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研究成果の概要：原虫感染症は畜産・獣医学領域のみならず、医学領域においても甚大な被害を

与えている。根本的な原虫病の撲滅をはかるためには、原虫独特の生活環を遮断することができる

抗原虫薬・駆虫薬の開発が求められる。本研究では、原虫プロテインキナーゼに焦点を当て、プ

ロテインキナーゼの機能発現機構を基質、会合分子との相互作用の点から解析することにより、

新たな抗原虫薬開発へとつながる原虫の遺伝子発現機構、シグナル伝達機構の根本的な解明、ま

た、開発に有用な基礎的データの蓄積を行った。 
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１．研究開始当初の背景 

原虫感染症はその多くが法定・届出伝染病、

海外悪性伝染病、国際獣疫疾病及び感染症予

防法においても指定を受けていることからも

明らかなように畜産・獣医学領域のみならず、

医学領域においても甚大な被害を与えている。

また、現在、日本においては感染症による食

に対する危機感が蔓延しており、特に食肉産

業における国民の不信感は大きい。根本的な

原虫病の撲滅をはかるためには、原虫独特の

生活環を遮断することができる抗原虫薬・駆

虫薬の開発が求められる。 

 

２．研究の目的 

このような家畜に重篤な症状、経済的損失

を引き起こす病原寄生虫は、法定伝染病であ

るピロプラズマ病の病因であるバベシア、タ

イレリアをはじめ、コクシジウム、トキソプ
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ラズマ、サルコシスティス、ロイコチトゾー

ン、鶏マラリア、クリプトスポリジウム等、

その多くが原虫類のアピコンプレックス門に

属している。アピコンプレックス門に属する

原虫は、その栄養型虫体の先端にApical 

complexと呼ばれる特徴的な構造を持ってお

り、また、その生活環、感染様式、媒介昆虫

にも類似性が見られ、かつ他の生物種には見

られない特徴的なものとなっている。 

本研究では、アピコンプレックス門におい

て保存されているプロテインキナーゼに焦点

を当てる。本研究の目的は、アピコンプレッ

クス門で保存されているプロテインキナーゼ

の機能発現機構を基質、会合分子との相互作

用の点から解析することにより、新たな抗原

虫薬開発へとつながる原虫の遺伝子発現機構、

シグナル伝達機構の根本的な解明、また、開

発に有用な基礎的データを蓄積することにあ

る。 

 

３．研究の方法 

(1)原虫プロテインキナーゼの発現・精製及び機

能解析 

① キナーゼの機能解析には大量の蛋白質が必
要なため、小麦無細胞蛋白質合成系及び組換

えバキュロウイルス系を用いてトキソプラ

ズマ原虫及びマラリア原虫のプロテインキ

ナーゼの発現及び精製を行った。 

② 精製された原虫プロテインキナーゼの自己
リン酸化能を[J-P32]ATPを用いてin vitro キ

ナーゼアッセイによって評価した。 

③ 哺乳類細胞での原虫プロテインキナーゼの
発現を解析するため、Flagエピトープ等との

融合蛋白質の発現プラスミドを作製した。 

④ 原虫プロテインキナーゼに対する抗体を作

製し、感染細胞中での蛋白の局在を解析した。 

 

(2)原虫プロテインキナーゼの基質及び会合因

子の探索 

① 原虫プロテインキナーゼとその基質が物理
的に会合することを考慮し、酵母two-hybrid

法による会合分子の探索を行った。 

② 同定された会合分子とのin vitro、in vivo

での複合体形成をGST-pull down法、免疫沈

降法で確認した。 

③ 会合分子が原虫プロテインキナーゼの基質

であるかどうかをin vitro キナーゼアッセ

イで解析した。会合分子が基質の場合、リン

酸化部位を同定し、そこに変異を導入した変

異体を作製することによりリン酸化の生物

学的意義を解析した。 

④ 会合分子と相互作用するプロテインキナー

ゼの活性最小部位を同定し、その部位に部位

特異的変異を導入した。作製された変異体は

コンフォメーションを保ちながらも会合分

子との特異的な相互作用が不可能となる。 

 

