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研究成果の概要（和文）：本研究では人工染色体技術が利用可能、且つ極めて単純な転写制御機構を有するマラ
リア原虫に着目し、これが人工細胞作製に適した生物であることを実証することを目的とし、その第一歩とし
て、マラリア原虫ゲノムの小型染色体を原虫細胞外で合成し、ネズミマラリア原虫に移植して、人工マラリア原
虫を作製した。具体的には（１）CRISPR/Cas9法による染色体切断法を開発し、染色体移植可能なレシピエント
原虫の作製、（２）マラリア原虫-出芽酵母間のシャトル人工染色体を用いた出芽酵母内での染色体合成技術の
開発と移植用小型染色体の合成、（３）合成小型染色体の原虫への移植に成功した。

研究成果の概要（英文）：Plasmodium parasites have extremely simple transcriptional regulation 
mechanism. In addition, the artificial chromosome technology can be used in the parasites. These 
biological and technical features may be useful for synthesizing the parasite artificially. In this 
study, to examine this idea, we attempted to synthesize the rodent malaria parasite, P. berghei. We 
developed a chromosome cleavage method by the CRISPR / Cas9 method, and prepared a recipient 
parasite for chromosome transplantation. Next, we created a shuttle artificial chromosome between 
Plasmodium parasite and Saccharomyces cerevisiae, and synthesized the small chromosome using it in 
S. cerevisiae. The synthesized small chromosome was successfully transplanted into the recipient 
parasites. These result suggested that the Plasmodium parasites is useful organism for synthesizing 
the eukaryotic cells. 

研究分野：寄生虫学

キーワード： マラリア原虫　人工細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではネズミマラリア原虫を用い、染色体切断法、出芽酵母内でのゲノム合成法、さらに合成ゲノムの原虫
への移植法の開発に成功した。これまで真核生物においては人工細胞合成研究ではゲノム合成および移植の困難
さから研究は停滞していた。よって、本研究の成果は真核生物における人工細胞合成に新たな進展を与えるもの
であり、その推進に貢献すると期待される。また、人工細胞は細胞機能の理解に新たな手法を提示するものであ
ることから、本研究の成果はマラリア原虫の細胞機能の理解に貢献すると期待される。

