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研究成果の概要（和文）：熱帯熱マラリア原虫はヒトに感染するマラリア原虫の内、最も病原性が高く、発熱・
脾腫に加え、特有の脳機能障害による重篤な昏睡（脳マラリア）を引き起こす。原虫ゲノム上には多数の赤血球
表面抗原分子（PfEMP1; 約60種, RIFIN; 約200種, STEVOR;約30種）が存在し、原虫はこれらの分子を使い宿主
免疫回避・抑制、並びに病原性を示す。しかし、熱帯熱マラリア原虫が人にしか感染しないため、有効な動物モ
デルの開発が急務である。本研究ではネズミマラリア原虫の感染赤血球表面にRIFINを発現することに成功し
た。今後、これを用いた動物モデルの開発が期待される。

研究成果の概要（英文）：Among human malaria parasites, Plasmodium falciparum is the most virulent, 
causing severe symptoms such as fever, splenomegaly, and cerebral malaria　a serious condition 
characterized by coma due to specific brain dysfunction. The parasite's genome contains numerous red
 blood cell surface antigen molecules (approximately 60 types of PfEMP1, about 200 types of RIFIN, 
and around 30 types of STEVOR), which the parasite uses to evade and suppress the host's immune 
system and to exhibit pathogenicity. However, because Plasmodium falciparum infects only humans, 
there is an urgent need to develop effective animal models. In this study, we successfully expressed
 RIFIN on the surface of red blood cells infected with rodent malaria parasites. The development of 
an animal model using this system is anticipated in the future.

研究分野： 寄生虫学

キーワード： マラリア原虫　感染赤血球表面抗原　動物モデル

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では熱帯熱マラリア研究の動物モデルを開発することを目標とし、熱帯熱マラリア原虫の感染赤血球表面
抗原の一つであるRIFINをネズミマラリア原虫の感染赤血球表面に発現することを試みた。具体的にはネズミマ
ラリア原虫の感染赤血球膜に局在するPbEMAP1にRIFINを融合発現する組換え原虫を作製した。最終的に2種類の
RIFINについて、これらを感染赤血球表面に発現する原虫を作製した。この成果によってこれまで不可能であっ
た熱帯熱マラリア原虫の感染赤血球表面抗原のin vivo研究が可能となり、ワクチン開発の重要な研究ツールと
なると考えられた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

熱帯熱マラリア原虫（Plasmodium falciparum）はヒトに感染するマラリア原虫の内、最も病
原性が高く、発熱・脾腫に加え、特有の脳機能障害による重篤な昏睡（脳マラリア）を引き起こ
し、その感染による被害は年間数十万人規模の死者に上る。原虫ゲノム上には多数の赤血球表面
抗原分子（PfEMP1; 約 60 種, RIFIN; 約 200 種, STEVOR;約 30 種）が存在し、原虫はこれらの
分子を使い宿主免疫回避・抑制、並びに病原性を示す。例えば、原虫は多数の PfEMP1、RIFIN、
STEVOR の内、各 1〜数種だけを選択的に発現し、抗体によりこれらが認識されると別の分子に発
現を転換して、免疫を回避する（図 1-①）。加えて、一部の RIFIN は骨髄系細胞（マクロファー
ジ・樹状細胞等）、B細胞、NK 細胞に発現する免疫抑制受容体（LILRB1, LILRB2）に特異的に結
合し、宿主のシグナル伝達を介して免疫を抑制する（図1-②）。更にPfEMP1は血管内皮上のCD36、
EPCR、ICAM-1 と結合し、末梢血管を塞栓させ、脳機能障害を引き起こす（図 1-③）。また近年、
流行地での血清学的調査により抑制受容体遺伝子が偶発的に挿入された抗体が発見され、これ
が複数の RIFIN をブロードに認識し、感染防御に関与することが示唆された。以上の知見を総合
すると、「感染赤血球表面抗原分子はワクチン開発、脳マラリア治療の重要な標的分子である」
と示唆される。しかし、熱帯熱マラリア原虫がヒトや一部の霊長類にしか感染しないため、前臨
床試験に不可欠なマウス実験が実施できず、その研究開発は進んでいない。更にマラリアの動物
モデルであるネズミマラリア原虫は PfEMP1や RIFIN の相同分子を有さないため、研究に利用で
きない。よって、赤血球表面抗原を研究可能なマウス実験モデルの開発が求められている。 

 
２．研究の目的 
本研究では標的分子が同定された PfEMP1および RIFIN に着目し、これらを赤血球表面に発現

する遺伝子組換えネズミマラリア原虫を作出する。また、新たな宿主レセプターを探索し、遺伝
子組み換え動物の作製を試みる。本研究の成果は熱帯熱マラリアのワクチン開発・脳マラリア治
療薬開発に新たな道を与え、波及効果は極めて大きい。 
 
３．研究の方法 
 （１）PfEMP1、RIFIN を発現する組換えネズミマラリア原虫の作出 
本研究ではネズミマラリア原虫として P. berghei を用いる。P. berghei は潜在的に血管内皮

