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研究成果の概要（和文）：我々はこれまでにヒスチジンリッチな人工ペプチド／タンパク質が細胞内に効率的に
取り込まれることを発見した。そこで本研究では、天然のヒスチジンリッチペプチド／タンパク質であるピロリ
菌HpnとマラリアHRP2に着目した。ピロリ菌Hpnは、アミロイド様繊維を形成することが知られいるが、本研究に
おいてヒト胃上皮癌細胞に対してトランスサイトーシスを示したことから、胃から血中に移行する可能性が示唆
された。一方で、マラリアHRP2は様々なヒト細胞に取り込まれた後に、細胞毒性を示したことから、毒性因子で
あると推測された。すなわち、ピロリ菌HpnとマラリアHRP2は病原性因子として機能する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Previously, we found that synthesized histidine-rich peptide/proteins are 
efficiently internalized into mammalian cells. This finding suggests the possibility that natural 
histidine-rich peptide/proteins also show cellular uptake. 
In this study, we focused on histidine-rich peptide (Hpn) and histidine-rich protein Ⅱ (HRP2) 
derived from Helicobacter pylori and Plasmodium falciparum, respectively. The Hpn has been known to 
form amyloid-like oligomer and thought as a pathogenicity factor for Alzheimer's disease. 
Interestingly, here, the Hpn showed cellular uptake and transcytosis in the human gastric epithelial
 tumor cells. On the other hand, the HRP2 also showed cellular uptake in various human cell lines 
and cytotoxic effects on human fibrosarcoma. These findings suggest a possibility that the Hpn and 
HRP2 play as a pathogenic factor in the human body. 

研究分野：生物有機化学

キーワード： ヒスチジン　細胞膜透過　トランスサイトーシス　細胞毒性　病原性因子　ピロリ菌　マラリア

  ５版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、ピロリ菌HpnとマラリアHRP2が細胞内に取り込まれた後に、病原性因子として機能する可能性を明
らかにした。これらのヒスチジンリッチペプチド／タンパク質を標的分子として考えることで、ピロリ菌やマラ
リア原虫感染症に対する新たな治療方針を開拓することができる。また、ピロリ菌HpnやマラリアHRP2以外の天
然のヒスチジンリッチペプチド／タンパク質についても、同様に細胞内に取り込まれる可能性を示唆することが
できた。今後は、他種のヒスチジンリッチペプチド／タンパク質についてさらなる調査をすることで、新たな現
象の発見につながることが期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 細胞はエンドサイトーシスにより細胞外の化合物を細胞内へ選択的に取り込むことが知られている。我々はこれまでの研究から、『ヒト細胞にお
いて、ヒスチジンのみが連続したポリヒスチジンペプチド(PHP)が、非常に高い効率で細胞に取り込まれる』という新現象を発見した [1]。さらに PHP
を融合した組換えタンパク質（GFPや RFPといった蛍光タンパク質）も同様に、細胞に取り込まれることが明らかになった。これらの発見により、
自然界に存在する（最初からヒスチジンを豊富に含んでいる）ヒスチジンリッチなペプチド／タンパク質も同様に、細胞に取り込まれる可能性が示
唆された。 
  