※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 

J. Craig Venter Institute (JCVI)による“人工マイコプラズマの作製”はゲノムを外部で合成し移

植することが可能であることを証明した。これを契機としてヒトを含む動物・植物等の人工真核

生物の合成に向けた試みが本格化したが、実際にはゲノムの合成・移植のツールとなる人工染色

体が未開発であること、数百を超える転写因子が関与する複雑な転写制御ネットワークを理解

し、人工的に再構成することが不可能であること、ゲノム最小化のための技術・情報が未整備で

あることから現在の科学技術では目標達成は不可能な状況にある。 

一方、マラリア原虫は最小サイズのセントロメアを持ち、出芽酵母を除けば外部で人工染色

体の合成が可能な唯一の真核生物である。我々はこの点に着目し、極小のマラリア原虫人工染色

体(Plasmodium artificial chromosome(PAC),9kbp)の開発に成功した。PAC は細胞外で完全合成可能

であり、セントロメアの機能により、実際の染色体と同様に 99.9%の効率で娘細胞に分配され、

１コピーで安定的維持される。加えて長鎖 DNA 断片の導入に最適であり、>300kbp の DNA 断

片を原虫内に導入・安定維持できる特徴を持つ。また、マラリア原虫は酵母・ヒトなどの自由生

活性真核生物とは大きく異なり、極めて単純な転写制御機構を持つ生物である。これまで我々は

世界に先駆けて原虫の配列特異的転写因子を発見し、原虫は安定な宿主内環境への適応の結果、

複雑な転写制御を失い、僅か 27 種の転写因子により遺伝子発現が制御されることを示した。原

虫は各転写因子を生育ステージ特異的に発現し、細胞骨格・代謝から侵入・寄生に至る数百以上

の遺伝子に保存された共通シス配列を利用して、ステージ形成に関わる全遺伝子発現を直接、か

つ一括で制御する。この単純性ゆえ、原虫では転写因子とシス配列の関係を解明することにとよ

り、遺伝子発現の全貌を完全に理解することが可能であり、更にシス配列を利用すれば人為的に

転写を制御することができることが示唆される。よってマラリア原虫では他の生物とは異なり、

ゲノムの理論設計が可能であると考えられる。 
 

２．研究の目的 
本研究では上記の生物学的特徴及び技術的優位性を根拠とし、「マラリア原虫は人工細胞作製

に適した生物である」と考え、その実証の第一歩として、マラリア原虫ゲノムの小型染色体を原

虫細胞外で合成し、ネズミマラリア原虫に移植して、人工マラリア原虫を作製する。 

具体的には（１）CRISPR/Cas9 system による大規模ゲノム編集により、第一番染色体の右腕

100kb程度を切断し、小型染色体を持つ P. berghei を作製する。（２）次に出芽酵母–マラリア原

虫間のシャトル

人 工 染 色 体

(yPAC)を使い、出

芽酵母内で切断

した小型染色体

に相当する領域

を合成する。（３）

最後に合成した

小 型 染 色 体 を

（１）で作製した

小型染色体を持

つ P. berghei に移

植し、小型染色体

と合成小型染色

体が入れ替わっ

た人工マラリア

原虫を作製する。

図１に概要を示

す。 
 

３．研究の方法 
 マラリア原虫が人工細胞作製に適したモデル生物であることを実証するために、P. berghei

由来の染色体をもとに出芽酵母を使って、小型染色体を合成し、これを移植した人工マラリア原



 

 

虫の作製を行う。 
（１）小型染色体を持つマラリア原虫の作製 
我々が開発した CRISPR/Cas9 による大規模ゲノム編集技術によって第一番染色体（約 600kb）を
分割し、100kb程度に断片化した小型染色体を持つマラリア原虫を作製する。このときに小型染

色体にはネガティブ選択マーカーである yfcu 遺伝子を導入する。 
（２）小型染色体の設計・合成 
（１）で切断した 100kb程度の小型染色体の配列をもとに PCR を行い、約 10kb からなる複数の

DNA 断片を調製する。この際に増幅断片内に NotI認識配列を含まないようにする。続いて、出

芽酵母内 in vivo cloning法を用いて、マラリア原虫-出芽酵母とのシャトル人工染色体（yPAC）
に 100kbp をクローニングし、酵母内で人工的に小型染色体の合成を行う。 
（３）ゲノムスケール DNA 移植による合成小型染色体を持つ人工マラリア原虫の作製 

合成小型染色体を持つ出芽酵母から DNA を精製し、NotI により酵母ゲノムを消化し、さらに

PmeI により直鎖化する。NotI/PmeI 消化後の合成小型染色体をエレクトロポレーションにより、

(1)で作製した小型染色体を持つマラリア原虫に導入する。yPAC 上のピリメサミン耐性遺伝子

によるポジティブ選択、yfcu 遺伝子によるネガティブ選択によって、小型染色体と合成小型染色

体が入れ替わったマラリア原虫を作製する。 
（４）合成小型染色体のゲノム機能を調べることによる人工マラリア原虫の生物機能の検証 
各種分子生物学的手法を用いて、合成小型染色体のゲノム機能（遺伝子発現、エピゲノム状態等）

が小型染色体あるいは野生型における相同ゲノム配列と同等であるかを検証し、人工マラリア

原虫が正常な生物機能を持つことを実証する。 
 
４．研究成果 

（１）小型染色体を持つマラリア原虫の作製 
 ネズミマラリア原虫（P. berghei）の第一番染色体右腕側のテロメア末端から約 100 kb付近に

位置する遺伝子（PBANKA_0111600、以降、遺伝子は ID で表記）を標的として（図２A）、sgRNA
を設計し、sgRNA 発現用の Plasmid（psgRNA_1）に組み込んだ。同時に切断部位近傍の配列に

テロメア配列を付加した二種の相同組換え用 DNA 断片を調製した。次に sgRNA を組み込んだ

psgRNA_1 と二種の DNA 断片を Cas9 nuclease を恒常的に発現する P. berghei に導入し、

CRISPR/Cas9 system に

よるゲノム切断をおこ

なった。その結果、目

的とする位置で染色体

が切断された組換え原

虫を得ることができた

（図２B, C）。切断され

た染色体は細胞周期を

経ても再び、結合する

ことはなく、テロメア

末端は維持され、それ

ぞれが独立した染色体

として維持された（図

２D）。また、染色体切

断が増殖スピード、赤

血球内での生育には影

響がないことを確認し

た。この小型染色体を

持 つ組換え 原 虫 を

split-Chr1-S と名づけ、

以降の実験のレシピエ

ント原虫として用い

た。 
（２）小型染色体の設計・合成 
 マラリア原虫のテロメア近傍にはサブテロメアと呼ばれる領域がある。サブテロメア領域に



 

