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研究成果の概要（和文）：マラリア原虫の標的細胞侵入の分子基盤を解明することを目的とし、先端部小器官「ロプト
リー」に着目しその貯蔵タンパク質の機能解析を試みた。始めに、スポロゾイトで発現しているロプトリー分子の同定
を行い、スポロゾイトの新規ロプトリー分子を8つ同定できた。これらの機能解析を行う為に、プロモーター置換によ
るスポロゾイト期特異的遺伝子発現抑制原虫の作製法を開発した。さらに、このシステムを用いることでRON2が蚊の唾
液腺侵入に重要な役割を担うことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the molecular mechanisms of Plasmodium sporozoite invasion of the tar
get cells, we attempted to identify rhoptry proteins in sporozoites. Gene expression, protein expression a
nd localization analyses in sporozoites were performed, then 8 novel sporozoite rhoptry molecules were ide
ntified. Since these proteins are also expressed in merozoites, development of sporozoite stage-specific g
ene silencing system is required for functional analysis. To achieve this purpose, screening for suitable 
candidate promoters to swap was performed. By swapping the original promoter with the candidate promoter u
sing homologous recombination system, we succeeded to generate sporozoite stage-specific gene silencing tr
ansgenic parasites. Using this system, it was indicated that one of the rhoptry proteins is involved in sp
orozoite salivary gland invasion. 

研究分野：
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
マラリアは、現代においても世界中では年
間約100万人が死亡する脅威的な感染症であ
る。蚊によって媒介されたマラリア原虫（ス
ポロゾイト）は、まず始めに肝細胞に寄生・
増殖し、最終的には赤血球へと侵入する。赤
血球内で増殖した原虫（メロゾイト）が次の
赤血球へと侵入を繰り返すことで、発熱、貧
血などの症状を引き起こす。 
赤血球への侵入ステージであるメロゾイ
トには、ロプトリーと呼ばれる先端部小器官
が存在しており、赤血球侵入に際して、ロプ
トリーに含まれる分子が分泌されることが
報告されているが、その分子機構の解析は全
く手が付けられていない。その理由は、既存
の遺伝子欠損マラリア原虫の作製法の限界
の為である。 
相同組換え法によるマラリア原虫のゲノ
ムへの外来遺伝子の挿入技術が確立された
ことによって、マラリア原虫分子の機能解析
は飛躍的に進んだ。しかし、この方法は遺伝
子組換え原虫の選択を赤血球ステージ原虫
の薬剤抵抗性に基づいて行う為、赤血球ステ
ージ原虫の生存に必須な分子の欠損原虫が
作製できないという制約がある。その為、赤
血球期では必須でなく、蚊からほ乳類への感
染を担うステージ（スポロゾイト）に特異的
に発現する原虫分子においてのみ、機能解析
が精力的に進められてきた。 
 一方で、申請者のグループでは、メロゾイ
トのロプトリー分子として知られる 
Rhoptry neck protein 2(RON2) が、スポロ
ゾイトのロプトリーにも局在することを初
めて免疫電子顕微鏡法で明らかにした(投稿
準備中)。この結果は、スポロゾイトのロプ
トリーにメロゾイトと共通の分子が存在す
るという可能性を初めて示したものである。
すなわち、メロゾイトとスポロゾイトがそれ
ぞれの標的細胞である赤血球／肝細胞へ侵
入する際に、共通に働く機序が存在すること
を示唆している。しかしながら、上述の技術
的限界の為に、細胞侵入の共通基盤について
の解析は全く進んでいない。  
 
２．研究の目的 
マラリア原虫は、宿主細胞に侵入しその中
で発育することで寄生を成立させる。メロゾ
イトの赤血球侵入に際しては、ロプトリーに
貯蔵されているタンパク質群が分泌され、関
与することが示唆されてきたが、逆遺伝学法
による機能解析は技術的な限界により行わ
れて来なかった。本研究では、マラリア原虫
の宿主細胞寄生に際して、ロプトリー分子が
共通に重要な役割を担うのではないかと仮
定し、特にスポロゾイトの肝細胞への侵入時
に着目して解明することを目的とする。その
ためにまず、スポロゾイトのロプトリーに局
在する分子の網羅的探索を実施する。免疫電
顕法により、スポロゾイトロプトリーへの局
在が示された物はその後、当該分子タンパク

