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研究成果の概要（和文）：代表者らは、肝内型マラリア原虫に特異的な分子のスクリーニングを行い、新たな特異分子
“B9”を見出した。△b9を用いた詳細な解析から、一遺伝子欠損により複数の寄生胞膜（PVM）タンパク質の局在性を
失わせ、不完全なPVMを形成する表現型を示すことが明らかとなった。この表現型は、齧歯類マラリア原虫および熱帯
熱マラリア原虫において共通であった。様々な解析から、b9は転写後制御により発現調節される分子であることが明ら
かとなり、plasma membraneに局在する事が明らかとなった。さらに推定立体構造解析からB9は6-Cys family protein
に類似の構造をとる事を明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Malaria is a major global health burden, and Plasmodium is the causative agents 
of malaria. In order to reveal the molecular interplay between Plasmodium and the host, we focus on 
plasmodium liver stage development especially parasitophorous vacuole membrane (PVM), which an interface 
membrane between parasite and host. Loss-of-function analyses have revealed that B9 is specifically 
expressed in Plasmodium liver stages and that is important to parasite development in both rodent and 
human Plasmodium. And also b9 is readily transcribed in sporozoites, B9 protein is present after 
hepatocyte invasion. Moreover we show that B9 is localized on the parasite plasma membrane where it plays 
an important role in establishment and maintenance of PVM inside the hepatocyte. Based on the structural 
analyses of B9 4-cysteine domain, we propose that the presence of the four positionally conserved 
cysteine residues, are diagnostic for this domain and B9 belong to the 6-Cys family-related proteins.
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１．研究開始当初の背景 
世界最大の感染症の一つであるマラリアは、

年間の罹患者数 2～5 億人、死亡者数は約 60
万人以上にもおよぶ。そのため効果的なワク
チンの開発が切望されているが、マラリア原
虫は獲得した寄生戦略により宿主の防御免
疫を巧みに回避することから、ワクチン開発
は困難を強いられる。そのため次世代のマラ
リアワクチン開発には、特に高いワクチン効
果や長期間持続、細胞性免疫の活性化など、
様々な効果・多角的な解析が求められている
が、それら分子メカニズムの多くは未だ解明
されていない。 
ハマダラカによって媒介されるマラリア原

虫は、ヒト体内ではまず肝臓に寄生（肝内型）
し、次いで赤血球内（赤内期）に寄生する。
蚊からヒトへの感染型であるスポロゾイト
は、肝細胞侵入後、寄生胞膜（PVM）を形成
し宿主と隔たりを設けることで寄生を成立
させ、分裂増殖を開始する。原虫の宿主細胞
内生存戦略を考えた場合、赤血球は MHC 分
子などを発現しないナイーブな宿主である
が、肝細胞は MHC 分子の発現や様々な免疫
応答が可能な細胞であることから、肝内型原
虫は巧みに宿主応答を回避している可能性
が示唆される。一方で、第 III 相臨床試験にお
いて一定の効果を示したマラリアワクチン
（RTS,S/AOS1）は、スポロゾイト表面タンパ
ク質（CSP）を元にデザインされている。CSP
は、スポロゾイトの表面だけでなく肝内型原
虫の PVM にも局在し、MHC クラス I とともに
感染肝細胞表面に提示され細胞性免疫の標
的となりうることが示唆されている。すなわ
ち肝内型原虫の PVM は宿主の排除応答を隔
てる原虫ツールであるが、その一方でこれら
PVM にはワクチン効果を示す分子が潜んで
いる可能性が示唆される。そこで本研究では、
マラリアワクチン開発につながる分子基盤
研究を行うため、マラリア原虫と宿主との
“鬩ぎ合い”メカニズム、特に肝内型原虫
PVM を介した宿主-原虫間相互作用の分子メ
カニズムの解明にフォーカスをあて研究を
遂行した。 

 
２．研究の目的 

マラリア原虫は宿主細胞内において PVM
を作り、宿主と隔たりを設けることで寄生を
成立させる。この PVM を形成することは原虫
の宿主内生存に必須であることが示唆され
ているが、その形成に関する分子メカニズム
の詳細は未だ明らかとなっていない。特に
PVM 構成要素のうち、原虫側に必須なコンポ

