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研究成果の概要（和文）：RNA-seq や TSS-seq に代表される次世代型シークエンサーを用
いた新しい技術によって種々の生物の遺伝子発現を網羅的に解析することが可能になって
いる。我々は当該技術を哺乳類一般を宿主とする原虫の１つであるトキソプラズマに適応
し、その生活環を構成する代表的な３ステージの解析を行うことで、各ステージの遺伝子
発現プロファイルを明らかにし、その制御に関わる DNA cis-element を推定した。 

 
研究成果の概要（英文）：By using RNA-seq and TSS-seq which are one of the application of 

next generation sequencers, it becomes possible to obtain transcriptomes of wide variety of 

living organisms. We applied the methods on representative three stages which consist of 

lifecycle of an obligate, intracellular, parasitic protozoan, Toxoplasma gondii. As a result, 

we demonstrated gene expression profiles of the three stages as well as putative DNA 
cis-elements which regulate the gene expression. 
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１．研究開始当初の背景 

（１）ゲノムは生物の設計図であり膨大な生
物学的情報が含まれているが、ゲノム単体か
らの情報抽出には大変な困難が伴う。そこで
近年、プロテオームやメタボロームなどの網
羅的解析を援用して、ゲノムに含まれる情報
を噛み砕いて理解する試みが盛んに行われ
ている。トランスクリプトームもその一つで
あり、具体的には、EST、SAGE、microarray

が一般的な解析方法として用いられるが、網
羅性、感度、定量性、検出範囲に改善の余地
があることも認識されつつある。一方で、近
年開発された次世代型シークエンサーを援
用する TSS-seq 法は、圧倒的な網羅性と１塩
基 単 位 の 高 解 像 度 で 転 写 開 始 点
（Transcription Start Sites : TSSs）を解析
できる画期的な新規解析方法であり、この方
法を用いる事で、これまでには考えられなか
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った多くの知見がゲノムから得られつつあ
る。これら、ゲノムとトランスクリプトーム
の組合せから明らかにされる種々の生物学
的情報の中には、創薬ターゲットとして発展
していくものも有り得る。例えば、病原性微
生物の転写制御モチーフや転写制御因子が
明らかになれば、その相互作用に対する阻害
剤等により転写の人為的かく乱が可能とな
り、その結果、病原性微生物の増殖が阻害さ
れることが予想される。 

（２）創薬の対象となる病原性微生物の１つ
に原虫があげられる。トキソプラズマはアピ
コンプレクス門コクシジウム綱に分類され
る原虫の一種で、生肉の摂取や、終宿主であ
るネコとの接触により伝播される。健康な成
人が感染した場合には重篤な症状を引き起
こさないが、妊娠中の初感染は、流産や新生
児の障害を誘発する場合があり、幼い子供や
HIV などの感染で免疫が十分でない状態で
も重症になることがあることから、効果的な
予防・治療方法の確立が望まれている。加え
て、生活環におけるダイナミックな形態変化
（急増虫体：tachyzoites（Tz）、緩増虫体：
bradyzoites（Bz）、種虫：sporozoites（Sz）
間の stage conversion）や、複雑な宿主・寄
生虫間の相互作用等、生物学的にユニークな
性質を有している。これらは、原虫が宿主と
の鬩ぎ合いや過酷な環境に打ち勝ち生存し
続けるために獲得した形質と考えられるこ
とから、逆に、この分子機構に関わる転写制
御を明らかにし標的とすることで、この原虫
による感染症に対する予防・治療薬に繋がる
知見を得られるのではないかと着想した。 

（３）我々は、強毒株トキソプラズマ原虫を
対象として、TSS-seq 法を用いたトキソプラ
ズマトランスクリプトームの高解像度解析
をスタートさせている。これまでに、Tz ステ
ージでの転写開始領域を約１万箇所特定し
ており、また、転写制御の要となるコアプロ
モーター内の特定位置にイニシエーター配
列が頻出することを既に明らかにしている。 

 

２．研究の目的 

本研究では、次世代型シークエンサーの援用
によって解析力が大幅に向上した転写開始
点解析技術をトキソプラズマへ適用するこ
とによって、これまでにない高解像度でトラ
ンスクリプトーム解析を行うこと。次にその
結果を用いて、１）コアプロモーターの構造
解析、２）原虫の各ステージ特異的に発現す
る遺伝子のカタログ化、３）新規転写制御モ
チーフの発見を試み、その結果明らかになる
事が期待される転写における原虫と宿主の
差異を対象に、４）創薬ターゲットの探索と
評価を行うことを目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）トキソプラズマ Tz、Bz、Sz 虫体の調
整：本研究では、ゲノムが公開されており Tz、
Bz、Sz 各虫体に分化が可能な弱毒株である
ME49 株を供試した。本究計画には、シーケ
ンサーによる網羅的解析がふくまれている
ため、Tz、Bz、Sz 各虫体を大量かつ高純度
で調整する必要がある。Tz はヒト繊維芽細胞
を宿主に用いる in vitro 培養により調整した。
Bz は pH8.0 培養液を用いるストレス負荷状
態で Tz を in vitro 培養することにより誘導
した。Sz はアメリカ農務省 Dubey 博士の好
意により ME49 株感染ネコの糞便より精製
した oocyst の分譲を受け、これを in vitro で
脱嚢することで調整した。 

