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研究成果の概要（和文）： スポロゾイトの標的細胞侵入機構を理解する目的で、ロプトリーに

局在する分泌型タンパク質である RON2 に着目し、まずはプロモーター置換によるスポロゾイト

時期特異的遺伝子発現抑制法を開発した。ron2 発現抑制スポロゾイトを用いた解析により、

RON2 が、スポロゾイトの蚊の唾液腺侵入、およびほ乳類の肝臓感染に重要な役割を担うことを

明らかにした。さらに、スポロゾイトのロプトリーに局在する分子を複数同定した。 

 
研究成果の概要（英文）：To elucidate the molecular mechanisms of sporozoites invasion, 
we focused on RON2, the secretory proteins localized to rhoptries. First, we developed 
the sporozoite-stage specific gene silencing system by promoter swapping. Using ron2 
silencing transgenic sporozoites, it is revealed that RON2 has important roles both in 
salivary glands and liver invasion. Furthermore, we have identified 6 other sporozoite 
rhoptry proteins. 
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１．研究開始当初の背景 
 蚊の吸血の際に皮膚内に注入されたマラリ

ア原虫スポロゾイトは、血流によって運ばれ

最初に肝細胞に寄生する。次いで、肝細胞内

で発育・分裂してメロゾイトへと分化し、こ

れらが赤血球に侵入して感染を繰り返すこと

で発熱・貧血などの病態を引き起こす。従っ

て、スポロゾイトの肝細胞への寄生は、ほ乳

類への感染成立段階ということができ、感染

阻止法の標的として注目を集めてきた。しか

しながら、スポロゾイトは感染蚊の唾液腺か

ら回収せねばならず、大量に材料を集めるの

が困難なことから研究は大幅に遅れてきた。

スポロゾイトの先端部には、宿主細胞への侵
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入に深く関与すると考えられる分泌型タンパ

ク質を貯蔵する小器官（マイクロネーム・ロ

プトリー）が存在する。このうち、マイクロ

ネームには申請者を含めたこれまでの研究成

果により、スポロゾイトが皮膚から肝細胞へ

と移動する際に必要とされる、移動・細胞通

過能を担う原虫タンパク質が局在することが

判明している。一方、ロプトリーについては

あまり着目されてこなかった。もう一つの侵

入型であるメロゾイトもロプトリーを有して

いることから、本研究課題において、ロプト

リーに局在する原虫分子が「細胞への寄生」

に重要な役割を果たすという仮説を提唱する。

実際、メロゾイトにおいて、ロプトリーに貯

蔵されるいくつかのタンパク質が細胞侵入の

際に放出されることが見出されてきた。しか

しながら、既存の遺伝子ターゲッティング法

では赤血球感染に必須な原虫分子の機能解析

は技術上不可能であるため、その役割は未だ

に解明されていない。 

 

２．研究の目的 
 スポロゾイトの標的細胞への侵入は、ほ乳

類への感染成立段階ということができ、感染

阻止法開発の観点からも肝細胞侵入機構の解

明が期待されているが、なお不明な点が多く

残されている。本課題は、スポロゾイト先端

部小器官ロプトリーに着目し、ここに貯蔵さ

れる原虫タンパク質の肝細胞寄生における役

割をステージ特異的機能欠損原虫の作出によ

り明らかにすることを目的とする。 

 

３．研究の方法 
以下の実験は全て、ネズミマラリア原虫であ

る Plasmodium berghei を用いて行う。 
 
（１）スポロゾイト特異的遺伝子発現抑制原

虫作出法の開発 

 ロプトリー分子は、メロゾイトおよびスポ

ロゾイトの両ステージで重要な役割を果た

すと考えられる為、既存の遺伝子欠損原虫は

作出できないと予想される。そこで、スポロ

ゾイト時期特異的に遺伝子発現を抑制する

ために、プロモーター置換を行うことにした。

置換するプロモーターは、①赤血球ステージ

でロプトリー分子群とよく似た発現プロフ

ァイルを有し、②スポロゾイトで発現が極め

て低いもの、の２点をクライテリアに候補を

絞る。最終的には、RON2 のプロモーターを置

換した組換え原虫を作出し、❶赤血球ステー

ジで正常に増殖すること、❷中腸、唾液腺の

スポロゾイトにおいて RON2 の発現が極めて

抑制されること、を判断根拠に選定する。 

 

