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研究成果の概要（和文）：AP2-HCはマラリア原虫の核内分子であり、多重遺伝子族およびAP2-G遺伝子近傍に形
成されるヘテロクロマチン領域に特異的に局在する。しかし、その生理的役割については不明である。本研究で
はCRISPR-Cas9法による遺伝子操作技術、ChIP-seq解析、ビオチンリガーゼを用いた近接分子修飾法を使い、
AP2-HCがヘテロクロマチン近傍のTGTGTG配列を特異的に認識すること、SET1及びSWD1と相互作用すること、並び
にこの相互作用を通じ、ヘテロクロマチンアイランドの形成・テロメアの恒常性維持に関与することを示唆し
た。

研究成果の概要（英文）：AP2-HC is a heterochromatic molecule in ApiAP2 transcriptional factor 
family. Here we demonstrate that AP2-HC can bind to specific genomic loci near heterochromatic 
region in a sequence-dependent manner, including the 3’-UTR of ap2-g, the 5’ upstream of pfgdv1, 
and genomic loci near telomeres. This sequence-dependent binding requires another domain conserved 
among Plasmodium parasites in addition to the AP2 domain. LC-MS/MS analysis with proximal labeling 
showed that AP2-HC might interact with PfSET1and PfSwd1, which is predicted to be a component of the
 SET1/COMPASS complex. Subsequent ChIP-seq analysis revealed that the AP2-HC disruption diminished 
or eliminated the sequence-dependent recruitment of PfSwd1 to specific genomic loci, including 
telomeres. Therefore, AP2-HC has two binding modes, dependent and independent of a particular 
sequence, and it may recruit putative chromatin modifiers to specific genomic loci in a 
sequence-dependent manner.

研究分野： 寄生虫学

キーワード： マラリア原虫　ヘテロクロマチン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
マラリア原虫は多重遺伝子族によりコードされる赤血球表面抗原を使い、その発現を転換することで宿主免疫を
回避する。また赤血球内での生育過程で一部の原虫内で転写因子（AP2-G）の発現活性化が起き、雌雄の生殖母
体細胞へと分化する。これらの現象は同一の遺伝学的背景を持つ原虫で起こることから、エピジェネティックな
制御によると考えられるが、その機構は不明のままである。本研究の成果はその解決の手がかりを与え、エピジ
ェネティク制御という学術的な意義だけでなく、ワクチン開発、生殖母体細胞を標的とした薬剤開発に貢献し、
社会的な意義がある。

※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 
マラリア原虫は数十個〜数百の遺伝子からなる多重遺伝子族によりコードされる赤血球表面

抗原を持つ。原虫はクローナルに一個の遺伝子を選択して発現し、その発現を転換することで宿
主免疫を回避する。また赤血球内での生育過程で一部の原虫内で転写因子（AP2-G）の発現活性
化が起き、雌雄の生殖母体細胞へと分化する。これらの現象は同一の遺伝学的背景を持つ原虫で
起こることから、エピジェネティックな制御によると考えられる。これまでに多重遺伝子族並び
に AP2-G をコードする領域ではヒストン H3 の Lys9 がメチル化（H3K9-me2/3）され、ヘテロクロ
マチンを形成し、発現が抑制されることが知
られている。しかし、「染色体上に点在する多
重遺伝子族が如何にして特異的にヘテロクロ
マチン化され、維持されるのか？」という本
質的な問題は未解決のままである。 
一方、我々はマラリア原虫の転写因子であ

る AP2 family に対する網羅的な ChIP-seq 解
析を行い、赤血球感染ステージに発現する 1
個の AP2 分子（以下 AP2-Heterochromatin, 
AP2-HC）が全ての多重遺伝子族並びに AP2-G
を標的遺伝子とすることを見出した（図 1）。
この発見は AP2-HC を介した共通の機構によ
りヘテロクロマチン形成・維持される可能性
を示唆するものであり、その機能解析は前述
の問いに解明の糸口を与えるものである。 
 

