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研究成果の概要（和文）：マラリア原虫が赤血球を隷属化するマトリョーシカ化発展機構の成立と分子機序を理解する
ため、赤血球侵入・改変に関わる分泌オルガネラに局在するタンパク質の網羅的同定とオルガネラへのタンパク質輸送
機序の解析を行った。熱帯熱マラリア原虫にて赤血球侵入・改変の役割を担う２５の新規分子、および、赤血球侵入型
原虫の分泌器官への輸送に必要な領域を新たに同定した。また、感染赤血球内に輸送される原虫分子の一つであるSURF
INが寄生胞膜を透過し、赤血球内の新規膜構造物マウレル裂に到達するために必要な領域およびSURFINの膜透過を担う
分子装置、さらにマウレル裂から赤血球表面への移行に必要とされる領域を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：For better understanding of the Matryoshka-type cell configuration by organelles 
evolved for the parasitism in malaria parasites, proteins located in the secretory organelles of the 
invasive stage of malaria parasites Plasmodium falciparum were comprehensively analyzed. To this end, 25 
novel molecules were identified and characterized for their importance during the invasion and growth. 
Analysis of a parasite molecule SURFIN that is expressed on the parasite-infected erythrocyte identified 
essential regions for the trafficking to the erythrocyte cytosol and Maurer's clefts, nascent membranous 
structures generated by the parasite in the erythrocyte. The translocon responsible for this trafficking 
was also identified. In addition, regions required for the translocation from Maurer's clefts to the 
erythrocyte membrane and exposure on the erythrocyte surface was identified.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 
 二次共生由来オルガネラという「オルガネ
ラ二重構造」を内部に持つアピコンプレクス
門原虫は、さらに真核細胞へ侵入・改変する
ことでマトリョーシカ構造を発展させる。世
界的にいまだに問題となっているマラリア
を起こす病原体原虫もアピコンプレクス門
原虫に属する。マラリア原虫に対する創薬や
ワクチン開発の研究は広く行われているが、
細胞生物学的理解に基づいたものは少ない。
マラリア原虫の細胞侵入ステージは、先端部
にマイクロネームと呼ばれる分泌オルガネ
ラをもち、膜貫通型細胞接着分子を放出する
ことで宿主細胞に接着する。接着分子が原虫
細胞膜直下にある泡室と呼ばれる膜構造を
足がかりにして細胞表面を後方へ移動する
ことで原虫は宿主細胞に侵入してゆくと同
時に、ロプトリーと呼ばれる分泌オルガネラ
から宿主細胞を改変する分子を打ち込み、細
胞の初期改変を行う。細胞侵入直後からはデ
ンスグラニュールと呼ばれるオルガネラか
ら放出される分子により、宿主細胞内に寄生
胞膜やマウレル裂といった新規の膜構造を
構築しつつ、原虫の生存に適するように宿主
細胞内を大々的に改変する。このように細胞
侵入期・改変期、つまり「マトリョーシカ構
造化」が起こる時期には様々なイベントが起
きるが、その分子機序については、不明な点
が多い。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では赤血球に侵入・改変して発育する
マラリア原虫について、種々の分泌オルガネ
ラに局在するタンパク質の網羅的同定と各
オルガネラへの輸送に関わる分子の同定を
通じて、細胞侵入と寄生成立を可能とする特
殊化された分泌オルガネラの機能と起源を
明らかにし、マラリア原虫が赤血球を隷属化
するマトリョーシカ化発展機構の成立と分
子機序を包括的に理解することを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
 
 
【赤血球侵入に関与する分子の同定と機能
解析】 
熱帯熱マラリア原虫ゲノムに存在する約
5400遺伝子のうち、網羅的転写解析により、
赤血球侵入型原虫のオルガネラ形成が開始
される時期に転写が見られる分子 125種を標
的として選択し、コムギ胚芽無細胞タンパク
質合成系にて組換えタンパク質 170個を作製
した。作出した組換えタンパク質 170個のう
ち、165個に対して抗体を作製した。一部の
原虫タンパク質に対しては、ペプチド抗体を
作製した。同定した分子が赤血球を認識する
機能があるかどうかを、赤血球への接着能を

測定することで明らかにした。さらに、同定
した分子の赤血球侵入への役割を検討する
ため、作製した抗体を用いて赤血球侵入能を
評価した。作製した特異抗体や、組換えマラ
リア原虫で発現させたエピトープタグ融合
タンパク質に対する抗体により、間接蛍光抗
体法および免疫電子顕微鏡法により分子局
在解析を行った。また、カルシウム濃度を検
出するために、蛍光タンパク質バイオマーカ
ーを利用した蛍光顕微鏡法を行った。原虫の
細胞侵入過程はタイムラプスイメージング
により解析した。原虫感染赤血球の構造変化
を明らかにするために通常の透過型電子顕
微鏡法に加えて、走査電子顕微鏡法により連
続断面画像を自動取得・再構築する方法を用
いた。遺伝子座を誘導的にノックダウンする
系を構築するために、種々の遺伝子改変ネズ
ミマラリア原虫 Plasmodium yoeliiを作製した。 
 