（２）次世代シーケンサーを用いた転写開始
点の網羅的な取得：トキソプラズマ各ステー
ジの転写開始点の網羅的な取得には、mRNA

の末端キャップ構造をoligo RNA linkerで置
換するオリゴキャッピング法で cDNA を合
成し、それを次世代シーケンサーで解析する
TSS-seq 法を用いた。プロモーター領域の特
定は、得られた転写開始点をクラスタリング
し、統計解析することで行った。各ステージ
で活性を持つプロモーター領域を比較する
ことで、プロモーター領域の特異性を決定し
た。加えて、各プロモーターの代表的な転写
開始点を規定し、そこから前方 500 塩基、後
方100塩基を抽出したプロモーター配列デー
タセットをステージ毎に構築し、cis-finder

を用いて解析することで、プロモーター配列
内で活性のステージ特異性を規定する
cis-element の特定を行った。 

（３）次世代シーケンサーを用いた転写配列
の網羅的な取得：トキソプラズマ各ステージ
で転写される配列の網羅的な取得は、次世代
シーケンサーを用いたRNA-seq法で行った。
得られた配列をゲノム配列にマップし各遺
伝子の発現量を推定することで、各ステージ
における遺伝子発現プロファイルを決定し
た。得られた各ステージの遺伝子発現プロフ
ァイルを比較することで、ステージ特異的に
発現する遺伝子群を特定した。加えて、
KEGG を利用した pathway 解析を行うこと
で、ステージ特異的に活性化されている代謝
経路を推定した。 

（４）阻害剤を利用した特異的代謝経路の推
定：推定したステージ特異的に活性化されて
いる代謝経路が実際に機能していることを
確認するため、各種阻害剤を利用したアッセ
イを行った。評価は”『細胞の』ATP 測定試
薬”を用いた ATP 量の測定で行った。脂肪
酸β酸化を標的とした阻害剤には、トリメタ
ジジン、および、Ranolazine を用いた。
NADH−フマレート還元反応・グリオキシル
酸回路を標的とした阻害剤には、Flutolanil

およびイタコン酸を用いた。電子伝達系を標
的とした阻害剤には、ATPase 阻害剤である



Oligomycin と、複合体Ⅲの阻害剤である
Antimycin A1 を用いた。まず宿主への影響
を確認するため、各阻害剤を種々の濃度で
HFF 細胞の培養液に添加した。Tz への影響
を評価するためには、各阻害剤をトキソプラ
ズマ感染 HFF 細胞の培養液に添加した。Sz

への影響を評価するために、Sz 懸濁液に各阻
害剤を添加した。 

 
４．研究成果 
（１）コアプロモーター構造の推定：予備実
験として行ったトキソプラズマ原虫（RH 株）
の TSS-seq 解析からは、当該原虫のコアプロ
モーターには動物や植物で認められるイニ
シエーター様のモチーフが存在することが
示唆されている。そこで RH 株の転写開始点
周辺配列、すなわちプロモーター配列をバイ
オインフォマティクスを応用して詳細に解
析することにより、イニシエーター以外の制
御モチーフの探索を行った。その結果、イニ
シエーターの直下にチミジン配列がクラス
ターを形成することを見出し、これを
Downstream Thymidine Cluster (DTC)と呼
称することにした。さらに DTCの存在と転写
活性の関係を統計的に解析したところ、DTC
が転写の活性化に関与する可能性が示唆さ
れた。一方、動物や植物で機能することが知
られている TATA box や TFIIB recognition 

element 等のモチーフはトキソプラズマ原虫
のプロモーターに存在しておらず、動物・植
物と原虫の基本的な転写制御分子機構の間
には多様性があることが予想された。加えて、
トキソプラズマの 5’UTR 長を網羅的に解析
した結果、その最頻値が 120 塩基から 140 塩
基の間にあることが明らかとなった。この値
は動物・植物とほぼ一致した。以上を統合す
ることで、トキソプラズマ原虫のコアプロモ
ーター構造を推定した。 

（２）プロモーター領域の特定と cis-element

の推定：Tz、Bz、Sz のトランスクリプトー
ムを、TSS-seq・RNA-seq を用いて取得した。
転写開始点に特化しプロモーター領域の特
定が可能な TSS-seq 法を用いた結果、Tz, Bz, 

