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研究成果の概要（和文）：赤内期のマラリア原虫はコレステロール(Chol)の生合成系を持たない。しかしCholや脂質は
、原虫のタンパク質輸送に重要な役割を持つMaurer’s  cleft(MC)の膜形成に重要と考えられていることから、原虫が
どのようにCholや脂質等を外部環境から取り込んでいるか、またMCの微細構造の3次元的検討はタンパク質輸送機構を
解明する上で重要な課題であった。本研究の結果から、原虫はリポタンパク質を介して肝臓―感染細胞間におけるChol
の輸送・取り込みを行っており、またMCは微細なフィラメントを多数伸長しながら赤血球膜の裏打ち構造と結合し、タ
ンパク質輸送を行っている可能性が初めて示された。

研究成果の概要（英文）：Intraerythrocytic stages of malaria parasite do not have a de novo biosynthesis 
pathway for cholesterol. However, lipids and cholesterol are essential to build up the Maurer’s cleft 
(MC), which has been considered to provide a critical role for protein transportation. It was important 
to study how parasites can access extracellular cholesterol and lipids and take them into the infected 
erythrocyte. In addition, revealing 3-dimensional structure of MC with nano-scale level to clarify the 
details of the final step of parasitized-protein transport to host erythrocyte membrane. We found 
co-culture system with HepG2 human hepatocyte leads us to conclude malaria parasites take cholesterol 
and/or fatty acids into parasitized-erythrocyte. Furthermore, main body of MCs elongates fine filaments 
and connects to the cytoskeletal network of erythrocyte membrane. These results suggest that MC 
physically transports parasite proteins to the surface of erythrocyte membrane.

研究分野：マラリア、生物物理

キーワード： マラリア　コレステロール　脂質膜　Maurer’s cleft　電子顕微鏡　リポタンパク質　タンパク質輸送
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 

  マラリアは蚊により媒介されたマラリ

ア原虫が肝臓を経て赤血球へ侵入すること

により赤内ステージの感染が確立する。赤内

型ではリング→トロフォゾイト→スカイゾ

ントとステージの進行過程において原虫を

包んでいる PVM（寄生胞膜）の膜表面サイズ

が増加する。この PVMの増大には膜を構成す

る脂質分子の供給が必須であるが、赤内期の

マラリア原虫では de novoの脂肪酸合成径路

（FAS II）が活発に働いてはいないと同時に

コレステロールの生合成系を持たないため、

自己の生育・増殖に必要なリン脂質をはじめ

各種の脂肪酸やコレステロール、アミノ酸な

どを、ヒト血液や培養環境から取り込んでい

ると考えられている。また熱帯熱マラリア原

虫は、内在性のタンパク質輸送システムを持

たない赤血球に寄生し、原虫由来の数百種以

上のタンパク質を宿主である赤血球膜へ輸

送・発現させるが、このタンパク質輸送には

Maurer’s Cleft (MC)という複雑な膜がマラ

リア感染赤血球内部に構築されることがわ

かってきた。しかし、この MC 膜の構築に関

わる脂質分子の供給源や構築機序、MCの正確

な立体構造や機能等についての報告例はな

い。マラリア原虫がどのようにして自己の生

存・増殖に必須なコレステロールや脂質等を

外部環境から取り込んでいるか検討するこ

とは、原虫の増殖抑制のみならずタンパク質

輸送阻害機構の解明など、マラリア原虫感染

赤血球をシステマティックに解析すること

につながる。 

 
２．研究の目的 
 

（１）マラリア原虫由来のタンパク質の輸送

に重要な Maurer’s cleft(MC)の微細構造に

ついて、電子顕微鏡観察により 3次元立体構

造の検討と赤血球内部における局在につい

て検討を行う。 

 

（２）熱帯熱マラリア原虫は自己のタンパク

質を感染赤血球膜上に輸送・発現し、重篤な

臨床症状を示す。しかしヒト以外の宿主では

マラリア感染後、臨床症状が現れないものや

自然治癒する場合がある。そこで異なる宿主

におけるマラリア感染赤血球の膜構造や膜

の物性の検討を行う。 

 

