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研究成果の概要（和文）：本研究は獣医学領域で重要な問題となっているベクター媒介性原虫疾患に着目し、申請者が
開発した、ゲノムワイドな機能的変異体原虫作製技術を応用した新規実験系により、病原体のベクターに対する感染性
を規定する因子を網羅的に同定し、原虫のベクター感染メカニズムを包括的に解明することを目的とするものである。
変異体原虫スクリーニングにより、ベクターに高い感染性を有する原虫群の分離に成功した。責任遺伝子座の解析を行
い、その欠損の結果、宿主間移動ステージにおいて恒常性を失う遺伝子座の同定に成功した。また、効率的な解析のた
め、新規遺伝子欠損原虫の作成法の開発に成功した。

研究成果の概要（英文）：This study aims to identify the parasite gene concerns to infectivity to insect 
vector using genome wide promoter trap mutagenesis system in malaria parasite, and investigate novel 
infection mechanism of the parasite to vector.
As a result of mutant screening, we successfully identified the gene concern to transmission between 
mammalian host and insect vector. Furthermore, we successfully developed the novel mutant parasite 
constructing method to analyze the gene function.

研究分野：節足動物感染免疫学

キーワード： ベクター　マラリア
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１．研究開始当初の背景 
 ポストゲノム時代において、変異体を利
用した実験手法はウイルス・細菌などの感
染症研究では一般的なものとなり、研究の
推進に必須の技術となっている。原虫病研
究においても同様の実験系の開発が求めら
れているが、遺伝子改変技術の立ち後れか
ら、網羅的な変異体原虫を用いた実験系は
“夢”と言えるのが現状である。この原虫
研究者にとっての“夢”を現実にすべく、
申請者は現在までの研究において遺伝子機
能増強変異体原虫ライブラリーを開発した。
本申請は、この実験系の応用により、ベク
ター媒介関与因子の網羅的同定を行い、ベ
クターによる病原体伝播メカニズムの詳細
を明らかにしようとするものである。 
 標準的な原虫遺伝子のターゲティングは
相同組換え法による。標的遺伝子座に対し
て薬剤耐性マーカーを導入し遺伝子を破壊、
薬剤選択により目的変異体を分離する。し
たがって、一種類の変異体作製に①目的遺
伝子座の塩基配列情報の入手、②ターゲテ
ィングベクターの構築、③遺伝子導入・組
換え体の分離実験が必要となる。これら一
連の作業を原虫の持つ数千の遺伝子に対し
行うことは、個人研究レベルでは作業量上、
不可能である。また、獣医学上重要となる
病原性原虫に対するゲノム解析は立ち後れ
ており、塩基配列情報の入手が困難である
との問題も伴う。 
 以上の問題を解決するため申請者は、ト
ランスポゾンを利用した遺伝子改変手法に
着目した。トランスポゾンは細菌・昆虫・
植物など、多様な生物種で変異体作製に利
用され、基礎生物学の発展に大きく貢献し
た。近年、初めて原虫に対する機能的トラ
ンスポゾンが発見された(Balu et al. 
PNAS )。そこで申請者は、マウスマラリア
原虫をモデルとしたトランスポゾンによる
変異体作製を試みた。Balu らの方法では、
トランスポゾンの挿入はゲノム上にランダ
ムに起き、遺伝子発現制御部位に挿入され
る可能性は低く、機能的な変異体の分離に
は不向きであった。そこで申請者は挿入エ
レメントの改良により、プロモーター支配
下にエレメントが挿入された原虫、すなわ
ち何らかの遺伝子の機能が変異した原虫群
のみを分離する手法の開発に成功した。 
 本法では一度の遺伝子導入実験で 20 種
以上の変異体原虫群が得られた。計算上、
50回の実験により1,000種の変異体の分離
が可能であり、既存の技術では不可能であ
った、個人研究者レベルでのゲノムワイド
な変異体の分離が実現可能となった。申請
者はこれを改良し、恒常的高活性型プロモ
ーターで挿入エレメント下流を制御するこ
とで、遺伝子機能増強型変異体を作製・分
離する手法の開発を行った。また、さらな
る改良により、何らかの遺伝子機能が増強
した場合、GFP レポーターを発現する変異

体ライブラリーの作製を行った。 
 本研究は、病原体媒介ベクターと、この
変異体スクリーニングシステムの融合によ
り、網羅的にベクター感染因子を同定しよ
うとするものである。 
 