２．研究の目的 
 
 そこで本研究では、自然界に存在するヒスチジンリッチペプチド／タンパク質であるピロリ菌（Helicobacter pylori）の Histidine-rich protein（Hpn）
と熱帯熱マラリア原虫（Plasmodium falciparum）の Histidine-rich protein II（HRP2）に着目し、これらヒスチジンリッチペプチド／タンパク質の
細胞内取り込みについて検証することを目的とした。さらに、細胞内取り込みが確認された場合、ヒスチジンリッチペプチド／タンパク質が細胞に
取り込まれた後にどのような機能を示すのかについても解明することを目指した。 
 本研究で着目するピロリ菌 Hpnは、全 60アミノ酸残基中にヒスチジンを 28残基含む（含有率 46.7%）ヒスチジンリッチペプチドであり（図 1）、
ピロリ菌から大量に産生・分泌されることが報告されている [2]。近年、ピロリ菌感染とアルツハイマー病発症の間には相関関係が存在することが
疫学的調査によって裏付けられており [3]、この原因物質として、ピロリ菌が産生する Hpnが注目されている。Hpnはアミロイド様線維を形成する
ことから、『ピロリ菌が産生した Hpnが体内に移行して、脳内でアミロイド様線維を形成することでアルツハイマー病が誘導される』という仮説が
提唱されている [4]。しかしながら、ピロリ菌はヒトの胃上皮の表面、すなわち体外（体表）に常在する細菌であり、体外（体表）のピロリ菌から産
生された Hpnが、体内（血中）に取り込まれるという仮説は、極めて信じがたいものである。そこで本研究では、ピロリ菌 Hpnがアルツハイマー
病を誘導するメカニズムを解明するために、ピロリ菌 Hpnの細胞膜透過とその後の細胞外分泌の検証を試みた。 
 一方で、マラリア HRP2は、熱帯熱マラリア原虫がヒト赤血球に感染した際に、ヒト血中に多量に放出されるタンパク質である [5]。そのため、マ
ラリア HRP2 は熱帯熱マラリア感染の診断マーカーとして非常によく研究されている [5]。しかしその一方で、マラリア HRP2 の生理機能について
は長らく不明なままであった。そこで本研究では、マラリア HRP2の細胞膜透過とその後に細胞に与える影響について解明を試みた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）供試細胞 
 本研究では、哺乳動物細胞として HGC-27 (ヒト胃上皮癌細胞：RCB0500)、HT1080 (ヒト線維肉腫細胞：RCB1956)、RERF-LC-AI (ヒト肺扁平上皮
癌細胞：RCB0444)、U251 (ヒト神経膠腫細胞：RCB0461）、CaCo-2 (ヒト大腸癌細胞：RCB0988)、HepG2（ヒト肝臓癌細胞：RCB1648）、Vero（サル
腎臓癌細胞：RCB0001）、VA13（ヒト肺癌細胞：RCB0251）、NIH-3T3（マウス線維芽細胞：RCB1862）を供試細胞として用いた。HGC-27、HT1080、
RERF-LC-AI、CaCo-2、Veroの培養には MEM培地、U251、HepG2、NIH-3T3の培養には D-MEM培地、VA13の培養には MEMα培地を使用した。
各培地は、ウシ胎児血清(FBS)を 10％含有する状態で使用した。CaCo-2のみ、FBSを 20%含有するよう添加した。全動物細胞は、37℃、5.0% CO2

条件にて培養した。 
 
（２）ヒスチジンリッチペプチド／タンパク質の調製 
 ピロリ菌 Hpnとマラリア HRP2の発現 Vectorとして、pMal-c2X (NEW ENGLAND Biolabs)を使用した。ピロリ菌 Hpnとマラリア HRP2は、TEV 
protease 切断配列を介して、N末端にMaltose binding protein (MBP)を可溶性タグとして融合した状態で発現させた。また、マラリア HRP2は C末端
に FLAGタグを融合した状態で発現させた。宿主大腸菌は BL21(DE3)株を使用した。羽根つき三角フラスコに LBA液体培地を 200 mL調製し、形
質転換した大腸菌 BL21(DE3)株を OD600=0.5~0.8 に到達するまで 37℃で振とう培養した。次いで、大腸菌液を冷却し、 Isopropyl β-D-1-
thiogalactopyranosideを終濃度 0.1 mM添加し、20℃で 3 h振とう培養した。遠心分離（4℃、4,000 rpm、20 min）にて大腸菌を沈殿として回収し、20 
mMリン酸緩衝液（pH7.4）中にて-80℃で保存した。凍結させた大腸菌液を溶解させ、超音波破砕装置（Q129 Ultrasonic processor: Osonica社製）を
用いて、菌体破砕を行った。菌体破砕液を遠心分離（4℃、13,000 rpm、20 min）に供し、上清を回収した。 
 ピロリ菌 Hpnを発現させた大腸菌破砕液は、Niイオン固定化カラム（His trap FF crude: GE Healthcare社製）を用いたアフィニティー精製に供し
た。まず、MBPが融合したMBP-Hpnの融合タンパク質の状態で Niイオン固定化カラムに結合させ、1.0 Mイミダゾールを含む緩衝液にて溶出し
た。次いで、透析によりイミダゾールを除去し、TEV protease処理によりMBPを切断した。MBPを切断したピロリ菌 Hpnを再度 Niイオン固定化
カラムにて精製することで、ピロリ菌 Hpnを組換えペプチドとして調製した。 
 一方で、マラリア HRP2を発現させた大腸菌破砕液は、アミロース固定化樹脂（Amylose Resin: NEW ENGLAND Biolabs社製）を用いたアフィニ
ティー精製に供した。まず、MBPが融合した MBP-HRP2-FLAGの融合タンパク質の状態でアミロース固定化樹脂に結合させ、10 mM マルトース
を含む緩衝液にて溶出した。次いで、TEV protease処理によりMBPを切断した。MBPを切断したマラリア HRP2-FLAGは、抗 FLAG抗体固定化樹
脂（DDDDK-tagged Protein PURIFICATION GEL: MBL社製）にて精製することで、マラリア HRP2を組換えタンパク質として調製した。 
 
