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研究成果の概要（和文）：本研究では、マラリア原虫の転写後調節機構の基本原理を明らかにするため、マラリ
ア原虫種間に高い保存性を持つTZFファミリーに着目した。雌生殖母体の翻訳抑制機構を担うDOZIをモデルとし
て新規標的RNA同定法であるTRIBE法の確立を行った。TRIBE法を複数のTZFに適用した結果、非特異的なmRNA編集
が多数起こり、TRIBE法では十分に標的RNAの解析ができなかった。TRIBE法は利用できるRNA結合タンパク質に選
択性があることが懸念された。一方で、無性増殖期と有性生殖期のTZFは細胞質にドット状の発現パターンを示
し、P-bodyやストレス小胞のような無膜オルガネラで働くことが予想された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on the TZF family, which is highly conserved among
 malaria parasite species, to elucidate the basic principles of post-transcriptional regulation 
mechanisms in malaria parasites. Using DOZI, which is responsible for translational repression in 
female gametocytes, we established the TRIBE method, a novel RNA-target identification technique. 
However, when applying the TRIBE method to multiple TZFs, we observed numerous non-specific mRNA 
edits, indicating that the TRIBE method was insufficient for analyzing target RNAs. This raised 
concerns about the selectivity of RNA-binding proteins that can be used with the TRIBE method. On 
the other hand, TZFs in both asexual and sexual stages exhibited a dotted expression pattern in the 
cytoplasm, suggesting their involvement in membraneless organelles such as P-bodies or stress 
granules.

研究分野： マラリア原虫の分子生物学

キーワード： マラリア　ゲノム編集　転写後調節　RNA結合タンパク質

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、マラリア原虫の一部のRNA結合タンパク質において、新規標的RNA同定法であるTRIBE法を適用する
ことが可能であることを示した。本研究で対象としたTZFファミリー分子にはTRIBE法は適用できなかったが、他
のRNA結合タンパク質に対しては有用である可能性は十分にあり、他の標的RNA同定法に比して非常に簡便で再現
性の高い手法であるため、今後の応用が期待される。TRIBE法を用いることで、マラリア原虫に数多く存在する
RNA結合タンパク質の標的RNA同定が可能となれば、マラリア原虫の発育に重要な様々な転写後調節機構の解明に
繋がる。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
マラリア原虫は蚊および宿主動物内における複数の発育ステージから成る極めて複雑な生活

環を持つ。様々な宿主環境に適応するために、精緻かつダイナミックに遺伝子・タンパク質発現
を制御している。ステージ形成に必要な秩序立ったタンパク質発現には、発現遺伝子群の転写に
続く RNA の翻訳、安定化・分解などの転写後調節機構が重要な役割を果たす。マラリア原虫ゲノ
ムには実に 500 を超える RNA 結合ドメインを持つタンパク質が存在することから、各ステージ
形成における転写後調節の重要性が強く指摘されてきた。これまで、単一発育ステージ限定的な
翻訳制御に関わる RNA 結合タンパク質についての少数の報告があるものの、各ステージ形成に
共通した転写後調節機構の存在については全く明らかにされてない。 

