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研究成果の概要（和文）：マラリア原虫は宿主である肝細胞の機能を巧みに制御し自身の生存に有利な環境を構
築していると考えられる。この制御を分子レベルで理解することはマラリア原虫の感染を阻止する新たな戦略に
つながる。とりわけ肝細胞内に輸送される原虫タンパク質はこの制御の中心になっている可能性が高く重要であ
る。本研究では、肝細胞内に輸送される原虫タンパク質群（セクレトーム）を同定することを目的として、NGS
を用いた遺伝子大量解析を実施した。

研究成果の概要（英文）：Liver stage malaria parasites establish environments suitable for their 
survival by manipulating the host hepatocyte. To understand molecular mechanisms of this control may
 lead to development of strategies to prevent malaria infection of humans. Parasite proteins 
exported to the host hepatocyte would have a central role in this control.  In this study we 
performed mass sequencing analysis in this stage in order to identify whole proteins exported to the
 host hepatocyte (secretome).

研究分野：寄生虫学

キーワード： マラリア　肝臓感染

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
マラリア原虫肝臓ステージの宿主である肝
実質細胞（肝細胞）は免疫や代謝など多様な
機能を有する。マラリア原虫はこれらの機能
を巧みに制御し自身の生存・増殖に有利な環
境を構築し感染を確立していると考えられ
る。この制御を分子レベルで理解することは
マラリア原虫の感染を阻止する新たな戦略
につながる。しかしながらその研究はほとん
ど進んでいない。 
肝臓ステージの研究が進まない原因は、遺
伝子発現解析に必要な数の原虫が得られな
いことに尽きる。肝臓内には圧倒的多数の非
感染肝細胞が存在しており感染細胞のみを
精製することは極めて困難である。加えて原
虫は肝細胞に比してあまりに小さく、試料に
大量のホスト細胞由来 RNA が混入すること
は避けがたい。 
これまでの研究で研究代表者は、感染肝細
胞をセルソーターで精製するという手法で
肝臓ステージの EST データベース（感染後
31 時間、約 3000 ESTs）を世界に先駆けて
構築した。またこのデータベースを用いて肝
臓への寄生に関与する原虫遺伝子を探索し
LISP1(Liver-specific Protein 1)、 LISP2と
命名した肝臓ステージ特異的蛋白質(Orito, 
Y et al. 2012;Ishino, T et al.2009)及びこれ
らの遺伝子の発現に関わると推測される肝
臓ステージ特異的転写因子 AP2-L（Iwanaga, 
S et al. 2012）の同定に成功した。しかしな
がらこの EST データベースも未だトランス
クリプトームと呼ぶには程遠く、本ステージ
の全体像を捉えるには至らなかった。また最
初期の肝臓ステージの精製は極めて困難で
あり、研究を進めるためには新たな手段が必
要となった。 
そこで研究代表者は次世代シークエンサ
ー（NGS）を用いた cDNA 大量解析法
（RNA-Seq 法）を肝臓ステージに応用すれ
ばこの壁が克服出来るのではないかと考え
た(方法の項参照）。一方研究代表者は上に述
べた LISP2 研究の過程で感染初期の肝細胞
内へ大量の原虫蛋白質が輸送されること、ま
たこれらの蛋白質を宿主細胞内に輸送する
小胞による大量輸送システムが存在するこ
とを見出した(Orito, Y et al. 2012）。さらに
LISP2 ノックアウト原虫を用いた解析から、
LISP2 が欠損するとメロゾイト産生数が野
生型の数十分の一に低下することがわかっ
た。これらの結果から肝臓ステージのマラリ
ア原虫が（赤血球ステージと同様に）多数の
原虫蛋白質をホスト細胞内に送り込んでホ
スト細胞を制御していることが明らかにな
った。研究代表者は以上の知見に基づき、
NGS を用い肝細胞ステージのトランスクリ
プトームを解析することができると確信し
た。またそれを手掛かりとしてマラリア原虫
のセクレトームを解明し、マラリア原虫と宿
主肝細胞の分子レベルでの相互作用に迫る
ことが出来ると考えた。 