ーネント、宿主側から取り込むコンポーネン
トなどに関する情報は極めて乏しい。そこで
本研究では、免疫付与効果の観点から特に肝
内型原虫の PVM に着目し、その形成・宿主応
答との“鬩ぎ合い”を明らかにするため研究
を展開した。肝内型原虫 PVM と宿主応答を明
らかにするため、1. 肝内型原虫 PVM に特異
的な分子の同定を試み、2. 肝内型原虫 PVM
に対する宿主応答を明らかにするため、多数
の宿主応答の中からオートファジー（Atg）応
答をまず選択し、その応答を中心に解析を試
みることで、原虫‐宿主間の新規相互作用の
解明を試みた。 

 
３．研究の方法 
齧歯類マラリア原虫(Plasmodium berghei)を

用いた Loss-of-function 解析を行い、肝内型原
虫特異的に表現型を示す変異株のスクリー
ニングを行った。本スクリーニング解析より、
肝内型原虫に特異的な新規機能分子 B9 を見
出した。詳細な表現型解析のため、B9 欠損原
虫株（△b9）を用いて肝細胞に感染させ in 
vitro での詳細な表現型解析を行った。B9 の構
造および機能を類推するため、既に登録され
ているデータベースより構造が類似するタ
ンパク質を選別し、それらの結晶構造を元に、
B9 の構造を推定し比較解析を行った。また肝
内型原虫にたいする宿主 Atg 応答解析のため、
肝細胞に野生型原虫（WT）スポロゾイトを感
染後、経時的に感染肝細胞を回収し、免疫蛍
光抗体法（IFAs）により観察を行った。宿主
の Atg 応答の観察には、宿主 Atg マーカータ
ンパク質 LC3 を標的として、特異抗体を用い
た染色により応答動態を継時的に観察した。 
 
４．研究成果 
我々は Loss-of-function 解析より、肝内型原

虫に特異的な新たな特異分子“B9”を見出し
た。△b9 を用いた詳細な解析を行ったところ、
本株は赤内期や昆虫体内期では WT と同様に
増殖し表現型を示さなかった。また△b9 のス
ポロゾイト産生やスポロゾイト活性（グライ



ディング活性や肝細胞への感染率）も、WT
と同等であった。（Fig.１） しかしながら、
肝細胞への感染 24 時間後における肝内型原
虫の宿主内生存率は著しく低下していた。
（Fig.１）そこでスポロゾイトを肝細胞に感染
させ 24、40、48、54 時間後に回収し、IFAs
にて観察を行った。その結果△b9 を用いた場
合、複数の PVM マーカー分子を用いた染色で
明確なシグナルが検出されないが、宿主内で
生存する原虫は成熟することが明らかとな
った。（Fig.１）これらの結果より、b9 の一遺
伝子欠損は、複数の PVM 局在性タンパク質の
細胞内局在性を失わせ、「肝内型原虫特異的
に不完全な PVM を形成する表現型」を示すこ
とが明らかとなった。（Fig.１）この△b9 の表
現型は、齧歯類マラリア原虫および熱帯熱マ
ラリア原虫を用いた解析で共通であった。

RT-PCR および抗 B9 抗体を用いた IFAs 解析か
ら、b9 は転写後制御により発現調節される分
子であることが明らかとなり、免疫蛍光抗体
法により原虫 plasma membrane に局在する事
が明らかとなった。（Fig.2）さらに各種構造
解析などから、B9 の推定立体構造は 6-Cys 
family protein に類似している事が明らかとな
った。（Fig.3） 

肝内型原虫 PVM に対する宿主 Atg 応答を明
らかにするため、WT スポロゾイトを感染後、
経時的に感染肝細胞を回収した。IFAs により
原虫と宿主 LC3 を観察したところ、感染初期
（4 と 10 時間後）では、肝内型原虫に対して
宿主 LC3 の集積が非常に強く観察されたが、

感染後期（48 と 54 時間後）では明確な集積
は認められなかった。また△b9 を用いて同様
に観察を行ったところ、すべての時間におい
て肝内型原虫に対する宿主 LC3 の蓄積は全く
認められなかった。今後、本実験で得られた
結果を詳細に解析することで、宿主 Atg 応答
が肝内型原虫の生存に与える影響・意義を明
らかにする予定である。このような原虫-宿主
の接点である PVM を形成する分子を明らか
にすることで、原虫の宿主内生き残り戦略を
明確にすることでワクチン開発につながる
分子基盤情報を得ることが期待される。 
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