 そこで、研究代表者は、マラリア原虫ステー
ジ形成において転写活性化機構と両輪となる
転写後調節機構の基本原理は存在するだろう
か、という学術的問いを着想した。その解明の
ため、500 以上の RNA 結合タンパク質の中から、
転写後調節機構の共通原理の中核をなす分子
群の探索を行った。①生活環全体にファミリー
分子が存在する、②機能ドメインのアミノ酸配
列がマラリア原虫種間でおける高度に保存さ
れている(>95%)、2 つの特徴を持つ唯一の分子
群として(図 1)、RNA 結合モチーフである CCCH
型ジンクフィンガードメインをN末端に 3つタ
ンデムに持つ分子(Three-tandem Zinc Finger、
以下 TZF と呼称する)からなるタンパク質ファ
ミリーが発見された。CCCH 型ジンクフィンガー
ドメインは mRNA と結合し、翻訳制御・mRNA の
安定・分解など様々な転写後調節に関わること
が他の真核生物で示されている。TZF ファミリ
ーの生活環での重要性を調べる目的で、有性ス
テージで発現する 5種の TZFそれぞれの遺伝子
欠損株を作出した。それぞれの欠損株は、ガメ
トサイトの受精からオーキネート形成におけ
る各発育ステップに応じて、段階的に発育が停
止した(図 2)。この結果から、TZFファミリーが
mRNA の転写後調節を通じて、ステージ形成機構
を正常に進行させていることが強く示唆され
た。以上のことから、申請者は、TZF ファミリ
ーによる mRNA 調節機構こそが各ステージ形成
の共通原理ではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、TZFファミリーによる各ステージ形成に共通する転写後調節機構の基本原理
の解明である。本研究では、バイオインフォマティクスで発見した RNA 結合タンパク質である
TZFファミリーに対して、TRIBE 法という全く新しい標的 RNA同定法(詳細は後述)を導入するこ
とで、その転写後調節機構の実態の解明に取り組むものである。各ステージ形成に共通する転写
後調節機構は、マラリア原虫の遺伝子・タンパク質発現機構において、転写活性化と両輪をなす
ものである。つまり、本研究成果とこれまで明らかにされてきた転写制御に関する研究を合わせ
ることで、マラリア原虫のステージ形成および生活環成立に必要な遺伝子・タンパク質発現制御
機構の理解は飛躍的に発展することが期待される。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、①新規 RNA同定法である TRIBE 法の開発を行い、②各種 TZFの標的 RNA を TRIBE
法により同定する。合わせて、③TZFの局在解析を行い、TZFによる転写後制御が起こる細胞イ
ベントの解明を試みる。本研究では、マラリア原虫の全発育ステージを実験対象とするため、生
活環の維持・解析が容易なネズミマラリア原虫 Plasmodium bergheiを用いて行う。下記の実験
計画における遺伝子組換え原虫の作出は、全て申請者が独自に開発した Cas9恒常発現原虫を用
いた革新的ゲノム編集法を使用する。その迅速性・正確性は世界最高水準にあり、本研究計画で
も多数の組換え原虫を作出するため、計画遂行の要となる重要な研究手法である。 
 
 

図１：TZF ファミリーの特徴まとめ 

図２： 有性ステージ TZF 欠損株の表現型解析 
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４．研究成果 
① DOZI をモデルとした TRIBE 法の確立 
新規標的 RNA 同定法である RNA

編集酵素 ADARを利用したTRIBE法
の確立を行った。ADAR(Adenosine 
Deaminase Acting on RNA)は結合
している RNA に含まれるアデノシ
ンをイノシンに変換する酵素であ
る。ADAR を融合した RNA 結合タン
パク質を細胞に発現させること
で、当該 RNA 結合タンパク質が標
的とする RNA に編集が加えられ
る。編集された RNA を RNA-seq 解析によ
って検出し、網羅的に標的 RNA を同定す
る手法である (McMahon et al., Cell 
2016)。雌生殖母体における翻訳抑制機構
に関わる RNA 結合タンパク質である DOZI
をモデルとしてTRIBE法の確立を行った。
DOZI は DDX6 RNA ヘリケースのマラリア
原虫での相同遺伝子をコードする。ゲノ
ム編集によって、DOZIの C末端に ADAR の
触媒ドメイン(dADARcd)を付与した融合
遺伝子発現株(DOZI-TRIBE)の作出を行っ
た(図 3)。DOZI-TRIBE 原虫の生殖母体由
来 RNA を用いて RNA-seq を実施した。そ
の結果、雌生殖母体で mRNA の翻訳抑制さ
れることが知られるオーキネート表面抗
原遺伝子 p28 および p25 の遺伝子領域に
A から G への RNA 編集が検出された(図
4A)。ゲノムワイドに Aから G への編集サ
イトを解析した結果、編集サイトは CDS、
5’UTR、3’UTR と様々であった(図 4B)。
また、編集を受けた総遺伝子数は 1084で
あり、編集効率が高かった上位 500 遺伝
子の 6 割近くが雌生殖母体で発現する遺
伝子であった(図 4C)。DOZI複合体が結合
する RNA との相関関係を調べるために、
DOZI::GFP 原虫を用いた RIP-seq 解析を
行 っ た 。 (RNA-immunoprecipitation-
seq)(図 4D)。DOZI-TRIBEによって RNA編
集が起こった遺伝子群は RIP-seq によっ
て得られた標的 RNA 群を多数含んでいた
こと(図 4E)。以上の結果は、DOZIに融合した RNA編集酵素は標的 RNA を効率よく編集すること
が可能であり、その編集サイトの解析により標的 RNA 群が同定できることを示唆する。これらの
ことから、DOZIをモデルとした TRIBE 法の構築に成功したと考えた。 
 次に、DOZI-TRIBEによる RNA編集サ
イトが DOZI の RNA 結合部位と一致す
るのかを調べるために、RNA 編集サイ
トを含む塩基配列を用いたレポーター
アッセイを実施した。DOZI-TRIBEの解
析において、雌生殖母体で mRNA が検出
される hsp20 は 5’UTR 領域に多くの
RNA編集が検出されたが、一方で、nek4
は編集が起きなかった(図 5A)。これら
の 5’UTR を含むプロモーターを
mScarlet(赤色蛍光タンパク質の一種)
につないだレポータープラスミドを
DOZI::GFP原虫に搭載した(図 5B)。プ
ラスミドには、セントロメア配列
(PbCenV)を導入し、原虫間での導入プ
ラスミドコピー数の均一化を行った。
続いて、RIP解析による DOZI複合体と
mScarlet mRNA の結合と、mScarlet の

