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研究成果の概要（和文）：チオレドキシンペルオキシダーゼファミリー（Prx）遺伝子を欠損するローデント（ネズミ
）マラリア原虫の表現型を調べた。（１）肝臓型でのPrx発現について： qRT-PCRによる欠損原虫株でのmRNA相対定量
から、肝臓型においてもPrx欠損による他Prx遺伝子の過剰発現（酸化ストレス応答）が示唆された。（２）肝臓型での
発育障害について：培養細胞感染モデルを用いた解析から、2-Cys Prx遺伝子欠損原虫では、シゾントの小型化とメロ
ゾイト数の減少が起きることが解った。（２）赤血球型の増殖障害について：マウス感染モデルを用いた解析から、1-
Cys Prx遺伝子欠損原虫の赤血球型に増殖障害が観察された。

研究成果の概要（英文）：Phenotypes observed in the rodent malaria parasite Plasmodium berghei carrying a t
argeted knockout of thioredoxin peroxidase-family genes (2-Cys Prx KO and 1-Cys Prx KO) were investigated 
and have the following results: (1) Expression profiling of Prx mRNAs in 2-Cys Prx KO in the hepatic stage
: qRT-PCR analysis revealed overexpression of other Prx mRNAs in the populations, indicating a mechanism u
nderlying the response to oxidative stress in the hepatic-stage. (2) Defect in the hepatic-stage developme
nt of 2-Cys Prx KO: IFA analysis displayed smaller sized and fewer merozoite formation in the schizont tha
n the parent strain (WT). (2) Defect in the blood-stage development of 1-Cys Prx KO: mice experiments show
ed lower parasite density of about 1-5% in the population than WT (>20%) during the first 7 days of infect
ion.
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１．研究開始当初の背景 
 哺乳類の肝臓・赤血球内、媒介蚊の体内な
ど好気的環境に寄生し、自らも活発な DNA
合成、ヘム代謝の過程で多量の過酸化物を産
生するマラリア原虫にとって、細胞内外から
被る酸化ストレスへの応答、さらには細胞内
酸化還元（レドックス）バランスのコントロ
ールは、原虫細胞分化・増殖の調節、更には
その寄生適応の成否を左右する重要な機構
である。マラリア原虫はカタラーゼやグルタ
チオンペルオキシダーゼといった主要な抗
酸化酵素を欠損するので、細胞内での過酸化
物の還元は主にチオレドキシン系ペルオキ
シダーゼのペルオキシレドキシン（Prx）
family の分子が受け持つと考えられている。
これまでに得られた成績から、細胞質に局在
する Prx family がマラリア原虫の全発育環
を通じて、様々なステージで、原虫に特有の
生物現象と関連して機能する多機能なペル
オキシダーゼであることが明らかになった。 
 
２．研究の目的 
 Prx family 遺伝子を欠損するローデント
（ネズミ）マラリア原虫で観察される表現型
について、そのメカニズムを詳細に調べるこ
とで、Prx familyの（１）酸化ストレス応答
機構（２）肝臓型発育ステージでの役割（３）
蚊体内発育ステージでの役割を明らかにす
る。これを以て、細胞に普遍的な生命維持装
置、細胞内レドックスバランス制御機構のマ
ラリア原虫での特性を明らかにし、マラリア
制御法開発研究の場に新規基礎知見を提供
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）酸化ストレス応答機構の解析： 
 ローデントマラリア原虫にはPlasmodium 
berghei ANKA株を用いた。 
 同マラリア原虫肝臓型における Prx 
family [1-Cys Prx お よ び 2-Cys Prx 
（Thioredoxin peroxidase (TPx)-1 および
TPx-2）]遺伝子の発現プロファイルを野生型
親株（WT）と TPx-1 欠損株（TPx-1 KO）
および TPx-2欠損株（TPx-2 KO）との間で
比較した。各原虫株感染蚊唾液腺から調整し
たスポロゾイトを、 in vitro で培養した
HepG2細胞へ接種した。接種後5時間後（5h）、
17時間後（17h）トロホゾイト期、40時間後
（40h）シゾント期、50 時間後（50h）サイ
トメア期に 1-Cys Prx、TPx-1および TPx-2
の mRNA 発現量をリアルタイム qRT-PCR
にて相対定量した。WTにおける Prx family
の局在を各Prx特異抗体による間接蛍光抗体
法で観察した。 
（２）肝臓型発育ステージでの役割の解析： 
 WT、TPx-1 KOスポロゾイトを、in vitro

で培養した HepG2 細胞へ接種後、肝臓型原
虫の発育状態を抗 CSP（circumsporozoite 
protein）抗体と抗MSP (merozoite surface 
protein)-1抗体による蛍光染色で観察した。 
（３）蚊体内発育ステージでの役割の解析： 
 Prx family の蚊体内発育型での役割を調
べる目的で、1-Cys Prxを欠損する P. berghei
（1-Cys Prx KO）を作製した。遺伝子欠損原
虫は Nature Protocols（Vol.1,346-56, 2006）
の方法で作製した。同 Prx遺伝子欠損原虫に
ついて、まず赤血球型ステージでの表現型を
観察した。1-Cys Prx KOおよびWT寄生赤
血球をマウス腹腔内に接種し、その後の赤血
球型原虫の増殖を観察した。 
 
