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研究成果の概要（和文）：ヒト血管内皮細胞への接着に関与すると考えられるサルマラリア原虫Plasmodium 
knowlesi由来の分子として同定したSICAvar遺伝子について、強制発現する組換え原虫を作製した。そしてヒト
血管内皮細胞に対する結合アッセイを行ったところ、組換え原虫は野生株に比べ有意に高い接着性を示すことが
分かった。
さらにこの遺伝子の組換えタンパク質を作製し、ヒト血管内皮細胞に対する結合アッセイを行ったところ、2つ
のドメインから成る領域が他の領域に比べ有意に高い接着性を示すことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Transcriptome analysis indicated that one gene encoding Schizont Infected 
Cell Agglutination variant (SICAvar) protein was transcribed in the binding P. knowlesi parasites 
significantly more than the non-binding P. knowlesi parasites. The cytoadhesion activity of the 
identified SICAvar protein to human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) was confirmed using a 
transgenic parasite over-expressing this SICAvar protein.
Binding assay of a panel of recombinant SICAvar proteins with HUVECs revealed that the binding 
activity of a fragment possessing 2 CRDs was equivalent to the recombinant protein containing entire
 extracellular region, suggesting 2 CRDs was responsible for the binding to HUVECs. 

研究分野：マラリア

キーワード： サルマラリア　感染赤血球　接着現象　SICAvar　トランスクリプトーム
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研究成果の学術的意義や社会的意義
東南アジアに生息するマカク属サルを自然宿主とするサルマラリア原虫Plasmodium knowlesiはヒトにも自然感
染することが知られており、ヒト感染における重篤化機序の解明が必要であるにも関わらず、P. knowlesi感染
赤血球の接着機構に関する研究報告はほとんどなされていない。
本研究により、P. knowlesi感染赤血球のヒト血管内皮細胞への接着に関与すると考えられるSICAvar遺伝子を同
定し、その組換え原虫や組換えタンパク質によりヒト血管内皮細胞への結合性を確認できたことは、
P. knowlesi 感染赤血球の接着機構及び血管の塞栓による重篤化機序の解明に繋がる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 サルマラリア原虫の一種である Plasmodium knowlesi は東南アジアに生息するマカク属サルを
自然宿主とするが、ヒトにも自然感染する人獣共通感染性のマラリア原虫であることが報告さ
れている（Singh et al. 2004）。通常は低いヒト感染率を示す P. knowlesiだが、マレーシア・ボル
ネオ島など地域によってはその感染率は高く重篤化し死に至る例が報告され、P. knowlesi 感染
死亡者の脳内血管では感染赤血球による塞栓が観察されている（Cox-Singh et al. 2010）。 
また、P. knowlesiは感染赤血球表面に SICAvar（schizont-infected cell agglutination variant）と呼
ばれる接着分子を発現することが知られているが、ヒトに感染した場合に宿主の血管内皮細胞
に対して接着することができるのか明らかではない。 
現在では P. knowlesi は第五番目のヒトマラリア原虫として提唱されており、ヒトへの感染能
や病原性、症状の重篤化のメカニズムを解明することの必要性が急速に高まりつつある。 
 
２．研究の目的 
 研究背景をもとに、P. knowlesiのヒト感染者の重篤化に関与する P. knowlesi感染赤血球の接着
機構を明らかにするため、ヒト血管内皮細胞に結合する原虫由来の接着分子を同定することを
目的として研究を行った。 
 
３．研究の方法 
（1）まず初めに、高い接着反応を示す原虫集団を得るために、ヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）
に対する P. knowlesi感染したサル赤血球の結合アッセイを繰り返し行った。そして、アッセイで
得られた接着性の原虫集団とアッセイ前の非接着性の原虫集団について遺伝子発現を比較し接
着に関わる SICAvar あるいは他の候補分子を特定するため、RNA-seq により遺伝子配列を決定
し、トランスクリプトーム解析を行った。 
 
（2）次に、接着性 P. knowlesi原虫において特異的に高発現している１つの遺伝子について、遺
伝子導入により強制発現する組換え原虫を作製した。この組換え原虫について、付与したエピト
ープタグ配列の Myc に対する抗体を使用してウェスタンブロッティング及び免疫染色法による
光顕観察を行い、目的の遺伝子が発現しているかどうかを確認した。そして、この組換え原虫を
用いて HUVECに対する結合アッセイを行い、接着性について調べた。 
 