（２）スポロゾイトで発現が認められる RON2

のスポロゾイト特異的遺伝子発現抑制によ

る機能解析 

 上で作成した RON2 プロモーター置換組換

え原虫をマウスに感染させ、吸血により蚊へ

伝搬させた 24 日後に、中腸、体液、唾液腺

からスポロゾイトを回収する。野生型と比較

し、スポロゾイトの形成効率、体液への放出

の効率、運動能、唾液腺への侵入効率を評価

する。さらに、スポロゾイトをラットの尾静

脈から投与することで、ほ乳類への感染性を

評価する。 

 

（３）スポロゾイトで発現するロプトリー候

補分子の探索と確認 

①ロプトリー関連分子の探索 赤血球侵入

ステージであるメロゾイトにおいてロプト

リーに局在すると予想されているタンパク

質群(12 種類)が、スポロゾイトにおいても発

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）スポロゾイト特異的遺伝子発現抑制原

虫作出法の開発 

 in silico 解析と、スポロゾイトを用いた

RT-PCR により、３つの分子が置換するプロモ



 

 

ーターの候補として選定された。そこで、そ

れぞれのプロモーター相当領域(1kb.p.程

度)を ron2のプロモーターと置換させる遺伝

子組換え原虫を作成した。その結果、

merozoite surface protein の一種を用いた

時に、中腸から回収したスポロゾイトにおけ

る RON2 の遺伝子発現が 1/50 程度にまで抑制

されることを見出した。従って、プロモータ

ー置換によるスポロゾイト時期特異的遺伝

子発現抑制法の開発に成功し、スポロゾイト

におけるロプトリー分子群の役割の解明の

ための準備が整った。 

 

（２）スポロゾイトで発現が認められる RON2

のスポロゾイト特異的遺伝子発現抑制によ

る機能解析 

 (1)で作成したスポロゾイト時期特異的

ron2 発現抑制原虫(RON2 conditional knock 

down; RON2-cKD)を用いる。野生型(Control)

と RON2-cKD を感染させたマウスを媒介蚊に

吸血させ、21 日間 20 度で飼育した後、顕微

鏡下での解剖により、中腸・体液・唾液腺か

らスポロゾイトを回収し数を比較する。その

結果、RON2-cKD 原虫は、スポロゾイトの形成

や体腔への放出は正常であるが、唾液腺への

侵入が大きく損なわれることが見出された。

すなわち、RON2 が唾液腺侵入に重要な役割を

担うことが初めて明らかになった。さらに、

体液、あるいは唾液腺から回収したスポロゾ

イトをラットに尾静脈から投与して、感染能

を評価した。野生型では 100%の動物に感染を

引き起こす条件で、RON2-cKD スポロゾイトを

用いた時にはラットへの感染が認められな

かったことから、RON2 は肝臓感染にも大きな

役割を果たすことが明らかになった。 

 

（３）スポロゾイトで発現するロプトリー候

補分子の探索と確認 

 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 12 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。 

そこで、候補分子の C末端側に c-myc を融合

させる組換えタンパク質発現遺伝子改変原

虫を作出し、坑 c-myc 抗体を用いた免疫電顕

法により詳細な局在を解析した。その結果、

RON2 以外にも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

＜図１＞プロモーター置換によるスポロゾイト時

期特異的 RON2 発現抑制組換え原虫の作出

＜図２＞RON2 はスポロゾイトが唾液腺に侵入する

際に重要な役割を有する 

 

＜図 3＞スポロゾイトのロプトリーに局在する分

子の免疫電顕法による探索 



 

 

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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