４．研究成果 
（１）酸化ストレス応答機構の解析： 
 WTにおいて、TPx-1は細胞質に局在し、
構成的な発現を示した。1-Cys Prxの発現も
細胞質に局在し、その発現は 40hシゾント期
から亢進し 50h サイトメア期でピークとな
った。一方 TPx-2はミトコンドリアに局在し、
その発現は 17h トロホゾイト期から亢進し
40hでピークとなった。Prx familyはマラリ
ア原虫肝臓型において abundantな発現を示
した（図１）。 
 TPx-1 KOでは、1-Cys Prxの 17hおよび
40hの発現量がWTのそれと比較して有意に
増加した。TPx-2の発現量も 40hでWTのそ
れに比較して有意に増加した。TPx-2 KOで
も、1-Cys Prxの 17hおよび 40hでの発現量
がWTのそれと比較して有意に増加した。一
方この時間帯の TPx-1の発現量には、WTと
比較して有意な差は認められなかった。これ
らの結果より、蚊体内発育型に加えて、肝臓
型でも酸化ストレス応答のメカニズムが存
在することが示唆された。現在 Prx遺伝子欠
損原虫株と WT について、RNA シーケンス
（RNA-seq）による網羅的トランスクリプト
ーム解析をおこない、Prx family以外の抗酸
化タンパク質や転写因子などを対象として
酸化ストレス応答の詳細について解析する
実験を計画している。 
（２）肝臓型発育ステージでの役割の解析： 
 CSP抗体を用いた蛍光染色像から、TPx-1 
KOでは肝臓型シゾント期以降（40-50h）で、
原虫細胞の大きさがWTに比較して有意に小
さいことが解った（図２）。 
 また、MSP-1抗体を用いた蛍光染色像から、
TPx-1 KOでもWTと同様にシソゴニーが進
行するが、シゾント内に形成されるメロゾイ
トの数がWTと比較して有意に少ないことも
解った。このことから、TPx-1 KO感染マウ
スで観られた赤血球型出現の潜伏期遅延は、
肝臓型シゾント期以降の発育障害によるメ
ロゾイト数の減少によると考察された。



TPx-1 KOシゾントでメロゾイト形成数が減
少する理由を考察するため、発育阻害を見出
したタイミングで電子顕微鏡での観察をお
こない、発育障害の原因について形態的な検
証を加える実験を計画している。 

 
図１：  HepG2 培養細胞に感染した P. 
berghei ANKA 株  WT 肝臓型での Prx 
family発現プロファイルを示す。RQは Prx
遺伝子mRNAの 18S rRNAに対する発現量
相対値を示す。（Usui, M. et al., Parasitol. 
Int. (2013)） 

図２：  HepG2 培養細胞に感染した P. 
berghei肝臓型の大きさを示す。Area（µm2）
はシゾント（40h）およびサイトメア（50h）
の表面積を示す。*P<0.05; **P<0.001（Usui, 

M. et al., 未発表データ） 
（３）蚊体内発育ステージでの役割の解析： 
 2回のノックアウト実験で計 2クローンの
Prx遺伝子欠損原虫を作製した。１-Cys Prx
遺伝子座での相同組換えは locus特異的PCR
と Southern blotで確認した。WTを接種し
たマウスの赤血球型原虫寄生率（PE）は接種
後 4日目で 10％に到達し、その後も 20％以
上の高い値を継続した。WT 接種マウスは 8
割が死亡した。一方 1-Cys Prx KO接種マウ
スの PE は 7 日目まで 1-5％にとどまり、そ
の後 20％に上昇するが、18日目には 0.2％以
下に低下した（図３）。同原虫接種マウスは
全頭が生存した。 
 形態的には、1-Cys Prx KOで空胞を形成
した原虫細胞が、WTと比較して有意に多く
認められた。また、1-Cys Prx KOでは生殖
母体（ガメトサイト）PE のピークが接種後
10-11 日目となり WT（接種後 4 日目）に比
較して著しく遅延した。このタイミングでハ
マダラ蚊（Anopheles stephensi）への媒介
試験をおこなったところ、同エクスフラジェ
レーション率でWTが形成するオーシスト数
に比較して中腸オーシストの形成数が著し
く少なくなった。1-Cys Prx KOの PEが接
種初期に低く抑えられる理由や空胞形成の
理由について、原虫細胞膜の過酸化脂質や細
胞内の過酸化レベルを比較して、現在考察を
進めている。また蚊媒介試験でのオーシスト
数の減少について、in vitro 培養系でオーキ
ネート形成を比較する実験を計画している。 

図３： BALB/cマウス（各区 n=3）に 1x106

感染赤血球を腹腔内接種後の赤血球型原虫
寄生率の推移を示す。（Masuda-Suganuma, 
H. et al.,未発表データ） 
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