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研究成果の概要（和文）：マラリア原虫は細胞内小器官から種々の分子を秩序だって分泌しながら赤血球に侵入するが
、そのシグナル伝達経路は不明な点が多いため、ネズミマラリア原虫Plasmodium yoeliiにて誘導性遺伝子ノックダウ
ン/アウト系を確立し、このシグナル伝達経路を明らかにすることを目的とした。その結果、原虫増殖に必須ではない
遺伝子では誘導性遺伝子ノックダウン/アウト系が作動したが、増殖必須分子では作動しなかった。そのため、網羅的
な原虫分子機能評価の前に、本系の最適化を進めた。また、赤血球侵入活性を保持した原虫の精製法および細胞内Ca2+
濃度モニター系を確立し、赤血球侵入時の表現型を解析する基盤を整えた。

研究成果の概要（英文）：Malaria parasites invade into erythrocytes using molecules sequentially released 
from their apical microorganelles. However, the details of the signal transduction during erythrocyte 
invasion by the parasites is largely unknown. In this study, we tried to adapt the conditional 
knock-down/knock-out systems to the rodent malaria parasite Plasmodium yoelii aiming to apply the 
developed systems to answer above question. We were able to inducibly delete the gene loci for an 
exogenous mCherry or an non-essential protein in the transgenic P. yoelii, however, the gene locus of the 
essential molecule was not deleted by the induction. Thus we continued to optimize this systems in P. 
yoelii. In addition to this effort, we established a platform to examine parasite phenotypes during 
erythrocyte invasion by developing a method to isolate erythrocyte-invasive P. yoelii merozoites and a 
robust method to monitor the intracellular Ca2+ level of the malaria parasites.

研究分野： 医歯薬学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 マラリアは世界中で年間２〜３億人の感
染者、150 万人の死者を出す重大な感染症で
ある。マラリア原虫はヒト体内では赤血球で
発育増殖してこれを破壊することで病害を
与えるが、マラリア原虫の感染成立には、赤
血球への侵入が必須であるため、原虫の赤血
球侵入関連分子はワクチンや薬剤開発の標
的と考えられる。ところが、長年の研究にも
かかわらず、マラリアのワクチン開発の顕著
な成果はいまだに出ておらず、有効な予防方
法を開発するためには、マラリア原虫が赤血
球に侵入する際の種々の抗原候補分子の役
割や細胞侵入の分子機序を理解し、それをも
ととした機能阻害の方法を考える事が重要
であると考えられるようになってきた。 
 研究代表者は上述した観点から、赤血球侵
入型のメロゾイト期に発現する赤血球侵入
関連分子群の解析を行ってきた。赤血球侵入
にはメロゾイトの先端部分泌器官マイクロ
ネームやロプトリーから分泌される種々の
タンパク質が重要な役割を果たすが、研究代
表者はマイクロネームから放出され、密着接
合 形 成 に 関 係 す る と さ れ て き た
Erythrocyte-binding like (EBL)分子の熱帯熱マ
ラリア原虫での相同体 BAEBL, JESEBL を同
定し (Mayer et al. 2001; Mayer et al. 2004)、ネ
ズミマラリア原虫 Plasmodium yoelii において
EBL の一アミノ酸置換により、EBL の細胞内
局在と病原性が変化する事も見出した 
(Otsuki et al. 2009)。ロプトリー体部から放出
される RhopH 複合体については、その構成成
分をコードする遺伝子群を同定し、エピジェ
ネティックに発現が調整されていることを
明らかにした (Kaneko et al. 2001; Ling et al. 
2004; Kaneko et al. 2005; Cortés et al. 2007)。ま
た、赤血球内に放出され、ワクチン候補抗原
の AMA1 との間で複合体を形成する分子と
して、ロプトリー頚部タンパク質 RON2 を同
定した (Cao et al. 2009)。さらに、これらの分
子が赤血球侵入中のどのステップで放出さ
れ、どのように局在を変えるのかを光学的に
明らかにするため、マラリア原虫の赤血球侵
入のタイムラプス解析の系を確立し、P. yoelii
は感染赤血球から放出後、形態を変えないと
次の赤血球に侵入できない事を見出し、この
間に、侵入に必要な分子が活性化されている
可能性を提唱した（図１） (Yahata et al. 2012)。 
 

