
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成２５年３月３１日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

機関番号：15301 

研究種目：基盤研究(B) 

研究期間：2010 ～ 2012 

課題番号：22390024 

研究課題名（和文） 広範囲抗寄生虫薬の開発とその分子基盤の構築 

 

研究課題名（英文） Study of new broad spectrum of anti-parasitic agent and basis of 

molecular base of it 

 

研究代表者 

綿矢 有佑（WATAYA YUSUKE） 

岡山大学・大学院医歯薬学総合研究科・名誉教授 

 研究者番号：90127598 

 
研究成果の概要（和文）： 
 N-89 の住血吸虫に対する作用機構を解析した。 

（1）産卵能抑制に関連するタンパク質因子を網羅的に探索した結果、11 種のタンパク質が変

動していた。そのうち、paramyosin は N-89 作用で処理 24 時間後に 30％まで減少した。マラリ

ア原虫の標的分子群と異なることから、両感染症における N-89 の相違をさらに検証して行く必

要がある。 

（2）N-89 投与により中体が短く、且つ、ヘモゾインの産生量も減少した。 

（3）Rhodamine-N-89 付加体を作成して住血吸虫への局在を調べたところ、N-89 は中体へ取り

込まれて作用することが明らかになった。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 The mechanism of action of N-89 for malaria and schistosomiasis;  
(1) Total 11 of proteins were changed by N-89 in Schistosoma mansoni using comprehensive proteomics. 
Among them, paramyosin was reduced to 30% of control after 24hr treatment with N-89. Malaria 
parasite and S. mansoni were not similar target molecules in proteomics with N-89 in the study and it 
will be necessary to validate further the differences in both 2 pathogens. 
(2) Body length of S. mansoni was shorted by N-89 administration and production of hemozoin also 
decreased in vivo experiment. 
(3) Rhodamine-N-89 adducts will may act incorporated into the parasite body clearly. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 マラリアは年間３〜５億人が感染し、１５

