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研究成果の概要（和文）：Plasmodium bergheiを用いてマラリア原虫に保存されてる9種の新規オーシスト形成初期発
現蛋白質（5種のオーシスト壁構成蛋白質、4種のオーキネート発現蛋白質を明らかにした。さらに、２種のオーシスト
壁構成蛋白質(PbCap 93, PbCap494)欠損原虫を作出し、これら蛋白質はオーシスト形成に重要な因子であることを明ら
かにした。以上より、これらオーシスト壁構成蛋白質は今後のマラリアコントロールおよび新征圧戦略構築に向けたタ
ーゲットとなりうると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Using a combination of genetic analysis and functional studies in the rodent 
malaria model Plasmodium berghei, we identified five oocyst capsule proteins (PbCaps) and four ookinete 
expression proteins of conserved Plasmodium proteins. Moreover, we report on the characterization of two 
PbCaps (PbCap 93 and 494). Genetic analysis indicates that the gene is essential and that two PbCaps(-) 
mutant parasites form oocysts in decreased numbers. Targeting of the oocyst capsule may provide a new 
strategy for malaria control.

研究分野： 寄生虫学
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１．研究開始当初の背景 
 

マラリアは蚊によって媒介され、年間約 200 万
人もの人が死亡する世界で最も重要な感染症の
一つである。マラリア征圧に向けた戦略として：①
抗原虫薬開発、②抗原虫ワクチン開発、③媒介
蚊の撲滅もしくは数的コントロールなど、様々な
対策が講じられてきた。しかしながら、薬剤耐性
原虫株や殺虫剤耐性媒介蚊が出現するなど、現
在もその予防法や治療法は確立されていない。 

そこで、新征圧戦略構築を基盤としたワクチン
および新規抗原虫薬開発には、マラリア原虫の
新たな生物学的特徴を分子レベルで明らかにす
る事が必要不可欠である。 

本研究は、生活環の特徴である媒介蚊体内
のステージにおいて、未だ生物学的特徴が分子
レベルで理解されていないオーシスト形成期をタ
ーゲットとして提案し、征圧のための分子基盤確
立を最終目標とした。 
 
２．研究の目的 
 
 オーシスト形成機構解明のため、まずオーシス
ト壁構成蛋白質を明らかにする事により解析ツ
ールを確保し、媒介蚊体内のマラリア原虫最大
の特徴であり、且つ、分子レベルで生物学的特
徴を未だ明らかにされていないオーシスト形成
機構の分子レベルでの解明を本研究の目的とし
た。加えて、将来オーシスト期をターゲットとした
新マラリア征圧戦略構築の可能性を見据えた、
オーシスト形成期に対する抗原虫薬探索法およ
び形成抑制ワクチン抗原スクリーニング法への
応用検討も試みた。 
 
３．研究の方法 
 
（１） オーシスト壁構成蛋白質の探索 
① in silico 解析 
② 抗血清作製および抗体精製 
③ 候補蛋白質の局在決定および経時的発現
動態解析 
④ 候補蛋白質の mRNA 発現解析 
（2） オーシスト壁構成蛋白質および機能解析 
① KO 原虫の作製および比較解析 
② in vitro 培養法による評価法の構築 
 
４．研究成果 
 
（１） 5 種のオーシスト壁構成蛋白質、4 種のオ
ーキネート発現蛋白質を同定 

   申請者はこれまでの研究で、5 種のオーシ
スト壁構成蛋白質、4 種のオーキネート発現蛋
白質を見出した。さらに調べると、オーシスト壁
構成蛋白質はオーキネートからすでに細胞質
や細胞膜に発現している事が確認された。また、

オーキネート発現蛋白質は、虫体先端・両端・
細胞辺縁など局在が異なっていた。このような
興味深い発現動態を持つ 9 種蛋白質を見出し
た（図 1）。 

 
（2） KO 原虫の作製 
 明らかにされた 2 種のオーシスト壁構成蛋白質
の遺伝子 PbCap93 と PbCap494 について遺伝子
欠損（KO）原虫を作製した。得られた 2 つの KO
原虫について野生型（WT）原虫と比較検討した
結果を以下に述べる。 
 
① PbCap93 

Plasmodium berghei のオーシスト壁構成タ
ンパク質 PbCap93（図 2-a）について詳細な
評価を行うために、以下の実験を行った。ま
ず PbCap93 がオーシスト壁形成に必須であ
るかを評価するために、当該遺伝子の ORF
にピリメタミン耐性の DHFR 遺伝子を挿入し、
遺伝子欠損ネズミマラリア原虫（KO 原虫）を
作製した（図 2-b）。 