（３）ヒスチジンリッチペプチド／タンパク質の蛍光修飾 
 ピロリ菌 Hpnの N末端の NH2基を蛍光修飾するために、ピロリ菌 Hpnに対して 100当量（mol比）の Fluorescein isothiocyanate isomer-I（FITC: 同
仁化学）を添加し、遮光して 4℃にて緩やかに混合した。ピロリ菌 Hpn のコントロールとして、ウシ血清アルブミン（BSA）を使用した。BSAも
同様に FITCを添加し、NH2基を蛍光修飾した。 
 一方で、マラリア HRP2はシステイン残基の SH基を蛍光修飾するために、マラリア HRP2に対して 25当量（mol比）の Fluorescein-5-maleimide
（東京化成）を添加し、遮光して 4℃にて緩やかに混合した。同様に BSAも Fluorescein-5-maleimideにて蛍光修飾し、以降の実験でコントロールと
して使用した。 
 蛍光修飾したピロリ菌 Hpn、マラリア HRP2、BSAは、透析に供することで、未反応の蛍光試薬を除去した。透析膜は、ピロリ菌 Hpn（分子量：
7.1 kDa）に対しては FG DM P3-MWCO 3500（Fast Gene）を使用し、マラリア HRP2（分子量：30.6kDa）と BSA（分子量：66.5kDa）に対しては Dialysis 
Membrane, Size 20（Wako）を使用した。遮光および 4℃にて一晩透析し、外液が透明になるまで外液交換と透析を続けた。透析終了後のペプチド／
タンパク質溶液を、0.22 μmシリンジフィルター（日本ジェネティクス）に通過させることで滅菌し、タンパク質低吸着チューブに回収した後に遮
光して 4℃で保存した。 

図１．ピロリ菌 Hpnとマラリア HRP2のアミノ酸配列 
（A）ピロリ菌 Hpn、（B）マラリア HRP2のアミノ酸配列を示す。太字・下線部はヒスチジン残基を示す。 
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（４）ヒスチジンリッチペプチド／タンパク質の細胞内取り込みの解析 
 哺乳動物細胞を 0.05%トリプシン（0.53 mM EDTA 含有）処理にて剥離させ、適した培地に懸濁することで細胞懸濁液を調製した。細胞懸濁液を
2.0×104 cells/mLとなるように細胞密度を調整し、24 wellマルチプレート（TrueLine）に 1.0×104 cells/wellとなるように播種し、37℃、5.0% CO2イン
キュベーター内で 24 時間培養した。次いで、各 wellの細胞を滅菌 PBSで 2回洗浄し、新しい培地に交換した。蛍光修飾したピロリ菌 Hpn、マラ
リア HRP2、BSAを終濃度 0.1~1.0 μMになるよう添加し、37℃、5.0% CO2インキュベーター内で 3~24時間培養した。任意時間のインキュベーショ
ン後に、各 wellの培地を除去し、滅菌 PBSで 2回洗浄した後に、0.05%トリプシン（0.53 mM EDTA 含有）を 500 μL/well添加し、37℃、5.0% CO2