質をスポロゾイト期特異的に欠損する原虫
を作製することで、タンパク質機能の解析を
行う。 
 
３．研究の方法 
(1) スポロゾイトの新規ロプトリー関連分
子の探索 
 スポロゾイトと同様にロプトリーを持ち宿
主細胞への寄生能も有するマラリア原虫メ
ロゾイトや、同属原虫であり同じくロプトリ
ーを持ち細胞寄生能を有する Toxoplasma 
gondii でロプトリーへの局在が報告されて
いるものを、文献やデータベース(PlasmoDB
等)を活用し複数選出する。これらの分子が
スポロゾイトにおいても発現しているか否
か、RT-PCR 法により解析する。スポロゾイト
は蚊の中腸表面に形成されるオオシスト内
で形成・発育し、その後体腔を通って唾液腺
に侵入することが知られている。そこで、ネ
ズミマラリア原虫(Plasmodium berghei)を感
染させた ICR マウスを媒介蚊(Anopheles 
stephensi)に吸血させた後、経時的に中腸と
唾液腺から採取したスポロゾイトと、コント
ロールとしてメロゾイトを材料として用い
て RT-PCR を行い、それぞれの分子がどのス
テージで発現されているのか解析する。 
 
(2) スポロゾイトの新規ロプトリー関連候
補分子タンパク質の発現及び局在解析 
 上記の RT-PCR 法によるスクリーニングで
選定された候補分子については、次いで、タ
ンパク質の発現及び局在解析を行う。候補分
子タンパク質にc-Mycタグを結合した融合タ
ンパク質を発現する遺伝子改変マラリア原
虫を作製し、そのスポロゾイトを感染蚊の中
腸・唾液腺から採取する。これを抗原として
抗c-Myc抗体を用いたウエスタンブロッティ
ング法により、候補タンパク質のスポロゾイ
トにおける発現プロファイルを解析する。タ
ンパク質発現が確認された候補分子につい
ては抗c-Myc抗体を用いた蛍光抗体法により
スポロゾイトでの局在を解析する。特にロプ
トリーへの局在に関しては免疫電顕法を用
いて詳細に解析する。 
 
(3) スポロゾイト期特異的標的タンパク質
欠損原虫の作製 
ロプトリー分子の機能をスポロゾイトに
おいて解析する為に、プロモーター置換法に
より標的分子の発現をメロゾイト時期に限
局する「スポロゾイト期特異的発現抑制原虫
(conditional knockdown 原虫、以下 cKD 原虫
と記載)」の作出方法を開発する。すなわち、
標的分子のプロモーター領域をメロゾイト
時期にのみ発現する他の遺伝子のプロモー
ター領域と置換することによりスポロゾイ
ト期特異的に標的タンパク質の発現を抑制
することを目指す。マラリア原虫血液ステー
ジにおける遺伝子発現のパターンと、タンパ
ク質の局在に相関が認められるという報告



もあり、プロモーター選定に際しては、発現
プロファイルが厳密にロプトリー分子と一
致することが求められる。そこで、トランス
クリプトームデータベース(PlasmoDB)から
初期メロゾイトに発現のピークがあり、スポ
ロゾイト期には発現しない発現プロファイ
ルを持つ遺伝子を選択する。さらに、RT-PCR
法により、候補遺伝子のスポロゾイトにおけ
る発現を実際に検証する。置換に用いること
のできる候補プロモーターが複数得られた
ら、相同組換え法により RON2 のプロモータ
ーを候補プロモーターと置換した RON2-cKD
原虫を作製する。作製した cKD 原虫の赤血球
期・スポロゾイト期における標的分子の遺伝
子発現・タンパク質発現を解析し、スポロゾ
イト期特異的に発現抑制されていることを
確認する。 
 
