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研究成果の概要（和文）： 
	
 マラリア原虫の赤血球細胞質のエンドサイトーシスには低分子量 GTPase の PfRab5a
が関与することが報告されていた。本研究で、PfRab5 には３つのアイソタイプが存在
し、その中の PfRab5b は膜への結合が N 末端のミリストイル化に依存するモチーフを
持つことが分かった。Rab5b はマラリア全種とトキソプラズマに存在した。PfRab5b の
赤内期での発現を確認した。PfRab5b の細胞内局在や機能を解析するために大腸菌で
リコンビナントタンパク質の発現を試みたところ、コドンを大腸菌 K12 株に最適した
人工遺伝子を使用することで、発現効率が上昇した。	
 
 
研究成果の概要（英文）： 
	
 One of the small GTPase, PfRab5a, was previously reported that involvement of 
endocytosis of erythrocyte cytosol. This work shows that another Rab5 isotype, Rab5b, 
possesses conserved motif with myristoilation site in N-terminus. Rab5b homologue is 
presented in Plasmodium and Toxopasma but not in Cryptosporidium, Paramecium 
and Tetrahymena in protozoa classified in Alveolata. Although expression of PfRab5b 
was low among three Rab5 isotypes, PfRab5b was expressed in erythrocytic stage. 
Expression of recombinant protein of PfRab5b was effective when an artificial gene 
appropriate for E. coli K12 codon was used. 
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研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：基礎医学・ 
キーワード：原虫 
 
１．研究開始当初の背景 
	
 赤内期のマラリア原虫は寄生胞膜を介
して赤血球細胞質中のヘモグロビンを取
り込み、原虫自身の栄養源として生育す
る。その取り込みの機構は、真核生物に
保存された膜を介する物質輸送（メンブ

レントラフィック）が担う。マラリア原
虫では、宿主赤血球細胞質中にマラリア
独自の取り込み機構を新規に構築するこ
とが報告されている等、マラリア原虫の
特殊なメンブレントラフィックが明らか
になりつつある。マラリア原虫内でのメ
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ンブレントラフィックは未だに未解明な
部分が多いが、最近、エンドサイトーシ
スでヘモグロビンを取り込むステップに
は低分子量GTPaseのPfRab5aが関与して
おり、その後マラリア原虫のエンドソー
ム（cytostome）は成熟して食胞（food	
 
vacuole）となることが報告されていた。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
	
 ゲノムデータベースの検索より、申請
者はマラリアには Rab5 に３つのアイソ
タイプが存在することを発見した。Rab
は C 末端のシステインがゲラニルゲラニ
ルの脂質修飾を受けることで、膜への局
在を決定するが、別のアイソタイプ
（Rab5b）は C 末端修飾を決めるシステイ
ンは存在せず、N 末端にミリストイル化
の修飾をうけるグリシンのコンセンサス
があるのを見いだした。また Rab5b の N
末ミリストイル化コンセンサスは全ての
マラリア原虫種（ P.	
 falciparum, 	
 P.	
 
vivax,	
 P.	
 berghei）に存在するだけでな
く、他のアピコンプレキサ（Toxoplasma	
 
gondii）にも保存されていた。よって、
Rab5b を介するアピコンプレキサ特有の
膜輸送経路が存在すると推測した。本研
究では Rab5b の機能解析を行うための基
盤的研究をおこなった。	
 
	
 
３．研究の方法	
 
（１）他種原虫における Rab5b の保存性	
 
Rab5b が他の apicomplexa 門原虫や、
Alveolata 生物群に共通して存在するか
を確認するために、ゲノムの解読が終了
しているAlveolata原虫のRab5の検索を
行った。使用したデータベースは、	
 
Tetrahymena	
 Genome	
 Database	
 
（http://ciliate.org/	
 
index.php/home/welcome）、	
 Paramecium	
 
database	
 
(http://paramecium.cgm.cnrs-gif.fr/d
b/index)、Cryptosporidium	
 DB	
 
(http://cryptodb.org/cryptodb/)であ
る。Rab はヒトの Rab1	
 と酵母の Ypt1	
 の
アミノ酸配列を元に blastp を行い、得ら
れた hypothetical	
 GTPaseについて、Rab
特異的な switch	
 region と GTP-binding	
 
consensus 配列の存在を（Pereira-Leal,	
 
2001）	
 マニュアルで確認した。得られた
Rab はヒトと酵母の Rab を対象として系
統樹を書くとともに全長のアミノ酸の相
同性が 40％以上のものを Rabのホモログ
とした。	
 
	
 
（２）マラリアにおける Rab5b の発現	
 
熱帯熱マラリア原虫における Rab5b の機
能を解析するために、FCR3 株のトロフォ

ゾイト／スカイゾント期より cDNA を合
成し、3 種のアイソタイプの発現量を調
べた。用いたオリゴヌクレオチドの配列
を下記に記す。Rab5a;	
 5’-	
 TGG	
 GAT	
 CCA	
 
