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研究成果の概要（和文）：本研究ではマラリア原虫の各転写因子の機能、結合配列、標的遺伝子等の解析を実施
した。この成果により,１つの転写因子が遺伝子を直接かつ包括的に制御し各ステージの遺伝子発現レパートリ
ーを決定するというマラリア原虫のユニークな転写制御機構を実証することに成功した。また、マラリア原虫の
ライフサイクルをターゲトームの連鎖として捉え、各ステージ間の遺伝子発現のダイナミックな連関に光を当て
ることに成功した

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed the function of each Plasmodium transcription 
factor, identified its binding sequences, and determined target genes. Our results demonstrated the 
unique transcriptional regulation mechanism of Plasmodium parasites, in which a stage-specific 
transcription factor directly and comprehensively regulates genes and determines the gene expression
 repertoire at each stage. We have also revealed the dynamic linkage of gene expression through the 
lifecycle by viewing it as a chain of targetomes.

研究分野：寄生虫学

キーワード： マラリア　転写因子　ターゲトーム

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
転写制御は遺伝子発現制御の中核をなし、その機構を解明することはポストゲノム研究の中心的課題である。マ
ラリア原虫は、１つの転写因子が各ステージを直接制御し遺伝子発現レパートリーを決定するというユニークな
転写制御機構を有している。本研究はこの転写制御機構に着目し、ターゲトームから “ステージ形成のマスタ
ープラン”を読み解くことを試みたものである。本研究で得られたターゲトーム情報は感染・寄生の分子機構解
明などマラリア原虫のポストゲノム研究を強力にサポートするものである

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

マラリア原虫は蚊および宿主動物内の複数の生育ステージからなる複雑な生活環を有
する。この複雑な生活環はステージ特異的に遺伝子発現を変化させ、異なる宿主環境（宿主動物：
赤血球・肝臓、媒介蚊：中腸・唾液線）に適応することで維持されている。その制御機構を解明
することはマラリア原虫のポストゲノム研究の中心的課題である。マラリア原虫のゲノムには
約３０の配列特異的転写因子（以下、転写因子）の候補がこれまで確認されている。これらの遺
伝子はすべて AP2ドメインと呼ばれる DNA結合ドメインを有する同一のファミリー（AP２フ
ァミリー）に属する。この転写因子の総数は標準的な真核生物に予想される転写因子数の十分の

一にすぎず、また複雑なライフサイクルと
いう特徴とも相容れない。しかしながら近
年の我々のグループを中心とした研究に
より、マラリア原虫は他の真核生物とは異
なる極めてシンプルな遺伝子発現制御機
構を有していること、この機構により少数
の転写因子だけでライフサイクルを維持
していることが明確となってきた。すなわ
ち各ステージの遺伝子発現レパートリー
は原則として１個のステージ特異的な転
写因子により決定され、その連鎖によりラ
イフサイクルが成立している（したがって

転写因子は AP2の後に発現するステージの頭文字を付して命名される、左図参照）。このシンプ
ルな転写制御は寄生というライフスタイルにより、外部からの入力に応答するための複雑な転
写因子ネットワークが不要になったことから進化したと考えられる。 