０万〜２００万人が死亡する世界最大の寄

生原虫感染症である。特効薬クロロキンと殺

虫剤 DTT により、一時撲滅できたかに見えた

マラリアは、薬剤耐性マラリア原虫と殺虫剤

耐性ハマダラ蚊の出現により、その対策は極

めて困難な状況に置かれている。一方、住血

吸虫症は世界で２億人以上が罹患し、死者は

年間２０万人とも言われている重篤な寄生

虫感染症である。マラリア及住血吸虫症の流

行地は大規模灌漑事業等により年々拡大し

ている。このようなマラリア及び住血吸虫症

の撲滅に薬物療法が不可欠であることは言

うまでもない。本研究は発展途上国から強い

要請のある「マラリアと住血吸虫症を克服す

る新しい抗寄生虫薬の開発」と｢寄生現象の

パラダイムの分子基盤を確立｣し、国際貢献

するものである。 

 住血吸虫症に対する特効薬として現在は

プラジカンテルが用いられているが、プラジ

カンテルは副作用の少ない優れた薬物であ

るが、幼生には効果がないため、予防及び感

染初期の投与には適していない。また、感染

後プラジカンテルで住血吸虫を駆除しても、

肝臓の障害が治療できないまま蓄積してし

まう。さらに、プラジカンテルに耐性を持つ

吸虫も報告され始めている現在、新たな特効

薬の開発が急務であり望まれている。 

 マラリアと住血吸虫症の病原体には共に

宿主の赤血球を栄養源とする共通性がある

ため、共通する分解・代謝機構が有ると想定

した。最近、抗マラリア薬であるアルテミシ

ニン系の薬物及びメフロキンが住血吸虫の

幼生に有効であるという報告がなされた。し

かし、アルテミシニン系の薬物は未だ化学合

成が困難で、発展途上国の人々に大量に供給

することは不可能である。また、メフロキン

は耐性マラリア原虫が世界中に蔓延してお

り、住血吸虫症と同時にマラリアの治療を行

う目的での使用は耐性病原体の出現の容易

さの点で実用化は難しくその有効性に問題

が有る。そこで、我々は、アルテミシニンと

同様に分子内に環状過酸化構造を持つ新規

化合物 N-89 を新たな抗住血吸虫薬候補とし

て研究を始めた。この化合物は我々のグルー

プが合成、選別した化合物であり、強力な抗

マラリア作用を有することはすでに明らか

にしている。また、N-89 がマンソン住血吸

虫に対して優れた阻害効果を示すことは既

に明らかにし特許を出願している（綿矢有佑, 

金 惠淑, 平本晃子, 佐藤 聡, 太田伸生, 

熊谷 貴, 下河原理江子, 谷口斎恵. 新規

抗 住 血 吸 虫 . 特 願 2008-172663, 

PCT/JP2009/61698）。 

 国外の他のグループからも新規抗住血吸

虫候補薬の報告がなされているが、いずれも

in vitroの結果が主である。Oxadiazole化合

物は感染マウスに投与してはいるが、哺乳動

物に対しての毒性試験・体内動態の結果は報

告されておらず、住血吸虫への選択性に問題

がある。加えて、当然のことながら、これら

の化合物では抗マラリア作用は検討されて

いない。マラリアと住血吸虫症の両方に対し

て有効であるN-89は寄生虫症の蔓延地域で

しばしば見られる混合感染に対して特に有

用性が高い。そのため、我々はマラリアと住

血吸虫症の両方に有望な新規治療薬の創製

とその基盤を構築して感染症治療の土台を

提供したい。 

  
２．研究の目的 
 本研究はマラリアと住血吸虫症の２大

寄生虫病に有効な広範囲治療薬を開発す

ることを目的としている。現在用いられて

いる抗寄生虫薬はその適用範囲が狭く、一

剤で治療できる寄生虫症は限られている。

マラリアと住血吸虫症は罹患者数が圧倒

的に多く、蔓延地域が重複しているため混

合感染も多い。本研究はこれらの寄生虫病

病原体に共通する弱点を見出し、単一の薬

剤でマラリアと住血吸虫症という複数の

寄生虫病の治療を可能とする治療薬の開

発を行い、寄生虫病の制圧に寄与するもの

である。 

 
３．研究の方法 
（１）肺移行期、肝臓寄生期・雌雄接合開始

期、産卵期の各生活環におけるマンソン住血

吸虫に in vivo 及び in vitro で N-89 を投与

し、雌雄別々に回収して、得られた可溶性タ

ンパク質画分を二次元電気泳動で分離し、非

投与群と比較解析して変動のあるタンパク

質スポットを選別する。各スポットをトリプ

シン消化後 MS 解析で住血吸虫タンパク質を

同定する。                        

（２）各生活環におけるマンソン住血吸虫か

ら雌雄別々に lysate を調製し、N-89 をリガ

ンドとして affinity chromatography を行い、

N-89 と親和性のあるタンパク質を分離する。

分離したタンパク質は MS 解析を行ってタン

パク質を同定する。                    



（３）（１）、（２）で得られた結果から N-89

の標的候補タンパク質を特定する。 

（４）標的候補タンパク質の遺伝子配列より

アンチセンス・RNAi を設計・作成し、in vitro
において標的タンパク質をノックダウンし

て機能解析を行う。この結果より、N-89 の虫

体を形態変化・死滅させる効果と産卵能を抑

制する効果に関連した標的タンパク質を特

定する。                                               

（2）N-89 の住血吸虫に対する直接的な影響

を調べるため in vitro で実験を行った。ま

ず、マウスにマンソン住血吸虫を感染させ、

５週目に虫体を回収し、in vitro で N-89 を

加えたところ、強い阻害効果を示した(EC50

値：16nM)。形態観察の結果、N-89 投与住血

吸虫は有意に虫体が短くなり、ヘモグロビン

の消化で生成するヘモゾインの含有量も減

少していた。これら N-89 投与によって住血

吸虫にもたらされた変化は N-89 の住血吸虫

の産卵能抑制に関与していると思われる。 

（5）マンソン住血吸虫感染後５週目のマウ

スに N-89 を投与し、12時間後及び 2週間後

に行ったプロテオーム解析により、いずれの

時期にも変動していたタンパク質（オス：増

加 6 種類、減少 5 種類 メス：増加 6 種類、

減少 6種類）について発現量を解析する。住

血吸虫タンパク質に対する抗体は市販され

ているものがほとんどないので、他の生物種

と比較し、アミノ酸配列の相同性が高いタン

パク質に対する抗体、あるいは目的とするタ

ンパク質の一部に相同な部位に対する抗体

を購入し、感染後５週目のマウスに N-89 を

投与し、経時的にタンパク質画分を調製して

Western blot を行う。  

（6）マンソン住血吸虫感染後５週目のマウス

にN-89を投与し、12時間後にmRNAから調製し

たcDNAを用い、リアルタイムPCRによる発現変

動パターンを比較解析する。                                    

（7）（5）、（6）で得られた結果からN-89の標

的候補タンパク質を特定する。 

  

