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研究成果の概要（和文）：ハマダラカの体内でＤ-アロースがＤ-アロース6リン酸（A6P）に代謝されるか否かを
確かめるために、Ｄ-アロースを吸わせたハマダラカのホモジネートについてHPLC分析を行ったところ、A6Pは検
出されなかった。これにより、蚊の体内で生成されたA6Pこそがマラリア伝播阻止の真のエフェクター物質かも
しれないという仮説は否定された。また、アフリカツメガエルの卵母細胞にPlasmodium bergheiのヘキソース・
トランスポーター（PbHT）を発現させることに成功した。今後Ｄ-アロースによるPbHT活性阻害をin vitro実験
で証明することで、作用機序の解明につながることが期待される。

研究成果の概要（英文）：In order to confirm whether D-allose is metabolized to D-allose 6-phosphate 
(A6P) in the body of Anopheles mosquito, we performed HPLC analysis on the homogenate of mosquitoes 
which had been fed on D-allose. As a result, A6P was not detected, denying the hypothesis that A6P 
produced in the mosquito’s body might be the true effector for transmission-blocking. We also 
expressed the hexose transporter of Plasmodium berghei (PbHT) in the oocytes of Xenopus laevis. We 
expect that showing the inhibition of PbHT activity by D-allose in an in vitro experiment will lead 
to the elucidation of the mechanism of action for transmission-blocking.

研究分野： 寄生虫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
マラリア原虫の糖代謝経路を標的とした薬剤標的探索研究は盛んに行われているが、実用化には至っていない。
我々は食品として市販されている希少糖含有シロップが十分なマラリア伝播阻止効果を示すことを確認してお
り、コストと安全性の両面で実用化に近い段階にある。本研究で得られた成果は、希少糖をベースとしたマラリ
ア伝播阻止エサ（Transmission-blocking antimalarial rare sugar bait）実用化のための理論的基盤を提供す
るとともに、マラリア原虫の糖代謝系への干渉に基づく新規抗マラリア薬の開発に道を開くものである。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
マラリア伝播阻止は媒介蚊体内で原虫の発育分化を抑制することにより新たな感染者・患者の
発生を防ぐ手法である。我々は自然界に微量しか存在しない希少糖の一種であるＤ−アロースが、
マラリア原虫の赤血球内発育ステージの増殖には影響を及ぼさず、ハマダラカ体内での発育ス
テージのみを特異的に阻害することを見出しているが、その作用機序は明らかになっていない。
本研究ではマラリア原虫、ハマダラカ、ハマダラカ中腸内細菌という３つの生物・細胞について、
希少糖の取込み、代謝・変換、代謝産物による原虫発育への作用を調べることで、D-アロースが
蚊体内発育ステージ特異的に原虫発育を抑制する機序を明らかにする。本研究で得られる成果
は、希少糖をベースとしたマラリア伝播阻止エサ（Transmission-blocking antimalarial rare 
sugar bait）実用化のための理論的基盤を提供するとともに、マラリア原虫の糖代謝系への干渉
に基づく新規抗マラリア薬の開発に道を開くものである。 
 
２．研究の目的 
我々はこれまでに、希少糖の一種であるＤ−アロースを含む糖液をハマダラカに吸わせると、マ
ラリア原虫の蚊体内での発育分化が著しく阻害されることを見出した。さらに市販の希少糖含
有シロップを希釈して蚊に吸わせた場合にも、D-アロースと同等の著明な伝播阻止効果を示す
ことを確認した（PCT 特許審査中）。マラリア原虫はグルコースとフルクトースの両方を通すヘ
キソーストランスポーター（HT）を有していることから、当初我々は D-アロースの作用機序は
HT への競合阻害によるものと考えていた。しかし D-アロースが赤血球内発育ステージ原虫に
対する増殖阻害効果を示さなかったことから、蚊体内環境に特異的な要因が関与している可能
性を考えた。すなわち、本研究課題における「問い」は、「いかなる機序によって D-アロースは
ハマダラカ体内でのみマラリア原虫の発育を阻害するのか」であり、これを明らかにするために、
「Ｄ-アロースは HT を通して細胞に取り込まれ、細胞内で生じた代謝産物が直接あるいは間接
的に、抗原虫効果を発揮する」という作業仮説に基づいて研究を行う。蚊体内発育ステージでは、
宿主である蚊の自然免疫応答によって原虫発育が大きく影響を受けることが知られており、Ｄ-
アロースが蚊の細胞や蚊の腸内細菌に取り込まれることで、原虫発育を阻害する応答を誘導す
る現象を確かめることができれば、蚊体内でのみ原虫発育が阻害される機序を説明することが
できる。 
 
