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研究成果の概要（和文）：本研究では培養マラリア原虫（赤血球内寄生期）にその他のステージで働く転写因子
を強制発現させて形態変化誘導を試みた。ガメトサイト期の転写因子AP2-G、AP2-G2の強制発現用のプベクター
構築は、遺伝子のサイズ、AT-リッチ、遺伝子多型等が原因で達成できなかった。スポロゾイト期の転写因子
AP2-Sp強制発現用ベクターは構築に成功し、原虫に導入した。AP2Spの発現の誘導の結果、わずかな原虫増殖率
の抑制の他には表現型が得られなかった。過剰発現のon/offの調節が働かなかった可能性も考えられる。今後
は、原虫で不足している、遺伝子発現のon/offの仕組みを明らかにする必要があると考える。

研究成果の概要（英文）：In this study, induction of forced developmental stage conversion of malaria
 parasite was attempted by the forced expression of transcription factors, which act at various 
developmental stages. Construction of plasmid vectors, for expression of gametocyte stage specific 
transcription factors AP2-G and AP2-G2, could not be achieved due to those gene size, AT-richness, 
genetic polymorphism etc. The plasmid vector for the expression of sporozoite stage specific 
transcription factor AP2-Sp was successfully constructed and introduced into the cultured 
intraerythrocytic parasite. As a result of the induction of expression of AP2Sp, no phenotype other 
than a slight suppression of growth rate was observed. It is also possible that the system for on / 
off regulation of overexpression did not work. In future, we think that it is necessary to elucidate
 the mechanism for on / off regulation of gene expression which is deficient in the parasite.

研究分野： 分子寄生虫学
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図1: ProteoTuner™ Shield システム 
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図2: 転写因子　過剰発現用プラスミドベクター 

１．	研究開始当初の背景  
 

	 本研究の着想の背景には、哺乳類細胞で盛
んにおこなわれている幹細胞の研究がある。
多細胞生物は、受精卵の状態ではあらゆる細
胞に分化できる「全能性」を備えているが、
発生が進み分化すると、通常は「全能性」を
持つ状態に戻る事ができない。iPS 細胞は、
発生初期の細胞で働く転写因子のセットを、
強制的に分化の進んだ細胞に発現させると、
細胞が「初期化」され、再度「全能性」を獲
得した多能性幹細胞になるものである。iPS
細胞の発見は、細胞の分化・未分化状態の規
定にはごく少数の転写因子の発現で充分で
ある、という驚くべき発見でもあった。申請
者は単細胞のマラリア原虫に、「脱分化」の
概念はあり得るのだろうかと考えた。そして、
ヒトと蚊の間で巧妙に形を変えながら行き
来する原虫にとって、その形態の変化の運命
（スポロゾイト→肝内型→赤血球内寄生サ
イクル→ガメトサイト→ガメート→ザイゴ
ート→オーキネート→オーシスト→スポロ
ゾイト）から自由になり、形態を自由に変え
られることが原虫にとっての「脱分化」「初
期化」に相当するのではないかと考えた。ま
た、最近、オーキネート、スポロゾイト、肝
内型、ガメトサイトの各ステージにおいて、
そのステージに特異的な遺伝子のセットを
発現させるために特定の APiAP2 ファミリー
と呼ばれる遺伝子群に属する転写因子が作
用し、それぞれのステージに特異的に発現す
る多くの遺伝子群の発現を制御していると
いう知見が得られている。以上の背景から、
これらの転写因子を原虫に強制発現させれ
ば、通常の培養原虫（赤血球内寄生期）から、
自在にガメトサイト、究極的にはスポロゾイ
トを直接作り出せる可能性があるのでは、と
いう着想に至った。 
 
２．	研究の目的  

 
	 培養熱帯熱マラリア原虫（赤血球内寄生サ
イクル）にガメトサイトで働く転写因子の
セットを強制発現させて高効率でガメトサ
イトを作成することを目指す。同時に、究
極的な目標として、スポロゾイトで働く転
写因子を赤血球内寄生サイクルの培養原虫
に強制発現させ、スポロゾイトへの形態変
化を起こすことを試みる。実験用に得るこ
とが困難なガメトサイト、スポロゾイトの
大量調製の方法を確立することと、原虫の
形態変化に転写因子が果たしている役割を
明らかにすることを目的とする。 
 
