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研究成果の概要（和文）：マラリア原虫オオキネートはマラリア原虫がベクターであるハマダラ
蚊の中腸に侵入するステージである。本研究はオオキネートの転写因子 AP2-O が制御する遺
伝子を同定し、その機能を解明することを目的として行われた。ChIP-seq 法による「ゲノム
ワイド」な探索により AP2-O の結合領域はゲノム上に 2000 以上存在することが判明した。さ
らにこれらの結合領域から約 400 の遺伝子が標的遺伝子として同定された。この結果は AP2-O
が全遺伝子の 10%近くを直接誘導していることを意味した。またこれらの遺伝子はオオキネー
ト期に特異的に発現していることが知られている全ての遺伝子を含んでいた。さらに個々の標
的遺伝子の機能を遺伝子ターゲティング法で解析したところ、標的遺伝子は中腸侵入に関与す
る遺伝子ばかりでなく、形態形成に関わる遺伝子、中腸侵入後に機能する遺伝子を含んでいる
ことが分った。以上の結果は、AP2-O がオオキネートのマスター転写因子として機能している
ことを示唆した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Malaria parasites have three host-invasive stages in the life cycle. The ookinete is one 
of these stages, in which malaria parasites invade the midgut of the mosquito. The 
purpose of this study was to identify target genes of AP2-O and elucidate roles of these 
genes in ookinetes. By genome-wide analysis with ChIP-Seq, over two thousand of 
binding sites of AP2-O were identified in the genome of the rodent malaria parasite, 
Plasmodium. berghei. Based on this result, over four hundred of target genes, which 
contained all genes that had been reported to be specifically expressed in the ookinete, 
were identified. Targeted gene disruption experiments in these genes revealed that 
they contained not only genes for midgut-invasion, but also those necessary for 
ookinete formation and those prepared in ookinetes and then used after mid-gut 
invasion. These results indicated that Ap2-O acts as a master transcription factor in 
the ookinete stage.   
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１．研究開始当初の背景 
マラリア原虫は異なる３種類の宿主侵入ス