３．研究の方法 
(1) 希少糖のマラリア伝播阻止効果に関する確認実験：これまでの研究で得た知見は、希少糖の
マラリア伝播阻止効果は、希少糖含有糖液を吸わせたステフェンスハマダラカ（Anopheles 
stephensi）の体内においてローデントマラリア原虫（Plasmodium berghei）の発育・増殖が 100%
阻害されるというものであり、糖液としては 440 mM のＤ-フルクトースに 100 mM のＤ-アロー
スを添加した場合に最大の効力を発揮することがわかっている。これに対してＤ-アロースの伝
播阻止効果はＤ-アロース単独による作用ではなく、Ｄ-フルクトースとの特殊な組合せでのみ
生じるのではないかという可能性が提示された。我々はこれまで長年にわたりハマダラカの飼
育管理に 440 mM Ｄ-フルクトースを使用してきたため、Ｄ-フルクトースを使用することについ
て疑問を感じていなかったが、自然界でハマダラカが植物から得るエネルギー源としての糖（＝
資化性糖）はＤ-グルコースも含まれることから、Ｄ-フルクトース以外の資化性糖についても検
討を行った。具体的にはステフェンスハマダラカに８種の糖液（①：Ｄ-グルコースのみ、②：
Ｄ-グルコース＋Ｄ-アロース、③：Ｄ-グルコース＋Ｄ-プシコース、④：Ｄ-グルコース＋Ｄ-ガ
ラクトース、⑤：Ｄ-フルクトースのみ、⑥：Ｄ-フルクトース＋Ｄ-アロース、⑦：Ｄ-フルクト
ース＋Ｄ-プシコース、⑧：Ｄ-フルクトース＋Ｄ-マンノース）を吸わせて P. berghei 感染マウ
スを吸血させ、感染吸血 10 日後に中腸オオシスト数のカウントを行った。結果としては、⑥：
Ｄ-フルクトース＋Ｄ-アロースと同様に、②：Ｄ-グルコース＋Ｄ-アロースでも強力なオオシス
ト形成抑制効果が認められた。⑤：Ｄ-フルクトースのみ、⑧：Ｄ-フルクトース＋Ｄ-マンノー
ス、①：Ｄ-グルコースのみ、④：Ｄ-グルコース＋Ｄ-ガラクトースではオオシスト抑制効果は
認められず、オオシスト抑制効果はＤ-アロースによるものであることが確認された。一方で、
⑦：Ｄ-フルクトース＋Ｄ-プシコースでは若干のオオシスト抑制効果が認められたものの、③：
Ｄ-グルコース＋Ｄ-プシコースではオオシスト抑制効果は認められなかった。Ｄ-プシコースの
伝播阻止効果はＤ-アロースに比べると弱いが、Ｄ-フルクトースと併用することで一定の効果
を発揮すると考えられる。 
(2) 蚊の体内でＤ-アロースが A6P に代謝されるか否かの検討：植物を用いた実験で、Ｄ-アロー
スが代謝されてＤ-アロース 6リン酸（A6P）を生じ、この物質が核のシグナル伝達系に影響して
各種の生理機能を発揮することが報告されている（Kano et al., J. Exp, Botany, 2013）。我々
は同様の現象が蚊の体内で起こっているのではないかと考えた。すなわち、蚊に与えたＤ-アロ
ースが蚊の細胞に吸収・代謝されて A6P を生じ、これがマラリア原虫に対する防御活性を誘導す
るのではないかという作業仮説を立てた。これを確かめるために、蚊の虫体ホモジネートサンプ