【赤血球改変に関与する分子の同定と機能
解析】 
感染赤血球内に輸送される原虫分子 SURFIN
の輸送モチーフの同定と輸送機構関連分子
の同定のため、タグ配列を付与した組換えタ
ンパク質を発現する組換え熱帯熱マラリア
原虫を作製した。輸送モチーフは種々の組換
えタンパク質局在を間接蛍光抗体法により
検討した。また、組換えタンパク質に結合す
る分子を免疫沈降法と質量分析により、輸送
機構関連分子の同定を行った。また、赤血球
侵入型原虫のデンスグラニュールに局在し、
また赤血球侵入後に寄生胞に局在する分子
を超解像度顕微鏡と免疫電子顕微鏡法によ
り同定し、それら分子の組換えタンパク質を
用いて Biacoreによる分子間相互作用解析を
行なうことにより新規輸送機構関連分子の
同定を行なった。 
 
４．研究成果 
 
【マラリア原虫の赤血球侵入機構】 
熱帯熱マラリア原虫について、メロゾイト期
に発現している分子を標的として網羅的に
作製した組換えタンパク質を用いて、流行地
の熱帯熱マラリア患者の応答を検討するこ
とで、赤血球侵入に重要な役割を果たしてい
る分子のランク付けを行った (Richards JS et 
al. 2013)。これらの組換えタンパク質を用い
て作製した抗体を用いて、熱帯熱マラリア原
虫メロゾイトの分泌器官であるマイクロネ
ームの分子１種、ロプトリー体部の分子２種、
ロプトリー頸部の分子３種を免疫電子顕微
鏡法により同定した。これらのうち、赤血球
結合能を持つマイクロネーム分子 GAMA、
ワクチン候補抗原 AMA1と複合体を形成す
るロプトリー体部分子 RON3、赤血球結合能
を持ち、メロゾイトが赤血球侵入時に形成さ
れる移動接合帯に局在するロプトリー頸部
分子 RALP1 について、赤血球から放出前か
ら侵入後にかけての局在、組換えタンパク質



の赤血球結合能、作製した抗体の赤血球侵入
阻害効果等に関する評価を終えて論文発表
を行った (Arumugam TU et al. 2014; Ito D et al. 
2013)。また、マイクロネームタンパク質の
EBA175についてマイクロネームに移行する
ための領域を同定し (Sakura T et al, 2013)、異
なる赤血球結合性を示す分子の組み合わせ
(EBA175とRH5) を標的とすることで原虫の
赤血球侵入が著しく阻害されることを示し
た (Ord RL, et al. 2012)。マラリア原虫が赤血
球に侵入する際のマイクロネームタンパク
質の放出には、細胞内カルシウム濃度の上昇
が関与していることが知られており、カルシ
ウムが関与する原虫のシグナル伝達系の解
析を行うために、原虫細胞質内カルシウム濃
度を鋭敏に検出できる系を確立した(Pandey 
K et al. 0216)。 
 ネズミマラリア原虫 Plasmodium yoeliiを用
いた実験では、RON5と呼ばれる分子がロプ
トリー頚部に局在し、RON2、RON4、AMA1
と複合体を形成していること、赤血球侵入型
のメロゾイトのみならず肝細胞侵入型のス
ポロゾイトにも発現していることを明らか
にした。また、ネズミマラリア原虫のメロゾ
イトを侵入能力を保持したまま精製する方
法を確立し、RON5等の赤血球侵入中の動態
を明らかにすることに成功した (Mutungi JK 
et al. 2014; Mutungi JK et al. 2015)。EBA175の
相同体である EBLの型が宿主免疫応答に影
響を及ぼしていることも明らかにした 
(Pattaradilokrat S et al, 2014)。メロゾイト期発
現分子の細胞侵入における役割をより詳細
に明らかにするため、P. yoeliiにおけるテトラ
サイクリンによる誘導性遺伝子発現系の確
立を進めた（論文未発表）。ネズミマラリア
原虫の増殖を簡便に定量解析ができるアッ
セイを確立した(Otsuki H et al. 2015)。 
 三日熱マラリア原虫についても、メロゾイ
ト期発現分子について網羅的に作製した組
換えタンパク質に対する特異抗体により、
PvRAMA、PvMSP10、PvRhopH2、PvMSP1p、
Pv41、Pv12といった分子の局在を明らかにし、
一部の分子には赤血球結合能を有すること
を初めて明らかにした (Li J et al. 2012; Wang 
B et al. 2013; Cheng Y et al. 2013a; Cheng Y et 
al. 2013b; Lu F et al. 2014; Cheng Y et al. 2014)。 
 