２．研究の目的 
肝臓ステージはワクチンなどマラリア感染
阻止の標的として最重要なステージである
が、その寄生の分子機構はほとんど解明され
ていない。一方研究代表者らの最近の研究に
より初期肝臓ステージの産生する多数の蛋
白質が宿主肝細胞内に輸送されること、さら
にこれらの蛋白質がマラリア原虫の肝細胞
寄生に極めて重要な役割を果たしているこ
とが明らかになってきた。本研究はこれらの
発見に基づき、肝細胞内に輸送される原虫タ
ンパク質群（肝臓ステージ secretome:セクレ
トーム）を同定すること、輸送された個々の
原虫蛋白質と相互作用する宿主側分子を網
羅的に探索し肝臓寄生の分子基盤を解明す
ることを目的とする。NGS を用いた遺伝子
大量解析法は様々な研究分野でブレークス
ルーをもたらしている。本研究は NGS によ
る遺伝子大量解析技術をマラリア原虫の肝
臓感染ステージに応用しこれまで最も大き
な研究の壁であった”精製”の問題を克服す
ることが第一の独創的な点である。本研究は
世界で初めての本格的な肝臓ステージ遺伝
子発現解析の試みであり、この研究データの
公開は肝臓ステージの研究環境を劇的に改
善するだろう。また本ステージは強力な感染
阻止免疫が誘導されることが知られており、
セクレトーム解明はワクチン開発者にとっ
て極めて重要な抗原情報となる。本研究がワ
クチン開発に繋がればその波及効果は極め
て大きい。以上のように、本研究は基礎研究、
応用研究双方にインパクトを与えるに違い
ない。 
 
３．研究の方法 
 
RNA-Seq 法によるトランスクリプトーム解析 
100 万から 500 万の唾液腺由来スポロゾイ
トをラットに静注し、静注後 24 時間、36 時
間、48 時間、58 時間の各時間に肝臓を PBS
で還流し摘出した。感染肝組織からtotal RNA
を抽出しribosomal RNA 除去試薬（RiboZERO）
でラット由来 ribosomal RNA を除去した。調
製した RNA よりライブラリーを作成し SOLID 
5500 system で配列を解析した。得られた配
列データからマラリア原虫及びラットの
rRNA, tRNA をフィルタリングして除いた後、
マラリア原虫ゲノム配列とラットゲノム配
列を合わせた仮想ゲノム上にマッピングし
た。マラリアゲノム上に６０塩基完全マッチ
でマップされたリードのみを最終的に解析
に使用した。 
 
ChIP-seq 法によるAP2-L標的遺伝子の同定 
ChIP-seqはGFP融合蛋白を発現する組み換え
原虫を用いて行った。感染細胞をパラフォル
ムアルデヒド（最終濃度 1%）で 1時間固定し
た。固定した細胞を lysis buffer に溶解し、
さらにBioruptorを用いて超音波によりクロ
マチンを可溶化・破砕した。上清に抗 GFP 抗



体を結合させた磁性粒子を加えovernightで
incubation した後、磁性粒子に結合したクロ
マチンを洗浄後し、DNA を回収した。DNA の
末端にアダプターを付加しPCRで増幅しライ
ブラリーとした。配列は ABI SOLID システム
またはillumina Next-seq システムで解析し
た。得られたリード配列は P. berghei ゲノ
ム上に Bowtie を用いてマッピングした。マ
ッピングしたデータからMACS2を用いてピー
クを検出した。標的遺伝子の同定は独自に作
成したスクリプトを使用して実施した。 
 