(4) スポロゾイトにおける新規ロプトリー
分子の機能解析 
作製したcKD原虫の表現型を野生型と比較
することにより、標的タンパク質の機能解析
を行う。スポロゾイトの標的細胞である蚊の
唾液腺や、ほ乳類肝細胞への侵入効率を in 
vivo(蚊やねずみ)、in vitro（肝由来培養細
胞）を用いて詳細に解析することにより、ロ
プトリータンパク質がスポロゾイトの標的
細胞への侵入に関与するのか否か評価する。 
 
４．研究成果 
(1) スポロゾイトの新規ロプトリー関連分
子の探索 
①遺伝子発現解析 
データベースや文献から既知のメロゾイ
トのロプトリー分子を 13 個選定した。吸血
後 9,13,17 日目の中腸、吸血後 17 日目の唾
液腺からスポロゾイトを採取し、選定した 13
個の分子の経時的な遺伝子発現を RT-PCR 法
で解析した。その結果、解析した 13 個全て
の分子はスポロゾイトが形成されている吸
血後13,17日目の中腸で強く転写されている
事が明らかとなった。一方で、肝細胞への寄
生能を有する唾液腺のスポロゾイトにおけ
る転写は検出されなかった。 
②タンパク質発現・局在解析 
次にこれらの 13 個の分子のタンパク質と
しての発現・局在の解析を行った。解析対象
の分子数が多い為、本研究では各分子の c末
端にc-Mycタグを付加した遺伝子組換え原虫
を作出し、抗 c-Myc 抗体を用いて各分子の効
率的なタンパク質発現と局在解析を行うこ
とにした。13 分子の内、2分子は C末端側に
GPI アンカーを持つことが予測された為、C
末端へのタグ融合が局在や機能に影響を与
える可能性を危惧して、それぞれの特異抗体
を作製し、解析を行うことにした。分泌シグ
ナルとGPIアンカーシグナルを除いた全長組
換えタンパク質をコムギ胚芽由来無細胞タ
ンパク質合成系を用いて合成、精製した後、
ウサギを免疫して抗血清を得た。11 分子につ

いてc-Mycタグを付加した遺伝子組換え原虫
の作出を試み、最終的に 10 分子の遺伝子組
換え原虫が作出できた。また 2分子の特異抗
体の作製にも成功した。これ以降は遺伝子組
換え原虫が作出できた 10 分子と、特異抗体
を作製した 2分子について解析を継続した。 
抗 c-Myc 抗体と特異抗体を用いて、各分子
の中腸・唾液腺スポロゾイト及びメロゾイト
におけるタンパク質発現をwestern blotting
法で解析した。その結果、解析した 12 分子
中、10 分子で中腸・唾液腺スポロゾイトの両
方でタンパク質発現が起こっている事が確
認された。RT-PCR による遺伝子発現解析の結
果と合わせると、転写と翻訳はスポロゾイト
形成時に行われ、スポロゾイトが唾液腺に侵
入した後にも翻訳されたタンパク質は保持
されていることが示唆された。興味深いこと
に、メロゾイトとは異なるプロセシングパタ
ーンを示す分子も認められた。 
 次に、蛍光抗体法、免疫電顕法でこれらの
分子の局在を解析した。抗 c-Myc 抗体、特異
抗体を用いた蛍光抗体法で 11 個の分子が中
腸・唾液腺のスポロゾイトにおいてロプトリ
ー様の先端部に限局した染色パターンを示
した。1 分子についてはロプトリーとは全く
異なる局在パターンを示した。更に、免疫電
顕法で局在を詳細に解析した結果、スポロゾ
イトのロプトリーへの局在が8分子で認めら
れた。ほとんどの分子はロプトリー全体に渡
って存在していたが、ロプトリー膜周囲に限
局する分子が 1つ見いだされた。 
スポロゾイトがメロゾイトと同様に形態
学的にロプトリーと思われる小器官を持っ
ていることは古くから知られていた。メロゾ
イトにおいてはこれまでに複数のロプトリ
ー分子が見いだされており、これらの分子が
宿主細胞への寄生に関与する事が示唆され
てきた。一方でスポロゾイトのロプトリー分
子に関しては今日まで着目されることがほ
とんどなかった。本研究結果から、肝細胞へ
の感染能を有するスポロゾイト（唾液腺侵入
後のスポロゾイト）では、ロプトリー分子の
遺伝子発現が見いだされなかったことが，一
因として挙げられる。すなわち、本研究では
形成途中のスポロゾイトを含めて解析した
ことで、スポロゾイトで発現するロプトリー
分子群のプロファイルングに成功したとい
える。一方で、タンパク質発現解析では中腸
だけなく唾液腺スポロゾイトにおいてもロ
プトリー分子の発現が認められた事から、ロ
プトリー分子はスポロゾイト形成時に転
写・翻訳され、そのタンパク質が標的細胞侵
入時まで保持されることが明らかになった。
以上の結果から、これら新規に見いだしたス
ポロゾイトロプトリー局在分子８種類につ
いて、標的細胞（蚊の唾液腺、ほ乳類肝細胞）
侵入における役割を解析することにした。 
 
