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研究成果の概要（和文）：チオレドキシンペルオキシダーゼ 2-Cys型 Prx遺伝子を欠損するロー

デント（ネズミ）マラリア原虫について、これまでに観察された表現型発現のメカニズムを調

べた。（１）哺乳類赤血球内でのガメートサイト（生殖母体）の分化誘導・形成阻害について：

赤内期原虫タンパク質の二次元電気泳動解析から、この表現型にタンパク質リン酸化が関与す

ることが示唆された。また（２）スポロゾイト（感染型原虫）の哺乳類宿主への感染性の低下

について：マウス感染モデルを用いた RT-PCR 解析から、この表現型が、スポロゾイトの障害で

はなく、肝内型原虫の発育阻害に起因することが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：Phenotypes observed in the rodent malaria parasite Plasmodium 

berghei carrying a targeted knockout of thioredoxin peroxidase, 2-Cys peroxiredoxin gene 

were investigated and have the following results: (1) Defect in the gametocyte (sexual 

stage for transition to mosquitoes) development: 2D-PAGE analysis of the blood-stage 

parasite proteins suggested that the defect is attributed to the protein phosphorylation; 

(2) Extension in the prepatent time in the sporozoite (infective stage to mammalian hosts 

from mosquitoes) infection: RT-PCR analysis of the experimental infections suggested that 

the knockout did not have any effect on the infectivity of the sporozoite, but it affects 

the development of the liver-stage (EEF) in the mice. 
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１．研究開始当初の背景 

 哺乳類の肝臓・赤血球内、媒介蚊の体内な

ど好気的環境に寄生し、自らも活発な DNA 合

成、ヘム代謝の過程で多量の過酸化物を産生

するマラリア原虫にとって、細胞内外から被

る酸化ストレスへの応答、さらには細胞内酸

化還元（レドックス）バランスのコントロー

ルは、原虫細胞分化・増殖の調節、更にはそ

の寄生適応の成否を左右する重要な機構で

ある。マラリア原虫はカタラーゼやグルタチ

オンペルオキシダーゼといった主要な抗酸

化酵素を欠損するので、細胞内での過酸化物

の還元は主にチオレドキシン系ペルオキシ

ダーゼのペルオキシレドキシン（Prx）family

の分子が受け持つと考えられている。これま

でに得られた成績から、細胞質に局在する

2-Cys 型 Prx がマラリア原虫の全発育環を通

じて、様々なステージで、原虫に特有の生物

現象と関連して機能する多機能なペルオキ

シダーゼであることが明らかになった。 

 
２．研究の目的 

 チオレドキシンペルオキシダーゼ family 

2-Cys型 Prx遺伝子を欠損するローデント（ネ

ズミ）マラリア原虫について、これまでに観

察された表現型発現のメカニズムを詳細に

調べることで、細胞内でのレドックス（酸

化・還元）バランス制御機構がマラリア原虫

の（１）哺乳類宿主赤血球内での生殖母体（ガ

メトサイト）の分化誘導・形成過程（２）蚊

中腸内でのオーシストの発育・スポロゾイト

の形成過程（３）スポロゾイトの哺乳類肝細

胞感染過程で果たす役割を明らかにする。こ

れを以て、細胞に普遍的な生命維持装置、細

胞内レドックスバランス制御機構のマラリ

ア原虫での特性を明らかにし、マラリア制御

法開発研究の場に新規基礎知見を提供する

ことを目的とした。 

 
３．研究の方法 

（１）ガメトサイト分化誘導過程で 2-Cys 型

Prxが果たす役割の解析： 

 ローデントマラリア原虫には Plasmodium 

berghei ANKA株を用いた。 

 2-Cys 型 Prx 遺伝子欠損ローデントマラリ

ア原虫接種マウス、およびガメトサイト形成

能変異原虫接種マウスから原虫細胞をサン

プリングして、ガメトサイト分化誘導時期の

タンパク質発現プロファイルを、二次元電気

泳動法で、親株のそれと比較した。また、細

胞内タンパク質リン酸化の様子についても、

リン酸化タンパク質特異的蛍光プローブ

（Pro-Q® ダイアモンド）を用いた二次元電

気泳動法を利用して、網羅的に比較解析した。

差 異 が 認 め ら れ る ス ポ ッ ト に つ い て

LC-MS/MS による質量解析を試みた。 

（２）オーシスト発育過程で 2-Cys 型 Prx が

果たす役割の解析： 

 細胞質 Prxの核への移行メカニズムの解明

を試みた。2-Cys 型 Prx 分子内には既知の核

移行シグナルが認められないことから、その

核への移行には他の分子との相互作用が必

要と考察された。そこで、緑色蛍光タンパク

質（GFP）タグ付きの Prx 分子を発現する遺

伝子組換えローデントマラリア原虫を作製

し、原虫発育ステージ毎の Prx細胞内局在を

観察した。 

（３）スポロゾイトの哺乳類感染過程で

2-Cys型 Prx が果たす役割の解析： 

 2-Cys型 Prx遺伝子欠損スポロゾイトのマ

ウス接種試験と定量 RT-PCR 法を用いて、ス

ポロゾイトの肝細胞への侵入と発育に Prx 

familyが果たす役割を検証した。 

 スポロゾイト接種実験を in vitro 培養細



胞を用いておこなった。培養細胞には HepG2

細胞を用い、細胞内に侵入した原虫を特異抗

体（Circumsporozoite [CS]抗体あるいは、

2-Cys型 Prx 抗体）を用いた間接蛍光抗体法

で観察した。特にスポロゾイト接種後短時間

での原虫の肝細胞内侵入について観察をお

こない、前年度 in vivo実験での成績とあわ

せて考察することで、2-Cys 型 Prxがスポロ

ゾイトの肝臓細胞侵入に果たす役割の検証

を試みた。 

 