人工染色体によるセクレトーム解析 
マラリア原虫人工染色体を用いて各遺伝子
を蛍光蛋白融合蛋白質として発現させ実際
に宿主細胞に輸送されることを確認した。本
研究では感染細胞の特定を容易にし、また原
虫細胞内と細胞外の区別を付けやすくする
為、マラリア原虫は GFP 発現原虫株 P. 
berghei ANKA 507cl1 株を用い、目的蛋白質
は赤色蛍光蛋白mCherryとの融合蛋白質(C末
端側)として発現させた。上流 1-1.5kbp 程度
の制御領域配列と蛋白コーディング部分を
含めた全体をPCRでゲノムから一度に増幅し、
人工染色体ベクターPcen-mCherry にサブク
ローニングし, mCherry 融合蛋白質の発現コ
ンストラクトを作成した。次に血液ステージ
の原虫に人工染色体コンストラクトを導入
し蚊に感染させスポロゾイトを作成した。肝
臓ステージをHepG2細胞で培養し共焦点レー
ザー顕微鏡で局在を観察した。 
 
４．研究成果 
RNA-seq によるトランスクリプトーム解析 
感染後 24 時間の原虫の遺伝子発現解析で
は、1ランで 36万リードのマラリア原虫由来
配列が得られた。表１に感染後 24 時間の発
現遺伝子のうち発現量の多い 20 遺伝子の ID
とそれらの遺伝子における分泌シグナルの
有無を示した。その他のステージでは 1ラン
で 100 万リードに達した。そこで全体のリー
ド数をそろえるため、感染後 24 時間では 3
ラ ン の 解 析 を 実 施 し た 。 24 時 間 は
trophozoite から初期 schizont, 36 時間は中
期 schizont、48 時間は後期 schizont から
cytomere、58 時間は成熟 merozoite にそれぞ
れ相当する。得られたリード数のステージに
よる違いはこの間の原虫細胞の成長とシゾ
ゴニーによる細胞数の増加を反映している
と考えられる。 
これまでの肝臓ステージのトランスクリ
プトームは我々が数年前に実施したEST解析
のみであった。この EST データは感染後 31
時間で取得されたものでありまた約 3000 の
リードからなっていた。これに対し今回のデ
ータは 100 万以上のリードからなり、かつよ
り早期の感染後 24 時間のステージでも取得
に成功している。また今回のトランスクリプ
トームはマウスの肝臓を直ちに固定したサ
ンプルから得られたものであり、セルソーテ

ィングなどの操作を加えておらず、実際の感
染時の遺伝子発現を正確に反映していると
考えられる。加えてトランスクリプトームを
ステージごとに取得したことで、遺伝子のプ
ロファイリングを可能にした。今回の研究に
より得られたデータからは肝臓ステージで
初めての本格的なトランスクリプトームデ
ータベースが構築可能である。このデータベ
ースはマラリアワクチンの重要な標的ステ
ージでもある肝臓ステージの研究にとって
貴重なリソースとなることが期待される。 
 
 
表 1 

PBANKA_132640 
 PBANKA_080570 
 PBANKA_031450 
 PBANKA_134930 signal+ 

PBANKA_132090 
 PBANKA_094360 
 PBANKA_121430 
 PBANKA_091810 
 PBANKA_140680 
 PBANKA_050120 signal+ 

PBANKA_091800 
 PBANKA_061910 
 PBANKA_145610 
 PBANKA_135450 
 PBANKA_133190 
 PBANKA_070910 
 PBANKA_094150 
 PBANKA_134010 signal+ 

PBANKA_031560 
 PBANKA_132500 
  

 
構造解析とプロファイリング 
得られた全体のリード数と各遺伝子ORFの
長さからステージごとに RPKM 値(Reads Per 
Kilobase of exon model per Million mapped 
reads）を算出し、データを標準化した。さ
らに遺伝子を発現パターンに従いクラスタ
リング(グループ分け)し分類した。解析が正
しく行えたか確認するため 36 時間後から 58
時間にかけて発現が上昇する遺伝子の種類
を調べた。この時期にはメロゴニーが進行し
最終的に数千個のメロゾイトが一個の肝臓



