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緒   言 

 マラリアはいまだに熱帯・亜熱帯地域を中心に世界に蔓延し、早急に対策を

進めるべき健康問題として残っている。マラリアを引き起こすマラリア原虫は

ヒト体内では赤血球への再侵入を繰り返すことで増殖するが、その際に一回膜

貫通型タンパク質の Plasmodium erythrocyte-binding-like (EBL)と呼ばれる原虫分

子により、赤血球を認識することが必須である。そのため、EBL の細胞外領域

アミノ末端側に存在する赤血球結合領域はワクチン開発の標的部位として研究

が進められている。一方、EBL 細胞外領域のカルボキシル末端側には相同体間

で保存されたシステイン残基に富んだ第 6 領域と呼ばれる部位があり、EBL を

分泌する小器官マイクロネームへの細胞内分子輸送に必要であると提唱されて

いる。最近、ネズミマラリア原虫 Plasmodium yoelii の EBL において、第 6 領域

の一アミノ酸置換により EBL の局在がマイクロネームからデンスグラニュール

と呼ばれる別の小器官に変化し、原虫が強毒化する事が報告された。ネズミマ

ラリア原虫 P. yoelii と同様の感染様式を示すヒト感染性の三日熱マラリア原虫

でも、同様の変化により原虫の宿主細胞指向性が変化し、原虫が強毒化する可

能性も考えられるため、どのような機序で EBL の細胞内輸送が変化したのかを

理解する事は重要だと考えられる。そこで本研究では培養が可能な熱帯熱マラ

リア原虫の EBL である EBA175 を用いて EBL のマイクロネーム輸送に必要な配

列の同定を行った。 
 

対象と方法 

 EBA175 の粗面小胞体移行シグナル配列、第 6 領域、膜貫通領域、細胞内領域

を含む配列に緑色蛍光タンパク質タグを付加したものを基礎とし、種々の領域

を付加したり、アミノ酸残基を置換したりした組換え EBA175 を発現する発現

ベクターを構築した。発現ベクターを部位特異的組換えによって原虫ゲノムに

挿入する方法により種々の組換え熱帯熱マラリア原虫を作成し、マイクロネー

ムマーカータンパク質と二重染色し、間接蛍光抗体法により、各種の組換え

EBA175 の局在解析を行った。 



 

結   果 

 粗面小胞体移行シグナル配列、第 6 領域、膜貫通領域、細胞内領域を含む

EBA175 を発現する原虫を作成し、局在を観察したところ組換えタンパク質はマ

イクロネームマーカーと共局在を示さなかった。そこで EBA175 の上流配列を

挿入したところ、組換えタンパク質はマイクロネームマーカーと共局在し、第 6
領域上流の配列もマイクロネーム輸送に必要であることが示唆された。挿入し

た配列から徐々に配列を削っていったところ、第 5 領域中のアミノ酸位置 1236
から以降がマイクロネームへの輸送に必要である事が明らかとなった。これま

で第 5 領域は多様性に富むため、保存された機能はないと考えられてきたが、

アミノ酸配列を詳細に比較したところ第 5 領域のアミノ酸位置 1257 から 1265
が相同体間で比較的保存されていたため、この配列を欠損させたところ、輸送

が阻害される事が明らかとなった。さらに相同体間で比較的保存されているア

ミノ酸位置 1258 のアルギニンあるいは 1265 のフェニルアラニンをアラニンに

置換すると、マイクロネームマーカーとの共局在を完全にあるいは部分的に示

さなくなる事を明らかにした。 
 

考   察 

 今回の研究により、EBA175 のマイクロネーム輸送には第 6 領域上流の第 5 領

域中の保存された領域も必要である事を示すことができた。第 6 領域の変異に

よりマイクロネーム輸送が障害されることが知られているため、EBA175 の第 5
領域から第 6 領域を認識する輸送タンパク質の存在が示唆される。また一アミ

ノ酸置換により部分的にマイクロネームマーカーと共局在を示すものが得られ

たが、これは、置換による立体構造の変化により EBA175 と輸送タンパク質と

の結合が部分的に阻害されたためではないかと考えている。EBA175 の第 5 領域

の上流の部分配列も輸送に必要であるという今回の知見は、EBL のマイクロネ

ーム輸送機序の一端を明らかにした意義を持つとともに、EBL の輸送タンパク

質を同定するための重要な基盤情報を提供するものである。 
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