ル中のＤ-アロースと A6P の分析を行った。高速液体クロマトグラフィー（HPLC）による分析に
ついては、香川大学国際希少糖研究教育機構の望月進博士に依頼した。具体的にはAn. stephensi
に 440 mM Ｄ-フルクトースのみを与えた群と、440 mM Ｄ-フルクトース＋100 mM Ｄ-アロース
を与えた群を設定し、3日後に蚊を回収してビーズ破砕によりホモジネートを調製し、フィルタ
ー濾過した液体をサンプルとした。結果は、蚊虫体ホモジネート中にＤ-フルクトース、Ｄ-アロ
ースのピークは検出されたが、A6P のピークは検出されなかった。蚊の吸血の有無によって異な
る可能性を考え、吸血蚊と非吸血蚊についても同様の実験を行ったが、吸血蚊でも A6P のピーク
は検出されなかった。これにより、蚊に投与されたＤ-アロースは、蚊の体内で A6P に代謝され
ることはないと考えられる。Ｄ-アロースの代謝に関しては、蚊の腸内細菌によって A6P に代謝
される可能性も想定していたが、今回調製したサンプルでは腸内細菌も含んでいたことから、そ
の可能性は低いと考えられる。 
(3) アフリカツメガエル卵母細胞での PbHT 発現：Ｄ-アロースそのものがマラリア伝播阻止作
用の主体をなすことが確認されたことから、再びヘキソーストランスポーターへの干渉作用を
検討することとした。我々はこれまでに P. berghei のヘキソース・トランスポーター（PbHT）
を組換えタンパクとして人工脂質膜（リポソーム）に発現させる実験を行ったが、安定的な発現
を得られず頓挫している。そこで今回は、アフリカツメガエルの卵母細胞に PbHT を発現させる
実験系を構築することにした。PbHT 遺伝子に c-myc 配列を付加したものを合成（外注）し、こ
れをアフリカツメガエル用の発現ベクターに挿入し、mMESSAGE mMACHINE T7 Transcription Kit
（Thermo Fisher 社）を用いて in vitro で cRNA を合成した。これをアフリカツメガエルの卵母
細胞にインジェクションし、３日後の卵母細胞のライセートを調製し、ウェスタンブロッティン
グ（抗 c-myc 抗体を使用）により発現を確認したところ、40kDa の位置にバンドが認められた。
目的タンパクの大きさは計算上 59kDa であるため、何らかのプロセシングが起こったものと考
えられる。次に、上記の方法で PbHT の cRNA をインジェクションしたアフリカツメガエル卵母細
胞を固定し、パラフィンに包埋後、薄切標本を作成した。抗 c-myc 抗体を使用して免疫染色を行
ったところ、卵母細胞の細胞膜に PbHT が発現していることが確認された。 
 
４．研究成果 
(1) 希少糖のマラリア伝播阻止効果に関する確認実験：Ｄ-アロースの伝播阻止効果について、
Ｄ-アロース単独の効果ではなく、Ｄ-フルクトースとの何らかの協調作用よって効果を発現す
るのではないかとの疑問に対して、今回の研究で一定の解答を得られた意義は大きい。また、資
化性糖のみの実験群で比較した場合、Ｄ-フルクトースのみ与えた群とＤ-グルコースのみ与え
た群でオオシスト数に差がなかったことも、重要な知見と言える。Anopheles stephensi を用い
てマラリア伝播に関する研究を行っている研究グループは世界に多数あり、蚊の維持管理にＤ-
フルクトースを用いるグループと、Ｄ-グルコースを用いるグループが併存していることから、
コントロール実験として、Ｄ-フルクトースとＤ-グルコースでは形成されるオオシスト数に差
がないことを示しておくことは前述の両グループに対して説得力をもつ。 
(2) 蚊の体内でＤ-アロースが A6P に代謝されるか否かの検討：Ｄ-アロースが蚊の体内ステー
ジでのみ抗マラリア活性を発揮する理由について、蚊の体内でＤ-アロースが代謝されて生じる
A6P が役割を演じているとの作業仮説を設定したが、今回の実験結果によりその仮説は否定され
た。今回の実験方法から、蚊の腸内細菌による A6P 産生の可能性が完全に否定されたとは言えな
いが、HPLC で検出できるレベルの A6P は検出されなかったことから、マラリア伝播阻止活性の
主体としては考慮対象からはずして良いと考えられる。すなわち、Ｄ-アロースのマラリア伝播
阻止作用は、その代謝産物ではなく、Ｄ-アロースそのものによる作用であることが示唆される。 
(3) アフリカツメガエル卵母細胞での PbHT 発現：アフリカツメガエル卵母細胞に PbHT を発現
させることができたことにより、今後機能解析の実験へと進むことができる。今後の予定として
は、PbHT 発現卵母細胞と C14 標識レベルしたＤ-グルコースあるいはＤ-フルクトースと共培養
し、卵母細胞に取り込まれた放射カウントを評価することで、PbHT の糖取り込み活性を確認す
る。次いで同様の実験系にＤ-アロースを添加することで、糖の取り込みが阻害されることを確
認する。Ｄ-アロースにより PbHT の糖取り込みが阻害されれば、Ｄ-アロースがマラリア原虫の
糖取り込みを阻害することで発育・増殖を抑制するという基盤的データが得られることになる。
この実験系が確立されれば、今後各種希少糖の PbHT 阻害活性を評価することで、Ｄ-アロースよ
りも強力な伝播阻止活性を有する希少糖を見出すことが期待される。 
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