ステージの内部で形成される。このグループ
の遺伝の中には既知のメロゾイト表面タン
パクやロプトリープロテイン、滑走運動関連
タンパク、運動ステージに特有の構造蛋白等
メロゾイト期に発現される遺伝子が含まれ
ていた。従ってこの結果は遺伝子発現のデー
タが正しく取得され解析されていることを
示唆した。 
一方これより早期のステージでは肝臓
ステージ特異的に発現されていることがし
られている遺伝子、LISP1,LISP2、UIS3, UIS4
などが大量に検出された。意外なことにこれ
までスポロゾイト期に発現後さらに肝臓ス
テージでも引き続き発現されると考えられ
ていたタンパク質である circumsporozoite 
protein の遺伝子はその発現が全く観察さ
れなかった。この結果はこの分子はすべてス
ポロゾイトステージで発現され、その後は転
写されないということを意味した。
circumsporozoite proteinは肝臓ステージの
有望なワクチン抗原として知られている。こ
の結果は１．スポロゾイトのタンパク質も肝
臓ステージに一部は持ち越され肝臓ステー
ジで抗原として提示されうる、2.この分子の
抗原としての働きはほとんどがスポロゾイ
トステージに由来する。という 2つの可能性
を示唆している。 
 
分泌蛋白候補の同定 
これまでに LISP2 などの遺伝子で qPCR を
行い定量した結果では分泌蛋白質は感染後
24 時間と 36 時間で発現ピークを形成し発現
はその後急激に減少する。この発現プロファ
イルは肝臓ステージ内での分泌小胞の存在
時期とよく一致している。そこで、この時期
に発現がピークに達する遺伝子をプロファ
イリングにより同定し、さらに構造解析によ
りシグナル配列を持つ分子をその中から選
別し分泌タンパク質候補とした。またシグナ
ル配列に加えて膜貫通領域を持つ分子も宿
主細胞膜上に輸送される可能性を持つため
セクレトームの候補として選択した。24時間
と 36 時間を中心に発現ピークを有する遺伝
子は合計約 100 個同定され、そのうちでシグ
ナル配列を持つ分子を分泌タンパク質候補
とした。この中には上記の既知の肝細胞ステ
ージ遺伝子 LISP1,LISP2、UIS3, UIS4 も含ま
れていた。 
 
人工染色体によるセクレトーム解析 
同定された分泌タンパク質の候補遺伝子
を人工染色体に組み込み組み換え原虫を作
製した。スポロゾイトを HepG2 細胞に感染さ
せ感染後 36時間から 48時間で局在を観察し
た。その結果原虫細胞外に輸送される複数の 
タンパク質の遺伝子を同定した。共焦点レー
ザー顕微鏡により得られた観察像からこれ
らの分子はいったん寄生胞上に輸送され、さ
らに寄生胞から連続して形成された何らか
の構造上に移送されることが分かった。図１

に遺伝子Aの解析によって得られた画像を示
す。矢印は寄生胞から連続して形成された構
造を示す。一方これらの遺伝子のうちには
LISP2 の様に大量に発現され宿主細胞質内に
直接輸送されるものは現時点では見つかっ
ていない。LISP2 以外にも同様の挙動を示す
遺伝子は存在すると考えており、現在さらに
トランスクリプトームの解析を進めている。
同定された遺伝子については現在その機能
解析を実施している。 
 