遺伝子転写制御機構の解明はポストゲノム研究の最重要課題であるがマラリア原虫で
はこの分野の研究はこれまでほとんど行われてこなかった。我々は AP2ファミリー遺伝子がマ
ラリア原虫のステージ特異的な転写因子であることを世界に先駆けて証明した。すなわちオオ
キネート、スポロゾイト、肝臓ステージそれぞれで特異的に発現する転写因子 AP2-O AP2-Sp
及び AP2-Lを同定し、これらの転写因子が各ステージの形成に必須であること、各ステージの
主要な遺伝子を直接制御していることを証明した(Molecular microbiology. 2009, Molecular 
microbiology. 2010, PloS one. 2012)。さらに各ステージにおける転写制御の全体像を明らかに
するためオオキネートをはじめとする感染ステージの転写因子の標的遺伝子群を ChIP-seq 法
でゲノムワイドに探索し、１個のマスター転写因子が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おける遺伝子発現制御の基本モチーフを明らかにした (PLoS 
Pathog. 2015)。さらにこれらの研究の過程で転写因子ターゲトームが当該ステージのマスター
プランを表現するものであり、感染関連遺伝子探索などにおいて強力なツールとなることを証
明した。またこれと独立してステージ転換過程や生殖母体生成過程における複数の転写因子の
ターゲトーム解析を通じ、ターゲトームの比較からステージ間のダイナミックな連関を解き明
かすことができるとの知見を得た(Proc Natl Acad Sci U S A. 2015等)。以上の成果よりターゲ
トーム解析がこの分野の研究を推進する原動力になるとの確信を得、全ターゲトームを解析す
る本プロジェクトを構想した。一方マラリア原虫には、ホストの組織から分離、精製することが
困難な多くのステージ（肝臓ステージやオオシストなど）が存在し、これらのステージをターゲ
トーム解析の対象とすることはこれまで不可能であった。我々はこの問題を解決するために
ChIP-seq法の改良に取り組み、ホストの細胞が大部分を占める未精製のサンプルを材料として
解析を実施するプロトコールを確立した。これにより事実上すべてのステージでターゲトーム
解析を実施することが可能になり、全ターゲトーム解析を目的とする本研究を実施することと
した。 
 
２．研究の目的 

マラリア原虫は一つのマスター転写因子が当該ステージの遺伝子発現全体を直接制御
するというシンプルな遺伝子制御機構を有し、複雑なライフサイクルを２６個の転写因子で維
持している。各ステージの形成はステージ特異的転写因子の発現により開始され、その標的遺伝
子の総体（ターゲトーム）は当該ステージのマスタープランを表現する。本課題はマラリア原虫
特有のこの制御機構に着目し、全転写因子のターゲトームを ChIP-seq法で解析し、ライフサイ
クルをターゲトームのダイナミックな連鎖として統一的に理解することを目的とする。本研究
はマラリア原虫のポストゲノム研究を先導し、侵入、寄生、無性生殖、有性生殖の機構を分子レ
ベルで理解する基盤情報としてマラリア研究を推進する原動力となることが期待される。 
 
３．研究の方法 

各転写因子の GFP 融合蛋白発現原虫とノックアウト原虫を作製し、これらの遺伝子組
み換え原虫を用いライフサイクルが停止した（または影響を受けた）ステージとそのステージで



の GFP の発現の両者を確認した。発現ステージが決定された転写因子の ChIP-seq 解析を実施し
結合配列、全標的遺伝子を決定した。ChIP-seq 解析はすべて GFP 融合遺伝子を発現する原虫を
用い、独立して二度以上実施し再現性を確認した。INPUT(IP 前のコントロールサンプル)を合わ
せて１転写因子あたり 4 ライブラリーを作製した。ChIP-seq に用いた原虫細胞の調整方法は材
料とするステージにより調整方法が異なる。血液ステージではパラホルムアルデヒド固定後赤
血球を溶血し細胞を調製した。雌雄生殖母体では、感染マウスをスルファジアジン処理し無性生
殖期の原虫を除去した後細胞を調製した。スポロゾイトステージでは感染蚊の中腸をパラホル
ムアルデヒド固定しそのまま ChIP-seq に使用した。一方、細胞の調製後の処理は細胞の由来に
関係なくほぼ同一条件で実施された。すなわちリシスバッファーで溶解、超音波でクロマチンを
断片化し抗 GFP 抗体で ChIP をおこなった。得られた DNA で NGS 用ライブラリーを作製した。
ChIP-seq のリードデータは P. berghei ゲノム上に Bowtie2 を用いてマッピングし、MACS2 ソフ
トウェアを用いてピークコールを行った。評的遺伝子の同定には独自に作製したスクリプトを
用い、ピークが上流 1.2kb 以内に存在する遺伝子を標的遺伝子として選択した。 
 