２．研究の目的 
本研究では AP2-HC が多重遺伝子族および AP2-G 遺伝子近傍の特異的な配列に結合し、未知の

分子をリクルートしてヘテロクロマチンの形成・維持に関与すると仮説を着想した。そこで、こ
の仮説を証明することを目的とし、熱帯熱マラリア原虫を用いて①AP2-HC の遺伝子破壊原虫の
解析、②AP2-HC のシス配列決定、③AP2-HC と相互作用するヘテロクロマチン関連分子の同定を
試みた。本研究の成果はマラリア原虫の免疫回避機構と性分化機構の解明に新たな手掛かりと
なると期待される。 
 
３．研究の方法 
①AP2-HC の遺伝子破壊原虫の解析 
既に作製済みの Cas9 ヌクレアーゼを恒常発現する熱帯熱マラリア原虫株に single guide 
RNA(sgRNA)と相同組換え用の鋳型 DNA を導入し、AP2-HC の DNA 結合ドメインを欠失させ機能を
破壊する。実験に用いる Cas9ヌクレアーゼ恒常発現原虫株は野生型と同様に正常に生殖母体を
形成し、また多重遺伝子族をクローナルに発現することを確認済みである。AP2-HC 破壊原虫に
対し、抗 H3K9-me2/3 抗体を用いて ChIP-seq 解析を行い、遺伝子破壊による多重遺伝子族および
AP2-G 遺伝子領域のクロマチン修飾への影響を調べる。また、一般的にヘテロクロマチン形成の
最終段階には H3K9-me2/3 への Heterochromatin protein 1（HP1）の結合が必須であることから、
CRISPR/Cas9法により熱帯熱マラリア原虫 HP1（PfHP1）にタグ配列(GFP) を付加した AP2-HC破
壊原虫を作製し、抗タグ抗体を用いた ChIP-seq 解析を行い、AP2-HC破壊の PfHP1 のリクルート
への影響を検討する。加えて、AP2-HC 破壊による多重遺伝子族と AP2-G 遺伝子の発現への影響
を調べるために RNAseq 解析を行う。一方、AP2-HC の破壊は AP2-G 遺伝子の発現抑制を解除し、
その結果、全原虫が増殖を停止し、生殖母体へと分化する可能性がある。その場合、AP2-HC 破
壊原虫を得ることができない。この場合は予め AP2-G の遺伝子破壊を行い、生殖母体への分化能
を欠損した原虫株を作製し、これを用いて AP2-HC 遺伝子を破壊し、上記の実験を行う。 
 
②AP2-HCシス配列決定 
 AP2-HC は配列特異的転写因子（AP2-TF）ファミリーに属し、DNA結合ドメインを有する。しか
し既に実施した AP2-HC の ChIP-seq 解析の結果では他の AP2-TFとは異なり、結合は配列特異的
なピークとして検出されず、標的遺伝子全体が結合領域として検出され、明確な配列認識は検出
されない。そこで AP2-HC が特異的な塩基配列（シス配列）を認識するか否かについて検討する。
具体的には AP2-HC の DNA結合ドメインを利用した DNA immunoprecipitation sequencing（DIP-
seq）解析により DNA結合活性並びにシス配列を解析する。まず、AP2-HC の DNA結合ドメインと
maltose binding protein（MBP）を融合した組換えタンパクを作製し、これと超音波破砕により
剪断した原虫の全ゲノム DNA を混合する。次に組換えタンパクと特異的に結合した剪断 DNA を
MBP に対するアフィニティ精製により回収、精製して NGS解析を行う。最終的に結合パターンを
バイオインフォマティクス解析し、DNA結合活性を評価するとともにシス配列を決定する。 
 次に多重遺伝子族および AP2-G 遺伝子周辺のシス配列を探索し、CRISPR/Cas9法により点変異



を導入する。シス配列変異原虫に対し、AP2-HC のタグに対する抗体を用いた ChIP-seq を行い、
シス変異により AP2-HC の結合が消失することを確認する。更に抗 H3K9-3me 抗体を用いて ChIP-
seq 解析を行い、シス配列変異のクロマチン修飾に対する影響を検討する。以上の実験によりヘ
テロクロマチン形成における AP2-HC のシス配列の役割を解明する。 
 