【マラリア原虫の赤血球改変機構】 
①赤血球への輸送モチーフの同定 
既知の赤血球への輸送モチーフを持たない
にもかかわらず、原虫細胞膜と寄生胞膜の二
枚の膜を越えて、原虫から感染赤血球内に輸
送される SURFINと呼ばれる熱帯熱マラリア
原虫分子を用いて、未知の輸送機序を明らか
にする研究を進めた。その結果、SURFINの
赤血球への輸送には細胞膜貫通領域、N末端
の配列および細胞内領域の一部が必要であ
る事を明らかにした (Zhu et al. 2013)。また、
細胞内領域のトリプトファンに富んだ領域
が、赤血球内に新たに形成されるマウレル裂

と呼ばれるオルガネラ構造物から、さらに、
感染赤血球への移行に必要であることを見
出した (Kagaya W et al. 2015)。 
 また、三日熱マラリア原虫のトリプトファ
ンに富んだタンパク質の一群に対して組換
えタンパク質を作製し、局在を検討したとこ
ろ、これらのタンパク質が本原虫感染赤血球
に形成される caveola-vesicle 複合体と呼ばれ
る膜構造に輸送されていることを示唆する
結果を得ることができた (Wang B et al. 2015)。
さらに、従来、熱帯熱マラリア原虫に固有と
考えられていた赤血球内輸送機序に関与す
る分子 SBP1が他のマラリア原虫種にも保存
されていることを見出し、サルマラリア原虫 
P. knowlesi を用いて局在を免疫電子顕微鏡
法等にて明らかにした（論文投稿中）。 
 
②赤血球細胞質への膜透過装置の同定 
感染赤血球内に輸送される原虫分子 SURFIN
の細胞内輸送の機序をより明らかにするた
めに、種々のタグを付与した部分組換え
SURFINを作製し、SURFINが複合体を形成
していることを見出した。そのうち、分子量 
700 kDa以上の複合体についてプロテオーム
解析を行い、複合体を構成する分子の同定に
成功した。その結果、既知のトランスロコン
の構成分子が検出され、SURFINも本トラン
スロコンを利用して輸送されていることが
示唆された。また、従来、輸送に関与するこ
とが知られていなかった分子について特異
抗体により、組換え SURFINとの結合が確認
された（論文未発表）。 
 熱帯熱マラリア原虫メロゾイトのデンス
グラニュール分子１９種を免疫電子顕微鏡
法により同定した。これらのうち、PV1と呼
ばれる分子に着目し、感染赤血球内における
PV1と PTEX構成分子の１種である EXP2の
局在を、共焦点レーザー顕微鏡の 2倍の分解
能を誇る超解像顕微鏡を用いて解析した。そ
の結果、PV1と EXP2は両方とも寄生胞に局
在が見られたが、PV1と EXP2は共局在しな
かった。次に、PV1抗体による原虫ライセー
トの免疫沈降の結果、PV1と相互作用するタ
ンパク質を３種同定し、そのうちの２種が赤
血球内へ輸送されている分子であった。さら
に、これらの組換えタンパク質をコムギ胚芽
無細胞タンパク質合成系を用いて作製し、
Biacoreを用いた分子間相互作用解析を行っ
た結果、PV1は赤血球内輸送タンパク質と直
接結合した。以上の結果から、PV1は原虫か
ら赤血球内へのタンパク質輸送に関わる分
子の一つであり、かつ PTEXを構成する分子
ではないことが示唆された。すなわち PV1は
PTEXによる膜透過とは異なる、未同定のタ
ンパク質輸送機構に関連した分子である可
能性を示している（論文未発表）。 
 
【マラリア原虫の進化】 
 ヒトに感染する三日熱マラリア原虫の近
縁種であるサルマラリア原虫 Plasmodium 



cynomolgiの全ゲノム配列を決定し、マラリア
原虫の細胞侵入や細胞改変にかかわる遺伝
子群の進化を理解するための基盤を提供し
た (Tachibana S et al. 2012)。また、偶蹄類寄
生性のマラリア原虫の全ミトコンドリアゲ
ノム配列を世界で初めて明らかにし、マラリ
ア原虫の進化に新しい視点を与えた 
(Templeton TJ et al. 2016a; Templeton TJ et al. 
2016b)。 
 
【その他】 
蚊ステージのマラリア原虫の増殖や、蚊から
ヒトが感染する際に重要な役割を果たす分
子および、それらを標的とする分子を見出し
た (Tachibana M et al. 2015; Kapulu MC et al. 
2015; Feng H et al. 2015; Kangwanrangsan N et 
al. 2013; Mathias DK et al. 2013; Arakawa T et 
al. 2014; Aguiar JC et al. 2015)。また、マラリ
ア原虫と同じアピコンプレクス門に属する
バベシア原虫にて、遺伝子導入の系を開発し、
細胞侵入・改変機序の解析を行う基盤を整え
た (Adasa M et al. 2015; Hakimi H et al. 2016)。 
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