（３）熱帯熱マラリア原虫が外部環境からど

のようにしてコレステロールを取り込んで

いるか、また熱帯熱マラリア原虫のコレステ

ロールの取り込みについてコレステロール

合成阻害剤などの薬剤を使用して検討する。 

 

３．研究の方法 

 

(1) 熱帯熱マラリア原虫 ; P.falciparum 

(3D7 株)を赤血球に感染させて培養し、原虫

由来タンパク質の複合体であるノブ（knob）

を発現しているトロフォゾイト/スカイゾン

ト期の感染赤血球を磁気カラムで分離する。

その感染細胞と非感染細胞を用いて、通常の

切片作成法による透過型電子顕微鏡（TEM）

観察と、超音波を用いた unroofing法（細胞

膜剥離法）によって赤血球の内部を露出させ

て TEM で観察する方法を用いて MC 構造につ

いて比較検討した。 

 

（２）熱帯熱マラリア原虫は感染赤血球膜上

に knob を形成することにより血管内皮細胞

と接着し、最終的に血管内で梗塞を引き起こ

す。これに対し梗塞を発症しない宿主として

マウス（Balb/c）に P. chabaudi を感染させ

た場合において、MC構造の有無、感染赤血球

の膜表面構造や膜の物性と感染細胞の接着

性との関連性について、熱帯熱マラリア原虫

感染赤血球と比較検討した。膜表面構造の検

討は走査型電子顕微鏡（SEM）を用いて、膜

の接着性/凝集能については表面電位（Z電位）

測定により評価を行った。 

 

（３）マウスマラリアの種の違いが、マラリ

ア感染赤血球の膜表面構造に違いをもたら

すかどうか検討するため、2 種のマウス

（Balb/c、C/Black57）に 3 種のマウスマラ

リア原虫（P.berghei、P. yoelii、 P.chabaudi）

をそれぞれ感染させ、マラリア感染赤血球の

膜表面構造を走査型電子顕微鏡(SEM)により

比較検討した。 

 

（４）SEM を用いたマラリア感染赤血球の表

面構造観察を、より簡便に観察するための技

術開発の１つとして、イオン液体を用いた新

たな観察法の検討を行った。赤血球は膜の外

側と内側とで膜構成脂質に非対称性分布が

みられること、赤血球特有のしなやかな形状

変化を示すことなど、他の細胞では見られな

い膜の特徴を持つ。このような赤血球膜に利

用可能なイオン液体の探索の１つとして、イ

オン液体の新しい物性について検討した。 

 

（５）熱帯熱マラリア原虫が感染した人では



 
 
 
 
 
 
 

 
図１．unroofing 法に赤血球内部を露
出させ、細胞質側から赤血球膜の内側
を TEMで観察した結果。赤い矢印は MC
の立体構造。細長いフィラメント構造
を伸長しているのがはっきり分かる
(A, B)。また MC 上にヴェシクルが乗
っているのも観察される(B)。 
下記雑誌論文リスト③より。 

 

 

 

 

Ｂ

血中のコレステロールが低下している。そこ

で、人/培養環境からコレステロールがどの

ようにして感染赤血球に取り込まれている

のか検討するために、人のリポタンパク質に

着目し、マラリア原虫の増殖に対するリポタ

ンパク質の影響、コレステロール合成阻害剤

の影響を検討した。さらに肝臓がリポタンパ

ク質の供給源として貢献している可能性を

検討するため、肝細胞（HepG2）とマラリア

感染赤血球を共培養させ、各種薬剤の影響に

ついても検討を行った。 

 

４．研究成果 

 
（１）Maurer’s cleft (MC)膜の超微細構造 
     の解明 

Unroofing 法により作成したマラリア感染

赤血球のサンプルを透過型弟子顕微鏡（TEM）

により観察した結果、MCは直径 50-100 nmの

球状/楕円円盤状の立体構造をとり、幅 10 nm

以下、長さ 170-450 nm のフィラメントを多

数伸長させていることがわかった。このフィ

ラメントは赤血球膜の膜骨格まで伸長し、ま

た隣接した MC 同士をも結合させていた。ま

た MCは赤内型感染ステージの進行とともに、

最終的には感染赤血球膜直下まで移動し局

在していることも突き止めた。さらに MC か

ら発芽するように形成している小胞も確認

された。次に MC、小胞、タンパク質輸送の関

係を検討するため小胞輸送阻害剤である四

フッ化物アルミニウム処理を行ったところ、

MC の数は減少し小胞とフィラメント構造は

消失した。以上の結果から小胞と超微細フィ

ラメントを持つ MC の立体構造が unroofing

処理により初めて確認され、熱帯熱マラリア

原虫の赤血球内におけるタンパク質輸送に

深く関与していることが示された。 

 