（3）さらに、この接着に関与すると考えられる遺伝子の組換えタンパク質を作製し、HUVECに
対する結合アッセイを行った。 
 
４．研究成果 
（1）HUVEC に対する P. knowlesi 感染赤血球の結合アッセイの結果得られた接着性の原虫集団
とアッセイ前の非接着性の原虫集団について、トランスクリプトーム解析により遺伝子発現を
比較した結果、本原虫ゲノムに約 100 個コピーされている SICAvar 遺伝子のうちの 1 つが、こ
の接着性 P. knowlesi原虫で特異的に高発現していることが分かった。 
また、新たに独立した実験として HUVEC に対する P. knowlesi 感染赤血球の結合アッセイを
繰り返し行い、再び得た接着性原虫集団とアッセイ前の非接着性の原虫集団についてトランス
クリプトーム解析により遺伝子発現を比較したところ、最初に得られた接着性原虫と同一の
SICAvar遺伝子がこの接着性 P. knowlesi原虫においても特異的に高発現しており、再現性が得ら
れた（図 1）。 
 
 

 
図 1．アッセイ前の非接着性の原虫集団（NC）と接着性原虫集団（Line 1, 2）の遺伝子発現の比
較。赤い四角で囲まれた部分が対象の SICAvar遺伝子で、接着性原虫集団においてのみこの遺伝
子が高発現している。 
 
（2）次に、この SICAvar遺伝子について遺伝子導入により強制発現する組換え P. knowlesi原虫
を作製した。そしてこの組換え原虫について、付与したエピトープタグ配列の Myc に対する抗



体を使用してウェスタンブロッティング及び免疫染色法による光顕観察を行ったところ、いず
れの結果においても目的の SICAvar遺伝子が発現していることが確認できた（図 2）。 
 

 

 

図 2．サル赤血球に感染した組換え P. knowlesi 原虫
（シゾント期）を免疫染色した光顕像。 

 

目的の SICAvar遺伝子に付与したMycに対する抗
体により、発現した SICAvarは感染赤血球の表面近
くに局在していることが示されている（緑：Myc 抗
体、青：核）。 
 
 
 
 
そこで、HUVECに対するこの組換え原虫の感染赤血球の結合アッセイを行ったところ、組換
え原虫は野生株に比べて有意に高い接着性を示すことが分かった。 
 
（3）さらに、P. knowlesi感染赤血球の接着に関与すると考えられるこの SICAvar遺伝子につい
て、コムギ無細胞系により組換えタンパク質を作製し HUVEC に対する結合アッセイを行った
ところ、Cell ELISAにより HUVECに対して高い結合性を持つことが確認できた。 
このタンパク質は複数のドメインにより形成されているが、そのうちどのドメインが HUVEC
のレセプターへの結合に関与するのか調べるために、より小さい領域での組換えタンパク質を
さらに作製し、HUVECに対する網羅的な結合アッセイを行った。その結果、C4-C5ドメインか
ら成る領域が他のドメインに比べて有意に高い結合性を示すことが明らかとなった。 
 
 
 
図 3．接着性 P. knowlesi原虫におい
て高発現するSICAvarのHUVECに
対する結合性。 
 
接着に関与すると考えられるこの
SICAvarについて、全長及び各ドメ
インを含む小さな領域の各組換え
タンパク質を作製し HUVEC との
結合性を調べた結果、C4-C5のドメ
イン（白矢印）のみ全長（黒矢印）
に匹敵する結合性を示したが、他の
領域の結合性は有意に低かった。 
 
 
 
 
以上、本研究で P. knowlesi感染赤血球の HUVECへの接着に関与すると考えられる SICAvar遺
伝子について、同定することができた。そして、この遺伝子を強制発現させた組換え P. knowlesi
原虫は、HUVECに対して有意に高い接着性を持つことが分かった。 
さらに、この SICAvar 遺伝子の組換えタンパク質を作製し HUVEC に対する結合アッセイを
行ったところ、C4-C5ドメインから成る領域が他のドメインに比べて有意に高い結合性を示すこ
とが明らかとなった。ただし、作製した組換え原虫及び組換えタンパク質の配列の一部に誤りが
見つかったため修正を行い、現在実験結果の再確認を行っている。 
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