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研究成果の概要（和文）：マラリア原虫の赤血球侵入には、ワクチン開発・創薬標的でもある多数の原虫分子が関わる
が、実際にどのようなタイミングで働くのか詳細に分かっていない。マラリア原虫の赤血球侵入関連分子が赤血球侵入
時においてどのように機能しているのかを明らかにする。ローデントマラリア原虫は感染赤血球から放出された後、形
態変化とマイクロネームタンパク質であるAMA1、 EBLの局在変化を伴い赤血球に感染することを見出した。マラリア原
虫から赤血球侵入能を有する赤血球侵入型原虫を単離精製する方法を確立し、マラリア原虫が赤血球に侵入する際に構
築する、AMA1/RON2/4/5の密着複合体形成と局在部位を確認した。

研究成果の概要（英文）：In order to propagate within the mammalian host, malaria parasites must invade 
RBC. This process offers a window of opportunity targeting the parasites with drugs or vaccines. However, 
the dynamics of molecular interactions of parasite proteins with host cells remain largely unknown. We 
analyzed the invasion kinetics of Plasmodium yoelii by time-lapse imaging and found that the shape of P. 
yoelii merozoite changes from elongated oval to spherical body. During this period merozoites were able 
to attach to the RBC membrane, but were not able to invade. We proposed that this morphological change of 
P. yoelii merozoites is likely related to the secretion or activation of invasion-related proteins, and 
indeed we found that AMA1 and EBL were transferred from the apical to the surface of merozoites during 
this transition phase. We also developed a method to isolate viable invasive P. yoelii merozoites and 
confirmed PyAMA1/RON2/4/5 localization during RBC invasion and a complex formation.
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１．研究開始当初の背景 
マラリア原虫はハマダラカの刺咬により、マ
ラリア原虫がヒト体内に侵入しておこる疾
患であり、肝臓を経て血液中で赤血球に感染
し、赤内型発育を繰り返す。この過程におい
てマラリア原虫が新規赤血球に侵入するこ
とは必須のイベントであり、また赤血球侵入
に関わる分子はワクチン候補と考えられて
いることから、赤血球侵入に関わる原虫分子
の生物学的機能を明らかにすることは重要
である。しかしながら、基本的研究とも言え
るマラリア原虫の赤血球侵入時の動態に関
する研究は少ない。赤血球侵入に関わる多数
の原虫分子が赤血球侵入時にどのようなタ
イミングで機能しているのかを時空間的に
明らかにすることが必要となっている。 
 
２．研究の目的 
本研究はマラリア原虫の赤血球侵入時の 3つ
のステージ（前侵入期、侵入期、エキノサイ
トーシス期）において、赤血球侵入に関わる
原虫分子の挙動と活性化メカニズム、さらに
はマラリア原虫が宿主である赤血球に感染
する際に起こす現象を、マラリア原虫由来の
抗体と蛍光イオンプローブを用い、タイムラ
プスライブイメージングと超解像度顕微鏡
を駆使する事で明らかにし、ワクチン開発・
創薬の基礎情報を集積する。 
 
３．研究の方法 
赤血球侵入関連分子が赤血球侵入時の3つの
ステージ（前侵入期、侵入期、エキノサイト
ーシス期）においてどのように機能している
のかを明らかにする。（１）前侵入期におい
て、熱帯熱マラリア原虫とローデントマラリ
ア原虫のメロゾイト放出後に起こる形態変
化と侵入関連分子の関連性関を超解像度顕
微鏡を用いて詳細に解析する。さらに赤血球
侵入関連分子の侵入期における機能を確か
めるため、（２）侵入期における赤血球侵入
関連分子の特異抗体による阻害効果と阻害
時期をタイムラプスライブイメージング解
析する。また、マラリア原虫の赤血球侵入後
に見られる、エキノサイトーシス期に起こる
現象はこれまで研究されていないことから、
（３）エキノサイトーシス期に見られる赤血
球膜とマラリア原虫の形態変化をカルシウ
ム蛍光プローブを用いてタイムラプスライ
ブイメージング解析することで、エキノサイ
トーシス期に起こる分子メカニズム解明へ
の足掛かりを探索する。 
 
４．研究成果 
（１）熱帯熱マラリア原虫は感染赤血球から
放出後、球状形態で数秒以内に赤血球に侵
入・感染出来るが、ローデントマラリア原虫
は感染赤血球から放出後、棒状から球状に形
態変化を起こして赤血球に侵入することを
見出した。この形態変化は侵入関連分子の機
能活性化に繋がっていると考えられたこと

から、ローデントマラリア原虫が赤血球侵入
関連分子の機能解析に有用であることを提
唱した。このローデントマラリア原虫を用い、
赤血球侵入関連オルガネラである、マイクロ
ネームタンパク質の AMA1 および EBL は感
染赤血球から放出された後に侵入型原虫の
先端部から表面へ形態変化を伴いながら移
行することを見出した。また、赤血球侵入に
重要な密着複合体（RON 複合体）について、
これまでに明らかになっていなかった
RON5 の性状解析を行ない、赤血球侵入時に
AMA1/RON2/4/5で複合体を形成しているこ
とを見出した。 
 
（２）抗体や薬剤による赤血球侵入阻害効果
を効果的に検定するため、熱帯熱マラリア原
虫とローデントマラリア原虫から赤血球侵
入能を有したまま赤血球侵入型原虫を単離
精製する方法を確立した。精製した赤血球侵
入型原虫を用い、マラリア原虫が赤血球に侵
入する際に構築する密着接合に関わる原虫
分子として、AMA1/RON2/4/5 について局在
解析することにより、赤血球侵入中における
分子局在を明らかにした。また、赤血球侵入
阻害実験として、マラリア原虫が赤血球侵入
に必要とする、AMA1-RON2 結合を阻害する
R1 または RON2 ペプチドと赤血球侵入型原
虫を感染実験したところ、ヒトとネズミマラ
リア原虫が種特異的に侵入阻害されること
を確認した。 
 
（３）カルシウムは侵入関連分子の活性化に
関わっていると近年報告があったが、リアル
タイムでの現象を捉えていなかったことか
ら、メロゾイト放出期から侵入期、さらにエ
キノサイトーシス期のマラリア原虫と赤血
球のカルシウム変動をタイムラプスイメー
ジング解析した。Fluo4 染色した熱帯熱マラ
リア原虫を用いたところ、マラリア原虫が感
染赤血球から放出される直前の数秒以内に
原虫細胞内カルシウム濃度が瞬間的に上昇
し、マラリア原虫は感染赤血球から放出され
ることを観察した。さらにマラリア原虫が赤
血球に侵入する際に形成する密着接合面で
局所的なカルシウムの集積が確認された。そ
の後、赤血球膜の収縮が見られ、赤血球内カ
ルシウムが密着接合面から拡散・上昇するこ
とを見出した。RON2-AMA1 複合体形成を阻
害する R1 ペプチドを用いたところ、マラリ
ア原虫が赤血球に密着接合した後に侵入阻
害され、また密着接合面にはカルシウム集積
は認められなかった。マラリア原虫にカルシ
ウムキレーターを導入する事によりマラリ
ア原虫の増殖阻害効果が見られていたが、マ
ラリア原虫放出時のみならず、赤血球侵入時
にもカルシウムシグナルが関与する事が示
唆された。 
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