インキュベーター内で 5分間インキュベーションした。剥離した細胞を懸濁し、あらかじめ調製しておいた 1 mLの FACS buffer（2% FBS含有 PBS）
と混合し、遠心分離（4℃、500×g、5 min）にて細胞を回収した。上清を除去し、細胞を 500 μLの FACS bufferで懸濁した後に、BD FACScanto Ⅱフ
ローサイトメーター（日本ベクトン・ディッキンソン）にて、細胞内の蛍光量、すなわち細胞内に取り込まれたペプチド・タンパク質量を定量した。 
 さらに、上記のフローサイトメーター解析に加え、共焦点レーザー走査型顕微鏡（FV10i-LIV: OLYMPUS）を用いて細胞内取り込みを観察した。
細胞懸濁液を 2.0×104 cellls/100 µL/wellとなるように 35 mm glass bottom dish（松浪硝子工業株式会社）に播種し、37℃、5.0% CO2インキュベータ
ー内で 24 時間培養した。その後、新しい培地に交換し、蛍光修飾したピロリ菌 Hpn、マラリア HRP2、BSAを終濃度 1.0 μMになるよう添加し、
37℃、5.0% CO2インキュベーター内で 24時間培養した。その後、Hoechst33342（同仁化学）を終濃度 1 µg/wellとなるように添加し、37℃、5.0% 
CO2インキュベーター内で 1 時間培養し、細胞の核を染色した。各 wellの培地を除去し、滅菌 PBSで 2回洗浄した後に、新しい培地を添加した細
胞を共焦点レーザー走査型顕微鏡にて観察した。 
 
（５）ヒスチジンリッチペプチド／タンパク質の細胞毒性の評価 
 哺乳動物細胞を 0.05%トリプシン（0.53 mM EDTA 含有）処理にて剥離させ、適した培地に懸濁することで細胞懸濁液を調製した。細胞懸濁液を
1.0×104 cells/wellとなるように、96wellマルチプレート（TrueLine）に播種し、37℃、5.0% CO2インキュベーター内で 24 時間培養した。その後、新
しい培地に交換し、ピロリ菌 Hpn、マラリア HRP2、BSAを終濃度 0.5~5.0 µMとなるように添加してから、5.0% CO2、37℃の条件で 3~24 時間イン
キュベーションした。その後、細胞の培地を除去し、新しい培地と Cell Counting Kit-8（Wako）を 9 : 1の割合で混合したものを各 wellに 100 μLず
つ添加し、37℃、5.0% CO2インキュベーター内で 4 時間インキュベートした。その後、マイクロプレートリーダー（Infinite 200 pro: TECAN）にて
450 nmの吸光度を測定することで、細胞生存率を測定した。 
 
（６）ピロリ菌 Hpnの細胞外分泌の解析 
 HGC-27細胞を 0.05%トリプシン（0.53 mM EDTA 含有）処理にて剥離させ、MEM培地に懸濁することで細胞懸濁液を調製した。細胞懸濁液を
5.0×105 cells/wellとなるように 6 wellマルチプレート（TrueLine）に播種した後、5.0% CO2、37℃の条件で 24時間培養した。その後、新しい培地に
交換し、蛍光修飾したピロリ菌 Hpnと BSAを終濃度 1.0 µMとなるように添加してから、5.0% CO2、37℃の条件で 24 時間インキュベーションし
た。滅菌 PBS 1 mLで細胞を 2回洗浄した後、新しい培地 500 µLに交換し、再び 5.0% CO2、37℃の条件で 24時間インキュベーションした。その
後、培地をサンプルチューブに回収し、遠心分離（500×g、15 min）にて培養上清を回収した。培地上清をスピン・エックス 0.22 µm（Corning International, 
Inc.）を用いて遠心（12,000×g、10 min）し、不溶物や細胞の破片を除去した。培養上清を FRD-51（IWAKI）にて凍結乾燥させた。凍結乾燥物を RIPA 
Buffer｛50 mM Tris-HCl (pH7.4)、150 mM NaCl、0.1% SDS、1% TritonX-100、1% Sodium deoxycholate｝150 µLに溶解し、96 well black plateに分注し
た後、蛍光マイクロプレートリーダー（Infinite 200 pro: TECAN）にて緑色蛍光強度を測定した。この操作により、細胞に取り込まれた後に細胞外
分泌されたペプチド／タンパク質を検出・定量した。 
 
