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研究成果の概要（和文）：本研究では、ネズミマラリア原虫Plasmodium bergheiを用いて、メロゾイト形成期に
特異的に発現する3種のAP2ファミリー転写因子の標的遺伝子解析を行った。その結果、メロゾイト形成期には、
短い時間の中で3種の転写因子によって経時的に遺伝子が活性化され、核分裂、細胞分裂、侵入関連細胞小器官
の形成等の過程が順序だって制御されていることが明らかとなった。以上の結果は、メロゾイト形成の基盤とな
る遺伝子転写制御機構の全体像を明らかにするのみならず、ワクチン標的候補となりうるメロゾイト赤血球侵入
機構に重要な新規遺伝子の探索にも非常に有力な情報となることが期待される。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the function of three AP2-family 
transcription factors that are specifically expressed during the merozoite formation in Plasmodium 
berghei. We revealed that the three transcription factors generate the cascade of gene transcription
 to regulate the merozoite formation in several steps, such as karyokinesis, cytokinesis, and 
formation of invasion-related organelles. Our data are not only important for evaluating the 
transcriptional regulation that underlies the Plasmodium merozoite formation but also contribute to 
the studies that aim to identify new candidates for malaria vaccine targets.

研究分野：寄生虫（原虫）

キーワード： マラリア原虫　遺伝子転写制御機構　メロゾイト
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研究成果の学術的意義や社会的意義
マラリアは三大感染症の一つであり、現在も途上国を中心に年間約2億人の罹患者、60万人を超える死者が報告
されている。本研究の成果は、マラリアの病原体であるPlasmodium属原虫の赤血球侵入ステージであるメロゾイ
トについて、深い理解を与えるものである。また、原虫の赤血球ステージはその病原性に直接かかわっており、
特にメロゾイトは細胞侵入ステージであることから、マラリアワクチンにおける魅力的な標的とされる。よっ
て、本研究のメロゾイト形成期における標的遺伝子解析の結果は、新たなワクチン標的分子の探索においても非
常に有力な情報となる。

※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 
マラリア原虫の赤血球ステージはヒトへの病原性に直接関わる重要な細胞ステージである。
中でも細胞侵入ステージであるメロゾイトは、薬剤やワクチンの開発を目的としてこれまでに
多くの研究がなされている。しかしながら、メロゾイトの増殖・侵入・感染に関わる研究は特定
の分子のみに焦点を当てており、その機構の全容を明らかとするものではない。メロゾイト形成
には多様な遺伝子が関与しており、原虫の増殖・赤血球侵入・感染機構を完全に解明するには、
それらの遺伝子全体を包括する視点に立つ研究が不可欠である。マラリア原虫は寄生という性
質により、ごく少数の配列特異的転写因子（約 30 種の AP2 ファミリー転写因子（AP2-TF））のみ
で成立する、非常に単純な遺伝子制御機構を獲得した生物である。我々はこれまでに、いくつか
の細胞ステージにおいて、特異的に発現した AP2-TF がそのステージ形成に必要な遺伝子を包括
的に制御していることを証明してきた。この成果は、マラリア原虫において、ある細胞ステージ
を形成する遺伝子全体をとらえるためには、そのステージで発現する AP2-TF とそれによる遺伝
子制御を理解することが必要であることを示唆している。 
 
２．研究の目的 
本研究では、メロゾイト形成期に発現する AP2-TF の ChIP-seq 解析により、メロゾイト形成期の
遺伝子転写制御を解明する。また、それらの AP2-TF の標的遺伝子解析（ターゲトーム解析）を
行い、メロゾイトを形成する分子基盤の全体像を明らかにする。代表者はこれまでにネズミマラ
リア原虫（P. berghei）を用いて、赤血球ステージで必須である全ての AP2-TF の GFP 融合遺伝
子発現株を作製し、それらの発現時期を同定した。その結果、メロゾイト形成期には 3種の AP2-
TF が発現することを発見した。この 3種の AP2-TF はメロゾイト形成期の短い時間の中で経時的
に発現しており、代表者はこれらが段階的に働き複雑なメロゾイト形成の過程を制御すること
を示唆している。したがって代表者は、それらのターゲトーム解析を行うことで、メロゾイト形
成期における分子基盤を詳細に解明できると考えた。さらに代表者は、その結果をもとに機能未
知遺伝子についても、どの遺伝子群と同様の制御を受けるかを分類することで、その機能を解明
する手掛かりを得られると考えた。 
 
