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研究成果の概要（和文）：本研究において、蚊の中のマラリア原虫ステージで発現している分子であるPyGM75は、雄性
生殖母体の細胞小器官（osmiophilic body）、及び、雄性生殖体の表面に特異的に発現しており、雄の鞭毛放出（Exfl
agellation）の際に機能していることを明らかにした。また、原虫感染赤血球と共にPyGM75特異抗体を媒介蚊に吸血さ
せると、原虫感染効率が顕著に減少したことから、PyGM75は新たな伝搬阻止ワクチンの候補抗原として有望であること
が示された。現在ヒトマラリアへの応用を検討している。

研究成果の概要（英文）：In this study, we demonstrated that PyGM75 in Plasmodium yoelii is localized to 
the osmiophilic bodies in the cytoplasm of male gametocyte then released to the surface of microgamete by 
immune electron microscopy using specific antibodies against PyGM75. By gene disruption strategy, it was 
shown that PyGM75 plays a crucial role during exflagellation after ingestion by mosquito. In addition, to 
examine whether anti-PyGM75 antibodies can prevent parasite transmission to mosquito, we mixed the 
specific antibodies and parasitized RBCs, then let them feed on Anopheles mosquitoes using 
membrane-feeding system. As a result, the numbers of oocysts formed on the mosquito midgut were greatly 
reduced by adding anti-PyGM75 antibodies. This result strongly suggests that GM75 is a novel candidate 
target of transmission-blocking vaccine.

研究分野：寄生虫学
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１．研究開始当初の背景 
 マラリアワクチンは、これまで中心であっ
たスポロゾイトを標的とする感染阻止ワク
チン、メロゾイトを標的とする発病阻止ワク
チンのいずれも、思わしい成果が上がってお
らず、その結果、これまで着目されなかった
媒介蚊体内の原虫を標的とする伝搬阻止ワ
クチンが再評価されている。 
 媒中腸内においてマラリア原虫は、雌雄の
生殖体から、接合体、オーキネートへと発育
し、中腸上皮を穿通して基底膜でオーシスト
へと発育する、蚊中腸内におけるこれら各ス
テージの原虫表面に発現する分子が伝搬阻
止ワクチンの標的抗原として着目されてい
る。しかし、伝搬阻止ワクチン候補抗原の中
で、臨床試験
まで進んでい
るのはオーキ
ネート表面タ
ンパク質の
P25 のみで、
新規の候補抗
原の開発が期
待されている。 
 この P25
に次ぐ新た
な候補抗原
を探索する
ために、ネズミマラリアをモデルとしたスク
リーニングの過程で、虫体表面に局在する６
種の新規分子を確認した。 
 興味深いことに、このうち一つの分子
(PyGM75)は雄の早期生殖体及び鞭毛様の雄
性生殖体に発現していた。これまで、このス
テージの原虫に対する分子レベルでの解析
はほとんど進んでおらず、この虫体表面抗原
はワクチン候補としてだけでなく、研究が進
んでいない蚊ステージマラリア原虫の中腸
内発育の分子機序を解明する標的分子とし
ても興味深いと考え、これらの分子の機能解
析を行うことを計画した。 
 
２．研究の目的 
 ネズミマラリア原虫を用いた新規マラリ
アワクチン候補抗原の探索を行う過程で、媒
介蚊中腸内の虫体表面に発現する新規分子
を複数見出した。本研究は、①新たに同定し
た６分子の中腸内における発現時期や局在
などの詳細なプロファイリングを行う共に、
②これらの分子の遺伝子欠損原虫を作製し
て、その表現型の変化を野生型原虫と比較検
討することにより、標的分子の機能解析を行

うことを目的に実施する。③併せて、これら
の分子に対する特異抗体を用いて伝搬阻止
活性の評価を行い、ワクチン候補としての可
能性についても検討する。 
 
３．研究の方法 
予備的な研究から媒介蚊内の原虫ステージ
の表面に発現が確認された６個の新規分子
を対象として、生殖体の分化、受精、オーキ
ネートへの発育、中腸細胞の侵入まで一連の
発育過程における各分子の機能解析をおこ
ない、更にワクチン候補としての可能性を検
討することを目的に以下の研究を行った。 
(1) 標的分子に対する特異抗体の作製 
 虫体表面タンパク質のスクリーニングの為
に、これまでマウスで作製した抗体を用いて
いた。量が限られていること、ウサギ抗体の
方が力価が高い場合が多いことから、候補の
６分子については新たにウサギ抗体を作製
し、局在の確認と抗体による阻害効果の解析
を行うことにした。無細胞タンパク合成系を
用いて６分子の GST 融合組換えタンパク質
を作製する。組換えタンパク質をウサギに３
回免疫し、6 分子に対するウサギ抗血清をそ
れぞれ作製する。 
(2) 標的分子の蚊ステージにおける発現プロ
ファイルと局在解析 

