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Ａ．研究目的 
 蚊の吸血の際に哺乳類宿主に注入され

たマラリア原虫は、種々の細胞を通過した後
に肝細胞に寄生胞を形成して侵入し、分裂増
殖して赤血球への感染型メロゾイトを形成
する。赤血球に侵入して分裂増殖した原虫が
次の赤血球へと侵入を繰り返す。マラリア予
防法開発の観点から、原虫の宿主細胞への侵
入機構の解明が待たれているが、分子レベル
での機序の解析は進んでいない。 
 マラリア原虫のスポロゾイトは肝細胞

に、メロゾイトは赤血球にそれぞれ寄生胞を
形成して侵入し寄生する。この 2つの侵入ス
テージ原虫のみが先端部にロプトリーと呼
ばれる先端部小器官を有する事から、その小
器官に局在するタンパク質の細胞寄生への
関与が推測されている。実際、メロゾイトの
ロプトリー分子のいくつかは、赤血球侵入時

に形成される足場(moving junction)に局在
することから、侵入への関与が強く示唆され
てきた。一方、スポロゾイトが肝細胞に侵入
する分子機構、特にロプトリーに局在する分
子の解析は全く進んでいない。 
 昨年度はスポロゾイトのロプトリー分子
の遺伝子発現レベルの探索を RT-PCR 法で行
った。蚊の唾液腺から回収した成熟したスポ
ロゾイトを用いた場合、解析した 12 個のロ
プトリー分子の遺伝子発現は見られなかっ
た。一方、蚊の中腸内のオーシストステージ
(中腸スポロゾイト)について解析を行った
ところ、12 個全てのロプトリー分子の遺伝
子発現が認められた。そこで本年度は、これ
らのロプトリー分子のタンパク質の発現と
局在解析を行った。タンパク質の発現と局在
解析の為に、10 個のロプトリー分子につい
てはC末端にc-mycタグを融合した遺伝子組
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換え原虫を作製し抗 c-myc 抗体を用いて解
析を行った。 
 
Ｂ．研究方法および結果 
 本研究では、ネズミマラリア（Plasmodum 
berghei ANKA 株）および媒介蚊であるハマ
ダラカ(Anopheres stephensi)を用いて以下
の研究を実施した。 
 研究対象とする 10 個のロプトリータンパ
ク質については、下図に示すような方法によ
り、各々のタンパク質について C 末端に
c-mycタグを付加した遺伝子組換え原虫を作
製した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
野生型原虫および各遺伝子組換え原虫の感
染赤血球を BALB/c マウス（８週令）に静脈
内または腹腔内投与した４日後に、羽化６日
後のハマダラ蚊の雌成虫に吸血させた。十分
吸血したものを選別し、20℃で飼育した。上
記の遺伝子組換え実験については機関内承
認を得た上で実施した。また、マラリア原虫
感染血液や抗血清を得るための動物実験に
関しても、愛媛大学動物実験委員会において
実験計画の承認を得、指針を遵守して実施し
た。 
 タンパク質発現解析用のサンプルには以
下のものを用いた。肝細胞への感染能をもつ
成熟スポロゾイトが採取可能となる吸血後
21 から 24 日目に蚊を解剖して、スポロゾイ
トを含む唾液腺を採取した。同時に蚊の中腸
を取り出し、中腸外壁のオーシスト内スポロ
ゾイトを中腸とともに採取した。更に、スポ
ロゾイトの形成が始まる時期に相当する吸
血後 13-17 日目のオーシストが付着する中
腸を採取して免疫電子顕微鏡用のサンプル
を作製した。 
 また、C末端に GPI アンカーを持つと予測

された 2つの分子については、コムギ胚芽無
細胞タンパク質合成法によって作製した組
換えタンパク質でウサギを免疫し特異抗体
を作製した。 
 吸血後 21-24 日目の感染蚊から取り出し
たスポロゾイトを含む唾液腺および感染中
腸を材料として、ウエスタンブロッティング
法よるタンパク質発現の確認をおこなった。
c-myc タグを付加した 10 個の分子について
は抗 c-myc ウサギ抗体、他の２分子は其々の
分子に対する特異抗体を用いた。その結果、
RON2、RON3、RON4、RON5、RON6、RALP1、RAP1、
RhopH2、RhopH3、ASP、RAMA の各タンパク質
が唾液腺および中腸オーシスト内のスポロ
ゾイトで発現していることが明らかとなっ
た。 
 次に、吸血後 21-24 日目の感染中腸および
唾液腺を用いた間接蛍光抗体法によりロプ
トリータンパク質の局在を確認した。その結
果、RON2、RON3、RON4、RON5、RALP1、RAP1、
RAMA の各タンパク質がスポロゾイトの先端
部に局在して反応することが明らかとなっ
た。さらに免疫電子顕微鏡法を用いて、より
詳細なタンパク質の局在を解析したところ、
RON2、RON4、RON5、RALP1、RAP1、RAMA の各
分子がスポロゾイトのロプトリー体部に局
在すること、また RON3 がスポロゾイトのロ
プトリー周囲の細胞膜に局在することが確
認された。 
 以上の研究により、これまでメロゾイトの
ロプトリーに発現することが報告されなが
ら、スポロゾイトでの発現について全く解析
が進んでいなかった複数のロプトリー分子
がスポロゾイトのロプトリーに局在するこ
とを明らかにすることができた。 
 
Ｅ．結論 
スポロゾイトにおけるロプトリータンパ

ク質の発現と局在解析を目的として、10 個
のロプトリー分子のC末端にc-mycタグを融
合した遺伝子組換え原虫を作製し、抗 c-myc
抗体を用いて解析を行った。C末に GPI アン
カーを有する 2個のロプトリー分子は、コム
ギ胚芽無細胞蛋白質合成系を用いて作製し
た組換えタンパク質を用いて特異抗体を作
製して解析を行った。複数のロプトリータン
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パク質が実際にスポロゾイトにおいて発現
していることをウエスタンブロッティング
法により明らかにし、また蛍光抗体法、免疫
電子顕微鏡法によってこれらのロプトリー
タンパク質がスポロゾイトのロプトリーに
局在することを確認した。 
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