KO 原虫と野生型（WT）原虫のマウス体内
における赤血球内増殖率を比較したところ、
両者の増殖率には差は見られなかった（図
2-c）。さらにギムザ染色を用いた各ステージ
の形態、感染赤血球率 10～15％における雌
雄ガメートサイト比（図 2-d）、ガメート誘導後
のエクスフラジレーション数も KO 原虫および
WT 原虫において差は見られなかった。 

次ぎに、媒介蚊を用いたオーシスト壁形
成試験を行なった。具体的には、KO 原虫を
マウスに感染させ、パラシテミア上昇を確認
した後に媒介蚊による吸血を行った。吸血
後 14～15 日後の蚊を解剖し、中腸内のオー
シスト数を KO 原虫と WT 原虫で比較したとこ
ろ、WT 原虫に比べて KO 原虫でのオーシス
ト形成数は有意に少なく（図2-e）、大きさも小
型の傾向があった（図 2-f）。電子顕微鏡によ
る観察では、オーシスト壁の電子密度の上昇
とスポロゾイトの分化不全がみられた。 



以上より、PbCap93 遺伝子は赤内型原虫
の増殖及び形態には影響せず、蚊体内にお
けるマラリア原虫のオーシスト形成に重要な
役割を担っていると推測された。 

 
 
② PbCap494 

P. berghei のオーシスト壁構成タンパク質
PbCap494（図 3-a）について詳細な評価を行
う た め に 、 以 下 の 実 験 を 行 っ た 。 ま ず
PbCap494 がオーシスト壁形成に必須である
かを評価するために、当該遺伝子の ORF に
ピリメタミン耐性の DHFR 遺伝子を挿入し、
KO 原虫を作製した（図 3-b）。 

KO 原虫と WT 原虫のマウス体内における
赤血球内増殖率を比較したところ、両者の増
殖率には差は見られなかった（図 3-c）。さら
にギムザ染色を用いた各ステージの形態、感
染赤血球率約 10％における雌雄ガメートサ
イト比（図 3-d）、ガメート誘導後のエクスフラ
ジレーション数、オーカイネート形成数およ
び大きさも KO 原虫および WT 原虫において
差は見られなかった。 

次ぎに、媒介蚊を用いたオーシスト壁形
成試験を行なった。具体的には、KO 原虫を
マウスに感染させ、パラシテミア上昇を確認
した後に媒介蚊による吸血を行った。吸血
後 13～14 日後の蚊を解剖し、中腸内のオー
シスト数を KO 原虫と WT 原虫で比較したとこ
ろ、WT 原虫に比べて KO 原虫でのオーシス
ト形成数は有意に少なく（図3-e）、大きさも小
型の傾向があった（図 3-f）。さらに、吸血 25
日目のスポロゾイトの感染能をみた所、WT
原虫と KO 原虫どちらも新たに吸血されたマ
ウスにおいて 4 日目で原虫が観察された。 

以上より、PbCap494 遺伝子は赤内型原虫
の増殖及び形態には影響せず、蚊体内にお
けるマラリア原虫のオーシスト壁初期形成に
重要な役割を担っているが、スポロゾイトの成
熟には関与しないことが推測された。 

 
 

 
 
（３） in vitro 培養法による評価法の構築 
 in vivo 試験においてオーシスト形成抑制効果
を示したことから、in vitro でのオーシスト形成抑
制評価法の構築のために、新たにオーシストの
in vitro 培養法も試みた。具体的には、GFP 発現
マラリア原虫を感染させたマウスから採血を行い、
オーカイネート分化培養液にて 24-36 時間培養
し、MACS のマグネットカラムを通しオーカイネー
トの精製を行った（図 4-a）。その後、精製オーカ
イネートとショウジョウバエ胚由来の S2 細胞をオ
ーシスト分化培養液で共培養を行った。共培養
開始 2 日後には GFP 発現オーカイネートが S2
細胞外に確認され、共培養開始3日後にはGFP
発現オーカイネートが S2 細胞内に確認されるも
のもあった（図 4-b）。培養 10 日目と 15 日目にお
いて、オーシストは直径 5.8±0.8μm から 7.0±
1.6μm へと次第に大きくなり、オーシスト内にヘ
モゾインが観察されるなど、成熟オーシストの培
養が可能となった（図 4-c）。オーシスト形成率
（オーシスト／S2 細胞数）は MOI 0.1（オーカイネ
ート／S2 細胞数）の場合、5 日目で 0.85%、15 日
目で 0.36%であった。このことから、オーカイネー
トの細胞侵入およびオーシスト形成初期および
15 日までの形成期に関するワクチン評価に応用
可能と考えられた。 
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