テージ（メロゾイト、オオキネート，スポロ

ゾイト）を持ち、それぞれ赤血球、蚊中腸、

肝臓に感染する。個々の侵入ステージはその

ステージに特異的な膜蛋白質、分泌性蛋白質

を発現し、これらの蛋白質が宿主細胞側分子

と相互作用することによって標的細胞に侵

入する。これら宿主細胞侵入関連蛋白質は、

宿主細胞ー寄生虫間の相互作用を理解する

ための鍵であるとともに、侵入ステージを標

的としたワクチンの重要な候補分子である。 
侵入関連蛋白質は、各ステージの形成期に

特異的かつ大量に発現されるが，その発現調

節機構は解っていない。また遺伝子発現調節

の主役である「転写因子」はマラリア原虫で

はこれまで同定されていない。 
 研究代表者は宿主侵入ステージの１つ、蚊

の中腸への侵入ステージであるオオキネー

トの中腸上皮細胞への感染機構をこれまで

研究してきた。この研究の過程で中腸侵入に

関連した遺伝子群の発現を調節する転写因

子 AP2-O を同定した。AP2-O は各遺伝子の

プロモーター上の特異的な６塩基配列を認

識し発現を誘導する。この転写因子の結合モ

チーフはこれまで報告されているすべての

オオキネート期特異的遺伝子の上流に存在

するばかりでなく、その他新規の中腸侵入関

連遺伝子群の発現も同時に制御していた。 
 これらの結果をもとに研究代表者は、転写

因子とその結合配列を手掛かりにして「ゲノ

ムワイド」な探索を行なうことによりホスト

細胞侵入に関わる遺伝子群の総体、すなわち

侵入マシナリーの全体像を解明出来ると考

えた。 
 
２．研究の目的 
本研究ではこれらの結果をもとに、オオキネ

ートの転写因子 AP2-O が制御する全ての遺

伝子を同定し、オオキネートの侵入関連遺伝

子の全体像を明らかにする。また侵入関連遺

伝子が一個のマスター転写因子 AP2-O によ

って制御されていることを証明する。さらに

遺伝子ターゲティング法により個々の遺伝

子の感染における機能を解明する。 
３．研究の方法 
ChIP-seq 法による AP2-O 被制御遺伝子群

の同定 
オオキネート期の転写因子 AP2-O に関し

ChIP-Seq 法でgenome wideな解析を行い、

この転写因子が制御する遺伝子群を同定す

る。GFP 融合 AP2-O 発現原虫からオオキネ

ートを培養し、パラホルムアルデヒドで固定

する。超音波処理を行なった後、抗 GFP 抗

体で免疫沈降し AP2-O の結合したクロマチ

ンを回収する（Chromatin immunoprecipitation 

(ChIP) 法）。抽出したゲノム DNA 断片の末

端配列を超並列シークエンサーで解析し、そ

の配列をゲノム上にマッピングしクラスタ

ー化することで転写因子結合部位を同定す

る。 
遺伝子ターゲティング法による標的遺伝子

の機能解明。 
以上の方法で同定された新規な遺伝子に対

し遺伝子ターゲティング法によりその機能

を解明する。 
GFP 融合蛋白を用いた細胞内局在及び発現

ステージの解明 
同定された新規遺伝子に対し、人工染色体を

用いて GFP 融合蛋白を原虫内で発現させ細

胞内局在及び発現ステージを解析する。遺伝

子ターゲティングによる表現型と局在から

機能を推定する。 
 
４．研究成果 

ChIP-seq 法による全標的遺伝子の同定 



超並列シークエンサーで得られた配列をゲ

ノム上にマッピングしピーク領域を算出し

た。FDR が 1%以内の場合、70%以上でピー

ク中心より 50bp 以内に予想される結合配列

が存在していた。以上に結果より AP2-O の

結合領域はゲノム上に 2000 以上のあること

が判明した。さらにこれらの結合領域から

1000bp 以内に存在する約 400 の遺伝子を標

的遺伝子として同定した。標的遺伝子には実

際にこれまで AP2-O の標的遺伝子として証

明されているほぼすべての遺伝子が含まれ

ており、AP2-O の標的遺伝子が網羅されてい

ると考えられた。この結果は AP2-O が全遺

伝子の 10%近くを直接誘導していることを

意味した。 
標的遺伝子の機能 
a. 形態形成関連遺伝子群 
同定された標的遺伝子にはオオキネートの

形態形成に関与すると推測される遺伝子が

多数含まれていることが分った。これらの遺

伝子を遺伝子ターゲティング法により破壊

し原虫の表現型を調べたところ形態が異常

なオオキネートが形成された。また別の遺伝

子では形態上は正常でも蚊への感染能が有

意に低下した。GFP 融合蛋白質の発現による

解析では、これらの遺伝子産物は侵入期に特

有の構造である polar ring、IMC (inner 
membrane complex) に局在していることが

分った。以上の結果より AP2-O はオオキネ

ートの形態形成に関わる遺伝子群を誘導し

ていることが明らかになった。 
b. マイクロネーム蛋白質 
標的遺伝子には分泌性蛋白質をコードして

いると考えられる遺伝子が多数含まれてい

た。これらの蛋白質は中腸侵入時に分泌され

細胞膜接着、細胞膜破壊、細胞内移動等に関

与するマイクロネーム蛋白質であると推測

された。例えば細胞膜へのチャンネル形成に

関わると考えられる MAC (membrane 
attack complex) ドメインを有する遺伝子３

種類が含まれていた。このうちの１つの遺伝

子をノックアウトするとオオシストの形成

は全く見られなくなった。その他複数の遺伝

子において中腸への感染が有意に低下する

ものが同定された。 
c. 細胞表面蛋白質 
オオキネートの細胞表面たんぱく質として

はこれまで P28,P25 が報告されているが、今

回同定された標的遺伝子には、これらに加え

GPI アンカー配列または膜貫通ドメインを

有する細胞膜結合蛋白質と推定されるもの

が数種類存在していた。これらの遺伝子をノ

ックアウトすると中腸への感染が有意に低

下した。 
d. オオシスト形成に関与する遺伝子群 
AP-O はオオキネートの中腸侵入に関与する

上記の遺伝子に加え、オオシストの形成に関

与する遺伝子の発現を誘導していることが

明らかになった。これらの遺伝子は翻訳レベ

ルで発現が制御されており、原虫の中腸侵入

後に翻訳され機能すると考えられる。 
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