RIP1~8と名付けた。コムギ無細胞系で8種類のh-RIPタンパク質を合成し、SPRのシングルキネティクスアッ
セイを用いてマラリア感染赤血球表面抗原との結合様式を生化学的に解析した。その結果それぞれのh-RIPは固
有の親和性（KD = 1 × 10-7 M 程度）で相互作用を行うことが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：This study screened human proteins interacting with infected erythrocyte 
surface antigens (Rifin) with a human protein library synthesized in the wheat germ cell-free system
 (WGCFS). As a result, a human protein that interacts with TLRs bound to Rifins. This human protein 
has 8 paralogs in the human genome, all named h-RIP1 to 8. The eight h-RIP proteins were 
successfully synthesized with WGCFS. By SPR single kinetics assay,  the h-RIPs bound the Rifin with 
KD value approximately 1 x 10-7 M.

研究分野： 寄生虫学

キーワード： マラリア　免疫回避

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
熱帯熱マラリア原虫は様々な原虫タンパク質を感染赤血球の表面に表出することで血管内皮細胞の表面に結合し
たり、免疫細胞と相互作用するなどして宿主の様々なレベルの免疫機構から逃れることが知られている。本研究
ではそのような感染赤血球表面の原虫タンパク質が相互作用する自然免疫に関わる分子を新たに同定した。マラ
リア原虫が宿主免疫から逃れる機構の一端を明らかにすることができた。

※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 
マラリアによる死者は全世界で年間 40
万 ⼈ に も の ぼ り 、 新 型 コ ロ ナ 禍 の
2020 年には残念ながら倍増すると予
想されている（WHO）。しかし対策の
切り札となるマラリアワクチンは未だ
実⽤化されていない。 
⾚⾎球に侵⼊した熱帯熱マラリア原⾍は、様々な原⾍タンパク質を感染⾚⾎球表⾯に発現
させることが知られている。その⼀種である Rifin は約 300 アミノ酸からなる⼀回膜貫通
タンパク質である（図 1）。3D7 株では 178 種類の Rifin がコードされており、そのうち数
種類が同時に発現する。Rifin に対するヒト抗体は、感染⾚⾎球を認識することが可能であ
り、認識された感染⾚⾎球は NK 細胞によって貪⾷される事が知られている（Arora ら 
2018 eLife）。したがって Rifin はマラリア抵抗性を獲得する上で標的となる重要な抗原で
あり、⾚⾎球期マラリアワクチン候補抗原として着⽬されている。しかしそもそも、なぜ
原⾍は免疫系から容易に認識されうる⾚⾎球表⾯に「わざわざ」Rifin を発現させる必要
があるのだろうか。 
 
近年我々は１種類の Rifin（PF3D7_1254800）が LILRB1 という免疫細胞の応答を抑制す
るレセプターと結合し、ヒト免疫系を抑制することによって宿主免疫から逃れ、マラリア
発症・重症化に関与していることを明らかにした(齋藤, ⾼島ら 2017 Nature, 図２)。⼀⽅、
残りの Rifin に関しては、Rifin の⼀部が⾎管内⽪細胞や⾚⾎球表⾯の未同定タンパク質と
相互作⽤することで、感染⾚⾎球の脳⾎管内
集積（シークエストレーション）や⾚⾎球の
ロゼッティングを起こすことで、マラリア重
症化に関係していると想定されているが（図
2）、依然その分⼦機構は未知のままである。 

そこで我々は多数ある Rifin を網羅的
に解析するため、熱帯熱マラリア原⾍ 3D7 株
がコードする Rifin 分⼦(178 種類)をコムギ無
細胞系によって全て発現させ、流⾏地⺠⾎清
（ウガンダ⼈、5-20 歳、n=66)を⽤いた免疫
スクリーニングを⾏った（Kanoi, ⾼島ら 2020 
Front Immunol）。その結果 LILRB1 に結合す
る Rifin だけでなく、マラリア発症に重要な
Rifin を新たに４種類同定することに成功した
（表１）。類似の研究は過去に例がなく、我々
は⾔わば「Rifin 網羅的アプローチ」という従
来と異なる独⾃の⽅法論によって、マラリア
発症に重要な Rifin分⼦を取りこぼしなく同定
することができたと考えている。流⾏地では
重症マラリアに対する免疫を 5 歳未満で獲得



することから、これら重要 Rifin の抗体は重症マラリア防御にも関与すると考えられる。ま
た、これら重要 Rifin分⼦は LILRB1 に結合しないことから、以前発表したものとは異なる
メカニズムでマラリア重症化に関与していることが考えられる（未発表）。では、これら
重要 Rifin はどのような分⼦機能を有するのだろうか？ 
 
