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研究成果の概要： 

当該研究は、国内で唯一、世界でも五指に入るハマダラカトランスジェニック技術のメリット

を最大限に発揮し、１）マラリア非媒介蚊の作製、２）マラリア原虫の蚊唾液腺への侵入メカ

ニズムの解明、３）RNA 干渉法を用いた唾液タンパクの機能解析、４）蚊によるワクチネーシ

ョン、５）環境適応性、を立案・実施し、ハマダラカーマラリア原虫の寄生適応性解明、マラ

リアコントロール等々包括的な研究を推進する。 
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１．研究開始当初の背景 

2000 年、イギリスのグループが世界に先駆

けて GFP 遺伝子を導入した” 光る ” トラ

ンスジェニックハマダラカの作製に成功し

た。それ以来、マラリアベクターコントロー

ルの新しい戦略として、ハマダラカの遺伝子

操作、すなわちマラリア非媒介蚊の作製が注

目を集めていが、未だヒトマラリア非媒介蚊

の作製には成功していない。2002 年、マラ

リア原虫、ハマダラカの全ゲノム DNA配列が

解読された。トランスジェニックカの研究は、

このゲノム情報によりさらに加速されると

予想される。 
 
２．研究の目的 
トランスジェニックハマダラカ作製技術を
用い、ハマダラカーマラリア原虫の寄生適応
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性を解明する。 
1. マラリア原虫は、ハマダラカに吸血され

ると受精を始めるが、この受精にはハマ
ダラカ中腸内の環境が適しており、他の
蚊ではマラリア原虫は分化・増殖するこ
とはできない。ハマダラカ中腸内の環境
を変えることにより、マラリア原虫を伝
搬しないトランスジェニックハマダラ
カの作製を行う。 

 
2. 蚊は吸血する際、末梢血管を探り当てる

ために幾度となくプロービングとよば
れる刺入出行動を繰り返す。同時に唾液
を分泌し、この唾液中に含まれる血管拡
張因子で血管の感知を容易にし、また血
液凝固阻害因子で血液が固まることな
く吸血できるようにしていると考えら
れている。実際、ハマダラカ唾液腺のホ
モジネートにはこれらの物質が含まれ
ていることが示されているが、個々の分
子についてはほとんど解明されていな
い。我々はマラリア媒介蚊であるハマダ
ラカの唾液腺とマラリア原虫との関係
を調べる目的で、ハマダラカの唾液腺タ
ンパクの解析を行った。 

 
3. ハマダラカ唾液腺はマラリア原虫のス

ポロゾイトが集積する重要な器官であ
り、吸血により唾液とともにスポロゾイ
トが宿主へ侵入するいわば蚊のステー
ジのマラリア原虫の最終居住地である。
スポロゾイトと関わりの深い唾液腺に
外来遺伝子を発現する系を開発するこ
とは、ハマダラカーマラリア原虫の生物
学的適応のメカニズムを解明する重要
な技術となると考えられてきたが成功
には至っていなかった。 

 
 

３．研究の方法 

1. トランスジェニックハマダラカに導入
する分子は、ナマコの一種であるグミか
ら単離されたレクチン CEL-III である。
CEL-IIIは強い血液凝集・溶血活性をも
つ分子であり、マラリア原虫がハマダラ
カ中腸内に入ってきたタイミングに合
わせて CEL-III を中腸内に分泌できれ
ばマラリア感染赤血球が凝集・溶血を起
こし、受精を完遂できず、ライフサイク
ルを断ち切ることができると期待され
た。 

 
2. ハマダラカのメスの唾液腺に特異的に

発現している新規タンパク Anopheles 
Anti-Platelet Aggregation Protein 
(AAPP)を発見した。AAPP は唾液腺に豊
富に発現していることから、大腸菌発現

系を用いて組換え AAPP タンパクを調製
し、血小板機能、血液凝固に対する作用
を検討した。 

 
3. 唾液タンパクの発現をコントロールす

るプロモーター領域を用いて DsRed 遺
伝子を連結し、トランスジェニック蚊を
2 種類（細胞内型、分泌型）作製し、そ
の発現形態を観察する。 

 

４．研究成果 
1. CEL-III トランスジェニックハマダラ

カを作製し、P. berghei 感染ラット
を吸血させた。10 日後に中腸を解剖し
て、オオシスト数をカウントし、コント
ロールハマダラカと比較した結果、オオ
シスト形成数が有意に低下し、伝搬阻止
率が 91%に達した。さらにヒト熱帯熱マ
ラリア原虫に対しても増殖阻止効果が
確認された。今までに報告されているマ
ラリア非媒介トランスジェニックの効
果はネズミマラリアに限定されており、
実際のマラリアベクターコントロール
には新たなトランスジェニック作製が
必要と考えられていた。CEL-III トラン
スジェニックは、すべてのヒトマラリア
原虫株・種に有効であると予想され、
CEL-III トランスジェニックはマラリ
アベクターコントロールとして大いに
期待される。 

 
2. AAPPは血液凝固に対して作用を示さな

かったが、コラーゲン刺激血小板凝集を
濃度依存的に強度に阻害した。一方、そ
の他の血小板凝集のアゴニストである
ADP、エピネフリン、U-46619、A23187
刺激に対しては影響をおよぼさなかっ
たことから、コラーゲン刺激に特異的な
阻害作用を有していることが明らかと
なった。AAPPのコラーゲン刺激血小板
凝集メカニズムは、AAPPがコラーゲン
に直接結合し、その結果コラーゲンが血
小板へ接着することをブロックするこ
とであった。さらにラットに AAPPを静
脈内投与したところ、コラーゲン刺激の
ex vivo 血小板凝集を投与量依存的に著
しく抑制した。以上の結果より、AAPP
はハマダラカの吸血行動において重要
な役割を果たしていることが示唆され
るだけでなく、新規抗血栅薬として開発
できる可能性を有すると考えられる。ま
たハマダラカの発生状況からマラリア
感染の広がりを予測する新たな手段に
成りうると期待される。 

 
3. ハマダラカ唾液タンパクの発現をコン

トロールするプロモーター領域を用い



 

 

て DsRed 遺伝子を連結し、Genetic 
Manipulated (GM) 蚊を 2種類（細胞内
型、分泌型）作製した。得られた GM成
虫メスの唾液腺は、側葉遠位部特異的に
非常に強い赤色蛍光が検出された。また
細胞内型と分泌型は全く対照的な発現
パターンを示し、分泌型は唾液腺 Duct
に DsRed が蓄積されていた。蚊の唾液腺
に外来遺伝子を発現、分泌することに成
功した初めての報告であり、唾液腺—マ
ラリア原虫の相互作用の研究およびマ
ラリア原虫を伝播しないハマダラカの
作製等々の様々な研究が可能となる。特
に側葉遠位部特異的に外来遺伝子を発
現できたことは今後、マラリア原虫を含
む病原体の唾液腺侵入機構解明に重要
な手段となると期待される。さらに唾液
腺に侵入した GFP マラリア原虫を 3D共
焦点顕微鏡でとらえることに成功した。 
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