図 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
ChIP-seq 法を用いたマラリア原虫転写因子
の標的遺伝子の同定法の開発 
これまでの研究でマラリア原虫の転写因
子がステージ特異的に発現していること、ま
た各ステージで発現される転写因子の数は
極めて少数でしたがって1個の転写因子の標
的遺伝子はそのステージのトランスクリプ
トームのほとんどを反映している可能性が
あることが明らかになってきた。我々はまず
調製できる細胞数が多く解析が比較的容易
と考えられる生殖母体及びオオキネートス
テージの転写因子 AP2-O と AP2-G2 において
ChIP-seq を実施し,標的遺伝子の同定を試み
た。 
オオキネートの転写因子 AP2-O では 18 時
間培養したオオキネートを用いて ChIP-seq
を実施した。約 1000万のリードが P. berghei 
ゲノム上にマップされ、これをもとに約 650
の標的遺伝子が同定された。これらの標的遺
伝子には既知のオオキネートステージの遺
伝子のほぼすべてが含まれており、1 個の転
写因子がそのステージ全体の遺伝子発現パ
ターンを決定するというマラリア原虫に特
有の転写制御の仕組みが初めて明らかにな
った。この結果はステージ特異的な転写因子
の ChIP-seq により当該ステージにおける遺
伝子発現を解明することができる可能性を
示し、のちに記述する肝臓ステージ特異的転
写因子 AP2-L の標的遺伝子の ChIP-seq 解析
につながった。 
 生殖母体ステージでは sulfadiazine で処
理しasexualステージの原虫を除去したマウ



スの血液を出発材料として AP2-G2 の
ChIP-seq を実施した。本ステージでは予想外
に多数の遺伝子が標的遺伝子として同定さ
れた。さらにこれらの標的遺伝子は生殖母体
ステージ特異的遺伝子をほとんど含まなか
った。これらの結果は予想された結果とは大
きく異なるものであった。しかしながらマイ
クロアレイによる発現解析などから最終的
に AP2-G2 がリプレッサーであることが分か
り矛盾は解消された。すなわちこの転写因子
がasexualステージで発現される遺伝子を抑
制することで生殖細胞への正常な移行が完
了することが分かった。この結果は生殖母体
形成における遺伝子発現調節機構の一端を
解明した。 
 
ChIP-seq 法によるAP2-L標的遺伝子の同定 
我々はすでに肝臓ステージの転写因子
AP2-L を同定していた。そこで肝臓ステージ
での遺伝子発現を解析することを目的とし
て ChIP-seq 法で AP2-L の標的遺伝子を同定
することを試みた。生殖母体及びオオキネー
トステージで実施した ChIP-seq では 1 億前
後の原虫を出発材料としていた。肝臓ステー
ジは肝臓内では極めて少数でこれを材料と
して ChIP-seq を実施することは不可能であ
った。従って HepG2 細胞を用いて培養条件で
肝臓ステージを作製し出発材料とした。P. 
berghei では培養下でも半数近くがメロゾイ
トまで develop する条件が近年確立された。
従ってこの条件を用い実験を実施した。得ら
れたリードをゲノム上にマッピングした結
果約 1000万のリードが P. berghei のゲノム
にマッチした。これらのリードからピークを
検出したところ約1200のピークが得られた。
このピークから転写因子の結合配列を統計
解析により推定したところ5塩基の結合配列
が推定された。次にピークの位置から標的遺
伝子を同定した。上流 1200 塩基内に AP2-L
が結合している遺伝子を標的遺伝子とした
場合約600遺伝子が標的遺伝子として同定さ
れた。これらの遺伝子の中には LISP1,LISP2
などの既知の肝臓ステージの遺伝子がすべ
て含まれこの転写因子が肝臓ステージのマ
スター転写因子として機能していることを
示唆した。またこの結果は本転写因子がアク
チベーターとして機能していることも証明
した。ターゲットには UIS3、 UIS4 等スポロ
ゾイトですでに転写されている遺伝子も含
まれており、これらの遺伝子の転写は引き続
き行われていることが分かった。現在
RNA-seq のトランスクリプトームデータとの
比較を実施しているが、感染後 24 時間と比
較する限り感染初期に大量に発現されてい
る遺伝子のほとんどがAP2-Lのターゲットで
あった。また感染後期の RNA-seq データのう
ち、少なくともメロゾイト期特異的な遺伝子
に関しては一部の例外を除きターゲットに
は含まれず、AP2-L がステージ特異的な転写
に関わっていることが証明できた。以上の様

に標的遺伝子とトランスクリプトームから
得られる情報はそれぞれ異なっている。従っ
て両者の比較から本ステージにおける転写
機構の詳細が今後明らかになると期待でき
る。 
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