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研究成果の概要（和文）：　熱帯熱マラリア原虫の感染赤血球内に形成される膜状構造（マウレル裂）の形成過程や微
細構造を明らかにすることを目的として、まずマウレル裂関連タンパク質の一つであるPfmc2TMについて蛍光タンパク
質のGFPとエピトープタグを付与した組換え原虫を作製した。その結果、発現したタンパク質はマウレル裂に局在する
ことが確認されたが、GFPの蛍光が弱いためライブイメージングができなかった。また走査型電子顕微鏡により感染赤
血球の連続断面像の取得と三次元像の再構築を行ったところ、マウレル裂は寄生胞膜や赤血球膜、及び互いに連結した
一連の膜構造体ではなく、感染赤血球内で個々に存在することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）： To clarify the formation process and ultrastructure of Maurer’s clefts in the 
Plasmodium falciparum infected red blood cell, we generated transgenic P. falciparum lines expressing 
Pfmc2TM fused with GFP and several epitope tags such as Flag or Myc. We found that the protein localized 
to the Maurer’s clefts. However, we could not use the transgenic lines for live imaging by confocal 
microscopy, since the GFP signal was very low intensity. Next, we used SBF-SEM to image the 3D structure 
of multiple entire P. falciparum infected red blood cells at each stages. The 3D organization showed that 
Maurer’s clefts are not connected to the parasitophorous vacuole, red blood cell membrane, or 
tubovesiclar network. They are not continuous membrane networks but independent membranous structures in 
the red blood cell.

研究分野：細胞生物学

キーワード： マラリア　感染赤血球　免疫染色　電子顕微鏡
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１．研究開始当初の背景 
 熱帯熱マラリア原虫はヒト赤血球感染後、
赤血球内に原虫由来分子の輸送機構として
Maurer’s cleft（マウレル裂）と呼ばれる膜状
構造を形成する。このマウレル裂は原虫を包
む寄生胞膜から赤血球膜へと分布しており、
それを介して原虫分子が赤血球表面へと運
ばれ、赤血球の形態変化が生じる。また、感
染赤血球内においてマウレル裂の他に、寄生
胞膜から伸びる tubovesicular network（TVN）
と呼ばれる膜状構造が存在する（図 1）。 
 

図 1．熱帯熱マラリア原虫及び感染赤血球内
部構造の模式図（Tilley et al. (2008) Traffic 9: 
187-197より改変） 
 
 研究開始当初までにおいて、透過型電子顕
微鏡による三次元再構築像からマウレル裂
と寄生胞膜は繋がっており連続的なネット
ワークを形成していると示唆されていたが、
蛍光抗体顕微鏡観察の結果からはマウレル
裂と寄生胞膜及び TVN にはそれぞれ異なる
分子が局在することが示されていた。電顕ト
モグラフィーによる高解像度の三次元像で
は、マウレル裂と赤血球膜あるいは寄生胞膜
が連結している様子が見られるが、これら三
つの構造が連結している様子は観察されて
おらず不明のままであった。 
 
２．研究の目的 
 研究背景をもとに、感染赤血球において原
虫分子の輸送に必須なマウレル裂がどのよ
うにして形成されるのか、また原虫分子がど
のようにマウレル裂を経由して運ばれてい
るのか、そしてマウレル裂が寄生胞膜から赤
血球膜まで繋がる一連の膜状構造であるの
か、あるいは独立して局在するのかを解明す
ることを目的として研究を行った。 
 
３．研究の方法 
 まず、マウレル裂関連タンパク質について
蛍光タンパク質及びエピトープタグでラベ
ルした組換え原虫を作製し、蛍光顕微鏡を用
いて生細胞の状態で蛍光シグナルが観察さ
れるかどうかを確かめた。さらに蛍光タンパ
ク質及びエピトープタグ抗体とマウレル裂
関連タンパク質マーカーとなる抗体を使用
して、感染赤血球内のマウレル裂の位置に目
的タンパク質が発現しているかどうかを免

疫染色法によって調べた。 
 次に、目的タンパク質が原虫内からどのよ
うな経路を辿ってマウレル裂へと運ばれて
いくのか、その動態を調べるためにライブイ
メージングを行い、目的タンパク質に付与さ
れた蛍光タンパク質のシグナルを検出する
ことによって輸送経路を調べた。また、同じ
く目的タンパク質に付与されたエピトープ
タグに対する抗体を用いて、原虫の各発育ス
テージにおける目的タンパク質の局在を調
べるために免疫電子顕微鏡解析を行った。 
 最後に、高分解能走査型電子顕微鏡を用い
て感染赤血球の三次元再構築像を作製し、マ
ウレル裂の立体的な微細構造や空間的配置、
また寄生胞膜や赤血球膜との関係性につい
て調べた。 
 
４．研究成果 
 最初にマウレル裂関連タンパク質の一つ
である Pfmc2TM に対して蛍光タンパク質の
GFPとエピトープタグを付与し、hrp3あるい
は HSP86 プロモーターで発現するようにし
た組換え原虫を作製した。このタンパク質の
局在を調べるためにまず生細胞の蛍光顕微
鏡観察を行ったところ、GFPのシグナルが弱
いことがわかった。そこで、GFP及びそれぞ
れのエピトープタグに対する抗体を用いて
免疫染色し蛍光顕微鏡観察を行ったところ、
マウレル裂マーカータンパク質である SBP1
との共局在が観察でき、正しく発現できてい
ることが確認された（図 2）。 
 

図 2．エピトープタグ（FLAG）を付与した
Pfmc2TM とマウレル裂マーカータンパク質
（SBP1）の共局在（黄色の部分）の様子を示
した蛍光像 
 
 次に、このタンパク質の感染赤血球内の動
態を調べるために、組換え原虫を用いたラオ
部イメージングを行った。しかし、このタン
パク質に付与した GFP の蛍光シグナルの強
度が改善されず、観察時間が経過するにつれ
シグナルが消失してしまうため、生細胞のラ



イブイメージングは不可能であった。さらに
このタンパク質のより詳細な局在を調べる
ため、GFP及びエピトープタグに対する免疫
電顕解析を行ったが、蛍光顕微鏡観察とは異
なり GFP 及びそれぞれのエピトープタグの
局在を検出することはできなかった。 
 最後に、高分解能走査型電子顕微鏡を用い
て感染赤血球内のマウレル裂の各発育ステ
ージにおける三次元再構築像を作製し、解析
を行った。まず試料ブロックを作製するため
に、感染赤血球をグルタルアルデヒド固定後
さらに OTO 法により二重固定しブロック染
色を行った後、通常の TEM 試料作製に見ら
れるような脱水と包埋を行った。そして TEM
観察によりこの試料の固定状態とコントラ
ストを確認したところ良好だったため、
SBF-SEM による試料の連続断面像の取得と
三次元像の再構築を行った。その結果、リン
グ、トロホゾイト、シゾントの各発育ステー
ジにおける完全な感染赤血球の三次元像を
得ることができた（図 3）。またそれら三次元
像から、マウレル裂同士、マウレル裂と TVN、
マウレル裂と寄生胞膜、そしてマウレル裂と
赤血球膜といったそれぞれの膜構造が繋が
っているような様子は観察されなかった。マ
ウレル裂は個々の独立した膜構造として感
染赤血球内に局在しており、寄生胞膜から赤
血球膜まで繋がるような互いに連結した一
連の構造体ではないことが明らかとなった。 
 

図 3．原虫（トロホゾイトステージ）及び感
染赤血球の三次元再構築像 
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