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研究成果の概要（和文）：マラリア原虫は赤血球表面のタンパク質と相互作用することによって、赤血球に侵入し感染
を成立させると考えられている。そこで本研究室にある約２００種類の原虫・宿主タンパク質に対する抗体（約２００
種）を用いて、大規模に免疫沈降を行った。その結果ワクチン候補分子として注目される、原虫のGAMA分子と相互作用
するタンパク質、GAAPタンパク質を見出すことに成功した。両タンパク質はKd = 2.5 nM という、抗原抗体反応に匹敵
するほど強い相互作用を有することが明らかとなった。結合ドメインの同定を行った結果GAMA分子の１００アミノ酸か
らなるドメインがGAAPとの結合に重要であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Merozoite invasion of malaria parasite is attributed with the parasite 
erythrocyte binding antigens (EBA). In this study, we attempted to screen for identification of the 
receptor molecules on the surface of the host RBC for the EBAs. By means of comprehensive 
immuno-precipitation with more than 200 polyclonal antibodies, we identified the molecule interacting 
with GPI-anchored micronemal antigen (GAMA), a blood stage vaccine candidate. We named the molecule GAMA 
association protein (GAAP). Biacore analysis revealed that Kd value of the interaction was 2.5 nM. We 
also identified the GAAP interacting domain in GAMA which has about 100 amino acid residues.

研究分野：寄生虫学

キーワード： マラリア　赤血球
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１．研究開始当初の背景 
マラリア原虫は赤血球表面のタンパク質と
相互作用することで、自身を赤血球に侵入さ
せ感染を成立させると考えられている。原虫
と相互作用する赤血球表面のタンパク質（赤
血球レセプター）を同定することができれば、
原虫の赤血球侵入機構の解明に大きく貢献
できると考えられる。しかし、赤血球表面タ
ンパク質は膜貫通領域を持つ膜タンパク質
であることから、赤血球レセプターの網羅的
な探索技術の開発は「膜タンパク質の合成」
という既存のタンパク質発現系では実施困
難な技術的障壁に阻まれていた。 
 
２．研究の目的 
最近当研究センターでは、リポソームを添加
したコムギ無細胞系を用いてタンパク質を
合成し、プロテオリポソームを形成すること
で様々な膜タンパク質を高い確率で合成す
ることができる系を確立した。そこで申請者
は、赤血球膜タンパク質を網羅的にリポソー
ム上に合成することで、マラリア原虫赤血球
レセプター分子の網羅的な探索系を確立し、
それを用いて赤血球レセプターを同定する
ことを目的に研究を着想した。 
探索系を確立するために、近年我々が報告し
た新規マラリアワクチン候補分子である熱
帯熱マラリア原虫メロゾイトの赤血球表面
結合タンパク質 GPI-anchored micronemal 
antigen (GAMA)（Arumugam ら：Infect Immun. 
2011）をモデルとして用いた。GAMA は、原虫
の赤血球侵入において必須なタンパク質分
子である。メロゾイトの放出にともなって先
端部小器官マイクロネームから原虫表面に
移行し、赤血球表面の未知レセプターと相互
作用することでメロゾイトの赤血球侵入に
重要な機能を担うと考えられている。抗 GAMA
全長抗体は培養熱帯熱マラリア原虫に対し
て増殖阻害活性(GIA)を持つため、新規マラ
リアワクチン候補分子として注目されてい
る。また GAMA の C 末側 1/3 は赤血球結合ド
メインである。 
 
３．研究の方法 

１）アルファスクリーンを用いた赤血球表面
タンパク質スクリーニング 

表面をビオチンでラベルしたリポソームを
添加したコムギ無細胞系を用いて、ヒト赤血
球膜に局在するタンパク質を網羅的に合成
する。これにより、赤血球表面タンパク質ラ
イブラリーを構築する。次に、GST タグ融合
原虫タンパク質をコムギ無細胞系で合成し、
互いを混合してインキュベートすることで
複合体を形成させる。複合体の形成を、アル
ファスクリーンを用いてハイスループット
かつ網羅的に検出する（図）。 
 
２）免疫沈降 
アルファスクリーンで得られた結果を検証
するために、原虫・宿主タンパク質に対する
抗体を用いて免疫沈降を行う。 
また、アルファスクリーンによる赤血球レセ
プターの同定が予定通り進まない場合には、
当研究室がコムギ無細胞系を用いて合成し
免疫して得た原虫・宿主タンパク質に対する
抗体（約２００種類）を用いて免疫沈降を網
羅的に行うことで、相互作用分子を同定する。 
 
３）Biacore によるタンパク質相互作用の生
化学的解析 
タンパク質間の直接的な相互作用の有無、な
らびにその結合の特異性を見積もる上で重
要な相互作用の解析は、Biacore による表面
プラズモン共鳴解析を用いて行ない、両者の
結合の反応速度（結合速度定数、解離速度定
数、解離定数）と平衡状態を測定した。 
 
４．研究成果 
1)GAMA 結合タンパク質の同定 
本研究室にある約２００種類の原虫・宿主タ
ンパク質に対する抗体（約２００種）を用い
て、大規模に免疫沈降を行った。その結果、
GAMA association protein (GAAP)が共沈し
ていることが判明した。 
2)Biacore による相互作用の検証 
両タンパク質が免疫沈降によって共沈する
ことを認めたが、それぞれが直接結合してい
るかどうかは、免疫沈降のみでは明らかにす
ることはできない。そこで、Biacore を用い
てタンパク質・タンパク質相互作用の速度論
的な解析を行った。その結果、両タンパク質
は Kd = 2.5 nM という、抗原抗体反応に匹敵
するほど強い相互作用によって、直接結合す
ることが明らかとなった。さらに GAMA 分子
の分断体を合成し、同様の Biacore 解析を行
った結果、GAMA 分子の N末側にある１００ア
ミノ酸からなるドメインが GAAP との結合に
重要であることが明らかとなった。 
今後は GAMA・GAAP 分子の相互作用が、原虫
の侵入にどのような影響を与えているのか
を検証するために、当該タンパク質相互作用
を阻害するモノクローナル抗体の作成を行
なう予定である。メロゾイトの赤血球侵入が
どのような影響を受けるのかを解析するこ
とで、マラリア原虫の赤血球侵入分子メカニ
ズムの総体の理解に大きく貢献することが



できると考えられ、さらには新規抗マラリア
薬、マラリアワクチン開発などへの応用が期
待できる。 
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