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研究成果の概要（和文）：転写因子AP2-Gの標的遺伝子及びcis配列を同定した。その標的遺伝子中に新規雌ガメ
トサイトの転写因子AP2-FG2を見出した。AP2-FG2は雌ガメトサイトの核に局在し雌特異的遺伝子の上流域へ結合
しその遺伝子発現を制御する事を明らかにした。さらに雄ガメトサイトの分化に関与するSNF2-like chromatin 
remodeling ATPase、gSNF2を見出した。gSNF2欠損原虫では正常な雄ガメトサイトを形成することができず蚊へ
の伝播能が完全に失われていた。gSNF2は雌雄ガメトサイト遺伝子群の上流域に存在する特異的配列に結合し、
その遺伝子発現制御に関与する事を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The target gene and cis-acting element of the transcription factor AP2-G 
were identified. We found a novel female gametocyte transcription factor AP2-FG2 in the target gene.
 We found that AP2-FG2 is localized in the nucleus of female gametocytes and binds to the upstream 
regions of female-specific genes to regulate their gene expression.Furthermore, we found an 
SNF2-like chromatin remodeling ATPase, gSNF2, which is involved in the differentiation of male 
gametocytes. The gSNF2-deficient parasites were unable to form normal male gametocytes and 
completely lost the ability to infection to mosquitoes. We clarified that gSNF2 binds to a specific 
sequence existing in the upstream region of the male and female gametocyte genes  and participates 
in the gene expression regulation.

研究分野：寄生虫

キーワード： マラリア　転写因子
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果はマラリア原虫の複雑なライフサイクル成立の根本原理の解明の一端を担うものであり、世界的に
問題となっているマラリア感染症の予防・治療に繋がると考える。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
マラリア原虫のライフサイクルは無性生殖により増殖する血液ステージの原虫の一部が
有性生殖へとコミットすることによって始まる。有性生殖にコミットした原虫は初期ガメ
トサイトとなり、さらに雌雄ガメトサイトへと分化成熟する。蚊の吸血により取り込まれた
成熟雌雄ガメトサイトは、蚊中腸で雌雄生殖体(ガメート)となり接合し蚊中腸細胞へ侵入す 
る。ガメトサイトはマラリア原虫の蚊への伝播に最重要のステージであるにもかかわらず、 
その分化機構はわかっていなかった。一方最近の転写因子研究の進捗によりマラリア原虫
の複雑なライフサイクルは少数のステージ特異的なマスター転写因子によって制御されて
いることが明らかになってきた。これらの転写因子は全体で 27 個に過ぎず、すべて AP2 
ファミリーという転写因子のファミリーに属している。このうち少なくとも 3つの AP2 フ
ァミリー 転写因子 AP2-G, AP2-G2,および AP2-FGがガメトサイト形成に関わっているこ
とがわかってきた。AP2-G はガメトサイト形成の起点となる転写因子で、この転写因子を
破壊した原虫ではガメトサイトがまったく観察されなくなる。AP2-G2はリプレッサーであ
り無性殖期の遺伝子を抑制し生殖母体への転換を促進している（Yuda et al., 2015）。さら 
に最近申請者らは雌性ガメトサイトの分化に必須の転写因子 AP2-FGを同定した（Yuda et 
al., 2019）。AP2-FGを欠損した原虫では雄性ガメトサイトの形成は正常であったが成熟し 
た雌性ガメトサイトが形成されなかった。これら 3 つの転写因子の発現時期を解析したと
ころ、AP2-Gの発現は AP2-G2及び AP2-FGの発現より約 2時間早く始まることか分かっ
た。このことは AP2-Gがこれら転写因子を直接誘導していることを強く示唆した。以上の
結果から 申請者は AP2-G の標的遺伝子を出発点としたガメトサイト形成の全過程を解明
する本研究を着想した。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究は転写因子を手がかりとして、初期ガメトサイトの形成から雌雄ガメトサイトの
分化へと至るガメトサイト形成機構を解明することを目的とした。ガメトサイトの性特異
的な遺伝子発現の制御機構はほとんど解明されておらず、本研究で試みる雄性マスター転 
因子の同定が成功すれば、この分野の研究にとり大きなブレークスルーとなる。さらにマ 
ラリア原虫のステージ形成における転写因子の役割をガメトサイト形成過程の研究を通じ
て明らかにすることを目的とした。この目的を実現するため本研究では ChIP-seq法で各転 
因子の標的遺伝子の総体を捉え、ステージ形成過程をこれら転写因子によるトランスクリ
プトーム誘導の連鎖として再構成することを目指した。 
 