（２）異なる宿主におけるマラリア感染赤血 

   球膜の物性・構造の検討 

P. chabaudi 感染赤血球の内部構造の検討の

ため、通常の切片サンプル作成により TEM で

観察した結果、P. falciparum 感染赤血球で

みられた MC 構造のようなものは観察されな

かった。次に、感染赤血球の凝集能・接着性

を検討するために P. falciparum 感染赤血球、

P. chabaudi 感染赤血球を用いて膜の表面電

位測定（Z-電位測定）と SEM 観察による膜表

面構造の検討を行った。P. chabaudi 感染赤

血球膜の Z-電位はマラリア原虫感染により

「負側」に増加していた。この結果は P. 

falciparum感染による人の赤血球膜の「正側」

への電位値変化と逆の傾向を示しており、特

に P. falciparum感染赤血球の表面電位はゼ

ロ（mV）付近にシフトしていたことから、感

染により凝集能が高くなっていることが膜

の物性面からも明らかになった。また、P. 

chabaudi 感染赤血球の膜表面構造には P. 

falciparum 感染赤血球表面でみられた knob

の形成はまったく認められなかった。さらに、

マラリア原虫の感染が赤血球膜へ与える影

響を検討するために、膜構成脂質の１つであ

るコレステロールのドメイン構造（ラフト様

ドメイン）について、マラリア原虫感染の有

無、及び、P. falciparum感染、P. chabaudi

感染赤血球に対し検討した。用いた方法は、

各赤血球膜のラフト画分を調整後、ラフトに

存在する Flotillin-1の抗体をマーカーとし

てウェスタンブロッティングを行い、ラフト

のパターンを解析した。その結果、人赤血球、

マウス赤血球のどちらも原虫感染の前後で

異なるラフトパターン示した。また P. 

falciparum感染、P. chabaudi感染赤血球の

比較から、両者では原虫感染によるラフトパ

ターンが異なっていることも明らかになっ

た。これらの結果は赤血球膜中のコレステロ

ールがマラリア原虫の生存になんらかの方

Ａ 



 
図２．イオン液体をかけたときの liposome
の TEM 像。チャージアップなしに観察可
能。下記雑誌論文リスト①より。 
 

法で関わっていることを示唆しており、Ｚ電

位測定、膜表面構造の解析の結果とあわせて、

血管内梗塞の予防、及び脳マラリア症を誘導

する原因解明や治療法へと応用できる結果

と期待される。 

 