細胞と結合するので、次項で述べる PfEMP1 の結合評価の精度を上げることを目的に血管内皮結
合性を欠失した P. berghei変異株（K173株）を用いる。PfEMP1および RIFIN の赤血球膜への輸
送には Erythrocyte membrane associated protein-1(EMAP1)を利用する。即ち、CD36、EPCR、
ICAM1 との結合が確認された PfEMP1、並びに LILRB1、LILRB2 との結合が確認された RIFIN を選
択し、EMAP1 との融合タンパク質（HA-tag 付加）として発現し、その機能を利用して膜へ輸送す
る。既に予備実験において、EMAP1-GFP融合タンパク質を発現する P. berghei を作出し、GFP が
赤血球表面外側に発現することを確認しており、PfEMP1 および RIFIN も同様に表面上に提示さ
れると期待される。PfEMP1 と RIFIN の赤血球表面での発現は抗 HA 抗体を用いた IFA解析により
確認する。続いて、発現した PfEMP1および RIFIN が標的分子との結合活性を有することを確認
する。即ち、PfEMP1 に関しては感染赤血球をヒト CD36、EPCR ICAM-1 を個別に発現する細胞株
と共培養し、顕微鏡下で結合を確認する。RIFIN に関しては LILRB1-Fc及び LILRB2-Fc との結合
を Cell Analyzer により確認する。 



（２）RIFIN の新規レセプターの同定と遺伝子組換え動物の作製 
RIFIN の新規レセプターを同定するために熱帯熱マラリア原虫のシゾントと免疫レセプター
−FC融合タンパク質との結合を網羅的に検討する。具体的にはこれまで RIFIN との結合が検出さ
れたレセプターがイムノグロブリンドメインを有することに着目し、免疫細胞に発現し、かつ同
ドメインを持つレセプターを中心的に検討する。結合が確認された場合は実際に細胞内にシグ
ナルを誘導できるかどうか検討する。 
遺伝子改変マウスは微生物病研究所において確立した CRISPR/Cas9 法により作製する。ヒト
型 LILRB1 及び新規免疫レセプターは免疫細胞特異的プロモーターを用いて発現する。また、
EMAP1-RIFIN 発現原虫を作製した遺伝子改変マウスに感染させ、B細胞、NK 細胞、骨髄系細胞に
対する影響を細胞マーカーと HA-tagに対する抗体を用いた二重染色により検討することを試み
る。  
 
４．研究成果 
 （１）PfEMP1、RIFIN を発現する組換
えネズミマラリア原虫の作出  
PfEMP1 と RIFIN を発現する遺伝子組

換えネズミマラリア原虫を作出するこ
とを目的にこれらの遺伝子を EMAP1 と
の融合発現を試みた。まず、EMAP1 が赤
血球膜を貫通することを想定し、EMAP1
を C末端側、N末端側にPfEMP1と RIFIN
遺伝子を融合発現する Plasmid を構築
した。発現の際には PfEMP1及び RIFIN
の本来の Signal peptide 配列を除去
し、代わりに EMAP1 の signal peptide
配列を融合した。転写はネズミマラリ
ア原虫で最も強力な HSP70 遺伝子のも
のを使用した。更に作製したPlasmidに
はネズミマラリア原虫第 5 番染色体由
来の Centromereを組み込み、原虫内で
episomal かつ安定的に保持されるよう
にした。またピリメサミン耐性選択マ
ーカー遺伝子としてヒト由来のジヒドロ葉酸還元酵素遺伝子を組み込んだ（図 2）。続いて Leiden
大学より分与された K173株をマウスに接種し、適当な寄生率になった際に全血を採取した。こ
れに RPMI培地を加え、16時間以上培養し、成熟シゾントへと分化させた。得られた成熟シゾン
トを精製し、前述の Plasmid をエレクトロポレーションにより導入した。導入後は原虫を直ちに
マウスへ接種し、飲水でピリメサミンを与え、目的とする組換え原虫を選択した。遺伝子導入か
ら 10日後にマウス末梢血中に組換え原虫が確認され、これを回収し実験へと供した。 
 PfEMP1 を発現するようにした組換え原虫（以下、Pb_EMAP-PfEMP1）をマウスに接種し、感染血
液を回収して培養後、そのシゾントを回収・精製した。同時に PfEMP1 と目的とするレセプター
(CD36、ICAM1、EPCR)の結合を確認するためにこれらの Fc融合タンパク質を HEK293T 細胞で作製
した。次にシゾントと各種 Fc融合タンパク質との結合を見るために、これらを混合し、感染赤
血球表面への結合を APC-抗 Fc 抗体により検出した。しかし、顕著な結合は確認されず、目的と
する PfEMP1 を発現したネズミマラリア原虫は作製できていないと判断した。 

   