（７）マラリア HRP2の細胞毒性メカニズムの解析 
 HT1080細胞を 0.05%トリプシン（0.53 mM EDTA 含有）処理にて剥離させ、MEM培地に懸濁することで細胞懸濁液を調製した。細胞懸濁液を
5.0×104 cells/ wellとなるように 24 wellマルチプレート（TrueLine）に播種した後、5.0% CO2、37℃の条件で 24時間培養した。その後、細胞の培地
を新しい培地に交換し、マラリア HRP2を終濃度 1.0 μMとなるように添加した。37℃、5.0% CO2インキュベーター内で 12~60時間培養した。マラ
リア HRP2処理を行った細胞に対して、1×SDS-PAGEサンプルバッファーを 300 μL/well添加し、10分間静置することで細胞を溶解した。細胞溶解
液を、熱湯中で 3 分間熱処理し、12%アクリルアミドゲルを用いた SDS-PAGEに供した。次いで、PVDF膜に転写させた後に、抗 p62抗体および
抗 GAPDH 抗体を用いた Western blotting を実施した。p62（Sequestosome1）は細胞内のオートファジーマーカー物質である一方、GAPDH
（Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase）は恒常的に発現しているハウスキーピングタンパク質である。ゆえに、GAPDHタンパク質量に対して、
p62タンパク質量の相対的変化を調べることで、細胞内のオートファジー活性の増減を評価することができる。本研究では、上記手法により、マラ
リア HRP2 が細胞内オートファジー活性に与える影響を調べた。 
 
４．研究成果 
 
（１）ピロリ菌 Hpnの細胞内取り込みと細胞外分泌 
 本研究では、自然界に存在するヒスチジンリッチペプチドとして、ピロリ菌が産生する Hpn に着目し、細胞内取り込みとその後の細胞外分泌の
解明を試みた。 
 ピロリ菌 Hpnは、胃の中でピロリ菌から分泌され、胃上皮細胞と接触することから、ヒト胃上皮癌細胞株である HGC-27細胞を使用して、ピロ
リ菌 Hpnの細胞内取り込みを調べた。蛍光標識したピロリ菌 Hpnを HGC-27細胞に添加し、フローサイトメーターにて細胞内蛍光を測定したとこ
ろ、ピロリ菌 Hpn終濃度 1.0 μM処理細胞において、細胞内蛍光強度の上昇が確認された（図 2A）。一方で、コントロールとして使用した蛍光標識
BSAでは、細胞内蛍光強度の上昇は認められなかったことから、ピロリ菌 Hpnは HGC-27細胞に取り込まれることが示唆された。この際、ピロリ
菌 Hpnは終濃度 0.1~1.0 μMの濃度領域において、HGC-27細胞に対して細胞毒性は一切示さなかったことから、ピロリ菌 Hpnの細胞内取り込みは
細胞傷害に起因するものではないことが確認された（図 2B）。さらに、共焦点レーザー走査型顕微鏡観察においても、ピロリ菌 Hpn は細胞内に取
り込まれていることが確認された（図 2C）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２．ピロリ菌 Hpnの細胞内取り込み 
ヒト胃上皮癌細胞 HGC-27に対して、蛍光修飾した FITC-Hpnと FITC-BSAを終濃度 0.1~1.0 µMで 24時間処理した際の（A）細胞内取り込みと（B）細胞生存率
を示す。三反復測定の平均値を表す（±S.D.）。FITC-Hpn と FITC-BSA 間の有意差検定を Student's t-test により行なった（*: p<0.05、***: p<0.001、n.s.: not 
significant）。（C）FITC-Hpnおよび FITC-BSAを終濃度 1.0 µM、24時間処理した際の HGC-27細胞の共焦点レーザー走査型顕微鏡写真を示す。青色蛍光は核、緑
色蛍光（矢頭）は FITC-Hpnを示す。 

(A) (B) (C) 



