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研究成果の概要（和文）：	
 スポロゾイトにおいて発現される分泌型分子 P36pのタンパク質動
態を詳細に解析した。肝細胞侵入後に P36pの貯蔵量が減少することから、P36pが細胞侵入に
際して分泌されて機能することが示唆され、肝細胞認識／侵入に関わるという知見が強く支持

された。P36p と相互作用する肝細胞膜分子は検出できなかったが、メロゾイトの細胞侵入関
連分子が新たに６種類、スポロゾイトでも発現していることを見出した。 
 
研究成果の概要（英文）：	
 Characterization of P36p, the sporozoite secreted proteins 
involved in hepatocyte infection, was performed using monoclonal antibody. It was 
revealed that P36p starts expression after sporozoites released into hemolymph and stored 
in microneme, the apical organelle, until they are secreted before or during hepatocyte 
invasion. Moreover, 6 rhoptry molecules commonly expressed in target cell infective stages 
(merozoite and sporozoites) were identified. 
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１．研究開始当初の背景	
 

	
 マラリア原虫のヒトへの侵入型であるス

ポロゾイトは、皮下静脈の血管に侵入し、血

流に乗って肝臓に至り、肝血管類洞壁に存在

するクッパー細胞を通過した後に、肝細胞内

に寄生胞を形成して侵入し、肝細胞期の発育

を開始する。これまでの研究によって、類洞

壁のクッパー細胞の通過にはSPECT1、SPECT2、

CelTOS などの分子が関与することが判明し

ている（Ishino	
 et	
 al,	
 2004、	
 Kariu	
 et	
 

al,2006）。肝細胞への侵入には、スポロゾイ

ト 表 面 の 主 要 抗 原 で あ る circum-	
 

sporozoite	
 protein（CSP）の肝細胞表面の

プロテオグリカン（HSPG）への結合が重要で
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あることが報告されているが、HSPG は他の

細胞表面にも広く分布する分子であること

から、スポロゾイトの肝細胞への特異的侵入

との関連性は明らかにされていない。一方、

スポロゾイトの先端部小器官の一つである

マイクロネームに局在する P36p、TRAP 等の

分子がスポロゾイトの肝細胞侵入に重要な

役割を果たすことが、ノックアウト原虫を用

いた研究によって明らかにされてきた。この

他にスポロゾイトの肝細胞侵入に関与する

可能性が示唆される分子として SPATR、

EBA-175、STARP、PfEMP3 などが挙げられて

いる。しかし、これらの分子の肝細胞侵入に

おける機能解析は全く進んでいない。	
 

	
 マラリア原虫の標的細胞侵入機序に関連

する研究として、申請者らはネズミマラリア

を用いて、メロゾイトの先端部小器官に局在

する分子（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

とを見いだした（Rungruang	
 et	
 al.,	
 2005）。

さらに、in	
 vitro のタンパク質相互作用ア

ッセイ法（AlphaScreen 法）	
 を改良して検

討した結果、PyRhopH 複合体に結合する１分

子を同定することに成功した。	
 コムギ胚芽

無細胞タンパク質合成法を用いて同様のシ

ステムを利用することで、ネズミマラリア原

虫スポロゾイトの肝細胞侵入関連分子に結

合する肝細胞側レセプター分子についても

検出が可能になったと考えられる。	
 

	
 
２．研究の目的	
 

	
 マラリア原虫スポロゾイトが、蚊の唾液腺

からほ乳類の皮下に打ち込まれ、さらに血管

を通って肝細胞に寄生するのが、ほ乳類への

感染の最初のステップである。スポロゾイト

がどうやって肝細胞を認識し、どのようなメ

カニズムで寄生を成立させるのかほとんど

明らかにされていない。そこで、既に肝細胞

への到達に関わることが知られている原虫

の分泌性タンパク質を足がかりに、肝細胞寄

生の仕組みを解明することを本課題の目的

とする。さらに、新しく肝細胞侵入に関与す

る分子の同定を試みた。	
 

	
 
３．研究の方法	
 

（１）P36p,P36 と相互作用する肝細胞膜表面

上の分子の探索	
 

コムギ胚芽由来無細胞タンパク質合成系を

用いて、GST を N 末端側に融合させた組換え

P36p/P36 タンパク質を合成した。得られた組

換えタンパク質は、GST タグを利用して精製

した。次に、肝由来培養細胞(HepG2)を 24	
 well	
 

plate に撒き、メタノール固定後、組換えタ

ンパク質を添加し、結合が検出されるか否か

ELISA を用いて検討した。その結果、いずれ

のタンパク質も陽性コントロールに比較し

て、有意に肝細胞表面への結合が認められな

かった。	
 

	
 

（２）P36p、P36 のスポロゾイト形成時／肝

細胞感染時における発現量の変動解析	
 

①モノクローナル抗体の作成	
 

	
 (1)で作成した	
 

GST 融合 P36p,P36	
 

組換えタンパク質	
 

をマウスに免疫し、	
 

脾臓細胞からモノ	
 

クローナル抗体を	
 

作成した。唾液腺	
 

から回収したスポ	
 

ロゾイトを抗原と	
 

した蛍光抗体法で	
 

スクリーニングし、	
 

それぞれ３種類、	
 

１種類のモノクロー	
 

ナル抗体が得られた。唾液腺から回収したス

ポロゾイトを抗原とした western	
 blotting

を行ったところ（図１）、予想されるサイズ

に特異的なシグナルが検出された。	
 

②スポロゾイト形成時の P36p のタンパク質

動態	
 	
 