図３：DOZI-TRIBE 原虫の作出。(A)dADAR 融合 DOZI による標的 RNA 編集の

模式図。(B)ゲノム編集による dADARcd の C 末ノックイン。(C)Werstern 
blotting による融合遺伝子発現の確認。FLAG は恒常発現 Cas9 を検出する

内在性コントロールとして使用 

図４：DOZI-TRIBE 原虫による雌生殖母体遺伝子 mRNA の RNA 編

集。(A)RNA-seq 解析による RNA 編集効率のゲノムブラウザによる

可視化。DOZI-TRIBE 原虫では p28 と p25 の mRNA に A to I の RNA

編集が検出された。dADARcd 融合 GFP を強制発現した組換え原虫

(GFP-TRIBE)をコントロールとした。 (B) RNA 編集サイトのゲノ

ム領域のクラス分け。(C) RNA が編集された遺伝子の発現ステー

ジ解析。(D) DOZI::GFP 原虫の蛍光写真。f:雌生殖母体、m: 雄生

殖母体、a: 無性期を示す。緑：GFP、青：Hoechst33342。(E) 

DOZI-TRIBE により RNA 編集を受けた遺伝子群(上位 500 遺伝子)と

DOZI-GFP が結合した mRNA の遺伝子群(859 遺伝子)の比較解析。 
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蛍光観察を行った(図 5C, D)。その結果、nek4をプロモーターとした mScarlet mRNA に DOZIは
結合せず、蛍光は観察された。それと比較して、hsp20プロモーターの場合は、mScarlet mRNA
への DOZI の結合が検出され、蛍光は見られなかった。つまり、hsp20 プロモーターを介して、
mScarlet 遺伝子のタンパク質翻訳が抑制された。これらの結果は、DOZI をモデルとした TRIBE
法では、DOZIの翻訳抑制に関わる mRNA 上の位置を決定することが可能であったことを示してい
る。以上のことから、TRIBE 法で検出される RNA編集サイトは当該 RNA 結合タンパク質の結合部
位を反映することが強く示唆された。 
 
② TRIBE 法による TZF の標的 RNA 探索の試み 
 確立した TRIBE 法を TZFに適用することで、TZFが結合する標的 RNA の探索を試みた。TZF-G1
は雌雄の生殖母体で発現し、欠損株は雌雄生殖母体から生殖体への活性化が起こらない。DOZIと
同様に TZF-G1 の C 末端に dADARcdをノックインした原虫(TZF-G1-TRIBE)を作出した。得られた
組換え原虫の成熟生殖母体から精製した RNA を用いた RNA-seqを実施した。その結果、TZF-G1-
TRIBE原虫と GFP-TRIBE原虫に大きな違いは検出されなかった。その理由として、TZFと標的 RNA
の結合が一過的であることが示唆される。つまり、成熟生殖母体においては、すでに TZF-G1 と
RNA が終了しており、結合していた RNA が分解されている可能性が高い。TRIBE 法は DOZI のよ
うに RNA と安定的に結合する RNA 結合タンパク質への利用が適していると考えられた。 
 