 ピロリ菌が常在している胃の中は、胃液により強酸性の環境が形成されていることから、ピロリ菌 Hpn の細胞内取り込みが pH 条件によってど
のような影響を受けるのか、特に酸性条件下ではどのように変化するのかを調べた。その結果、酸性（低 pH）条件であるほど、ピロリ菌 Hpnは効
率的に HGC-27細胞内に取り込まれることが確認された（図 3）。すなわち、胃内環境において、ピロリ菌 Hpnはよく細胞内に取り込まれている可
能性が強く示唆された。 
 一度、HGC-27細胞内に取り込まれたピロリ菌 Hpnが、再び細胞外に分泌される可能性を明らかにするために、ピロリ菌 Hpnの細胞外分泌量を
測定した。ピロリ菌 Hpnを HGC-27細胞内に取り込ませた後、細胞を洗浄し、新しい培地に交換し、培養上清に分泌されたピロリ菌 Hpnの蛍光検
出を試みた。その結果、蛍光標識した BSA（FITC-BSA）を添加した細胞と比較して、蛍光標識したピロリ菌 Hpn （FITC-Hpn）を添加した細胞の
培養上清において、蛍光強度の有意な上昇が確認された（図 4）。このことから、ピロリ菌 Hpnは HGC-27細胞に取り込まれた後に、細胞外へ分泌
されることが確認された。 
 以上の解析より、胃の中で分泌されたピロリ菌 Hpn は、胃の上皮細胞に取り込まれ、さらに細胞外へと分泌されている可能性が示唆された。こ
のことは、体外（体表）のピロリ菌 Hpnが体内（血中）へと取り込まれる可能性を示唆するものである。本発見より、『ピロリ菌が産生した Hpnが
体内に移行して、脳内でアミロイド様線維を形成することでアルツハイマー病が誘導される』という従来の仮説が真実味を帯びてきた。今後の展望
として、ピロリ菌 Hpnが血液脳関門を透過するかを明らかにすることで、ピロリ菌 Hpnを原因物質としたアルツハイマー病発症メカニズムの解明
につながると期待される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）マラリア HRP2の細胞内取り込みと細胞毒性 
 本研究では、自然界に存在するヒスチジンリッチタンパク質として、熱帯熱マラリア原虫が産生する HRP2にも着目し、細胞内取り込みとその後
の細胞に与える影響の解明を試みた。 
 マラリア HRP2は、熱帯熱マラリア原虫がヒト赤血球に感染した際に、ヒト血中に多量に放出されるタンパク質である。ゆえに、様々な組織の細
胞と接触する可能性が考えられたため、哺乳動物の様々な組織由来細胞株を使用して、マラリア HRP2の細胞内取り込みを検証した。その結果、マ
ラリア HRP2はヒト線維肉腫細胞 HT1080やサル腎臓癌細胞 Veroに効率的に取り込まれることが明らかになった（図 5A）。この際の細胞内取り込
みは、3時間という比較的短い時間で起きる現象であることを確認した。さらに、共焦点レーザー走査型顕微鏡観察においても、マラリア HRP2は
HT1080細胞内に取り込まれていることが確認された（図 5B）。そこで、以降の解析では、ヒト由来の HT1080細胞株を標準細胞株として使用した。 
 次いで、マラリア HRP2の細胞内取り込みメカニズムの解明を試みた。その結果、低 pH条件ほどマラリア HRP2は HT1080細胞に効率的に取り
込まれることが明らかになった（図 6）。マラリア HRP2はヒスチジン残基を豊富に含んでおり、このヒスチジン残基は低 pH条件下（特に pH6.0以
下）で正電荷を帯びる。ゆえに、マラリア HRP2の細胞内取り込みには正電荷が重要であることが示唆された。さらに、血清存在下においては、マ
ラリア HRP2の細胞内取り込みは阻害されることが明らかになった（図 7A）。この理由を明らかにするため、マラリア HRP2と血清の相互作用を調
べたところ、マラリア HRP2は血清タンパク質と結合することが確認された（図 7B）。よって、マラリア HRP2の細胞内取り込み、血中の pH条件
や血清濃度に影響を受けることが確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 また興味深いことに、0.5~5.0 μMの濃度領域においてマラリア HRP2の細胞内取り込みをフローサイトメーターにて調べたところ、3.5 μM以上
の濃度条件において死細胞が過剰に発生してしまい、細胞内取り込みを調べることができなかった（図 8A&B）。この結果から、マラリア HRP2
は細胞内に取り込まれると同時に、または取り込まれた後に細胞毒性を示している可能性が示唆された。 
 そこで、マラリア HRP2の終濃度を 1.0 μM（3時間では問題なく細胞内取り込みが確認される濃度）に固定し、HT1080細胞に対して 3~24時間
処理した後に細胞生存率を測定した。その結果、マラリア HRP2を 12時間以上処理した HT1080細胞において細胞毒性が確認された（図 9A）。こ
のことから、マラリア HRP2は細胞内に取り込まれた後に細胞毒性を示すことが明らかになった。さらに、実際に熱帯熱マラリア原虫が感染したヒ
ト血中のマラリア HRP2濃度（30~100 nM）と同じ濃度領域においてマラリア HRP2の細胞毒性を評価した。その結果、終濃度 90~100 nMのマラリ
ア HRP2で 5日間処理した HT1080細胞において、細胞毒性が確認されたことから、マラリア HRP2はヒト血中内の濃度においても細胞毒性を示す
ことが明らかになった（図 9B）。これらの結果から、マラリア HRP2は熱帯熱マラリアの新たな毒性因子であることが確認された。 