③AP2-HC と相互作用するヘテロクロマチン関連分子の同定 
 転写因子は一般的に配列結合活性を利用し、染色体上の特定の領域に分子をリクルートする。
そこでビオチンリガーゼを用いた近隣分子修飾法と LC-MSMS 解析を組み合わせ、AP2-HC により
リクルートされる分子を同定する。まず、AP2-HC の C 末端にビオチンリガーゼである TurboID
を融合した変異原虫を作製し、これをビオチン存在下で培養する。AP2-HC と複合体を形成し、
近接している分子は TurboID の酵素活性によりビオチン修飾されると期待される。次に変異原
虫から核抽出物を調製し、ストレプトアビジンビーズによりビオチン化された分子を回収し、
LC-MSMS解析により同定する。LC-MSMS解析は独立のサンプルを用いて複数回繰り返し、結合再
現性の高い分子を同定する。続いて同定した各分子にタグ配列を付加した原虫を作製し、抗タグ
抗体を用いた ChIP-seq 解析を行い、AP2-HC が染色体と染色体上で共局在することを確認する。
また、AP2-HC破壊原虫において同定した各分子にタグ配列を付加し、抗タグ抗体を用いた ChIP-
seq を行い、同定した分子が AP2-HC依存的に多重遺伝子族および AP2-G 遺伝子へリクルートさ
れるか否かを検討する。以上の実験により、AP2-HC のシス配列結合後の分子のリクルートとヘ
テロクロマチン形成・維持の分子機構を検討する。 
 
４．研究成果 
①AP2-HC の遺伝子破壊原虫の解析 
熱帯熱マラリア原虫（Plasmodium falciparum）において AP2-HC の遺伝子破壊原虫を

CRISPR/Cas9法により作製し、クローン化した。次に遺伝子破壊の影響を検討するために赤血球
内での生育スピード、形態、生殖母体細胞形成、ゲノムワイドな遺伝子発現を野生型と比較した。
その結果、AP2-HC 遺伝子破壊は全く原虫に影響を与えず、全ての検討項目において野生型と同
様の結果を与えた。また、AP2-HC欠損ネズミマラリア原虫（Plasmodium berghei）を作製し、蚊
ステージ・肝臓ステージについても影響を検討したが、顕著な生育阻害は確認されなかった。 
続いて AP2-HC 遺伝子破壊のヘテロクロマチ

ン形成・維持に対する影響を H3K9-me2/3 抗体
を用いて調べた。その結果、AP2-HC欠損原虫の
多重遺伝子族ならびに AP2-G 近傍領域での
H3K9 のメチル化は野生型と同程度であること
が示され、その欠損はヘテロクロマチン形成・
維持に影響しないことが示された(図 2)。以上
の結果をまとめると AP2-HC はヘテロクロマチ
ン領域に特異的に局在するものの、同領域内の
遺伝子発現やヘテロクロマチン形成・維持には
関与していないことが明らかとなった。 
②AP2-HCシス配列決定 
 AP2-HC は C末端側に DNA結合ドメインを一つ持ち、その配列は種を超えて高度に保存されて
いる。この事実は AP2-HC の DNA結合能が生育に必須であり、そのため進化の過程で配列が維持
されたことを示唆する。そこで AP2-HC の DNA結合活性及び認識配列（シス配列）について検討
した。まず、AP2-HC の DNA結合ドメインの組換えタンパク質を作製し、DIP-seq 解析を行った。
その結果、DNA結合ドメインと DNA との顕著な結合が検出され、統計解析の結果、TGTGTG を特異
的に認識することが明らかとなった。 
 次に AP2-HC の結合が検出されるヘテロクロマチン近傍において TGTGTG 配列を検索した。そ
の結果、AP2-G の 3’-UTR 側に TGTGTG 配列が集積していた（図 3a）。この結果と AP2-HC 及び
H3K9-me2/3 の ChIP-seq 解析結果を重ねたところ、AP2-G の 3’-UTR 側には H3K9-me2/3 は存在
しないこと、並びに AP2-HC の結合の直下に TGTGTG配列が存在することが明らかとなった。続い
て多重遺伝子族を対象に同様の検索を行ったところ、サブテロメア領域とテロメア配列の間の
遺伝子が存在していない領域に TGTGTG配列の集積が確認された(図 3b)。これに ChIP-seq 解析
結果を重ねたところ、同領域は H3K9-me2/3 が存在し、AP2-HC の結合ピークは TGTGTG配列の直
上ではなく、僅かにテロメア側にシフトしていることが明らかとなった。さらに AP2-HC の ChIP-
seq結果をゲノムワイドに再解析したところサブテロメア領域の隣に位置し、AP2-G と同様に生
殖母体細胞形成の最初期に関与する Pfgvd1 遺伝子の 5’上流にも AP2-HC の結合とその直下に
TGTGTG 配列が確認された(図 3c)。以上の結果より AP2-HC はヘテロクロマチン領域並びにその
近傍に位置する TGTGTG配列と結合することが示唆された。 
 AP2-HCが TGTGTG配列を特異的に認識するかどうか検討するためにAP2-Gの 3’-UTRに存在す
る TGTGTG配列を TATATA配列に変異した原虫を作製した。その結果、AP2-HC の結合ピークは完
全に消失し、その結合特異性が確認された(図 3a)。次に AP2-HC の DNA 結合ドメインが TGTGTG
の認識することを確認するために同ドメインを欠失した変異原虫を作製し、ChIP-seq 解析を行
った。その結果、AP2-G の 3’-UTR 及び Pfgdv1 の 5’上流の AP2-HC の結合は完全に消失するこ