３．	研究の方法  

 
i) プラスミドの構築 
ガメトサイト期特異的、スポロゾイト期特
異的に働く転写因子について「過剰発現の
タイミングを調節できる株」を樹立する為

のプラスミドを作成した。この目的の為に
Clontech 社の ProteoTuner™ Shield システ
ムを利用する。このシステムでは、標的タ
ンパク質は不安定化ドメイン（DD）と融合
された状態で発現され、これは速やかに分
解される（図 1）。そこに膜透過性の低分子
リガンド Shield1を添加すると、DDを介し
た分解が抑制され、標的タンパクが発現さ
れる。この系を利用した、転写因子時期特
異的過剰発現株作成用プラスミドを構築す
る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
各因子の遺伝子は、熱帯熱マラリア原虫のゲ
ノム DNAをテンプレートとした PCRによっ
て増幅した。増幅された各 coding regionの 5’
末端に DD をコードする配列を付加、pHC1
プラスミド（マラリア原虫で汎用されている
過剰発現用ベクター）の expression siteに導入
した（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ii) プラスミドベクターの原虫への導入、上記
で作成したプラスミドを、エレクトロポレー
ションによって培養熱帯熱マラリア原虫に
導入する。0.1 µMのピリメタミンで遺伝子導
入原虫を選択し、安定したプラスミド保持原
虫を得た。 
 
iii) 因子の強制発現 
プラスミド導入原虫の培養液中 1.5 µM 
Shield1添加した。DDを介した分解を抑制す
ることで、導入遺伝子に由来するタンパクを
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図3: Ap2Sp過剰発現によって原虫増殖は抑制される 

-Shield1 
 
 
+Shield1�

強制発現させる。添加以降、毎日培養液を交
換しながら、5 日間にわたって原虫の形態、
寄生率を観察した。 
 
４．	研究成果  

 
	 ガメトサイト期特異的転写因子 AP2-G の
過剰発現用のプラスミドは、遺伝子のサイズ
が大きく(7 kbp)また、AT-リッチであるため
に、マラリア原虫用の過剰発現ベクターpHC1
への導入を試みたが大腸菌を利用したプラ
スミド構築ではプラスミドが得ることがで
きなかった。 
 もうひとつのガメトサイト期特異的転写因
子 AP2-G2に関しては coding regionをマラリ
ア原虫のゲノムから PCRで増幅し、プラスミ
ドにサブクローニングし、シーケンス解析し
たところ、異なる遺伝子配列が複数種類得ら
れ、その中にはフレームシフトを起こしてい
るものも認められたため、この遺伝子が遺伝
子多型を持ち、変異のホットスポットである
可能性が示された。この遺伝子多型は、マラ
リア原虫株によってガメトサイトの形成効
率に差があることの原因となっている可能
性も考えられる。また、正しい coding region
を持つプラスミドを構築することはできな
かった。 
	 スポロゾイト期特異的転写因子 AP2-Sp の
過剰発現用のプラスミドに関しては構築が
終了し、エレクトロポレーションによって原
虫に導入した。ピリメタミンによる遺伝子導
入原虫の選択後、 Shield1 添加によって
AP2-Spの過剰発現を試み、無添加時との原虫
増殖率を比較した。発現の on/off時の原虫増
殖率を比較した。結果、Shield1添加時にはわ
ずかに原虫増殖率の抑制が認められた他に
は表現型が得られなかった（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	 さらに Shield1 添加時の原虫ライセートを
DD に対する抗体を用いたウェスタンブロッ
ティングによって解析した。AP2-Sp-DD 発現
ベクター導入マラリア原虫の培養液中に 1.5 
µMの Shield1を添加し、5時間後の原虫細胞
を回収した。コントロールとして、同じ培養

に Shield1を添加しなかったものも調製した。
こ れ ら の 原 虫 細 胞 の whole lysate を
SDS-PAGE によって展開、PVDF 膜にトラン
スファーした後に、DD ドメインに対する特
異的なモノクローナル抗体を用いたウエス
タンブロッティングによって AP2-Sp-DD の
タンパク質レベルでの発現の検出を試みた。
しかし、 Shield1 を添加時において、
AP2-Sp-DD のタンパク質発現が検出できず、
発現の亢進が起きていないことが示唆され
た。この様に今回は、ProteoTuner Shield１ シ
ステムによる調節が、期待した通りには原虫
で働いていないことが示唆された。 
 
	 今後については、転写因子の機能と原虫の
形態変化の関係について別の方向からアプ
ローチする必要があると考えている。具体的
には申請者が発見した転写因子 PREBP の作
用メカニズムを解析する目的で立ち上げた、
レポーターアッセイを用いた系を利用して、
AP2-Sp の転写因子としての作用に重要なド
メイン、また、これらの転写因子の働きに重
要な転写調節 DNA 配列の解析をおこなうこ
とが考えられる。これらの基礎的な知見の積
み重ねによって、原虫において不足している、
遺伝子発現の on/offの仕組みを明らかにして
いく必要がある。現在、マラリア原虫におい
て不足している分子生物学的なメカニズム
についての研究を進めるためにもこれらの
知見は必須と考えられる。 
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