図３．低 pH条件におけるピロリ菌 Hpn細胞内取り込みの促進 
ヒト胃上皮癌細胞HGC-27に対して、蛍光修飾したピロリ菌Hpn（FITC-
Hpn）を終濃度 1.0 µM、pH2.0~7.0の条件において、24時間処理した
際の細胞内取り込みを示す。三反復測定の平均値を表す（±S.D.）。
Tukey’s testにより有意差検定を行った。異符号間は 5%水準で有意差
を示す。 

図４．ピロリ菌 Hpnの細胞内取り込み後の細胞外分泌 
ヒト胃上皮癌細胞HGC-27に対して、蛍光修飾したピロリ菌Hpn（FITC-
Hpn）を終濃度 1.0 µM、24時間処理した。その後、細胞を洗浄し、新
しい培地中で 24時間培養した際の培養上清の蛍光強度を示す。三反復
測定の平均値を表す（±S.D.）。FITC-Hpnと FITC-BSA間の有意差検定
を Student's t-testにより行った（***: p<0.001）。 

図６．低 pH条件におけるマラリア HRP2細胞内取り込
みの促進 
pH5.6~7.4の異なる pH条件下にて、HT1080細胞に対
して、FITC-HRP2および FITC-BSAを終濃度 1.0 μM、
3時間処理し、その後フローサイトメーターを用いて細
胞内取り込みを測定した。三反復測定の平均値を表す
（±S.D.）。 
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図５．マラリア HRP2の細胞内取り込み 
（A）8 種の哺乳動物細胞に対して、FITC-HRP2 および FITC-BSA を終濃度 1.0 μM、3 時間処理
し、その後フローサイトメーターを用いて細胞内取り込みを測定した。三反復測定の平均値を表す
（±S.D.）。FITC-Hpnと FITC-BSA間の有意差検定を Student's t-testにより行った（***: p<0.001）。
HepG2：ヒト肝臓癌細胞、CaCo-2：ヒト大腸癌細胞、VA13：ヒト肺癌細胞、RERF：ヒト肺扁平上
皮癌細胞、U251：ヒト神経膠腫細胞、NIH-3T3：マウス線維芽細胞、Vero：サル腎臓癌細胞、HT1080：
ヒト線維肉腫細胞。（B）FITC-HRP2 および FITC-BSAを終濃度 1.0 µM、3時間処理した際のHT1080
細胞の共焦点レーザー走査型顕微鏡写真を示す。青色蛍光は核、緑色蛍光（矢頭）は FITC-HRP2を
示す。 



