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研究成果の概要： 

 

マラリア原虫メロゾイトは、宿主赤血球侵入時に先端部小器官からタンパク質を分泌する。先

端部小器官から分泌されるタンパク質の中で、ロプトリーから分泌される高分子ロプトリータ

ンパク質複合体（RhopH 複合体）の赤血球侵入における役割は分かっていない。本研究では、

RhopH の赤血球侵入時における機能の解明に向けて、RhopH 複合体と相互作用する赤血球タンパ

ク質の検索を行った結果、RhopH 複合体と結合するタンパク質を見いだすことに成功した。 
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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２〜３億人の感

染者、150 万人の死者を出す重大な感染症で

ある。マラリア原虫はヒト体内で赤血球に侵

入増殖してこれを破壊することで病害を与

えるが、マラリア感染成立には、赤血球への

侵入型であるメロゾイトの先端部小器官に

局在する原虫側リガンドが赤血球側レセプ

ターを認識することが必須であるため、原虫

リガンドは有望なワクチン候補抗原である。

ところが、長年の研究にもかかわらず、マラ

リアのワクチン開発の成果はいまだに出て

いない。その理由として、マラリア原虫の赤

血球侵入機構は単純ではなく、ある侵入経路

を阻止しても、別の侵入経路により侵入をす

ることができ（赤血球侵入の多様性）、また

重要なリガンドは多型性を示して、宿主免疫

を回避する（宿主免疫回避機構）などと、考

えられていたよりも複雑で洗練された機構

であった点が上げられる。そこで、有効なワ

クチンを開発するためには、マラリア原虫の

赤血球侵入機構を詳細に解析することが必

要だと考えた。赤血球侵入に関与する分子の
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うち、1980 年代末に特異抗体が培養系およ

び動物実験系において原虫の増殖阻害効果

を示したにもかかわらず研究が遅れていた

赤血球結合分子 RhopH 複合体に焦点をあて

て研究を進めてきた。ヒトに感染する熱帯熱

マラリア原虫の解析に加え、大量の原虫材料

を容易に準備できる利点を持つネズミマラリ

ア原虫（Plasmodium  yoelii）を用いて、現

在までに、RhopH複合体を構成するタンパク

質（RhopH1/2/3）をコードする遺伝子群を同

定し、フローサイトメーターによる半定量的な

原虫リガンドの赤血球表面への結合アッセイ

系を新たに構築し、またRhopH 複合体の赤血

球側レセプターがタンパク質成分を含み、

GPIアンカーを介して赤血球表面に結合して

いることも示した。さらに、RhopH複合体の

赤血球への結合の強度が異なる２系統のマウ

スを用いた連鎖解析の手法により、レセプター

をコードする領域を同定することを試み、第11

染色体の特定領域がRhopH複合体の赤血球結合

に強く相関することを見出した。この領域には

バンド３という主要な赤血球表面タンパク質

が存在したが、GPIアンカー結合型タンパク質

が存在せず、この領域にコードされているのは

レセプター自体ではなく、その質や量に影響す

る間接的な因子であると考えられた。以上の結

果から、RhopH複合体の赤血球への結合の強度

には予想よりも多くの因子が関与しており、連

鎖解析の手法ではレセプターの同定は困難で

あると考え、生化学的に直接レセプターを精製

するという着想に至った。 

 

 

２．研究の目的 

 

 本研究は、宿主に防御免疫を誘導するマラ

リア原虫リガンドである RhopH複合体に結合

する赤血球側の受容体を同定することで赤

血球侵入機構の一端を明らかにすることを

目的として実施した。 

 

 

３．研究の方法 

 

本研究では、種々の組換えマウス赤血球タン

パク質を調製することにより、PyRhopH 複合

体との相互作用を in vitro で検出するため

に以下の方法を用いた。 

 

(1) PyRhopH 複合体の精製 

 ネズミマラリア（P. yoelii）の RhopH 複合

体に対する特異的モノクローナル抗体

（mAb#25）をホルミル・セルロファインに結

合させ、mAb#25 アフィニティ・カラムを作成

した。P.yoelii 17XL 感染マウス血液からパ

ーコールを用いて精製した分裂体粗抽出液

を材料として、mAb アフィニティ・カラムを

用いて RhopH 複合体を精製した。精製した

RhopH 複合体をホルミル・セルロファインに

結合させ、RhopH 複合体アフィニティー・カ

ラムを作成した。 

 

(2) RhopH 複合体に結合する赤血球側レセプ

ターの分離 

 RhopH 複合体アフィニティー・カラムを用

いて、赤血球膜タンパク質抽出液から RhopH

複合体に親和性を持つ分子を分離した。元の

ホルミル・セルロファインのみで作成したコ

ントロール・カラムをもちいて、赤血球膜タ

ンパク質抽出液から、ホルミル・セルロファ

インに親和性を持つ分子を分離した。RhopH

複合体アフィニティー・カラムで得られた分

子と、コントロール・カラムで得られた分子

を電気泳動し、染色の後、バンドの有無を比

較検討すした。バンドの確認にはルミノイメ

ージ・アナライザーを用いた。 

 