TGG	
 AAA	
 AGA	
 AAA	
 GTA	
 GTT	
 ATA	
 AAA	
 CA-3’	
 
and	
 5’-	
 GCC	
 TCG	
 AGT	
 TAT	
 CTT	
 CTT	
 CCT	
 TTT	
 
TTT	
 GAA	
 AG-3’,	
 Rab5b;	
 5’-TGG	
 GAT	
 CCA	
 
TGG	
 GAT	
 GTT	
 CAT	
 CAA	
 GCA	
 CCG	
 AA-3’	
 and	
 
5’-	
 GCC	
 TCG	
 AGT	
 CAA	
 GGA	
 TTG	
 TTA	
 TAA	
 TAT	
 
AAA	
 AC-3’,	
 Rab5c;	
 5’-	
 TGG	
 GAT	
 CCA	
 TGG	
 
CTT	
 ATT	
 ATT	
 TAT	
 CAA	
 ATT	
 TA-3’	
 and	
 5’-	
 
GCC	
 TCG	
 AGT	
 CAA	
 CAA	
 CAT	
 TTT	
 TTT	
 TTG	
 GTT	
 
TC-3’。	
 
	
 
（３）リコンビナントタンパク質の発現	
 
AT リッチな codon	
 usageを有するマラリ
ア原虫のリコンビナントタンパク質を発
現するために、発現ベクターにはシャペ
ロンドメインを組み込んだｐCold1,	
 
pColdTF（Takara）を使用した。大腸菌に
は One	
 Shot	
 BL21	
 (Stratagene)ならびに
シャペロンプラスミドを独立に有する
Chaperon	
 competent	
 cell	
 BL21	
 (Takara)
を使用した。大腸菌 K12 株にコドンを最
適した人工合成遺伝子は Operon	
 
Biotechnologies に外部委託した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
（１）他種原虫における Rab5b の保存性	
 
細胞内の Rab のレパートリーが酵母並み
に単純化したアピコンプレキサ
(Cryptosporidium	
 parvum)には9種のRab
が存在し、Rab5 は１つであったが Rab5b
のホモログではなく Rab5a であった。
Alveolata 生物群に分類される繊毛虫
（Tetrahymena	
 thermophila,	
 Paramecium	
 
tetraurelia）には Rab	
 の多様化が存在
し、それぞれ 85 個と 229 個の Rab がゲノ
ムに存在した。Rab5 ホモログは 3 個と 4
個であったが、どれも Rab5a のホモログ
であった。よって、Rab5b ホモログはゲ
ノムの解読が終了している原虫の中では、
Plasmodiumと Toxoplasmaに共通して存
在していることがわかった。	
 
	
 
（２）マラリアにおける Rab5b の発現	
 
FCR3株のトロフォゾイト／スカイゾント
期では、最も発現の高い PfRab5 アイソタ
イプは 5a であり、次に PfRab5c の発現が
高かった。PfRab5b は最も発現量が少な
いもののトロフォゾイト／スカイゾント
期に発現していることが確認された。下
記に電気泳動写真を示す。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 



1000bp	
 
	
 ladder	
 	
 	
 	
 Rab5A,	
 	
 	
 	
 Rab5B,	
 	
 	
 Rab5c	
 	
 

	
 
PlasmoDB	
 での発現プロファイルでは
Rab5aは赤内期を通して constitutive に
発現しているが、Rab5b は後期スカイゾ
ント期に発現が上昇する。Rab5c の発現
は PlasmoDB に掲載されていない。Rab5
ｂは赤内期の後期で特異的に機能するこ
とが推測された。	
 
	
 
（３）リコンビナントタンパク質の発現	
 
抗体作製と生化学実験のために大腸菌内
でリコンビナント蛋白質の発現を試みた。
GST や His 融合蛋白質等、複数の発現条
件を検討した結果、pCold1̶TF ベクター
による低温条件でのタンパクの発現誘導、
かつ大腸菌内でのシャペロンとの共発現
（groES,	
 groEL）によって、可溶性画分
に組換え蛋白質を発現させることに成功
した。しかし、可溶性画分に分画される
タンパク質量が十分ではなく、抗体を作
製するのには不十分であった。最終的に、
コドンを大腸菌 K12 株に最適した人口遺
伝子 PfRab5b を合成し、シャペロン能を
持つ pColdTF ベクターで発現を試みた。
人工合成遺伝子とゲノム配列のヌクレオ
チドレベルでの相同性は 75％であった。
ヌクレオチド配列を下記に記す。	
 

	
 

大腸菌は One	
 Shot	
 BL21 を使用した。大
腸菌を mid-log まで培養した後、22℃で
0.1mM の IPTG で 18 時間 His 融合タンパ
ク質の発現誘導を行った。約半分の発現
したタンパク質が可溶性に分画され、
400ml の大腸菌培養液から抗体作成に十
分な 1.7mg のリコンビナントタンパク質
を得た。この人工合成遺伝子で得られた
リコンビナントタンパク質は抗体を作成
するのに使用されるとともに、in	
 vitro
で PfRab5b との結合タンパク質の探索に
も使用可能である。	
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