Plasmodium yoelii感染マウスから得られた
赤内型ステージ（分裂体、生殖母体）、およ
び、pH8.3の培養液で培養した蚊体内ステー
ジ（生殖体、接合体、オーキネート）を用い
て、間接蛍光抗体法、ウェスタンブロッティ
ング法、免疫電顕法で詳細な局在解析や発現
プロファイリングを行う。 
(3) 標的遺伝子欠損原虫の作出 
相同組換え法により、標的遺伝子座に薬剤耐
性遺伝子を組み込むことで、目的遺伝子を欠
損させる。組換え原虫は、抗マラリア薬（ピ
リメサミン）を用いてネズミ体内で選択した
後、クローン化する。作製に成功した遺伝子
欠損原虫を用いて、各ステージ原虫の形成能
や運動能等に着目して、表現型を詳細に解析
する。 
(4) 抗血清の伝搬阻止活性の測定 
Plasmodium yoelii感染赤血球に、一定の割
合でウサギ血清、
及び特異抗体を混
合し、血液成分を
再構築する。 
図 2 に示す人工吸
血装置のガラスチ
ャンバー内に再構



築した血液を入れ、26度に保温した状態で約
30分間吸血させ、4日後に蚊を解剖して中腸
外に付着したオーシストの数を数える。免疫
前血清を添加したコントロール群と抗血清
を添加した実験群の中腸オーシスト数を比
較し、抗血清による伝搬阻止活性を評価する。 
 
４．研究成果 
(1) 発現プロファイル，及び局在解析 
新たに作製したウサギ特異抗体を用いて、生
殖母体／生殖体を多く含む原虫抗原に対し
てウエスタンブロッティング法を行い、得ら
れた抗体が特異的に原虫標的タンパク質を
認識できることを確認した。これらの特異抗
体を用いて、間接蛍光抗体法、免疫電顕法に
よる詳細な局在解析を行ったところ、４分子
について、生殖母体からオーキネートのいず
れかのステージにおいて、表面に発現してい
ることが確認できた。そのうちの１つである
PyGM75は、雄の生殖母体および生殖体で特
異的に発現することが確認され、更に詳細な
解析により、PyGM75 は、生殖母体では、
osmiophilic bodyと呼ばれるステージ特異的
な細胞小器官に局在すること、鞭毛放出が誘
導されると、その鞭毛の表面に移行すること
を見出した (図 3) 。 

(2) 逆遺伝学的手法による遺伝子の機能解析 
6 分子それぞれの遺伝子欠損原虫を作製する
ことを試みた結果、３分子について遺伝子欠
損原虫の作製に成功した。2分子については、
蚊への感染が野生型と同程度に見られ、生殖
母体形成から中腸壁上のオーシスト形成に
至るまでに大きな障害は認められなかった。
一方で、PyGM75欠損原虫では、雄の生殖母
体および生殖体のosmiophilic bodyが形成さ
れず、鞭毛放出（Exflagellation）する原虫数

が顕著に減少していた（図 4）。この結果から、
PyGM75 は、鞭毛放出（Exflagellation）の
際に役割を持つことがわかった。 
(3)抗血清を用いた伝搬阻止活性の測定 
作製した６分子に対するウサギ抗血清を
Plasmodium yoelii感染赤血球と混合し、こ
れを人工吸血装置を用いて媒介蚊に吸血さ
せる。4 日後、感染蚊の中腸壁にあるオーシ
スト形成を確認することで、伝搬阻止活性を
評価した。PyGM75を除いた５分子に対する
抗血清では、安定的な伝搬阻止効果は得られ
なかったが、PyGM75に対する抗血清を用い
た際には、30匹程度の蚊全てに於いてオーシ
ストがほとんど検出されなかった(図 5)。更に、
PyGM75 組換えタンパク質を免疫したマウ
スに、Plasmodium yoeliiを感染させた後、
蚊に吸血させてオーシスト形成を比較した
ところ、免疫マウスから吸血した蚊のオーシ
スト形成はコントロール群に比べ著しく低
下していた。以上のことから、PyGM75は新
規伝搬阻止ワクチンの候補抗原であること
が示唆された。この分子は、熱帯熱マラリア、
三日熱マラリアにおいて相同体が存在する
ことから、ヒトマラリア原虫への応用が期待
できる。 
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