 
図１．P. yoelii は細長い形から丸い形に形態を変えて 180
秒後には赤血球に侵入できる(矢頭)。30 秒後では侵入で
きない(矢)。 
 
 一方、遺伝子座破壊は分子の機能解析にと
って重要な手法であるが、マラリア原虫では
遺伝子改変を赤血球期ステージで行うため、

赤血球期で必須の遺伝子座を破壊する事が
出来ない。RNAi によるノックダウン手法も、
マラリア原虫には遺伝子サイレンシング機
構が存在しないため利用できない。ところが、
2011 年にネズミマラリア原虫 P. berghei 用に
実用性に足る Tet 発現誘導用プラスミドがつ
いに開発された（当時、論文未発表）。この
ことは、代表者が種々の分析ツールを準備し
てきたネズミマラリア原虫 P. yoelii に本 Tet
発現誘導系を適用し、種々の分泌分子の放出
の有無や、細胞内 Ca2+濃度の変化をモニター
することで、従来不可能であった、これらの
現象を引き起こす上流のシグナル伝達経路
を担う原虫の生存に必須の分子群を同定す
る事が出来る準備が整ったことを意味した。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、株により多様な表現型があり、
かつ、遺伝子改変を速やかに行うことができ
るネズミマラリア原虫 P.  yoelii を対象に、新
規コンディショナル・ノックダウン/アウト系
を確立し、赤血球侵入期に発現している原虫
分子をノックダウン/アウトできる組換え体
を網羅的に作製し、細胞内小器官からの分子
分泌や Ca2+濃度の変化等を指標に、各細胞内
小器官の分泌調節機序のシグナル伝達経路
を明らかにすることで、ワクチンや薬剤開発
の標的を見出す事を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
【P. yoelii への Tet 発現誘導系の移入と確立】 
 Tet 発現誘導ノックダウン系をネズミマラ
リ ア 原 虫 P. yoelii に 移 入 す る た め 、
Proof-of-concept 実験として、必須であると考
えられる赤血球認識リガンド ebl の遺伝子座
と必須でないことが分かっている msp8 の遺
伝子座を使用する。tetR と tetO による発現誘
導用カセットを eblおよびmsp8遺伝子座の上
流に挿入した遺伝子組換え P. yoelii を作製し
た。組換え原虫のマウス内での原虫感染率と
標的分子の発現量を検討した。 
 
【Cre/loxP 部位特異的組換えとの組み合わせ
による遺伝子座完全除去系の作製】 
 Tet 発現誘導系では完全に転写を抑制する
ことが困難である事が知られている。そのた
め、Cre/loxP 部位特異的組換え法により標的
遺伝子座をゲノムから完全に除去する方法
と組み合わせて、標的タンパク質を全く発現
しない原虫を作製する手法の開発を進めた。
まず、ATc 投与により Cre の発現を調節でき
る遺伝子改変原虫を作製した。この際、薬剤
選択マーカーカセットは hDHFR と yFCU を
融合タンパク質として発現するものを使用
し、negative selection マーカーの yFCU に対し
て 5FC を投与することで、薬剤選択マーカー
カセットを除去した。 
 その上で、標的遺伝子の読み枠を loxP 配列



で囲み、Cre により loxP 配列の間に挟まれた
標的遺伝子が除去されると、緑色蛍光タンパ
ク質（GFP）が発現し、遺伝子座が除去され
た原虫が蛍光により識別できるプラスミド
を構築した（図２）。ebl と msp8 を標的遺伝
子座とした。標的分子のプロモーター領域、
3'非翻訳領域 (3' UTR)1 kbと読み枠を PCR増
幅し、遺伝子座完全除去用プラスミドを構築
した。Cre 発現組換え原虫に、プラスミドを
遺伝子導入し、ピリメサミンにて組換え原虫
を選択、クローン化した。組換え原虫のマウ
ス内での原虫感染率と標的分子の発現量を
検討した。また、間接蛍光抗体法にて標的遺
伝子座が除去された原虫の割合を、ライブイ
メージにて蛍光が検出される事を確認した。 
 

 
図２．無水テトラサイクリン（ATc）投与により、遺伝

子座が破壊される原虫を作製するためのデザイン。 
 
【P. yoelii の赤血球侵入に関連する標的遺伝
子座の選択】 
 熱帯熱マラリア原虫において、メロゾイト
が感染赤血球から放出される前後で高い転
写がみられる一群の分子について P. yoelii 相
同体をリスト化し、必須分子および必須かど
うか不明の分子を分類した。分類をもとに、
解析を行う分子群の順序立てを行った。 
 
【P. yoelii メロゾイトの精製法の最適化】 
 マウスより回収した P. yoelii 感染赤血球か
ら、密度勾配遠心法により分裂体期を分離し、
その後、フィルター膜を通過させることによ
りメロゾイトを精製した。精製したメロゾイ
トを非感染赤血球と混ぜ、新規赤血球への侵
入効率を計測することで、温度や混ぜるまで
の時間が赤血球侵入能力に及ぼす影響を検
討した。また、電子顕微鏡により、侵入時の
形態観察ができるかどうかを検討した。P. 
yoelii の赤血球侵入における AMA1-RON2 複
合体の結合部位に相当するペプチドを作製
し、侵入阻害活性を検討した。 
 
【マラリア原虫の細胞内カルシウム濃度の
計測法の確立】 
 Ca2+バイオセンサーYC-Nano50 を発現する
組換え熱帯熱マラリア原虫を用いて、顕微鏡
観察下での YC-Nano50 蛍光シグナルの減退