(2) スポロゾイト新規ロプトリー分子の機
能解析 



 本研究により同定されたスポロゾイトの
ロプトリー分子の機能解析を行う為には、ス
ポロゾイト期のみ遺伝子発現が抑制された
原虫の作製が必要であった。トランスクリプ
トームデータベースから赤血球期では発現
し、スポロゾイト期では発現しないプロファ
イルを持つ分子を 1つ選択した。ロプトリー
分子の 1 つである RON2 のプロモーター領域
を選択した分子のプロモーター領域と置換
した組換え原虫を作出し、遺伝子発現及びタ
ンパク質発現を解析したところ、一定の発現
抑制効果は認められたものの、十分な抑制で
はなかった。そこで、トランスクリプトーム
データベースから更に12個の分子を選択し、
まずは RT-PCR でスポロゾイトにおける遺伝
子発現プロファイルを検証した。その結果、
始めに用いた分子はスポロゾイト期におい
ても僅かに発現している事が明らかとなり、
その為に十分な発現抑制効果が得られなか
った事が分かった。新たに選択した 12 分子
の内、スポロゾイト期で遺伝子発現が認めら
れない3分子を新たな候補置換プロモーター
とした。これらの候補プロモーター領域と
RON2 のプロモーター領域を置換した組換え
原虫の作出を改めて試みた。その結果、1 つ
の分子で遺伝子組換え原虫を作出すること
ができ、RON2 の遺伝子・タンパク質発現を解
析した結果、スポロゾイトにおいて RON2 の
遺伝子発現が野生型の 1/50 まで低下するこ
とを見いだした。また、スポロゾイトにおい
て RON2 タンパク質は western blotting 法で
は検出できないレベルまで抑制されていた。
従って、スポロゾイト期特異的な遺伝子発現
抑制法が確立されたと判断した。また、
RON2-cKD 原虫の標的細胞侵入効率を解析し
たところ、蚊の唾液腺への侵入が野生型の約
1/10 程度に減少することを見いだした。以上
の結果から、RON2 が唾液腺侵入において重要
な役割をしていることを初めて明らかにし
た。 
 
(3)総括 
 本研究により、新規のスポロゾイトロプト
リー分子が８つ同定され、それらの分子の機
能解析を行う為のスポロゾイト期特異的遺
伝子発現抑制原虫を作出する方法が確立さ
れた。さらに、スポロゾイトの RON2 が唾液
腺侵入に重要であることを初めて明らかに
した。今後継続して、得られたスポロゾイト
分子について、スポロゾイト期特異的遺伝子
発現抑制原虫を作出し、機能解析を行う予定
である。スポロゾイトの肝細胞への寄生は、
ほ乳類感染の入り口ともいえることから、そ
の分子機構の解明は、感染阻止法開発に向け
た基礎的知見を与えることが期待され、本研
究の成果は学術的だけでなく、マラリア撲滅
という側面からも非常に意義深いものであ
る。 
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