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目的・趣旨 

マラリア原虫は、非常に高度な生活環・増殖制御機構を持つユニークな単細胞の真核

生物である。本研究では、そのマラリア原虫の肝内型ステージの増殖期と休眠期におけ

る内部オルガネラ分配のメカニズムを明らかにすることを目的に、集束イオンビーム内蔵

の走査型電子顕微鏡(FIB-SEM)を使用し、可視化肝内型マラリア原虫のオルガネラ三

次元構造解析を試みる。使用するマラリア原虫は、申請者らが既に作製に成功した可視

化サルマラリア原虫 Plasmodium cynomolgi（Pcy-GFP）と可視化ネズミマラリア原虫

P.berghei (Pb-mChe)株を使用し、培養肝細胞を用いた in vitro 感染実験系により調整

したサンプルで各種解析を行う。 

研究経過の 
概  要 

予定していた河津博士との帯広畜産大学での共同研究の打ち合わせは、新型コロナウ

ィルス蔓延に伴い、オンライン会議にて滞りなく行った（2022 年 2 月）。研究に関しては、

おおむね研究計画通りに解析が進み、Pb-mChe の肝内型ステージにおける増殖期の

内部オルガネラ構造の三次元構造解析が完了し、今後は、感染早期の原虫等のオルガ

ネラ構造を同様の解析で明らかにし、増殖期におけるオルガネラの発達・増殖機構の網

羅的な観察を行う予定である。また、Pcy-GFP 感染実験に関してもおおむね計画通りに

研究は進み、Pcy-GFP 感染ハマダラカからスポロゾイトを作製することに成功し、このスポ

ロゾイトを用いてサルマラリア原虫の肝内型ステージにおける増殖期・休眠期の作製（in 
vitro）が完了した。現在、これら原虫は、FIB-SEM 解析に進み、内部オルガネラ構造の

解析を行っている。 
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研究成果の 
概  要 

1. 可視化ネズミマラリア原虫 Pb-mChe の FIB-SEM 解析 

mCherry 発現可視化ネズミマラリア原虫 Pb-mChe 株をマウスに感染させ、感染血を

ハマダラカへ吸血・感染させ唾液腺を回収し、スポロゾイト（SPZ）を大量に得ることが出来

た。回収した SPZ は、培養肝細胞 Huh7 へ感染させ、野生型の増殖期にあたる 48 時間

後（多核体の原虫が個々に分裂する直前）に固定し、共焦点レーザー蛍光顕微鏡を用い

て mCherry シグナルから原虫の位置

の特定を行った。その後、サンプルは電

子顕微鏡を用いて観察し、両顕微鏡に

より得られた像の相関を得る解析手法

CLEM 法 （ Correlative light and 
electron microscopy）を用いて FIB-
SEM 解析を行った。得られた複数枚の

切片データから、原虫の内部オルガネ

ラ構造の 3D 化がほぼ終わり、増殖時に

おける原虫オルガネラのネットワーク形

成 の 一 部 を 把 握 す る こ と が 出 来 た  

【図 1】。 

2. 可視化サルマラリア原虫 Pcy-GFP の FIB-SEM 解析 

Pb-mChe 同様に、Pcy-GFP 株をア

カゲザルに感染させ、得られた SPZ を

培養肝細胞へ感染させ、共焦点レーザ

ー蛍光顕微鏡を用いて GFP シグナル

から原虫の位置の特定を行った。観察

の結果から、GFP のシグナルが大きく

多核形成が認められた原虫（増殖期）と

GFP のシグナルが小さい原虫（休眠

期）を確認することが出来た【図 2】。現

在、これら原虫は電子顕微鏡を用いて

観察し、CLEM 法を用いた FIB-SEM 解析中である。 
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