（3）住血吸虫タンパク質に対する抗体は市販

されているものがないので、他の生物種と比

較し、アミノ酸配列の相同性が高いタンパク

質に対する抗体、あるいは目的とするタンパ

ク質の一部に相同な部位に対する抗体を購入

し、感染後５週目のマウスにN-89を投与し、

12時間後にタンパク質画分を調製してウエス

タンブロッティングを行ったが、抗体が反応

せずタンパク質レベルでの解析が出来なかっ

た。 

（8）N-89蛍光ラベル帯を用いた局在解析、及

び標的分子解析を網羅的に行う。（5）、（6）、

（7）で得られた結果からN-89の標的候補タン

パク質を同定する。  

（9）新規抗寄生虫薬の臨床試験に向けた流行

地の医療行政情報を収集し、本研究の進展に

応用する。 

 

４．研究成果 

（1）産卵能抑制の作用機序の解明のため、

マンソン住血吸虫感染後５週目のマウスに

N-89 を投与し、12 時間後、及び２週間後の

虫体を回収、雌雄別々にタンパク質可溶性画

分を調製し、N-89 投与時に変動したタンパク

質をプロテオーム解析より同定した。N-89 を

投与したマウスの住血吸虫産卵能抑制は、投

与後４週間以上持続している事を考え合わ

せると、両条件で共通して変動していたタン

パク質が N-89 の産卵能抑制効果に関与して

いる可能性が高い。プロテオーム解析の結果、

雄では構造タンパク質、chaperon 等 6種類の

タンパク質が増加し、5 種類のタンパク質が

減少していた。雌では構造タンパク質、

regulatory protein, chaperon 等それぞれ 3

種類のタンパク質が増加、及び減少していた。

このうち、雌で減少していた paramyosine を

用いて western blot 解析を行った結果、N-89

投与後 24 時間でコントロールの 1/3 に減少

していた。 

（4）N-89のマンソン住血吸虫における薬剤標

的タンパク質を同定するため、N-89ビオチン

付加体を作製した。現在、このN-89ビオチン

付加体を用いて、N-89と親和性のあるマンソ

ン住血吸虫タンパク質の同定を試みている。 

４ マンソン住血吸虫内におけるN-89の局在

を観察するためにN-89に蛍光物質ローダミン

を標識したローダミン標識N-89を作製した。 

マンソン住血吸虫の凍結切片に Rhodamine 

付加体 N-89 を作用させ、局在の観察を行な

った。Rhodamine 付加体 N-89 は住血吸虫体

内の核（DAPI）及びミトコンドリア

（MitoTracker Red）とは共局在しないが、特

異的に局在する部位があることを明らかにし

た。また、薬剤作用時間に依存して Rhodamine 

付加体 N-89 が濃縮される結果を得た。現在、

局在部位を明らかにするため、解析を行って

いる。 

(5) ビオチン付加体 N-89 を用いて、N-89 の

標的タンパク質を同定するためのプロテオミ

クスの研究基盤を検討した。現在までに住 

血吸虫における N-89 の標的タンパク質は同

定出来ていないが、今後明らかにしたい。 

(6) 物理的破壊によるマンソン住血吸虫のシ

ストソミューラ培養液に N-89、あるいは 

N-251 を直接処理したところ、濃度依存的に



セルカリアの成長阻害と運動性の低下が見ら

れた。両化合物のうち、N-251 の方が N-89 よ

り阻害能が強く、特に、シストソミューラの 

運動性に与える影響が大きいことが判った。

現在、マンソン住血吸虫の運動性に関わる因

子の網羅的な比較解析を行っている。 
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