３．研究の方法 
 
本研究はすべてネズミマラリア原虫 Plasmodium berghei を用いて実施した。まず転写因
子 AP2-Gの全標的遺伝子を同定し、その情報をもとに下流にある転写因子及び転写制御関
連因子を同定しそのガメトサイト形成における役割を解明する。この目的のため GFP融合
蛋白発現原虫による局在解析、遺伝子ノックアウトによる表現型解析、ChIP-seqによる標
的遺伝子同定及び複合体形成解析等の手法を用いた。これらの遺伝子操作には最近申請者
らのグループが開発したマラリア原虫 CRISPR/Cas9システムを利用した。 
 
 
４．研究成果 
 
AP2-G の ChIP-seq 解析を行った（図 1A）。ChIP-seq には GFP 融合 AP2-G 発現原虫
（AP2-Gの発現ピークである赤血球感染後約18時間の原虫）および抗GFP抗体を用いた。
これにより標的遺伝子を同定すると共にピーク位置から統計学的に結合配列を予測した。
その結果 AP2-G の結合配列として特異的な 6 塩基配列 GTACNY を同定した（図 1B）。
ChIP-seqは独立して 2回実施し再現性を確認した（図 1D）。さらに AP2-Gの有する AP2 
domainの結合配列の in vitro解析を DNA immunoprecipitation sequencing (DIP-seq)に
より行った（図 1C）。 
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図 1 AP2-Gの ChIP-seq解析および DIP-seq解析結果 

A) 2回の ChIP-seqの coverage map 

B) ChIP-seq解析により予測した AP2-G結合配列 

C) DIP-seq解析により予測した AP2-G結合配列 

D) ChIP-seqおよび DIP-seq解析により得られた peakの一例 

 

 
2回の ChIP-seq解析により、それぞれ 873および 661個の標的遺伝子を同定した。これま
での ChIP-seq解析から得た条件；First methionine codonから 1200bp以内にピークが存
在することを criteria とした。それぞれ同定した遺伝子のうち 90％の遺伝子は共通してお
り、これら標的遺伝子の機能分類を行った（図 2）。 
 

 
図 2 AP2-G標的遺伝子の機能分類結果 
 
 
 
AP2-G標的遺伝子中に SWI/SNF family (SNF2 ATPase)の ATPase subunitをコードす

る遺伝子を見出し詳細な解析を行った。GFP融合 gSNF2発現原虫およびmNEON融合

gSNF2発現原虫を作製し発現解析を行った結果、gSNF2はガメトサイト期の核に発現し

ていることが確認された（図 3A、B）。また gSNF2欠損原虫を作製し gSNF2遺伝子の

機能解析を行った結果、gSNF2欠損原虫は正常な雄ガメトサイトを形成することができ

ず、蚊への伝播能は完全に失われていた（図 4A-D）。 
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図 3 gSNF2はガメトサイト期の核に局在する 

A) gSNF2::GFP原虫を作製し発現解析を行った結果 

B) gSNF2::mNEON原虫を作製し経時的に発現解析を行った結果 
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図 4 gSNF2の機能解析結果 

A) gSNF2欠損原虫の雌雄ガメトサイト（ギムザ染色） 

B) gSNF2欠損原虫の exflagellationおよび蚊への感染能の解析結果 

C) gSNF2欠損原虫のかけ合わせ実験による雌雄ガメトサイトの機能解析結果 

D) transgenic 820cl1m1cl1原虫およびその gSNF2欠損原虫を用いた flow cytometoric解

析結果 

 

次いで gSNF2の ChIP-seq解析を行った。ChIP-seqは独立して 2回行い再現性のある結

果を得た。それぞれの解析で 1536および 1562個の peakを検出しその 90%は共通してい



た(図 5A)。gSNF2 peakの統計学的解析により、summit領域において 10塩基および 5

塩基の 2種類の塩基配列、TGTAYRTACAおよび YGTCTが高度に存在することが分かっ

た(図 5B)。gSNF2は 10塩基配列を介して雌ガメトサイト遺伝子の上流域に、6塩基配列

を介して雄ガメトサイト遺伝子の上流域に結合していることが分かった(図 5C-D)。

gSNF2 ChIP-seqにより同定した標的遺伝子の機能分類を行った(図 5E)。その結果

gSNF2は雄ガメトサイトにおいて flagella形成や DNA複製に関与する一連の遺伝子群の

発現制御に関与することが分かった（図 5F）。 
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図 5 gSNF2の ChIP-seq解析結果 

A) 14番染色体における ChIP-seq解析結果の一例 

B) summit領域の統計学的解析により得られた 10塩基および

5塩基配列 

C) 雌ガメトサイト特異的遺伝子の上流域に存在する 10塩基配

列および gSNF2 peak 

D) 雌ガメトサイト特異的遺伝子の上流域に存在する 5塩基配

列および gSNF2 peak 

E) gSNF2標的遺伝子の機能分類結果 

F) origin recognitionから DNA合成まで一連の genome replicationに関与する遺伝子群

の上流域に gSNF2は結合している 
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