３．研究の方法 
本研究では、メロゾイト形成期特異的な 3 種の転写因子について、ChIP-seq 解析などを行い、
メロゾイト形成期における遺伝子転写制御機構の全容を明らかにする。また、ターゲトーム解析
により各機能を持つ遺伝子群がどのような順序で活性化されているかを解析し、メロゾイト形
成の分子基盤を解明する。具体的には、以下の①から⑤の実験を行う。 
① 各 AP2-TF の GFP 融合遺伝子発現株を用いて ChIP-seq 解析を行う。まず、それぞれの発現時
期に合わせて細胞を回収し、固定、溶血を経た後、クロマチンを超音波で剪断する。その後、あ
らかじめ抗 GFP 抗体を結合させておいた磁気ビーズと混ぜ、ChIP を行う。得られたクロマチン
から DNA を精製し、次世代シーケンシング（NGS）により解析する。得られたピーク情報から、
ピーク領域に濃縮されている配列を解析し、各 AP2-TF の結合配列を同定する。 
② DiCre システムを用いた条件付きノックアウトにより、RNA-seq を用いた遺伝子発現変動解
析を行い、実際の転写制御への寄与を調べる。DiCre システムは、Cas9 発現原虫から作製した
DiCre 発現原虫を用いる。このシステムでは、標的遺伝子座（各 AP2-TF 遺伝子）に loxP 配列を
CRISPR/Cas9 システムによって 2ヶ所導入し、ラパマイシンの投与によりノックアウトを誘導す
る。ノックアウトの誘導は、in vitro の培養にて行う。そして、各 AP2-TF の発現時期に合わせ
て、ラパマイシン投与原虫と未投与原虫から RNA を回収し、RNA-seq 解析を行って、トランスク
リプトームを比較する。 
③ DIP-seq 解析により in vitro で結合配列を確認する。各 AP2-TF の DNA 結合ドメイン（AP2 ド
メイン）の GST 融合リコンビナントタンパク質（GST-AP2）を作製する。GST-AP2 を短く剪断し
た原虫のゲノム DNA と混ぜ、GST-AP2 が結合した DNA 断片を、グルタチオンセファロースを用い
て回収する。回収した DNA を NGS で解析し、得られたピーク情報から結合配列が①の結果と一致
することを確認する。 
④ CRISPR/Cas9 システムを用いて、標的遺伝子の上流に存在する AP2-TF の結合配列に変異を導
入する。その後、RT-qPCR と ChIP-qPCR により変異導入前後での変化を調べ、その結合配列のシ
スエレメントとしての機能を評価する。 
⑤ ターゲトーム解析により、各 AP2-TF により制御される遺伝子群を機能ごとに分類し、各遺伝
子群がどのように制御されるかを明らかにする。各遺伝子の分類は、1 種の AP2-TF によって独
立に制御されるものや複数の AP2-TF によって制御されるものなどに詳細に分類し、メロゾイト
形成の分子基盤およびその遺伝子制御機構を理解する。さらに、機能未知の遺伝子についても上
記と同様に分類し、どの機能を持つ遺伝子群と同類に分類されるかを解析する。 
 
４．研究成果 



本研究の結果から、3 種の AP2-TF はメロゾイト形成期において経時的に発現し、遺伝子転写の
カスケードを制御していることが明らかとなった。特にそれらのうち、中期に発現する AP2-TF
については、ロプトリーやメロゾイト先端部関連遺伝子を制御しており、メロゾイトの形成に中
心的な役割を担っていることが示された。この結果は、メロゾイト形成の基盤となる遺伝子転写
制御機構の全体像を明らかにするのみならず、ワクチン標的候補となりうるメロゾイト赤血球
侵入機構に重要な新規遺伝子の探索にも非常に有力な情報となることが期待される。一方で本
研究では、原虫が赤血球内で複数のメロゾイトを形成する過程（シゾゴニー）において重要な DNA
複製や核分裂に関わる遺伝子群が、標的遺伝子解析にあまり含まれていなかったことから、その
他にも重要な転写因子とそれらに対応する cis エレメントが存在することが考えられる。 
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