 

は赤血球表面抗原をコードする多重遺伝子族が存在するが、これはいずれもマラリア原虫の生

育には必須ではない。本研究で対象とする第一番染色体右腕側にはテロメアから約 60 kb がサブ

テロメア領域を形成すると推定される。そこで、本研究ではサブテロメア領域を除く約 40 kb を

対象にゲノム合成を行な

った（図 3A）。まず、

PBANKA_0111700 か ら

PBANKA_0112400までの

領域を 4 つに区切り、各

領域をコードする DNA
断片(8 ~ 12 kb)を PCR に

より増幅した。次にこれ

らと直鎖化した yPAC（図
3B）を出芽酵母に化学試

薬を用いて導入し、相同

組換えによりこれらを連

結した。得られた酵母株

に対し、CHEF電気泳動を

行い、yPAC に対し特異的

プローブを用いてサザン

ハイブリダイゼーション

を行なった結果、目的と

する約 40 kb の断片が

yPAC に組み込まれてい

ることが確認された（図

3C）。以上の結果より、人

工的に小型染色体を合成

することができたと判断

した。 
（３）ゲノムスケール DNA 移植による合成小型染色体を持つ人工マラリア原虫の作製 
 合成した小型染色体が組み込まれた出芽酵母よりゲノム DNA とともに小型染色体を回収し

た。続いて NotI で消化し、酵母ゲノムのみを選択的に分解後、PmeI による消化を行い、合成し

た小型染色体を直鎖化して切断末端にテロメア配列を持つようにした。次に（１）で第一番染色

体を切断した P. berghei を培養し、成熟シゾント期原虫を精製後、前述の PmeI 消化物をエレク

トロポレーションにより導入した。エレクトロポレーション後、直ちにマウスに接種し、飲水に

よるピリメサミン

処理を行い、合成

小型染色体が導入

された原虫を選択

した。薬剤処理後 4
日目から末梢血内

に原虫が確認さ

れ、目的とする合

成小型染色体が導

入された組換え原

虫が作製できたこ

とが示唆された。

得られた組換え原

虫から限界希釈法

によりクローン原

虫を樹立後、CHEF
電気泳動とサザン

ハイブリダイゼー

ションを行なった



 

 

結果、合成小型染色体が組み込まれていることが確認された。以上の結果より、合成染色体の移

植が可能であることが示された。 
（１）で行なった染色体切断時には小型染色体側にネガティブ選択マーカーである yfcu 遺伝子

が組み込まれている。そこで合成小型染色体が組み込まれた原虫から切断により生じた小型染

色体を 5-FC処理によるネガティブ選択で除去することを試みた。その結果、予想外にも合成小

型染色体と小型染色体間で組換えが起きた原虫だけが選択的に生存し、目的とする染色体除去

はできなかった。染色体末端は原中核内で核膜近傍に局在している。yfcu 遺伝子は切断部位近傍

に挿入するしかなく、おそらく末端近傍が至近距離にあることから組換えが促進され、上記のよ

うな結果になったと推測される。一方で、ネガティブ選択で染色体を選択できることは示された

ことから、この問題を解決すれば染色体除去は可能と考えられ、今後の課題となった。 
（４）合成小型染色体のゲノム機能を調べることによる人工マラリア原虫の生物機能の検証 
 （３）で述べたように本研究で設定した戦略では人工マラリア原虫作製の最終段階である染色
体除去ができないことが明らかとなった。一方で染色体移植には成功し、合成小型染色体を持つ
原虫が作製できた。この原虫は第一番染色体上の遺伝子が倍化しているにもかかわらず、増殖ス
ピード、生殖母体形成、受精等の機能は本来の野生型原虫と同等のものであった。今後はゲノム
ワイドな遺伝子発現変動や合成染色体上のエピゲノム形成について詳細に検討する予定である。 
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