（３）マウスマラリア原虫の違いによる感染 

   赤血球の表面構造の検討 

2 種のマウス（Balb/c、C/Black57）と 3種の

マウスマラリア原虫（P.berghei、P. yoelii、 

P.chabaudi）を組み合わせて感染させた赤血

球に対し、走査型電子顕微鏡(SEM)で表面構

造を比較検討した。その結果、全ての感染の

組み合わせにおいて、感染赤血球膜表面に

knob、もしくは突起状の構造物の形成は認め

られなかった。これらの結果は、熱帯熱マラ

リア感染赤血球が人の血管内皮細胞との接

着性を示すのとは異なり、マウスマラリア感

染赤血球がマウス体内において（熱帯熱マラ

リアとは）異なる sequestration パターン示

すことを示唆している。 
 
（４）SEM観察への応用を目指したイオン液 
   体に対する新しい物性の検討 

熱帯熱マラリア原虫は自己のタンパク質を

赤血球膜表面に輸送・発現することから、原

虫感染赤血球の表面構造を正確に検出する

ことは、感染赤血球の膜構造、物性、蛋白質

輸送のメカニズム等を解明する上で非常に

重要である。形態/構造観察において電子顕

微鏡は構造の精密さ、分解能の高さにおいて

他の観察装置・技術の追随を許さない。近年、

新たな電子顕微鏡技術としてイオン液体の

利用が盛んになってきた。イオン液体とは、

カチオンとアニオンのみで構成された物質

で、100℃以下で液体になる不揮発性の物質

の総称である。イオン液体の種類はその組み

合わせにより数百種以上ともいわれており、

特に近年、多様な生物学領域への利用が研究

されている。その１つとして、金属蒸着なし

にチャージアップを防いで細胞などを電子

顕微鏡で直接観察可能とする材料としてイ

オン液体を利用する方法が研究されている

が、赤血球膜へ及ぼす物理化学的影響につい

てはまったくわかっていない。そこで本研究

では赤血球膜構成脂質のうち、[ホスファチ

ジルコリン＋スフィンゴミエリン＋コレス

テロール]を用いて作成した人工リポソーム

膜に対しイオン液体の影響について検討を

行 っ た 。 イ オ ン 液 体 は

1-ethyl-3-methylimidazolium lactate 

([EMI][Lac]) と  choline lactate 

([Ch][Lac])を用いた。その結果、これらの

イオン液体は濃度依存的に人工脂質膜に対

し膜融合を引き起こしていることが初めて

示された。またリポソーム膜に上記のイオン

液体を乗せて透過型電子顕微鏡（TEM）で観

察したところ、金属蒸着なしでもチャージア

ップを起こすことなくリポソームを電顕で

観察することに成功した。これらの結果は、

膜融合を引き起こさないイオン液体の開発

を行うことにより、今後、赤血球にも簡便に

利用できる電子顕微鏡技術の開発につなが

るものと期待される。 
 

（５）熱帯熱マラリア原虫の外部環境からの 

   コレステロールの取り込みについて 

 マラリア感染者の血中コレステロール値

は、非感染者よりも顕著に低下していること

が様々な研究から報告されている。人とは異

なる脂肪酸合成径路を持つ熱帯熱マラリア

原虫の培養には、コレステロールの存在が必

須である。また、赤血球膜に存在するコレス

テロール量は原虫感染後に微増していると

いう報告もある。これらを踏まえて本実験で

は、ヒト体内ではマラリア原虫が血液からコ

レステロールを取り込み、自己の生存に利用

している可能性を考えた。さらに、このコレ

ステロールの輸送手段として血液中に存在

するリポタンパク質がマラリア感染赤血球

への中性脂質やコレステロール等の供給に



関わっている可能性を考え検討を行った。実

験系としてマラリア感染細胞と肝細胞

（HepG2 細胞）を共培養し、simvastatin(コ

レステロール合成阻害剤)、ciprofibrate(脂

肪酸合成阻害剤、VLDL の合成阻害剤/分解促

進剤)、ezetimibe(コレステロールの吸収阻

害剤)のマラリア原虫の増殖能等について検

討した。この結果、マラリア原虫-HepG2の共

培養系に HDLを添加した系ではマラリア原虫

の増殖能が著しく低下していた。この現象は、

マラリア原虫単独の培養系に HDLを加えたと

きには見られなかった現象である。次に

simvastatin を共培養系に加えたところ、原

虫の増殖能にはめだった変化はなかった。こ

の結果は原虫がイソプレノイド合成に非メ

バロン酸系路を利用しているという過去の

報告に一致するものである。共培養系に対す

る薬剤処理の実験では ezetimibe添加におい

て原虫の増殖率がもっとも低かった。

Ezetimibe は本来、小腸におけるコレステロ

ール吸収阻害剤であることから、本実験単独

のデータからは ezetimibeの赤血球に対する

影響は不明である。しかし本実験では HepG2

とマラリア原虫の共培養系を用いているこ

とから、ezetimibe が HepG2 細胞をフィーダ

ーとするリポタンパク質に積み込まれるコ

レステロールの量に影響を与えている可能

性が考えられる（data not shown）。今後は

他のリポタンパク質の原虫への影響も検討

し、さらにリポタンパク質共存下での原虫由

来タンパク質の輸送・発現、Maurer’s cleft

の形成などについても総合的に検討を行う

ことで準備をしている。本研究で得られた結

果については、現在、論文作成作業に入って

いる。 
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