とが示された(図 3a,3c)。一方、サブテロメアとテロメア間の結合は変化を受けないことが明ら
かとなった(図 3b)。これら結果は三つの領域での AP2-HC の結合様式は異なっており、AP2-Gお
よび Pfgdv1 近傍では配列との相互作用のみで結合し、テロメア近傍では別の因子が関与する
と推定された。また、ChIP-seq 解析は DNA結合ドメインの欠損しても AP2-HC のヘテロクロマチ
ン領域への局在には変化はないことを示した。よって、同領域への AP2-HC の局在は配列非依存
的であることが示された。 
DNA結合ドメインに加え、AP2-HC は機能未知のドメインを種間で保存している。そこで、この

機能未知ドメイン（以下、apiCD と略）の AP2-HC の結合における役割を調べるために、api_CD
欠損原虫を作製し、ChIP-seq 解析を行った。その結果、DNA結合ドメインを欠失した際と同様に
AP2-G の 3’-UTR
及びPfgdv1の 5’
上流領域からは結
合ピークが完全に
消失し、api_CDが
DNA 結合ドメイン
と協働的に働くこ
とが示された(図
3a,3c)。また、サ
ブテロメアとテロ
メア間のピークは
維持されたが、ピ
ーク位置が移動
し、近傍の TGTGTG
配列の直上となっ
た(図 3b)。この結
果は AP2-HC は同
領域へ結合する
際、DNA 結合ドメ
インを用いて結合後、api_CDが機能し、位置が移動することを示唆した。 
 以上の結果をまとめると AP2-HC はヘテロクロマチン近傍の TGTGTG 配列を特異的に認識し、
その結合には api_CDが協働的に働くことが明らかとなった。また、結合様式はゲノム上の位置
により異なっており、局所的に AP2-HC の役割は異なる可能性が示唆された。 
 
③AP2-HC と相互作用するヘテロクロマチン関連分子の同定 
 AP2-HC と相互作用する分子を同定するためにビオチンリガーゼを AP2-HC に融合し、近接する
分子をビオチン化後、これを LC-MSMS解析により同定した。具体的にはまず、ビオチンリガーゼ
として TurboID を用い、AP2-HC-turboID を発現する原虫を作製した。次に変異原虫をビオチン
存在下で培養し、核タンパクを抽出後、ストレプトアビジンビーズを用いてプルダウンして、ビ
オチン化タンパクを精製した。最終的に得られたタンパクを通常の方法に従い、LC-MSMS解析を
行った。3 回の独立した実験結果をもとに Volcano plot を作成し、優位にビオチン化されたタ
ンパクを検出したところ、ヒストンメチル化酵素である SET1及びヒトを始め複数の真核生物に
おいて SET1 と
複合体を形成
すると報告の
ある SWD1 が同
定された。 
 
