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研究成果の概要（和文）： マラリア原虫ガメトサイトにおいて、その成熟を制御する 2 種類の

転写因子 AP2-G1 および AP2-G2 を同定した。これら転写因子結合部位をゲノムワイドに解析

するために ChIP-seq を行い、各転写因子の標的遺伝子、さらに cis-acting element の候補配

列を同定した。本研究の結果、これら２転写因子はマラリア原虫ガメトサイトの成熟過程で単

独または協調して遺伝子発現制御を行うこと、さらに別の制御因子の関与を示唆する結果を得

た。 
研究成果の概要（英文）： 
We identified two transcription factors of malaria parasites (AP2-G1 and Ap2-G2) that 
regulate sexual development of gametocytes. We investigated binding sites of these 
transcription factors on the genome with ChIP-seq (Chromatin immunoprecipitation 
followed by high-throughput DNA sequencing) and identified candidate sequences for their 
cis-acting elements. Our study indicated that these transcription factors regulate gene 
expression independently or cooperatively and suggested that other regulatory factors are 
involved in the gene regulation by these transcription factors. 
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１．研究開始当初の背景 
薬剤耐性マラリア原虫が急速な広がりを見

せるなか、新たな制御戦略が求められている。

雌雄ガメトサイト（生殖母体）は宿主から蚊

への伝播を担う唯一のステージであり、伝播

阻止戦略における非常に重要なターゲット

として注目されている。しかし、雌雄ガメト

サイトへの分化や成熟の制御機構は明らか

になっていない。申請者はネズミマラリア原

虫 Plasmodium berghei において、ガメトサ

イトの分化・成熟が２種類の転写因子

AP2-G1(APETALA2-Gametocyte1) お よ び

AP2-G2(APETALA2-Gametocyte2)によって制

御されていることを見出した。すなわち前者

は雌・雄両ガメトサイトの遺伝子群を、後者

は雌ガメトサイトの遺伝子群を特異的に制

御して、雌・雄それぞれのガメトサイトに分

化・成熟させている。 

 

 

２．研究の目的 
本研究では、１．これら転写因子が制御する

全ての遺伝子、すなわち雌および雄ガメトサ

イト特異的発現遺伝子をゲノムワイドな解

析により同定し、その遺伝子制御機構の全体

像を解明する、２．同定した被制御遺伝子群

からガメトサイトの分化・成熟阻止および伝

播阻止戦略のための候補分子の同定を試み

ることを目的とした。 

 
 
