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研究成果の概要（和文）：転写因子発現コンストラクトを野生型原虫に導入し遺伝子組み換え原虫を作製した。つぎに
本原虫を用いオオシストの培養を実施し、オオシスト形成に及ぼす転写因子誘導の効果を評価した。組み換え原虫オオ
シストの直径は野生型より増大したが核の分裂の進行は、野生型同様不十分なままであった。そこで実際この転写因子
がオオシスト期にどのような遺伝子群を活性化しているかをChIP-seq法で解析した。その結果、標的遺伝子は数百個同
定されたがゲノムDNAの複製やmitosisに関与する遺伝子を誘導している証拠は得られなかった。このことからスポロゾ
イトの形成には本転写因子に加え他の転写因子が必要である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We generated transgenic parasites expressing a transcription factor under control 
of the promoter highly active in the early oocyst stage and examined if the induction promotes 
development of oocysts in vitro. In the culture of the transgenic parasites significant enlargement of 
oocysts diameter was observed compared to wild-type parasites, but effects of the induction on the 
progress of nuclear division were not clear. ChIP-seq analysis of the target genes of this transcription 
factor in the early oocyst stage showed that this transcription factor regulates numbers of genes related 
to protein synthesis but few genes required for nuclear division. The results suggested that effects of 
induction of the transcription factor are not sufficient for promoting sporozoite production and that 
induction of another transcription factor may be necessary to promote oocyst development and sporozoite 
production in vitro.

研究分野： 寄生虫学

キーワード： マラリア　スポロゾイト

  ２版
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１．研究開始当初の背景 

マラリアは現在でも年間数億人にのぼる

感染者がでる、もっとも重要な感染症である。

多くの人々がワクチンを必要としているが、

いまだ実用的なワクチンの開発は実現して

いない。こうした状況のなか、弱毒化したマ

ラリア原虫スポロゾイトを用いた生ワクチ

ンは、スポロゾイトの保存技術、免疫法の改

良により近年再び脚光を浴びている。しかし

ながらスポロゾイト自体はいまだハマダラ

蚊から採取せざるをえず免疫に利用できる

数は限られている。このことがスポロゾイト

ワクチンの実用化への最大のボトルネック

となっている。マラリア原虫の昆虫内ステー

ジをハマダラ蚊でなく培養系で増殖させる

ことがこの問題を解決するための唯一の手

段であるが、培養系でのスポロゾイト生産の

効率は極めて低く、動物実験レベルでも培養

したスポロゾイト使った免疫には成功して

いない。 

一方申請者はこれまでのマラリア原虫転

写因子の研究において、オオシストの成熟に

必須である転写因子の同定に成功した。本研

究はこの成果に基づき着想されたものであ

る。 

 

２．研究の目的 

本研究は実用的なスポロゾイト培養系確立

のための基礎研究として、オオシスト成熟に

必須の転写因子を用いて培養系でのスポロ

ゾイト作製効率を飛躍的に改善することを

目的とする。本研究の成功は弱毒性スポロゾ

イトを用いた生ワクチン実用化への第一歩

であり、その波及効果は極めて大きい。 

 

３．研究の方法 

本課題では遺伝子組み換え技術により、オオ

シストの成熟を促進する転写因子 AP2-OC

（AP2 in oocysts）の発現を誘導し、培養系

でのスポロゾイト作製効率を飛躍的に改善

することを試みた。これまでの研究で、オオ

シストの初期に発現が誘導されるオオシス

ト capsule 蛋白 Cap380 遺伝子は、オオキネ

ート期にはその mRNA が翻訳抑制を受けてい

るが、オオシスト形成直後に大量に蛋白質と

して発現されることを見出した。そこでこの

遺伝子のプロモーターを利用することで転

写因子 AP2-OC を初期オオシストに強制発現

させオオシストの発育を促すことを着想し

た。まず遺伝子発現コンストラクトを作製す

るため予備実験として Cap380 遺伝子のプロ

モーター領域の解析を実施した。Cap380 遺伝

子の５’領域と３’領域を GFP 遺伝子の前後

に連結した発現コンストラクトを作製し人

工染色体に組み込んだ。この人工染色体を血

液ステージの原虫に導入しin vitroでオオ

シストの培養を行い、オオシストへのステー

ジ転換直後からGFPが発現していることを確

認した。発現を確認後、Cap380 遺伝子の上流

配列に AP2-OC 遺伝子を連結した発現コンス

トラクトを作製し、人工染色体に組み込んだ。

この AP2-OC 発現人工染色体コンストラクト

を血液ステージで野生型原虫に導入し、限界

希釈法でクローン化し、遺伝子組み換え原虫

を作製した。 

 

４．研究成果 

作製した原虫からオオキネートステージを

精製しオオシストの培養を実施し、オオシス

ト形成に及ぼす転写因子誘導の効果を評価



した。 対照としては野生型原虫を用いた。 

培養した組み換え原虫を顕微鏡下で観察

したところ、組み換え原虫オオシストはその

直径が野生型より大きくなっていた。しかし

ながら転写因子誘導の効果の重要な指標と

考えていた核の分裂の進行は、野生型同様不

十分なままであった。そこで実際 AP2-OC が

オオシスト期にどのような遺伝子群を活性

化しているかを確認する必要があると考え、

ChIP-seq 法で全標的遺伝子の同定を試みた。

ChIP-seq は GFP 融合 AP2-OC 発現原虫を用い

て実施した。原虫をハマダラ蚊に感染させ、

感染した蚊中腸をパラホルムアルデヒドで

固定した。解析の結果、AP2-OC はおよそ 500

の遺伝子を直接制御していることがわかっ

た。同定された標的遺伝子中には蛋白合成に

かかわる遺伝子が多数同定された。一方ゲノ

ム DNAの複製や mitosis に関与する遺伝子の

数は少なく、本転写因子が核の分裂を誘導し

ている証拠は得られなかった。これらの結果

はオオシストスポロゾイトの形成には

AP2-OC に加え別の転写因子が関与している

可能性を示唆していた。今後 GFP 融合蛋白発

現原虫を用いて他の転写因子のオオシスト

での発現を確認する予定である。オオシスト

での転写因子の発現が確認できた場合、

ChIP-seq 等を実施してその機能を推定した

後、今回作製した組み換え原虫内で強制発現

させることで本技術を完成に近づけたい。 
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