４．研究成果 
 
（１） 生殖母体における転写制御の解明 
 
① 生殖母体のマスター転写因子 AP2-G の役割 
マラリア原虫の配偶子形成には、転写因子 AP2-G が必須である。しかし、AP2-G が分裂期にお
いて生殖母体形成の運命を決定するのか、あるいは AP2-G が後期栄養体期において直接生殖母
体の分化・形成を誘導するのかは、不明であった。本研究では、AP2-G の発現プロファイルをネ
ズミマラリア原虫 Plasmodium berghei を用いて調べ、ゲノムワイドな標的遺伝子を決定するこ
とで、この問題に取り組んだ。蛍光顕微鏡観察により、AP2-G の発現は赤血球侵入の 12 時間後
に初めて観察され、初期配偶子細胞で性徴が初めて現れる 18 時間後に発現のピークに達するこ

とがわかった（下図）。AP2-G の発現
は、その後性分化が進むにつれて減
少した。この結果から AP2-G は後期
栄養体期において直接生殖母体の
分化・形成を誘導する可能性が高い
ことが示唆された。 
我々はさらに AP2-G の発現ピー
ク時に ChIP-seq を行い、ゲノム上
の結合部位を同定した。結合部位か
ら予測される TF の主な結合モチー
フは GTACNY であった。予測された

標的にはタンパク質生合成に関連する遺伝子が多く含まれており、AP2-G が性分化に必要な細胞
基盤を構築する役割を担っていることが示唆された。また、AP2-G 結合部位は、AP2-G2、AP2-FG
という生殖母体特異的な TF の上流にも存在した。さらに、標的には 2つの AP2TF 関連遺伝子が
含まれていた。これらの遺伝子を破壊すると、オオキネートの発生が停止することがわかった。
これらの結果は、AP2-G のもう一つの役割、すなわち初期生殖母体への転換を促進するための転
写因子カスケードを活性化する役割を持つことを示唆した。さらに AP2-G 結合部位は、AP2-G 自
身の上流にも存在しており、AP2-G がポジティブフィードバックにより自己の転写を活性化して
いることが分った。以上のことから、AP2-G は分裂体の性的コミットメントの確立には関与せず、
むしろ栄養体後期段階での分化の開始と配偶子細胞の初期発生に関与していることが示唆され
た。 
 
② 雌性生殖母体のマスター転写因子 AP2-FG の役割 
マラリア原虫生殖体の前駆体である生殖母体は、蚊を媒介とするマラリア伝搬に不可欠なス

テージである。生殖母体は脊椎動物の宿主の血液中で雄または雌に分化成
熟し、吸血後の蚊の中腸で雌雄生殖体に変化する。生殖母体はマラリアの
ライフサイクル維持において重要であるにもかかわらず、その遺伝子制御
機構は十分に理解されていない。特に、雌雄性特異的な遺伝子発現に関与
する転写因子はこれまで同定されていない。本研究では、AP2 ファミリー
の転写因子である AP2-FG が雌性特異的な遺伝子制御に関与していること
を初めて明らかにした。 
Plasmodium berghei における AP2-FG の発現は、発育中の生殖母体にお
いて雌雄分化が認められる 4-6 時間前に、雌の配偶子細胞でのみ観察され
た（左図）。AP2-G の発現はこの時期から減弱してゆくことより、マスター

転写因子がこの時期を境に交代することが示唆された。AP2-FG 遺伝子の破壊は雌の成熟を停止
させたが、雄の発生には影響を及ぼさなかった。ノックアウト原虫は蚊への感染能を完全に喪失
していた。 



クロマチン免疫沈降法による解析の結果、AP2-FG は 700 以上の遺伝子を直接制御しているこ
とが示唆された。その標的には、配偶子形成、受精、接合子の発生など、雌生殖母体特異的な機