 
２．研究の⽬的 
Rifin 分⼦の機能を解明し Rifin を中⼼とし
たマラリア発症・重症化メカニズムを明ら
かにするためには、Rifin と相互作⽤するヒ
トタンパク質を同定する事が必須である
（齋藤, ⾼島ら 2017 Nature）。そこで本研
究では、重要 Rifin 分⼦が相互作⽤するヒ
トタンパク質を同定することを⽬的に、愛媛⼤学プロテオサイエンスセンターが独⾃に確
⽴した２万タンパク質からなるヒト全タンパク質アレイ(20K-HUPA)を⽤いて重要 Rifin と
結合するヒトタンパク質を探索し、当該タンパク質相互作⽤を表⾯プラズモン共鳴バイオ
センサーでリアルタイムに観察することで、結合様式を⽣化学的に解析する。 
 
３．研究の⽅法 
Rifin と結合するヒトタンパク質の網羅的探索 
申請者が所属する研究センターは、2000 年初頭にコムギ無細胞タンパク質合成系を実⽤化
した後、世界に先駆けてアルファスクリーン技術を網羅的なタンパク質機能解析に導⼊し、
無細胞技術と融合したハイスループットアッセイのための設備導⼊及び基盤技術の蓄積に
10 年以上にわたり注⼒してきた。近年その集⼤成となるヒトプロテオームを網羅する 20K-
HUPA を構築し、新規タンパク質相互作⽤探索に活⽤している（澤崎 ら 2020 Nat 
Commun など）。 
Rifin は⾚⾎球、⾎管内⽪細胞、免
疫細胞のように、様々な宿主細胞
に対し相互作⽤する可能性がある
ため、ヒトタンパク質を網羅した
20K-HUPA を⽤いて相互作⽤分⼦
を探索する。この結果によって重
要 Rifin が相互作⽤する細胞の種
類を推定する。アルファスクリー
ンを⽤いることにより、ハイスループットにタンパク質相互作⽤を探索する（図 3）。既に
20K-HUPA は合成済みであり、また、アルファスクリーンによる相互作⽤探索系はすでに
確⽴されている（三浦, ⾼島ら 2018 BBRC; ⻑岡, ⾼島ら 2019 Sci Rep; ⻑岡, ⾼島ら 2020 
Sci Rep）。20K-HUPA の各ヒトタンパク質の量はほぼ同じに調整されており、細胞に少量
存在するタンパク質に対する相互作⽤も⾼感度に検出することができる。探索の結果⾒い
だされた相互作⽤を検証するため、表⾯プラズモン共鳴（SPR）によりタンパク質相互作
⽤定量解析を⾏う (森⽥, ⾼島ら 2017 Sci Rep; ⻑岡, ⾼島ら 2020 Front Immunol)。 
 



４．研究成果 
【メタ解析による重要 Rifin の同定】Rifin, Surfin, STEVOR, PfEMP1, そのた保存された⾚⾎
球期抗原に対する抗体価とマラリア抵抗性に関するデータをメタ解析して論⽂として報告した
（Takashima E et al., Font. Immunol. 2022）。その結果、以前に報告した重要 Rifin タンパク質
が、他の抗原と⽐較しても重要性を失わないことを確認した。 
 
【アルファスクリーンによる探索】 
RIFIN と相互作⽤するヒト分⼦を、アルフ
ァスクリーン系を⽤いて 20K-HUPA から
探索した結果、重要 Rifin と相互作⽤する
ヒト分⼦ human Rifin interactive protein 
(h-RIP) を同定することに成功した（右
図、⽮印）。 
 
【コムギ無細胞系によるタンパク質合成】 
興味深いことに、h-
RIP は Toll-like 
Receptor (TLR) と相
互作⽤して⾃然免疫
系を制御するタンパ
ク質分⼦であること
が知られているもの
であった。またヒト
は８種類もの h-RIP
に類似した分⼦を有
していることが判明
したため、h-RIP1〜
8 と名付け、コムギ
無細胞系によるタン
パ ク 質 発 現 を ⾏ っ
た。N-末側に融合し
た GST タグによっ
て、精製した結果を
右図に⽰す。どの h-
RIP も予想分⼦量に
シングルバンドとし
て精製することに成功しただけでなく、500 µg 程度の量を得ることができた。これと Rifin 分
⼦との相互作⽤を Biacore によってリアルタイム計測を⾏った。 
 
 
 
 



【SPR によるシングルキネティクス解析による相互作⽤解析】 

Biacore X100 を⽤いて相互作⽤解析を⾏った。どの h-RIP もある程度強い親和性で（KD = 100 
nM 程度）Rifin と結合することが判明した。特に h-RIP2 は反応性もよく（上図 オレンジの丸
印）、KD = 1.050 × 10-7 M での相互作⽤を確認した。ネガティブコントロールの GST とは全
く反応しない上、反応チップ上に固相化したタンパク質の量から導き出される最⼤結合量より
も有意に少ない量が結合していることから、本相互作⽤は特異的な反応と考えられた。現在こ
れらの実験結果をまとめて出版準備中である。 
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