(3)プロテインキナーゼノックアウト原虫の作

製及び性状解析 

① ローデント（マウス）マラリア原虫を使っ
た組換えマラリア原虫作製系を使って、マ

ラリア原虫プロテインキナーゼのノック

アウト原虫の作製を試みた。 

 

４．研究成果 

トキソプラズマ原虫及びマラリア原虫のプ

ロテインキナーゼについて機能解析を行い、

以下の研究成果を得た。 
 

(1)トキソプラズマ原虫プロテインキナーゼ 

① TgCDPKif3 (Toxoplasma gondii 

calmodulin-like domain protein kinase 

isoform 3) 

 Ca2+濃度依存性であり、哺乳類には相同遺

伝子がなく、植物型の CDPK ファミリーに属

するTgCDPKif3に着目した。GSTと6×Hisと

の融合蛋白質の形で組換えバキュロウイル

ス系を用いて発現させ、glutathione と

Ni-NTAアガロースを用いて、TgCDPKif3を含

む融合蛋白質の精製に成功した。ここで精製

した融合蛋白質を用いて、in vitro kinase 

assay を行った。TgCDPKif3 を餌(bait)とし

て酵母 two-hybrid 系において、その基質あ

るいは会合分子の探索を行った。この結果、

TgCDPKif3 の基質の候補分子として、

glideosome の構成する原虫蛋白質の１つで

ある aldolase が見出された。TgCDPKif3 は

in  vitroでaldolaseをリン酸化することが

明らかとなった。また、哺乳類細胞において

両蛋白質を過剰発現させ、免疫沈降を行った

ところ、細胞内での両蛋白質の結合が確認さ

れた。 



 

 

 

(2)マラリア原虫プロテインキナーゼ 

① PfPKA-C (Plasmodium falciparum 

cAMP-dependent protein kinase 

catalytic subunit) 

PKA は Ca2+シグナルをはじめ、様々なシグ

ナル伝達系に関わる非常に重要なプロテイ

ンキナーゼの１つであることが知られてい

る。原虫類は進化学的には渦鞭毛藻類に近縁

であるため、小麦無細胞蛋白質合成系が発現

系として有効である。以下の3つの原虫プロ

テインキナーゼについてはGSTとの融合蛋白

質の形で小麦無細胞蛋白質合成系を用いて

発現させ、glutathione アガロースを用いて

GST 融合蛋白質の精製に成功した。本研究で

は、小麦無細胞蛋白質合成系を用いて精製さ

れたPfPKA-Cと哺乳類のPKA-Cとの阻害薬へ

の感受性について解析を行った。 

 

②PfPK2 (Plasmodium falciparum calcium 

calmodulin-dependent protein kinase) 

Ca2+/カルモジュリン依存性プロテインキ

ナーゼの相同遺伝子はマラリア原虫には

PfPK2 の 1 遺伝子しか保存されていない。本

研究では、小麦無細胞蛋白質合成系を用いて

精製された PfPK2 のキナーゼ活性について、

実際に Ca2+, カルモジュリンに依存性がある

のかどうかを解析した。次に、Ca2+の特異的

キレート剤であるEGTA、カルモジュリン拮抗

薬、Ca2+/カルモジュリン依存性プロテインキ

ナーゼの阻害薬を使って、キナーゼ活性や赤

血球侵入効率の変化について解析を行った。

また、その局在についても調べた。 

 

③ PfCDPK4 (Plasmodium falciparum 

calcium-dependent protein kinase 4) 

CDPKファミリーに属するPfCDPK4に着目し、

小麦無細胞蛋白質合成系を用いて精製され

たPfCDPK4のキナーゼ活性について、実際に

Ca2+依存性があるのかどうかを解析した。マ

ウスマラリアの相同遺伝子であるPbCDPK4を

ノックアウトすると雄性ガメトサイトの鞭

毛放出能がなくなることから、PfCDPK4 につ

いても雄性ガメトサイトの鞭毛放出に不可

欠な役割と果たしていると考えられる。この

ことから、哺乳類から蚊への移行による環境

変化に対するPfCDPK4のキナーゼ活性の変化

について解析を行った。また、その局在につ

いても調べた。 

 

この他、宿主細胞及びウイルスが保持する

プロテインキナーゼとウイルス蛋白質との

相互作用についても解析を行った。 
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