能を担う遺伝子が含まれていた（左図）。このことから本転
写因子は雌生殖母体で発現する遺伝子を包括的に制御し
ていることが明らかになった。 
クロマチン免疫沈降法による解析は、AP2-FG の標的遺
伝子プロモーターへの結合が 10 塩基の配列モチーフと関
連していることも明らかにした。マラリア人工染色体を用
いたプロモーターアッセイでは、この 10 塩基モチーフの
破壊によりP28遺伝子の雌特異的プロモーターの活性が優
位に低下することが分った。 
これらの結果は、AP2-FG が雌特有の遺伝子発現レパー
トリーを制御することで、初期生殖母体から成熟雌生殖母

体への分化に関与していることを示唆している。 
 
③ 融合体（ザイゴート）期転写因子 AP2-Z の役割 
マラリア原虫の有性期は、マラリア原虫が受精し、蚊に感染するためにオオキネートを形成す
る重要なステップである。これまでの研究では原虫の受精後に始まるレトート期オオキネート

の形成は、蓄積された雌の mRNA の翻訳により進行し、
接合子の転写活性は停止していると考えられてきた。
AP2-Z はわれわれが AP2-G の標的遺伝子から同定した
遺伝子であり、雌の転写制御因子として報告していた。
本遺伝子の破壊によってオオキネートの発生はレトー
ト期で停止する。今回の研究で我々は、AP2-Z が雌で
転写されるものの、DOZI 複合体によって翻訳抑制され
ること、受精後に翻訳され接合子ステージ発現がピー
クに達することを明らかにした（左上図）。AP2-Z の
ChIP-seq 解析により、AP2-Z は特定の DNA モチーフ
上に結合し、AP2-O の標的とほぼ重複するオオキネ
ート形成に必須な遺伝子群を標的としていること、
加えて他の転写因子の標的に属さない独自の遺伝
子も標的としていることがわかった（左下図）。 
AP1-Z は AP2-G 及び P2-FG の標的遺伝子であり、
また AP2-O 及び P2-O2 を標的としている。本研究の

結果は、AP2-G に始まる、配偶子形成から卵子形成に至る転写因子のカスケードの存在を明らか
にした。 
 
（２）スポロゾイト期における転写制御機構 
 

マラリア原虫のヒトへの感染は肝臓へのスポロゾイトの感染から始まる。スポロゾイ
トの遺伝子制御を解明することは、この寄生虫による肝
臓への感染メカニズムの解明を促進し、マラリア感染予
防策の開発に貢献することが期待される。AP2-Sp は、感
染した蚊の中腸にあるオーシスト内でのスポロゾイト
形成（スポロゴニー）に不可欠な TFである。このステー
ジの転写調節系におけるこの TF の役割を理解するため
に、後期オーシストを含む蚊の中腸全体を出発材料とし
て ChIP-seq 解析を行い、その標的遺伝子をゲノムワイ
ドにて探索した。その結果、697 個の標的遺伝子が同定
された。これらの遺伝子はスポロゾイト形成から肝臓ス
テージに至るスポロゾイトの異なるプロセスで発現す
る遺伝子を網羅的に含んでいた（左図）。これらの
結果は、AP2-Sp が幅広い遺伝子を直接標的とする
ことによって、遺伝子発現の基礎的なパターンを
決定していることを示唆した。また、ChIP-seq 解
析により、AP2-Sp は転写自己活性化機構（正のフ
ィードバックループ）により自身の発現を維持し、
AP2-Sp2、AP2-Sp3、SLARP などスポロゾイトで転写
されることが報告されているすべての TF を誘導
することが示された。その結果、AP2-Sp はこのス

テージの転写カスケードの頂点に存在し、マスターレギュレーターとしてこのステージの形成
をトリガーしていることが明らかになった。 
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