 さらに、血清非存在下においてマラリア HRP2は非常に強い細胞毒性を示すことも確認された（図 10）。この結果は、例えば栄養失調状態のよう
な、ヒト血中の血清タンパク質濃度が低下した状態では、マラリア HRP2の危険性が高まることを示唆しており、実際に栄養失調状態ではマラリア
感染による致死率が高まるという事実と一致する。以上の発見から、マラリア HRP2 は熱帯熱マラリアの病原性に関与しているタンパク質である
ことが推測される。 
 マラリア HRP2の細胞毒性メカニズムを明らかにするために、マラリア HRP2が細胞毒性を示す条件（終濃度：1.0 μM、処理時間：24時間）に
おいて、HT1080細胞の形態を観察した。しかしながら、未処理細胞と比較して、マラリア HRP2処理をした HT1080細胞では明確な形態変化が観
察されなかった（図 11A）。このことから、マラリア HRP2は形態変化を伴う細胞死（アポトーシスやネクローシス）を誘導しているわけではなく、
細胞増殖の阻害または遅延を誘導している可能性が示唆された。そこで、マラリア HRP2の HT1080細胞の細胞内局在を観察したところ、細胞内の
リソソームに集積していることが確認された（図 11B）。リソソームは細胞内の老廃物の分解を担う細胞小器官であり、細胞内のオートファジーに
密接に関与していることが知られている。このことから、マラリア HRP2が細胞内リソソームに集積し、オートファジーに影響を与えることで細胞
毒性を示している可能性が示唆された。そこで、オートファジーマーカーである p62タンパク質量を指標として、マラリア HRP2を処理した HT1080
細胞におけるオートファジー活性を調べた結果、マラリア HRP2はオートファジーを阻害していることが明らかになった（図 11C）。細胞の恒常性
を維持するために、正常時においてもオートファジーは起きていることが知られており、マラリア HRP2 はこの基底状態のオートファジーを阻害
することで、細胞毒性を示している可能性が示唆された。 
 以上の解析より、熱帯熱マラリアが産生する HRP2 は、細胞に取り込まれた後にオートファジーを阻害することで細胞毒性を示すことが明らか
となった。また、血清タンパク質濃度の減少によってマラリア HRP2の細胞毒性は増強することも明らかになった。本研究成果は、熱帯熱マラリア
の病原性にマラリア HRP2 が関与している可能性を強く示唆するものである。マラリア HRP2 のさらなる研究を進めることで、熱帯熱マラリアの
新たな治療法開発に貢献できると期待される。 
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図８．マラリア HRP2の細胞内取り込みと細胞毒性 
（A）HT1080細胞に対して、FITC-HRP2を終濃度 0.5～5.0 μM、3時間処理し、その後フローサ
イトメーターを用いて細胞内取り込みを測定した。n.d.（not determined）は、細胞毒性の発生に
より測定できなかった処理群を示す。（B）HT1080細胞に対して、HRP2および BSAを終濃度 0.5
～5.0 μM、3時間処理し、細胞生存率を測定した。三反復測定の平均値を表す（±S.D.）。Tukey’s 
testにより有意差検定を行った（*: p<0.05、n.s.: not significant）。 

図１０．血清非存在下におけるマラリア HRP2細胞毒性の増強 
血清存在下・非存在下において、HT1080細胞に対して、HRP2
および BSAを終濃度 1.0 μM、24時間処理し、細胞毒性を測定
した。三反復測定の平均値を表す（±S.D.）。 

図１１．マラリア HRP2のオートファジー阻害 
（A）HRP2を終濃度 1.0 µM、24時間処理した際の HT1080細
胞の共焦点レーザー走査型顕微鏡写真（位相差）を示す。（B）
FITC-HRP2を終濃度 1.0 µM、24時間処理した際の HT1080細
胞の共焦点レーザー走査型顕微鏡写真を示す。青色蛍光は核
（Hoechst33342 染色）、赤色蛍光はリソソーム（LysoTracker-
Red染色）、緑色蛍光は FITC-HRP2を示す。破線矢印部分の蛍
光分布（FITC-HRP2とリソソームの共局在）を定量化したグラ
フを示す。（C）HT1080細胞に対して、HRP2を終濃度 1.0 μM、
12～60時間処理し、細胞内の GAPDHと p62のタンパク質量を
Western Blottingにより定性解析した。N.T.は未処理細胞、Baf.
は Bafilomycin A1（オートファジー阻害剤）で処理した細胞を意
味する。また、Western Blottingにより検出されたバンドを Image 
Jにて定量化し、GAPDHタンパク質量に対する相対的な p62タ
ンパク質量をグラフ化した。三反復測定の平均値を表す（±
S.D.）。Tukey’s testにより有意差検定を行った（**: p<0.01、***: 
p<0.001、n.s.: not significant）。 

(A) (B) 

図７．血清非存在下におけるマラリア HRP2細胞内取り
込みの促進 
（A）血清存在下・非存在下において、HT1080細胞に対
して、FITC-HRP2および FITC-BSAを終濃度 1.0 μM、
3 時間処理し、その後フローサイトメーターにて細胞内
取り込みを測定した。三反復測定の平均値を表す（±
S.D.）。（B）FITC-HRP2とウシ胎児血清（FBS）を混合
し、限外濾過フィルターにて 100 kDaの分子量でカット
オフした際の蛍光強度を示す。 
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図９．マラリア HRP2の時間依存的な細胞毒性 
（A）HT1080細胞に対して、HRP2および BSAを終濃度 1.0 μM、3～24時間処理した際
の細胞毒性を示す。（B）HT1080細胞に対して、HRP2および BSAを終濃度 30～100 nM、
5日間処理した際の細胞毒性を示す。三反復測定の平均値を表す（±S.D.）。Tukey’s testに
より有意差検定を行った（*: p<0.05、n.s.: not significant）。 
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