(3) マウス赤血球 cDNA の選択 

 ヒト赤血球のプロテオーム解析データ

（Blood 2006;108:791−801）を利用して、ヒ

ト赤血球タンパク質をコードする遺伝子の

マウスオーソログを検索した。 

 

(4) タグ付きの組換えマウス赤血球タンパ

ク質の調製 

 PCR 増幅により RNA ポリメラーゼ結合部

位・翻訳促進用配列・ビオチン標識用配列を

5′側に、長鎖の非翻訳配列を 3′側に付加し、

in vitro で転写して mRNA を調製し、マウス

赤血球タンパク質を合成するための鋳型と

した。上記 mRNA を基に、コムギ胚芽抽出液

を用いて組換えタンパク質を調製し、相互作

用検出のためのビオチン標識を行った。 

 

(5) PyRhopH 複合体と組換えマウス赤血球タ

ンパク質との相互作用の in vitro 検出 

 PyRhopH 複合体は、P. yoelii 分裂体が感

染したマウス赤血球を凍結溶解した後の上

清に得られるものを用いた。これとビオチン

標識マウス赤血球タンパク質との相互作用

の検出は、標的２分子の結合によって蛍光を

検出できる系（AlphaScreen 法）を用いてっ

た。アクセプタービーズと結合させたモノク

ローナル抗体標識 PyRhopH複合体とドナービ

ーズと結合させたビオチン標識マウス赤血

球タンパク質を反応させた。標的２分子が相



 

 

互作用すれば双方のビーズが近接する。この

状態で励起光を照射すると、アクセプタービ

ーズが発光する。この蛍光を測定して結合の

判定に用いた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

４．研究成果 

 

(1) PyRhopH 複合体に結合する赤血球レセプ

ター分子のアフィニティー精製 
 ネズミマラリア（P. yoelii）の RhopH 複

合体に対する特異的モノクローナル抗体

（mAb#25）をホルミル・セルロファインに結

合させ作成した mAb#25 アフィニティ・カラ

ムに、P.yoelii 17XL 感染マウス血液からパ

ーコールを用いて精製した分裂体粗抽出液

を添加して、RhopH 複合体を精製した。次に、

精製した RhopH 複合体をホルミル・セルロフ

ァインに結合させ、RhopH 複合体アフィニテ

ィ・カラムを作成した。この RhopH 複合体ア

フィニティ・カラムを用いて、マウス赤血球

膜タンパク質抽出液から RhopH複合体に親和

性を持つ分子の分離を試みた。同様にホルミ

ル・セルロファインのみのコントロールカラ

ムを用いて結合する赤血球膜分子を分離し、

陰性コントロールとした。これら２つのサン

プルを SDS-PAGE にて展開し、両者を比較し

て RhopH 複合体アフィニティ・カラムに得意

的なバンドの選択を試みたが、特異的なバン

ドを選択することは困難であった。 

 

(2) マウス赤血球 cDNA 

 ヒト赤血球タンパク質をコードする遺伝

子のマウスオーソログを検索した結果、592

種のヒト赤血球タンパク質から、488 種のマ

ウスオーソログを選択することが出来た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

(3) ビオチン化組換えタンパク質の作成 

 選択した 488 種のマウス遺伝子を PCR 増幅

により RNA ポリメラーゼ結合部位・翻訳促進

用配列・ビオチン標識用配列を 5′側に、長鎖

の非翻訳配列を 3′側に付加し、in vitro で転

写して mRNA を調製したところ、455 種の mRNA

を作成することが出来た。これらの mRNA を

用いてコムギ胚芽無細胞タンパク質合成系

により、組換えタンパク質を調製したところ、

430 種のビオチン標識組換えタンパク質の合

成に成功した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(4) AlphaScreen 法を用いた PyRhopH 複合体

と結合するビオチン化組換えタンパク質の

選択 

作成した 430 種のビオチン標識組換えタン

パク質と RhopH3 に特異的に反応する単クロ

ーン抗体 mAb#32 とを用いた Alpha Screen 法

によって結合タンパク質の検索をおこなった。

その結果、PyRhopH 複合体との結合を示唆す

る高い蛍光強度を発する１分子を同定するこ

とができた。RhopH 複合体を構成する別のタ

ンパク質 RhopH2 に特異的に反応する単クロ

ーン抗体 mAb#25 を用いた Alpha Screen 法に

よっても同様に有意に高い蛍光強度が得られ

た。 

 

 

 

 

 

更に、この反応の量反応関係を確かめたとこ

ろ、マラリア原虫タンパク質量と蛍光強度と

の間に正の相関が認められた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

我々は以前に P. yoelii の PyRhopH 複合体が、

赤血球表面の GPI アンカー型タンパク質に結

合することを見いだしている（Rungruang et 

al., 2005）。本研究によって選択されたマウ

スタンパク質は GPI アンカー型タンパク質と

予想されることから、PyRhopH 複合体に特異

的に結合する赤血球側のレセプターである可

能性が高く、現在、さらに詳細な解析を継続

している。 
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