	
 蚊の体内でのスポロゾイトの形成、発育に

伴い P36p の発現や局在について解析した。

感染蚊の中腸、体液、唾液腺からスポロゾイ

トを回収し（次項図２A参照）、アセトンで固	
 

定した後、モノクローナル抗体を用いて蛍光

抗体法を行った。	
 

③スポロゾイトの肝細胞侵入前後での P36p

のタンパク質発現量の変動	
 	
 

	
 肝由来培養細胞（HepG2）にスポロゾイト

を添加後、５分、15 分、30 分後に細胞をホ

ルマリンで固定する。各スポロゾイトが侵入

前か後か、スポロゾイトの表面タンパク質	
 

＜図１＞抗体作成	
 唾液

腺スポロゾイトを抗原と

した western blotting。予
想長の位置に特異的なシ

グナルが得られた。 



 

 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 (CSP)に対する抗体を用いた蛍光抗体法を

行い明らかにする。すなわち、坑 CSP 抗体で

認識されるものは（図３A；マゼンダで標識）

細胞外におり、認識されないものは細胞内と

判断する。用いるスポロゾイトは GFP を発現

しているため、この場合緑でスポロゾイトが

検出される。さらに、坑 P36p モノクローナ

ル抗体を用いて P36p の発現パターン／量を

解析した。	
 

	
 

（３）肝細胞侵入に関わる新規原虫分泌タン

パク質のスクリーニング	
 

①ロプトリー関連分子の探索	
 	
 

	
 メロゾイトが赤血球に侵入する際に、ロプ

トリーと呼ばれる先端部小器官に貯蔵され

ているタンパク質群が分泌され機能すると

考えられている。肝細胞侵入ステージである

スポロゾイトにおいても、形態的にロプトリ

ーが認められるため、これらのロプトリー分

子がスポロゾイトにも存在し細胞侵入に際

して役割を担う可能性を検討する。最初に、

メロゾイトが赤血球に侵入するのに関わる

と考えられているロプトリー貯蔵タンパク

質群(13 種類)が、スポロゾイトでも発現して

いるか否か、RT-PCR 法により解析した。赤血

球ステージ原虫、中腸、唾液腺から回収した

スポロゾイトから RNA を抽出して鋳型として

用いた。	
 

②スポロゾイトにおけるタンパク質局在の

解析	
 	
 

	
 スポロゾイトで遺伝子発現が確認された

分子について、タンパク質の局在を解析する

ために、c-myc タグと融合させたタンパク質

を発現させる遺伝子組み換え原虫を作出し

た。得られた組換え原虫を蚊に感染させ、ス

ポロゾイトを回収し、坑 c-myc 抗体を用いた

免疫電顕法により、それぞれのタンパク質の

局在を解析した。	
 

	
 

４．研究成果 

（１）P36p,P36 と相互作用する肝細胞膜表面

上の分子の探索	
 

	
 GST 融合 P36p／P36 組換えタンパク質は特

異的にヒト肝由来培養細胞に結合すること

が見出されなかった。これらの原虫分子が、

直接肝細胞上の	
 

分子を認識して	
 

機能する可能性	
 

が低いと考え、	
 

他の ligand と	
 

なる分泌性分子	
 

の検索を行うこ	
 

とにした（図３	
 

参照）。さらに、	
 

肝細胞侵入時の	
 

P36p の役割を解	
 

明するために、	
 

スポロゾイトの	
 

侵入前後での	
 

P36p タンパク質	
 

動態を詳細に解析した。	
 

	
 

（２）P36p、P36 のスポロゾイト形成時／肝

細胞感染時における発現量の変動解析	
 

	
 P36p のシグナルパターンを３つに分類し、

それぞれのステージのスポロゾイトを 100 匹

ずつ観察した結果をグラフに示す。P36p は成

熟したスポロゾイトが体液中に放出された

後に、タンパク質発現が始まり、唾液腺に侵

入するまでそのタンパク量が増加し続ける

ことがわかった。このことは、P36p が肝細胞

寄生に必要であるという知見を裏付けるも

のである。さらに、肝細胞侵入前後における

P36p の発現量、局在を比較した。細胞侵入後

のスポロゾイトにおける P36p 量が顕著に減

少していることから、侵入に際して P36p が

分泌され機能することが強く支持される結

果が得られた。	
 

	
 

（３）肝細胞侵入に関わる新規原虫分泌タン

＜図２＞スポロゾイトの形成および発育過程における

P36p の発現パターン解析	
 	
 

	
 

	
 

＜図３＞スポロゾイトの肝細

胞侵入時の P36p タンパク質
の動態解析 



 

 

パク質のスクリーニング	
 

	
 赤血球感染ステージでロプトリーに局在

が予想されている分子１３種類について、ス

ポロゾイトでも遺伝子が発現されているの

か、RT-PCR を用いて解析した。その結果、調

べたすべての遺伝子について、中腸で形成さ

れたスポロゾイトにおいて強い発現が認め

られた一方で、唾液腺に侵入後のスポロゾイ

トには mRNA はほとんど検出されなかった。	
 

Wastern	
 blottingを行ってタンパク質発現を

解析したところ、中腸および唾液腺から回収

したスポロゾイト両方に発現が認められた

ことから、ロプトリー分子群は、スポロゾイ

ト形成時に転写・翻訳され、そのタンパク質

が肝細胞侵入時まで保持されることが明ら

かになった。また、免疫電顕法で詳細な局在

を解析し、６つの分子がスポロゾイトにおい

てもロプトリーに局在していることが判明

した。これらの分子が、スポロゾイトの唾液

腺あるいは肝細胞への侵入に関わるのか否

か、今後解析を続ける。さらに、標的細胞膜

上に、相互作用分子があればその探索を行い、

スポロゾイトの細胞侵入機構の分子基盤の

解明を目指す。	
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