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研究成果の概要（和文）：遺伝子機能変異体を用いた方法論は感染症研究において極めて有用であり、バベシア・タイ
レリア・コクシジウムなど獣医学上重要な原虫病研究に対しても応用が期待される。しかしながら、複雑な真核細胞体
からなる原虫に対しては、ゲノムワイドな機能的変異体作製技術は存在しない。そこで研究代表者はトランスポゾンを
用いた、原虫機能変異体ライブラリーの作製を試みた。その結果、マラリア原虫遺伝子機能増強型変異体ライブラリー
の作製に成功した。また、このライブラリ－をスクリーニングすることでベクター媒介性に関与する遺伝子座を数種類
同定することに成功した。

研究成果の概要（英文）：Genetic mutant is a powerful tool for the infectious disease research. Thus, the d
evelopment of mutant screening system in the parasitic disease in veterinary field is desired.  In this st
udy, we tried to develop the transposon based random mutant screening system using murine malaria parasite
 as a model pathogen. As a result, we successfully established the gain-of function mutant parasite librar
y system. Furthermore, with this system, we successfully could identify the genomic locus that highly conc
erns to vector transmission.
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１．研究開始当初の背景 
 感染症とは、病原体と宿主の相互作用の
結果としてもたらされる生命現象である。
その病態は宿主と病原因子の相互作用の結
果として規定される。病原因子に由来する
感染表現型は病態を構成する一要素であり、
各種病原因子の相互作用により、多様な病
態が誘導される。病原因子を規定する収束
的な責任因子は遺伝子であり、ゲノム情報
が明らかとなった現在、ウイルス・細菌な
どの病原体では、病原遺伝子に関する研究
が飛躍的に加速している。これらの病原因
子の研究において、重要な基盤技術となっ
ているのが、ゲノムワイドな変異体である。
感染表現型とその原因遺伝子の同定に力を
発揮するのが、特定の遺伝子の機能が増
強・減衰された、遺伝子機能変異体であり、
ウイルスにおけるリバースジェネティクス、
細菌におけるトランスポゾンミュータント
など各種の方法が用いられている。これら
手法の際だった特徴は、ゲノムワイドに変
異体が作成可能な点である。ある病原体が
持つ全遺伝子に対しての網羅的な変異体の
作製が可能なため、表現型に対して余すこ
となく、その責任因子の同定が可能なので
ある。以上のような遺伝子機能変異体を用
いた方法論は感染症研究において極めて有
用であり、バベシア・タイレリア・コクシ
ジウムなど獣医学上重要な原虫病研究に対
しても応用が期待される。しかしながら、
複雑な真核細胞体からなる原虫に対しては、
ゲノムワイドな機能的変異体作製技術は存
在しない。その理由として、一部の原虫を
除き遺伝子組換え技術すら確立されていな
いこと、また可能であったとしても単一の
遺伝子機能変異体の作製に数ヶ月を要する
など、様々な技術的問題が存在することが
あげられる。したがって、比較的単純な構
造から成るウイルスや細菌などとは異なり、
数千遺伝子から構成される長大な原虫ゲノ
ムを網羅的にカバーするような変異体群の
作製は、現時点での一般的な原虫の遺伝子
改変技術では不可能であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究は獣医学領域上重要な問題となっ
ている原虫性疾患に着目し、申請者が独自に
開発した網羅的な機能変異体原虫作製技術
を基盤とした新規実験系の応用により、原虫
病研究全体のボトムアップと新たなる局面
への展開を目的とするものである。 
 近年、ヒトにマラリアを惹起する熱帯熱マ
ラリア原虫で、動く遺伝子“トランスポゾン”
による遺伝子組導入法が報告された。トラン
スポゾンは細菌・昆虫・植物などの多様な
生物種で変異体作製に利用され、基礎生物
学の発展に大きく寄与した。申請者はこの
方法に着目し、獣医学上重大な問題となっ
ている血液寄生原虫のモデルとして、遺伝
子改変技術が比較的確立しているマウスマ

ラリア原虫を用いてその応用を試みた。そ
の結果、トランスポゾンにより原虫ゲノム
の改変は可能ではあるが、組換え効率・変
異体分離効率等の問題から、機能的変異体
分離法としては実用に耐えないものであっ
た。これらの問題を解決すべくトランスポ
ゾンを用いたゲノム改変法の改良研究を行
うことを目的とした。また、本法の特徴と
して、詳細なゲノム情報が不要、実験系構
築に必要な原虫種固有のコンポーネントは
プロモーターのみ、の２点がある。したが
って、他の原虫種に対しても、簡便に同様
の実験系を樹立可能であり、優れた汎用性
を持つ。さらに、トランスポゾンを利用した
遺伝子導入法は従来の相同組換え法と比較
し、極めて効率が良い。したがって、従来で
は遺伝子改変が不可能であった原虫種にお
いても遺伝子改変技術を確立できる可能性
が高く、実験手法の限界から立ち後れがちな
原虫病研究全体を、大幅に進展させる可能性
を有するものと考えられる。 
 
３．研究の方法 
 研究代表者の現在までの研究によって開
発した、トランスポゾンコンストラクトの改
良により機能減衰型・機能増強型変異体の作
製を試み、これらの変異体について、サザン
ブロッティング、リアルタイム PCR 法などの
分子生物学的手法を用いることで、変異体分
離法の性能評価をおこなった。1 バッジに数
百の変異体を含む、変異体ライブラリーの作
出を試みた。また、変異体ライブラリーを用
いた表現型スクリーニングを試みた。 
 
４．研究成果 
 トランスポゾンを用いた遺伝子機能変異
体原虫作出法の改良を行い、プロモータート
ラップ法を基盤として、機能増強型変異体群
および機能減衰型変異体群作製法を試みた。
その結果、機能増強型変異体の作製について
は当初の計画に基づいた実験系が構築でき
ることが明らかとなった。しかしながら、機
能減衰型変異体においては、マラリア原虫の
多くの遺伝子プロモーター領域が双方向性
に機能し得ることが申請者の実験において
明らかとなり、このことが変異体分離性能を
阻害したことから、機能増強型と比較すると
ライブラリー中の目的変異体割合は 50%を切
ることが明らかとなった。このことは、スク
リーニングシステムの実用性を考慮すると
改良の余地があり、今後のさらなる研究の進
展が望まれる点であった。 本法では一度の
遺伝子導入実験で 20 種以上のランダムな
変異体原虫群が得られた。計算上、50 回の
実験により 1,000 種の変異体の分離が可能
であり、既存の技術では不可能であった、
個人研究者レベルでのゲノムワイドな変異
体の分離が実現可能となった。機能増強型
変異体について計算上、1,000 変異体を含む
原虫ライブラリーの作製を行い、このライブ



ラリーについてベクター感染性スクリーニ
ングを行った結果、5 種程度の遺伝子座を同
定することに成功した。この結果は本研究で
開発した機能増強型変異体ライブラリーが
原虫病研究の進展に寄与し得ることを示す
ものであった。 
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