 次に AP2-HC
が SET1 及び
SWD1 のヘテロ
クロマチン領
域へのリクル
ートに関与す
るかどうかを
調べるために
野生型原虫並
びに AP2-HC 欠
損原虫におい
て SET1 及び
SWD1 にタグタ
ンパクとして
GFP を融合し、
ChIP-seq 解析



を行って、欠損による両分子の局在の変化を調べた。まず、SET1及び SWD1 の GFP融合原虫の作
製を試みたところ、SWD1 は融合できたが SETではできなかった。SET1 は生育必須遺伝子であり、
GFP の融合により機能阻害が起きたため、原虫が死滅したと推定した。次に作製できた SWD1 に
対してまず、GFP の蛍光を指標とした局在解析を行ったところ、他のヘテロクロマチン関連分子
と同じく、核内にドット状に存在することが明らかとなった。さらに ChIP-seq 解析を行った結
果、SWD1 は AP2-HC と同じく、H3K9-me2/3 が存在するヘテロクロマチン領域に加え、AP2-G の
3’-UTR並びにサブテロメア領域に局在していた(図 4a, 4b)。さらに興味深いことに AP2-HC が
局在していないテロメア領域にも存在することが示された(図 4a, 4b)。一方、AP2-HC の特異的
な結合が検出 Pfgdv1 の 5’上流領域には SWD1 の局在は確認されなかった。続いて AP2-HC の欠
損原虫において同様に SWD1 の ChIP-seq 解析を行った。その結果、SWD1 の AP2-G の 3’UTR 及び
テロメアへの結合がそれぞれ減少及び完全に消失した(図 4b)。一方、SWD1 のヘテロクロマチン
領域への結合は影響を受けなかった。前述したように AP2-HC の DNA結合ドメイン欠損は AP2-G
の TGTGTG 配列への結合を介した 3’―UTR への局在を欠失するもののヘテロクロマチン領域へ
の結合は維持することから、同様の結合パターンである。よって、AP2-HC は配列依存的に AP2-
G の 3’-UTRへ SWD1 をリクルートすることが推定された。また、AP2-HC のテロメア領域への結
合は検出されないもののその近傍の TGTGTG配列へ結合することから、この配列依存的に AP2-HC
は SWD1 をテロメア領域にリクルートすると考えられた。 
④考察 
 AP2-HCは配列依存的に SWD1を AP2-Gの 3’-UTR及びテロメア領域へリクルートすると考えら
れる。これまでに酵母を用いた研究から SWD1 は SET1 と複合体を作り、コアゲノム内に存在する
ヘテロクロマチン領域の周辺への拡大を阻害し、ヘテロクロマチンアイランドの形成に関与す
ることが報告されている。AP2-G をコードする領域は原虫ゲノム内でヘテロクロマチンアイラン
ドを形成していることから、AP2-HC は SWD1 と SET1 の複合体をその 3’-UTRにリクルートする
ことで周辺領域へのヘテロクロマチンの拡大を抑制し、無性生殖による増殖サイクルを維持し
ていると推定される。一方、SWD1 と SET1複合体は分裂酵母において、その欠損によりテロメア
長の短縮化が起きることから、テロメアの長さの維持に関与すると考えられている。一方、興味
深いことに複合体の欠損は細胞を死に至らしめることはなく、欠損直後は細胞増殖スピードが
低下するものの、再び正常に復帰する。おそらくマラリア原虫においても同様であり、SET1 と
SWD1 複合体はテロメア長の維持に関与し生育には必須であるものの、その欠損は決定的なダメ
ージを原虫に与えないと推定される。そのため AP2-HC は高度に DNA結合ドメインが保存され、
生育に必須のように見えるものの、その欠失は全く生育に影響しないと推定される。今後、テロ
メア長の測定などを行うことにより、AP2-HC の生理的な役割が解明されると考える。 
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