２．研究の目的 
 感染表現型とその原因遺伝子の同定に力
を発揮するのが、特定の遺伝子の機能が増
強または減衰された遺伝子機能変異体であ
り、ウイルスにおけるリバースジェネティ
クス、細菌におけるトランスポゾンミュー
タントなど、各種の方法が用いられている。
これらの手法の際だった特徴は、ゲノムワ
イドに変異体が作成可能な点である。ある
病原体が持つ全遺伝子に対して、網羅的な
変異体の作製が可能なため、表現型に対し
て余すことなくその責任因子の同定が可能
なのである。 
 上記のような変異体を用いた方法論は感
染症研究において極めて有用であり、バベ
シア・タイレリア・コクシジウムなど獣医
学上重要な原虫病研究に対しても応用が期
待される。このような背景から、申請者は
現在までの研究において、網羅的な遺伝子
機能減衰・増強変異体原虫作製に関する研
究を実施した。本申請ではこの技術を基盤
として、ベクター媒介性病原体の伝播メカ
ニズムを包括的に解析しようとするもので
ある。 
 本研究ではベクター媒介性感染症の征圧
に向け、病原体のベクター媒介に関与する
因子を、ゲノムワイドな遺伝子機能増強変
異体原虫ライブラリーを用いて、網羅的に
同定することを目的とする。得られた結果
を基盤として、獣医学上・医学上重要なベ
クター媒介性病原体伝播の分子基盤を包括
的に明らかにし、原虫病研究全体の発展に
資することを目標とするものである。 
 
３．研究の方法 
 本研究は、申請者が開発した、GFPレポ
ーター発現型遺伝子機能増強変異体原虫ラ
イブラリーを用いることで、病原体のベク
ター感染因子を網羅的に同定し、謎の多く
残されている原虫のベクター媒介メカニズ
ムの一端を紐解き、新たなる感染症制御手
法の提唱を目指すものである。 
 現在までの研究において開発した機能増
強変異体ライブラリーを用いたスクリーニ
ングにより、ベクター感染性に寄与する候
補遺伝子群の絞り込みを行った。ベクター
を用いた頻回吸血実験により、高感染性を
示す変異体原虫群のスクリーニングを実施
した。この変異体群にたいし、変異責任遺
伝子座の同定を行った。サザンブロット法、
インバース PCR 法による解析により、ベ
クター感染性関連候補遺伝子座群を同定し
た。これらの何らかの遺伝子機能が増強し
ている変異体群について、クローニングを



行いベクターへの感染表現型の解析を行っ
た。 
 
４．研究成果 
 各変異体クローンはベクターに対する優
れた感染性を示したものの、その機序につ
いては機能増強型変異体のみの解析では困
難な点が多いことが明らかとなった。そこ
で、順次候補遺伝子座を欠損した原虫を作
成することを予定した。一部の遺伝子座に
ついて KO原虫を作成し、表現型解析の結
果、宿主間移動ステージにおいて正常な機
能を失っていることが確認された。さらに
候補遺伝子座の KO 原虫作成を計画した
が、現状の遺伝子組換え技術では多種の
KO 原虫の同時作成は物理的・時間的に多
大なコストを要するため、簡便に KO原虫
作成可能な方法の新規開発に着手した。そ
の結果、ピューロマイシン耐性遺伝子を用
いた効率的に目的KOクローンを樹立可能
な方法の開発に成功した。 
 これは、クローニング法に弱点を持つ本
感染モデルにおいて、革新的なメリットを
持つ結果であった。従来では最低数十匹、
時には 100 匹ものマウスをクローニングに
必要としたが、わずか 1 ケージ・5 匹のマ
ウスで同等の成果を得ることが可能となっ
た。すなわち、KO 原虫作製に数十万円の費
用を要していたが、これが約 1 万円(5％)
程度へと驚くべきコストダウンがなされ、
物理的問題の解消から多種 KO 作製実験の
並行実施が可能になり、さらには使用動物
数の劇的削減がなされ昨今の動物実験倫理
観に即した研究が実施可能になった。更な
る研究遂行上のメリットとして、真核細胞
毒性型の新規薬剤選択マーカーへの使用の
可能性を広げるものであり、これは多重遺
伝子 KO 原虫の作製を容易かつ現実的にす
る画期的な研究成果であり、このベクター
感染モデルの利便性・優位性をさらに高め
るものであった。 
 今後さらなる解析を続けることで、謎が多
く残されているベクターステージにおける
生命現象について、その本態を明らかにされ
ていくことが期待される。 
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