次に RIFIN を発現する原虫について標的レセプターとの結合活性を検討した。RIFIN については
LILRB1 及び LILRB2 に特異的に結合するものが判明しているのでこれらについて組換え原虫を
作製した。その結果、LILRB1 を用いた場合、顕著な結合が確認された。すなわち、コントロール
に用いたマウス赤血球と比較し、約 4 倍以上の感染赤血球が結合活性を示すことが明らかとな
った（図 3）。一方、LILRB2 についても同様の実験を行ったが顕著な結合は見られなかった。 
 
（２）RIFIN の新規レセプターの同定と遺伝子組換え動物の作製 
 前述の実験より LILRB1 結合性
RIFINをネズミマラリア原虫の感染
赤血球表面へと発現することに成
功した。しかし、これは一部にしか
過ぎず、200 種類以上ある RIFIN に
ついて実験可能かどうか不明であ
る。そこで RIFIN に結合する新規な
免疫抑制レセプターを同定し、ネズ
ミマラリア原虫の感染赤血球の表
面へと発現させることを試みた。ま
ず、熱帯熱マラリア原虫の実験標準
株に対し、T細胞、B細胞、NK 細胞
上に発現する免疫抑制レセプター
で、かつイムノグロブリンドメイン
を有するレセプター（9種類）に対する結合活性を検討し
た。その結果、いずれのレセプターとの結合も見出すこと
はできなかった。次に患者から採取した熱帯熱マラリア原
虫について同様の実験を行った。その結果、１種類のレセ
プターに結合する原虫集団が存在することが明らかとな
った（図 4）。更にこの結合を確認するために実験に用い
た原虫集団から結合活性を持つ原虫のみをセルソーター
で単離し、これらを培養して増殖させ、再度、結合活性を
検討した。これらの選択した原虫集団は明らかに強く同定
した免疫レセプターに結合することが示され、新規レセプ
ターの同定に成功したと判断した（図 4）。続いて選択し
た細胞集団から RNA を抽出し、RIFIN をユニバーサルに増
幅可能なプライマーセットを用いて RT-PCR を行った。得
られた配列は RIFIN に特徴的な配列を有し、これが新規
免疫レセプターに結合する RIFIN と推定された。更にこ
の RIFIN を発現する組換え原虫を作製し、新規免疫レセプターとの結合活性を検討したところ、
明確な結合活性が確認された（図 5）。以上の結果より新規な免疫抑制レセプターに結合する
RIFIN の同定に成功した。次に同定した RIFIN と免疫抑制レセプターの結合により実際に細胞内
にシグナルが導入されるか否かを NFAT-GFP を用いた Reporter assay により検討した。すなわ
ちマウス CT237 細胞に同定したレセプ
ター遺伝子を発現させ、目的とする
RIFINを発現する感染赤血球との結合を
によりシグナルが誘導され、GFP が発現
するかどうか検討した。その結果、コン
トロールの細胞と比較し、顕著な GFP確
認され、実際にシグナルが誘導できるこ
とが示された（図 6）。更に同定した
RIFIN について EMP1 と融合し、ネズミ
マラリア原虫に発現させることに成功
し、このレセプターについても動物モデ
ル作製の対象とできると考えられた（図
7）。次に LILRB1 及び新規免疫レセプタ
ーを免疫細胞特異的プロモーター下流
に配置し、CRISPR/Cas9を使って発現さ
せるコンストラクトを作製した。
LILRB1、及び新規免疫レセプターは NK
細胞に共通して発現することから Ly49遺伝子のプロモーターを用いた。現在、マウス受精卵へ
の遺伝子導入を終了し、実際の改変マウス作製を試みている。 



 
（３）考察 

 本研究では熱帯熱マラリア原虫の感染赤血球表面抗原分子である PfEMP1及び RIFIN を発現す

るネズミマラリア原虫作製を試みた。RIFIN に関しては一部のものに関して作製に成功したが

LILRB2 結合性 RIFIN については作製できなかった。これらは遺伝子サイズやドメイン構造は類

似していることから作製できなかった理由は構造的な問題であると推定される。すなわち、熱帯

熱マラリア原虫ではきちんと立体構造が形成され、感染赤血球表面へと輸送されるが、ネズミマ

ラリア原虫ではこれが不完全であったため、途中で分解を受けてしまい、目的とする組換え原虫

が作製できなかった可能性がある。今後は同じく LILRB2 結合活性を持つ別の RIFIN を同定し、

検討する必要があると考えられる。また、PfEMP1 についてはサイズが非常に大きくアミノ酸残

基で数千を超えるため、同じく立体構造の再生が不完全であった可能性が考えられる。これにつ

いては PfEMP1 をいくつかのドメインに分割し、組換え原虫を作製すると成功する可能性がある

と考える。今回の研究ではこれまで実験が不可能であった熱帯熱マラリア原虫の感染赤血球を

マウスの用いた in vivo で機能解析できることを示した。今後、この研究を発展させることで熱

帯熱マラリアの新たな感染防御方法や治療方法の開発が進むと期待される。 
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