３．研究の方法 
ChIP による転写因子 AP2-G1 および

AP2-G2 結合 DNA 配列の回収 
GFP 融合 AP2-G1 および GFP 融合 AP2-G2
発現原虫の感染血液をそれぞれパラホルム

アルデヒドで固定する。超音波処理を行った

後、抗 GFP 抗体で免疫沈降し各転写因子の

結合したクロマチンを回収する（ChIP 法）。

AP2-G1 および AP2-G2 はガメトサイト期に

発現されるが、この時期の原虫はネズミマラ

リア原虫では感染血液中に一部しか存在し

ない。そこでマウスをあらかじめ hydrazine
処理し貧血状態にした後、各 GFP 融合タン

パク質発現原虫に感染させる。次いで

sulfadiazine 処理し asexual stage の原虫を

除去した後 ChIP を行う。 

 
ChIP on chip 法による転写因子 AP2-G1 お

よび AP2-G2 の被制御遺伝子群の同定 
AP2-G1 および AP2-G2について、上記 ChIP
法で回収したクロマチンからゲノム DNA を

抽出し、DNA マイクロアレイのターゲット

作製用のテンプレートとする。DNA マイク

ロアレイ用チップはアジレント社製の高密

度タイリングアレイを使用する。 

 
ChIP-seq 法による転写因子 AP2-G1 および

AP2-G2 の被制御遺伝子群の同定 
AP2-G1 および AP2-G2について、上記 ChIP
法でクロマチンを回収する。抽出したゲノム

DNA 断片の末端配列を超並列シークエンサ

ーで解析し、その配列をゲノム上にマッピン

グしクラスター化することで転写因子結合

部位を同定する。 
ChIP on chip法とChIP-seq 法は各転写因子

のゲノム上の結合部位を同定するという同

じ目的で行う。両方法ともマラリア原虫で試

みられたことが無い方法であること、検出原

理が異なること、本研究の要をなす部分であ

ることを考慮して、両方の実験を実施し結果

を総合的に判断することが必要と考えた。 

 
ChIP-qPCR による AP2-G1 および AP2-G2



のプロモーター領域への結合の確認 
上記方法により制御されていることが明ら

かとなったガメトサイト期発現遺伝子のプ

ロモーター領域に、各転写因子が結合してい

ることを確認する。具体的には ChIP 法で回

収した DNA 断片をテンプレートとし、各遺

伝子上流域に対して設計したプライマーを

用いた定量的 PCR で IP による enrichment
を評価する。 

 
研究計画・方法（つづき） 

被制御遺伝子プロモーター領域に高頻度に

存在する配列の同定 
ChIP on chip法およびChIP-Seq法で同定し

た被制御遺伝子群のプロモーター領域に高

頻度に存在する DNA 配列をコンピューター

解析により明らかにする。これにより

cis-acting element を予測した後、この配列

を用いて EMSA およびリポーターアッセイ

を行う。 

 
EMSA による AP2-G1 および AP2-G2 結合

配列の同定 
上記コンピューター解析により予測された

cis-acting element を含む被制御遺伝子の上

流域配列を用いて EMSA を行う。具体的に

は、まず上流域配列に転写因子が結合するこ

とを確認する。次いで予測した塩基配列に

mutation を加え、結合への影響を調べる。

さらに詳細に結合配列を調べるために、合成

オリゴマーを用い各塩基に同様に mutation 
を加え、cis-acting element を決定する。 

 
リポーターアッセイによる AP2-G1 および

AP2-G2 結合配列の cis-acting element とし

ての証明 
マラリア原虫人工染色体を用いてリポータ

ーアッセイを行い、EMSA で同定した各転写

因子結合配列が実際に in vivo で cis-acting 
element として機能していることを確かめる。

なおマラリア原虫人工染色体は赤血球感染

ステージで安定的に保持されることが証明

されている（現在投稿中）。リポータージー

ンには GFP またはルシフェラーゼを、プロ

モーターには EMSA で同定した結合配列を

含むガメトサイト遺伝子上流域配列を用い

る。結合配列中に mutation を加え、各転写

因子結合配列がガメトサイト期に cis-acting 
element として機能していることを確かめる。 

 
 
平成２２年度 

転 写 因 子 AP2-G1 お よ び AP2-G2 の

cis-acting element の解析 
平成２１年度に引き続き、各転写因子の

cis-acting elementをEMSAおよびリポータ

ーアッセイにより解析する。 

 
ノックアウト原虫の表現型解析による被制

御遺伝子の機能の特定 
上記の方法で明らかにした AP2-G1 または

AP2-G2 の被制御遺伝子について、ノックア

ウト原虫を作製しその表現型を解析する。選

択マーカーには hDHFR-ts 遺伝子を用い、相

同組換えにより標的遺伝子をノックアウト

する。得られたノックアウト原虫を用い、ど

のステージで影響が出ているかについて以

下をはじめとする解析方法により評価する。

１．ノックアウト原虫の蚊への感染能の解

析：ノックアウト原虫をマウスに感染させ蚊

に吸血させる。その蚊を解剖しオーシスト、

中腸スポロゾイト数をそれぞれカウントし

野生型と比較する。２．接合能の解析：接合

能は in vitro culture したノックアウト原虫

のザイゴート・オオキネート形成効率および

形態を野生型と比較することで評価する。３．



雌雄機能の解析：ノックアウトした遺伝子が

どちらの性の機能に影響を及ぼしているか

について、cross fertilization により調べる。

すなわちノックアウト原虫と、雌または雄ガ

メトサイトどちらか一方の機能が失われた

原虫とをかけ合わせることで、雌・雄ガメト

サイトそれぞれの接合能を調べる。 

 
GFP 融合タンパク発現原虫を用いた目的タ

ンパク質の発現時期・局在の特定 
上記の機能解析により影響の認められた遺

伝子に関し、GFP 融合タンパク質発現原虫を

作製する。具体的には、目的遺伝子の 3’末端

にGFP発現配列を結合したGFP発現コンス

トラクトを相同組換えにより野生型マラリ

ア原虫に導入する。各ステージの GFP を蛍

光顕微鏡下で観察し、その発現時期・局在を

特定する。 

 
以上の解析により各ステージにおける影響

が明らかになったものに関し、それぞれに適

した解析を進める。 
 

４．研究成果 

AP2-G1に関し、クロマチン免疫沈降法(ChIP)

を行い AP2-G1 結合配列を得た。得られた配

列を次世代高速シークエンサーで解析し、各

配列をゲノム上にマッピングすることで転

写因子結合部位を同定した(ChIP-seq)。それ

により AP2-G1 の標的遺伝子群の候補を同定

した。ChIP-Seq 法で同定した AP2-G1 標的遺

伝子群のプロモーター領域に高頻度に存在

する塩基配列を解析し、AP2-G1の cis-acting 

element の候補配列を同定した。さらに

AP2-G1 のマイクロアレイ解析を行い AP2-G1

遺伝子欠損により発現量の減少する遺伝子

群を同定した。それら遺伝子群の上流域に高

頻度に存在する塩基配列を解析し、AP2-G1の

cis-acting element の候補配列を同定した。

現在その候補配列に関し EMSA およびリポー

ターアッセイによる解析を進めている。

AP2-G2 に関し、ChIP を行い AP2-G2 結合 DNA

配列の回収を行った。また AP2-G2 のマイク

ロアレイ解析を行い、その結果をもとに

AP2-G2 の cis-acting element の候補配列の

解析を進めている。 
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