③ TZF の発現時期・細胞内局在解析 

 TZFによる転写後調節が起きている細胞内の場を明らかにするために、TZFタンパク質の局在

解析を行った。まず、研究開始時に欠損株を作成していた雌生殖母体で mRNA が発現している 5

つの TZFについて、mNeonGreen(mNG)融合タンパク質発現株を作出した。mNGは GFPに比べて、

蛍光強度が高く、局在解析に適していた。これらの組換え株を用いて、in vitroでのオーキネ

ート形成における GFPの発現時期・細胞内局在を観察した(図 5)。その結果、TZF-G1 は雌雄生殖

母体、TZF-G2 は受精直後のザイゴート、TZF-G3 は先端部伸長途中、TZF-G4は雌生殖母体とオー

キネート形成直前、TZF-G5 は先端部形成時期に一過的な蛍光が観察された。TZF-G1 から G4に関

しては欠損株での発育停止が見られた時期と一致した。さらに、これらの蛍光は全て細胞質にド

ット状に観察されたことから、有性期のTZFはP-bodyやストレス顆粒で働くことが示唆された。 

 続いて、赤血球ステージで mRNA が検出される 2 つの TZF(TZF-e1 および TZF-e2)について、

mNG 融合株を作出し、発現時期・細胞内局在の解析を行った(図６)。TZF-e1 は、赤血球ステージ

で常に発現し、シゾント期で発現ピークが観察され、有性期 TZFと同様に細胞質にドッ 

ト状の蛍光が観察された(図 6A)。一方で、TZF-e2 は赤血球ステージで恒常的に発現が見られ、

どのステージでも核の辺縁部に局在した(図 6B)。TZF-e1 と TZF-e2 の欠損株作出を試みたが、成

功しなかった。TZF-e2 は他の TZF と異なる局在を示したことから、異なる転写後調節に関わる

可能性が示唆された 
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図６：有性期 TZF の発現時期・細胞内局在の解析。TZF

の C 末端に mNG を融合した原虫を用いたオーキネート形

成における mNG を観察した。上から順に TZF-G1 から G5

を示す。緑：mNG、青：Hoechst33420。 
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図７：赤血球期 TZF の発現時期・細胞内局在の解

析。TZF の C 末端に mNG を融合した原虫を用いた背

結球期における mNG を観察した。(A) TZF-e1、(B) 

TZF-e2。緑：mNG、青：Hoechst33420。 

図５：DOZI-TRIBE における RNA 編集サイトは DOZI の RNA 結合部位を反映する。(A)雌生殖母体で mRNA 発現が見られ

る nek4 と femX(未発表のため仮称)における RNA 編集サイトの可視化。femX では 5’UTR に RNA 編集が検出された。

(B)セントロメアプラスミドをベースとした mScarlet レポータープラスミドの模式図。(C)RIP 解析による mScarlet 

mRNA と DOZI の結合解析。femX プロモーターは DOZI と直接結合した。(D)mScarlet の蛍光観察。femX プロモーターは

DOZI 複合体による翻訳抑制を受けた。 



まとめと考察 

 本研究では、マラリア原虫における RNA 結合タンパク質の標的 RNA 法として TRIBE 法を新た

に導入することに成功した。TRIBE 法は DOZIのような RNA 安定化に関わる RNA 結合タンパク質

には有効であることが示された。RIP-seq解析と比較して、RNA との結合部位の予測が可能であ

った。TRIBE 法は通常の RNA-seqと同様の手技であるため、結合部位を同定可能な CLIP-seqと

比較すると、操作時間・技術難易度ともに簡便である。 

本研究で対象とした TZF ファミリー分子には TRIBE 法は適用できなかったが、他の RNA 結合

タンパク質に対しては有用である可能性は十分にあり、他の標的 RNA 同定法に比して非常に簡

便で再現性の高い手法であるため、今後の応用が期待される。マラリア原虫の RNA 結合タンパク

質はゲノム中に 500 を超え、生活環成立に様々な役割を果たすことが予想される。TRIBE 法を用

いることで、これらの RNA 結合タンパク質の標的 RNA同定が可能となれば、マラリア原虫の発育

に重要な様々な転写後調節機構の解明に繋がる。 
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