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研究成果の概要（和文）： 
 ハマダラカとネズミマラリア原虫による吸血実験系を用いることにより、ある野生型である

PbR系統はネズミマラリア原虫P. yoeliiによる感染は成立するが、別のネズミマラリア原虫P. 

bergheiの感染に強い感染抵抗性を示すことが明らかとなった。また、P. bergheiによる感染で

は、ハマダラカ中腸内でマラリア原虫が正常通りに分化しないことから、中腸内におけるハマダ

ラカ・原虫相互作用がベクター環境への適応メカニズムを制御していることが示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）： 
 Blood-feeding assay of rodent malaria parasites with Anopheles stephensi revealed 
that a wild-type variant, named as PbR, represented refractoriness for P. berghei, but 
not for P. yoelii.  In parasites stage-specific analysis, we found incomplete 
differentiation to ookinetes in the PbR midgut in P. berghei infection.  Our results 
suggest that midgut-parasites interaction control parasite-differentiation which is the 
key factor of adaptation mechanisms evolving specie-specifically. 
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１．研究開始当初の背景 

マラリアは世界中で年間 100万人以上が死

亡する驚異的な感染症である。2002年にヒト

熱帯熱マラリア原虫の全ゲノムが読了され

て以来、分子生物学的アプローチによる研究

が重ねられてきた。しかしながら未だに、有

効なマラリアワクチンは無く、また、薬剤耐

性原虫の出現という大きな問題も残されて

おり、マラリア制圧に関わる基盤研究の重要

性は年々増している。 

マラリアの原因病原体であるマラリア原

虫（Plasmodium属）は主に病原体媒介節足動

物（ベクター）であるハマダラカ（Anopheles

属）の媒介によって感染が伝播する。そのた

め、マラリア制圧に向けた対策の一つとして、

ベクター側からのコントロールが従来より

考えられている。これまでは、蚊帳などを用

いた物理的防除や殺虫剤などを用いた化学

的防除が主であった。しかしながら、経済的

問題や殺虫剤抵抗性の節足動物の出現によ

って阻まれている。そのため、複合的手法の

一つとして、媒介性に着目したアプローチが

求められている。 

 

２．研究の目的 

 現在までに Anopheles属は数百種確認され

ているが、その中でもマラリア原虫を媒介可

能な種は約 70 種にとどまっている。そのう

ち、実際のフィールドにおいてベクターとし

て機能している種は 30-40 種となっている。

また、マラリア媒介能をもつハマダラカ種で

あっても、種ごとに媒介可能なマラリア原虫

の種が異なることがわかっており、媒介が成

立するハマダラカ種とマラリア種の組み合

わせは多種多様である。つまり、ベクターと

原虫の間には特異的な種間関係が存在し、原

虫種とハマダラカ種の適合の結果、初めてハ

マダラカによるマラリア原虫の伝播が成立

する。その適合の背景には、マラリア原虫と

ハマダラカ双方の遺伝学的背景・生理状態の

バリエーションが存在することが推測され

る。 

 マラリア原虫とベクター蚊の相互作用は、

蚊の吸血によって開始される。感染宿主から

の吸血時に中腸内腔に運ばれたマラリア原

虫は、細長い形状をした運動体（オーキネー

ト）に分化する。オーキネートは中腸壁を通

過し基底膜に辿り着くと、分化・増殖の後、

感染虫体を作り出す。そして、再度吸血を行

った際に唾液とともに宿主への感染虫体の

侵入が起き、新規の感染が成立する。ベクタ

ー内生活環においては、血液が多く含まれる

中腸内腔と昆虫体液の間におけるイオン濃

度などの大きな環境変化や、唾液腺への侵入

過程、あるいはハマダラカが示すマラリア原

虫に対する防御応答などのベクター・原虫間

相互作用が数多く存在している。つまり、マ

ラリア原虫はベクター内生活環における適

応戦略を備えていることが示唆される。そこ

で、研究代表者は、「マラリア原虫には防御

応答を含むベクター内における環境変化に

対する適応機構（ベクター適応機構）が存在

し、ベクター適応機構のバリエーションによ

りベクターと原虫の特異的な種間関係が決

定する」という仮説を立てた。上記仮説に対

して、分子生物学的アプローチにより、その

検証を行う。 

 
３．研究の方法 
 研究代表者が所属する研究室では、ネズミ

マラリア原虫を感染させたネズミを用いる

ことで、実験室内でハマダラカへの媒介実験

を行うことが可能である。そこで、複数種の

マラリア原虫と複数種のハマダラカを用い

て、その媒介性のバリエーションを見出すこ

とを目的とする。媒介性が見出された原虫種

を用いて、原虫の蚊体内ステージのどの段階

でその発生・分化に影響が生じているかを検

討する。さらに、媒介性が異なるマラリア原

虫の遺伝子領域を入れ替えることにより、そ

の媒介性への影響を検討する。 

 以上の段階的過程により、ベクター環境へ

の適応を制御する原虫側因子の同定を目指

す。 

(1)マラリア原虫種間の媒介性プロファイル

解析 

 ネズミマラリアを複数種用いたハマダラ

カによる媒介実験を行い、ネズミマラリアご

との媒介性の違いについてプロファイル解

析を行う。ネズミマラリアとして P. berghei、

P. yoelii、P. chabaudi、P. vinckei の４種

を用いる。それらの原虫種をハマダラカに感

染させ、数日後に中腸基底膜上に形成された

オーシストの数を数えることでその媒介性

を評価する。 

(2)媒介性に差を生じる原虫ステージの探索 

 媒介性が異なる原虫種間を用いて、上述し

た蚊体内ステージにおける原虫数を測定す



 