Sz のそれぞれで、811, 1044, 2136 か所のプ
ロモーター領域を特定するに至った。さらに、
ステージ特異的なプロモーターを選抜し解
析を行った結果、Bz では CCAGTG、Sz では
TGTnnnnACA がステージ特異的な制御に関
与する cis-element であることが示唆された。 

（３）遺伝子発現プロファイルの推定：遺伝
子発現のカタログ化に有効な RNA-seq 法を
用いた結果、Tz, Bz, Sz のそれぞれで特異的
に発現する、96, 196, 548 個の遺伝子を特定
するに至った。この中には、それぞれ、1, 1, 2

個の AP2 転写制御因子が含まれていたこと
から、それらが同定された cis-element を介
してステージ特異的な遺伝子発現を司るマ

スターレギュレーターである可能性が示唆
された。続いて、得られた遺伝子発現プロフ
ァイルについて、KEGG を利用した pathway

解析を行なった。その結果、エネルギー代謝
経路について、Tz では TCA 回路と酸化的リ
ン酸化が、Sz では脂肪酸 β酸化が特異的に機
能している可能性が示唆された。 

（４）阻害剤を利用した特異的代謝経路の
検証：トランスクリプトーム解析からは、
Sz では脂肪酸β酸化が活性化している可
能性が示唆された。一方で、電子伝達系が
不活性化されていることも同時に示唆され
ている。これらの知見から、β酸化で産生
する大量の NADH とアセチル CoA を、電
子伝達系の関与無しに代謝し ATP を得る
ことが出来るか否かが、次の焦点となる。
そこで、Sz における脂肪酸β酸化と電子伝
達系の関与と、電子伝達系をバイパスして
ATP を合成しうる可能性がある NADH−
フマレート還元反応、グリオキシル酸回路
の関与を阻害剤を用いた生化学的実験によ
り検討した。 
①脂肪酸β酸化：阻害剤として、トリメタ
ジジン、および、Ranolazine を用いた。両
化合物ともトキソプラズマにおける活性は
不明なため、予備実験としてタキゾイトを
用いて活性の有無を検討した。HFF 細胞へ
トキソプラズマを感染させ 48 時間後に阻
害剤を添加し、その 24 時間後にタキゾイ
トを精製し虫体に含まれる ATP を測定し
たが、HFF 細胞に影響の出ない最大濃度
（100 uM）でもタキゾイト含有 ATP に変
化は認められず、両化合物のトキソプラズ
マにおける阻害活性の有無を明らかにする
ことは出来なかった。一方、同一濃度の阻
害剤を脱嚢後のスポロゾイトへ作用させ、
含有 ATP 量を継時的に測定したが、コント
ロール区との差異を認めることはできなか
った。従って、スポロゾイトでβ酸化は利
用されていないのか、利用されているにも
関わらず両化合物が阻害活性を示さなかっ
たのかは、現状では明らかではない。 
②：NADH−フマレート還元反応・グリオ
キシル酸回路：阻害剤として、Flutolanil
およびイタコン酸を用い、同様に、それぞ
れ 100 uM、1000 uM をスポロゾイトへ添
加したが含有 ATP に違いは認められなか
った。従って、当該経路が利用されていな
いのか、阻害剤作用が無いのかは、現状で
は明らかではない。 
③電子伝達系：ATPase 阻害剤である
Oligomycin と、複合体Ⅲの阻害剤である
Antimycin A1を用いた。Oligomycinは 0.5 
ug/mL でタキゾイトに対して ATP 合成阻
害を示したが、スポロゾイトに対しては、
それより濃い 50 ug/mL でも阻害を示さな
かった。これは、スポロゾイトでは ATPase



を介した ATP 合成が行われていない可能
性を示唆している。一方、Antimycin A1
を用いた際には含有 ATP 量の低下が認め
られた。従って、スポロゾイトでは複合体
Ⅲが関与する ATP 合成系が機能している
可能性がある。 
以上の検討により、当初想定していた
NADH−フマレート還元反応やグリオキシ
ル酸回路の関与を積極的に示す結果は得ら
れなかったため、β酸化によって産生する
アセチル CoA から直接 ATP を合成する
acetyl-CoA synthetase（TGME49_066640、
EC 2.8.3.8）に注目した。この酵素はスポ
ロゾイトでも転写産物が認められており、
また、ヒトにホモログは無い。代謝産物で
ある酢酸の濃度変化を計測することで、こ
の酵素の関与が推定可能と考えられる。当
初の研究計画にはなかったが、脱嚢スポロ
ゾイト虫体を精製することなしに、oocyst
構成成分と共に ATP 含有量を計測した結
果、非常に高い値が得られた。これは、
oocyst 内に大量の ATP が貯蔵されている
可能性を示唆している。また、脱嚢後 18
時間のスポロゾイトからは、僅かな ATP
しか検出することが出来なかった。これは、
スポロゾイトには継続して ATP 合成を行
う能力がない可能性を示唆している。 
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