４．研究成果 

（１）ガメトサイト分化誘導過程で 2-Cys 型

Prxが果たす役割の解析： 

 ローデントマラリア原虫をマウスで連続

経代して、2-Cys 型 Prx 遺伝子欠損の表現型

に類似して、ガメトサイト形成能が変異（低

下）した原虫を作製した。同原虫について、

ガメトサイト分化誘導時期のタンパク質発

現プロファイルを、二次元電気泳動法で親株

のそれと比較した。差異が認められるスポッ

トについて LC-MS/MS による質量解析をおこ

ない、表現型関連タンパクの同定を試みた。

その結果、ガメトサイト形成能変異（低下）

原 虫 で は 、 Glycerol-3-phosphate 

dehydrogenase、L-lactate dehydrogenase、

Enolase および Elongation factor 1 alpha 

の発現上昇と HSP70の発現低下が観察された。 

 2-Cys 型 Prx 遺伝子欠損ローデントマラリ

ア原虫接種ローデントから原虫細胞をサン

プリングして、赤内型原虫のタンパク質発現

プロファイルを親株のそれと比較した。リン

酸化タンパク質特異的蛍光プローブを用い

た二次元電気泳動法を利用して、網羅的な比

較解析をおこなったところ、両者でリン酸化

タンパク質のスポットパターンが異なるこ

とを見出した。現在、差異が認められるスポ

ットの再現性の検証、および LC-MS/MS によ

る質量解析を計画している。 

（２）オーシスト発育過程で 2-Cys 型 Prx が

果たす役割の解析： 

 2-Cys 型 Prx にはオーシスト核 DNA の保護

作用が考察されるが、この分子自体は核移行

シグナルを持たないため、その核への移行に

は他の分子との相互作用が必要と考えられ

る。Prx 核移行の確認と免疫沈降法を応用し

た Prx 相互作用タンパク質の同定を目的に、

GFP タグ付きの Prx 分子を発現する遺伝子組

換え原虫を作製した。融合タンパク質発現遺

伝子とピリメタミン耐性変異型 dhfrts (mt)

マーカー遺伝

子 を 野 生 型

dhfrts (WT) 

locus に挿入

してトランス

ジェニック原

虫を作製した

（写真）。限外

希釈法でクローニングした、GFP タグ付きの

Prx 分子トランスジェニックローデントマラ

リア原虫について、同分子の細胞内局在を共

焦点レーザー顕微鏡で観察した。赤内型トラ

ンスジェニック原虫では GFPシグナルが原虫

細胞質に観察され、以前に報告されたこの分

子の細胞内局在が検証された。蚊中腸オーシ

ストでは、GFP シグナルは主に原虫細胞質に

観察され、核への 2-Cys型 Prxの移行を観察

することができなかった。GFP タグによる影

響を考察して、現在、特異抗体を用いた昆虫

ステージ全般での 2-Cys型 Prx発現プロファ

イル観察実験を計画している。 

（３）スポロゾイトの哺乳類感染過程で

2-Cys型 Prx が果たす役割の解析： 

 2-Cys 型 Prx 遺伝子欠損ローデントマラリ

ア原虫（Prx KO）スポロゾイトのマウス接種

試験と定量 RT-PCR 法を用いて、スポロゾイ



トの肝細胞への侵入と発育に Prxが果たす役

割を検証した。その結果、Prx KOスポロゾイ

ト接種マウスでは赤内型出現の潜伏期が延

長した（挿入表：sporozoite infectivity）。 

 一方、RT-PCRを用いてスポロゾイト静脈内

接種直後のマウス肝臓内での原虫の分布を

解析したところ、Prx KOスポロゾイトは野生

型（WT）と同等にマウス肝実質に侵入できる

ことが明らかになった。また、Prx KOスポロ

ゾイトは WTと同様に肝内型原虫に分化した。

これらの成績から、Prx KO スポロゾイト接

種マウスで観察された潜伏期の延長は、その

後の肝内型原虫の発育障害に起因すると考

察された（挿入図の赤色点線の部分）。 

 Prx の肝臓型原虫の発育に果たす役割を更

に詳細に調べるため、ローデントマラリア原

虫スポロゾ

イト接種実

験 を in 

vitro 培養

細胞（HepG2

細胞）を用

いておこな

った。細胞

内に侵入・寄生した原虫を特異抗体（抗

Circumsporozoite [CS]抗体あるいは、抗 Prx

抗体）を用いた間接蛍光抗体法で観察した。

その結果、同原虫肝内型ステージでの 2-Cys

型 Prx、および 1-Cys 型 Prx（写真）の発現

が確認された。現在 2-Cys 型 Prx KO 原虫の

肝内型増殖について観察する実験を計画し

ている。 
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