 

る。吸血後 15 分後にハマダラカ中腸から取

り出した血を用いて雄ガメトサイト・ガメー

ト特異的抗体を用いて免疫染色を行い、鞭毛

活動を開始した雄ガメート数を評価する。吸

血後 18 時間後の中腸内血液を用いて、オー

キネート特異的抗体を用いることで、分化後

のオーキネート数を評価する。 

(3)原虫ステージレポーター組換え原虫を用

いたトランスクリプトーム解析 

 媒介性に差を生じる原虫ステージを同定

した後、その原虫ステージを高純度に精製し

トランスクリプトーム解析を試みるために、

高純度精製を目的としてステージレポータ

ー組換え原虫を作製する。データベース上に

公開されている情報を元に、ある原虫ステー

ジで特異的な遺伝子を選別しそのプロモー

ター領域下に GFPを配置したマラリア原虫人

工 染 色 体 （ PAC: Plasmodium Artificial 

Chromosome）を作製する。PAC は環状 DNA と

してマラリア原虫核内に存在し、分裂の際に

安定して娘細胞に分配されるため、ステージ

変化を通じて安定した遺伝子組換え体を得

ることが可能である。PAC にステージ特異的

GFP を挿入したものをレポーターPAC とし、

マラリア原虫に組込むことで特定の原虫ス

テージレポーター原虫の作出を行う。 

 作製したレポーター原虫を用いて、

RNA-seq 法によるトランスクリプトーム解析

を行う。検出された転写産物のうち、膜タン

パク質に着目し、ベクター適応因子の候補遺

伝子とする。 

(4)遺伝子領域入替え原虫の作製によるベク

ター適応因子の同定 

 高媒介性原虫種と低媒介性原虫種の上記

候補遺伝子の遺伝子領域を相同組み換え法

により入れ替えた原虫（入替え原虫）を作製

し、ハマダラカによる媒介性を評価してその

候補遺伝子がベクター環境への適応に寄与

するかどうかを評価し、ベクター適応因子と

して同定を試みる。 

 

４．研究成果 

 本研究は、「マラリア原虫はベクター環境

に適応する機構を進化させてきた」という着

眼点から解析し、ハマダラカによるマラリア

原虫媒介能を規定するベクター適応機構を

明らかにするものである。 

(1)2 種類のネズミマラリア原虫 P. berghei

および P. yoeliiを用いた媒介実験を行った。

A. stephensiを 3系統を用いた媒介性プロフ

ァイル解析により、ある野生型ハマダラカは

P. berghei の感染に対して高感受性を示す

SDA500系統と比較して、オーシスト数は非常

に少なく、高い抵抗性を示すことが明らかに

なった。一方、P. yoelii を用いた感染実験

では P. berghei ほどの抵抗性を示すことは

なかった。この野生型 A. stephensi 系統を

PbR系統(P. berghei-Refractory)と名付けた。

以上の結果から、P. berghei は低媒介性のマ

ラリア原虫種であることが明らかとなった。 

(2)雄ガメートの特異的抗体である抗 Py06抗

体を用いて、鞭毛活動を有している雄原虫数

を評価した。その結果。PbR 系統の中腸内で

は P. berghei の雄ガメートは正常通り鞭毛

活動を有することが明らかとなった。さらに、

オーキネート特異的抗体である抗 PyS25抗体

による免疫染色を行った結果、PbR 系統では

P. bergheiのオーキネートは正常に分化した

原虫数が非常に少ないことが明らかになっ

た。つまり、P. bergheiの中腸内発育は PbR

系統中腸との相互作用に影響されることが

示唆された。 

(3)以上の(1),(2)の結果から、中腸内ステー

ジに着目して、トランスクリプトーム解析を

行うことを計画した。中腸内ステージ原虫の

高純度精製のために中腸内ステージレポー

ター原虫の作出を行った。中腸内ステージ特

異的遺伝子として S25 および WARP を選択し

た。S25 は雌雄原虫受精後のザイゴート期初

期から発現しており、WARPはザイゴート期後

期から発現していることが知られている。

S25および WARPのプロモーター領域として翻

訳開始コドンの上流 1000bp をクローニング

し、GFP の上流に配置した。この組換え遺伝

子配列（PbS25-GFP および WARP-GFP）をマラ

リア原虫人工染色体に挿入し、P. bergheiに

組み込んだ。蚊体内ステージの in vitro 培

養を行った結果、組換え P. berghei はザイ

ゴート期から GFPを発現することが明らかに

なった。このようにして作製した中腸内ステ

ージレポーター原虫を用いて、フローサイト

メーター解析により、中腸内ステージを高純

度に精製することが期待される。 

 以上の結果から、 PbR 系統による P. 

berghei と P. yoelii の媒介性の差に着目す

ることで、ハマダラカ中腸—マラリア原虫相

互作用に基づいたベクター適応機構の解析

を行うことが可能となった。また、中腸内ス



 

 

テージレポーター原虫を作製したことによ

り、他のステージが混在しない精製を行い、

高精度なトランスクリプトーム解析を行う

ことが可能となった。以上の結果から、本研

究によって得られた知見はマラリア原虫の

ベクター適応機構の理解に通じる大きな手

かがりとなることが示唆された。 
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