を最低限にする条件を検討した。 
 
４．研究成果 
 
【P. yoelii におけるコンディショナル・ノック
アウト法の開発】 
 まず、相同組換え法により標的遺伝子座を
ゲノムから完全に除去する方法と組み合わ
せて、標的タンパク質を全く発現しない原虫
を作製する手法（コンディショナル・ノック
アウト）の開発を推進した。共同研究者より
入手した P. bergheiで成功しているTet誘導に
よる発現ノックダウン系(Tet-OFF) をP. yoelii
に適用するために、まず、栄養体期に発現し、
原虫生存に必須ではない msp8 遺伝子の発現
を抑制するようにプラスミドをデザインし、
組換え P. yoelii を作製したが、ATc 投与によ
り msp8 の発現量に変化が見られなかった。
また、メロゾイト期に発現し、原虫生存に必
須である ebl の発現を抑制するようにデザイ
ンした組換え P. yoelii の作製も試みたが、組
換え原虫が得られなかった。そのため、P. 
berghei にて Tet-OFF ができたと報告された
prf遺伝子を標的に、完全に相同なゲノム位置
を標的として、使用されたのと同等のプラス
ミドをP. yoelii用に構築し組換えP. yoeliiを作
製したが、ATc 投与により prf の発現量にも
変化が見られなかった。そのため、実験コン
トロールとして、Tet 発現誘導系により prf遺
伝子の遺伝子発現が抑制される遺伝子組換
え P. berghei を入手したが、先行実験の結果
が再現できなかった。 
 一方、同時に入手した Tet 発現誘導系によ
り mCherry遺伝子の遺伝子発現が抑制される
遺伝子組換え P. berghei については、Tet-OFF
の作動が再現できたため、手技が問題ではな
いことが明らかとなった。そこで、誘導性に
mCherry が発現される組換え P. berghei の作
製に使用されたプラスミドを基にして、新た
にプラスミドを作製し、ATc 投与にて
mCherry 発現が抑制されるデザインの遺伝子
組換え P. yoelii を作製したところ、Tet-OFF
が作動することが確認できた。続いて
Tet-OFF を Tet-ON に改変し、ATc 投与にて
mCherry が発現されるデザインの遺伝子組換
え P. yoelii を作製し、Tet 発現誘導系(Tet-ON)
の系も作動することを確認した。 
 さらに、作製した Tet-ON の系により部位
特異的組換え酵素を発現する遺伝子組換え P. 
yoelii を作出し（図２参照）、これを基とし
て、msp8 および ebl 遺伝子座の発現が調整で
きるデザインの組換え原虫を作製した。原虫
生存に必須ではない msp8 遺伝子座について
はテトラサイクリン投与により、ほとんどの
原虫でmCherryシグナルからGFPシグナルに
発現が変化したため、部位特異的組換え酵素
により標的遺伝子座で組換えが起き、msp8
遺伝子座が喪失したことが確認できた（図
３）。一方、原虫生存に必須である ebl 遺伝
子座については、ATc 投与を行っても標的遺



伝子座の喪失がみられず、より詳細な検討が
必要であることが判明した（麻田ら、第 85
回日本寄生虫学会大会にて口頭発表、2016
年 3 月 19-20 日）。 
 

 
図３．無水テトラサイクリン（ATc）投与により、遺伝
子座が破壊されmCherryシグナルからGFPシグナルを
発するように変化した遺伝子組換え P. yoelii。 
 
 また、Tet-OFF による遺伝子発現制御につ
いても、発現制御は見られたものの効率が悪
いため、プラスミドの塩基配列を再確認した。
その結果、Tet 発現誘導に重要な役割を果た
している領域が予想とは異なっていること
を見出したため、この点を検討する組換え原
虫を作製した（外川ら、第 85 回日本寄生虫
学会大会にて口頭発表、2016 年 3 月 19-20
日）。 
 上記の調整と同時進行で、熱帯熱マラリア
原虫の赤血球侵入期における網羅的転写解
析により赤血球侵入期に発現する事が分か
っている分子のP. yoelii相同体をリスト化し、
シグナル伝達に関与すると考えられる分子
群を標的とするノックダウン/アウト用プラ
スミドの作製を開始した。 
 
【赤血球侵入活性を保持した P. yoelii メロゾ
イトの精製法の確立】 
 赤血球に侵入する能力を保持した P. yoelii
のメロゾイトを精製する方法を確立し、電子
顕微鏡レベルで、侵入過程を観察することが
できた。ネズミマラリア原虫においても熱帯
熱マラリア原虫と同様に、AMA1-RON2 複合
体の形成を阻害することで侵入が阻害され
ることを示した。また、15 ºC でメロゾイト
を保持することで、赤血球侵入活性を４時間
にわたり精製直後の 50％以上の活性で維持
できることを見出した。この発見により精製
したメロゾイトを長時間にわたり操作する
ことが可能となった (Mutungi et al. 2015)。 

 

図３．赤血球への侵入能力を保持したネズミマラリア原

虫 P. yoelii メロゾイトの精製法の確立。 

 
 さらに、Ca2+バイオセンサーYC-Nano を発
現する遺伝子改変マラリア原虫を用いて、細
胞内Ca2+濃度を経時的にモニターする検出系
も確立した (Pandey et al. 2016)。 
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