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研究成果の概要（和文）：ネズミマラリア原虫のDNAポリメラーゼδの校正機能を欠損することで作製したミューテー
ター原虫の変異傾向を詳細に解析した。ミューテーター原虫で生じる変異は一様ではなく、またその塩基置換率はDNA
配列の並びに影響を受けることが明らかとなった。また、ミューテーター原虫を用いることで抗マラリア薬クロロキン
に対して耐性を示す原虫の創出に成功した。世界中のマラリア流行地域で採取された熱帯熱マラリア原虫のDNA検体に
ついてゲノムの複製や安定性に関わる遺伝子のシーケンス解析を行い、それら遺伝子の多型について基盤的知見を得た
。

研究成果の概要（英文）：Detailed mutational trend of a mutator malaria parasite possessing proofreading 
deficient DNA polymerase δ was analyzed. The mutation spectrum was biased, and the base substitution of 
the parasite was influenced by sequence context. By using the mutator parasite, chloroquine resistant 
parasites were successfully generated. DNA sequencing analysis of genes involved in genome replication 
and/or stability with global Plasmodium falciparum DNA samples was also conducted, and fundamental 
information on the genetic polymorphism was obtained.

研究分野：寄生虫学

キーワード： マラリア　ミューテーター　Plasmodium　分子疫学　薬剤耐性

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 マラリアは、毎年数億人の感染者と 100 万
人以上の死亡者を出しており、エイズ、結核
とともに世界三大感染症のひとつに数えら
れている。抗マラリア薬による早期治療はマ
ラリア対策における重要な柱であるが、新規
薬剤が投入されても耐性原虫が出現し、流行
地域に拡散することが大きな問題となって
いる。そのため、マラリア制御戦略の創出に
は薬剤耐性の出現・拡散メカニズムの理解が
必須である。 
 近年、熱帯熱マラリア原虫における薬剤耐
性の拡散メカニズムに関する集団遺伝学的
研究から、1) 薬剤耐性原虫は限られた地域
からごく稀にしか出現しない、2) 薬剤耐性
原虫の移入によって耐性蔓延地域が拡散し
ていく、などの知見が得られてきた。とりわ
け、東南アジアや南米の一部が耐性原虫出現
のホットスポットであることが明らかとな
ってきており、当該地域における徹底した薬
剤耐性原虫の出現・拡散抑止対策が求められ
ている。しかし、なぜ耐性原虫出現のホット
スポットが存在するのかは明らかにされて
いない。 
 一般に生物の突然変異率は極めて低く保
たれているが、ゲノムの安定性を保つ機能が
欠損すると突然変異をより速く蓄積するミ
ューテーターと呼ばれる形質が獲得される。
薬剤耐性は耐性関連遺伝子における突然変
異により引き起こされることから、ミューテ
ーター原虫は薬剤耐性を獲得しやすい可能
性がある。病原性細菌では、ミューテーター
が野生株より1,000倍も抗生物質に対する耐
性を獲得しやすいことが明らかになってい
る。さらに最近、多剤耐性を示す培養熱帯熱
マラリア原虫株ではDNAミスマッチ修復機能
の働きが低下していることが報告された。し
たがって、薬剤耐性原虫の出現に極端な地域
偏在がみられることは、ミューテーター原虫
の地理的分布により説明される可能性があ
る。 
 しかしこれまで、ミューテーター原虫の存
在が薬剤耐性原虫の出現に関連しうるのか
についての詳細な研究はほとんど行われて
いない。申請者のグループは、ネズミマラリ
ア原虫 Plasmodium berghei の DNA ポリメラ
ーゼδの校正機能を欠損させることにより
突然変異をより速く蓄積するミューテータ
ーマラリア原虫を開発することに世界で初
めて成功した。このようなミューテーターマ
ラリア原虫を用いることにより、DNA 修復機
能の欠損が薬剤耐性能獲得に寄与する役割
について検証することが可能である。一方で、
大腸菌や酵母におけるこれまでの研究から、
ミューテーター形質の賦与にはDNA修復に関
わる様々な遺伝子での突然変異が関与する
ことが明らかとなっている。つまり、ミュー
テーター形質の評価には複数のDNA修復関連
遺伝子を網羅的に解析する必要があるが、マ
ラリア原虫においてはそれら遺伝子群にお

ける変異は全く調べられていない。 
 
２．研究の目的 
 上記の背景のもとに、本研究では、1) ミ
ューテーター原虫が野生株よりも薬剤耐性
を実際に獲得しやすいのかをマウス感染実
験系により明らかにすること、2) ミューテ
ーター形質を賦与する遺伝子変異の同定お
よび地理的分布を分子疫学的アプローチに
より明らかにすることを目指す。具体的には
以下の項目について明らかにする。 
① 薬剤耐性株の効率的な創出には、ミュー
テーター原虫の長期継代を行うことで変異
を集団に蓄積した原虫ライブラリを構築す
ることが重要であると考えられる。そこで最
初に、ミューテーター原虫と野生型原虫につ
いてマウスを用いた継代を繰り返す。次に、
変異を蓄積したミューテーターマラリア原
虫集団を用いて薬剤耐性原虫創出試験を行
う。抗マラリア薬には耐性機構が複雑である
ことから、実験室レベルではこれまで耐性株
が創出されていないクロロキンを用いる。ミ
ューテーター原虫の耐性獲得のしやすさ、あ
るいは耐性の強さを野生株と比較する。 
② ゲノムの安定性はDNAポリメラーゼの持
つ校正機能と、DNA 複製時に生じるエラーの
修復機能により保たれている。熱帯熱マラリ
ア原虫ではすでにゲノムプロジェクトが終
了し、ゲノムの安定性に関わる遺伝子のいく
つかが明らかとなっている。世界中の各流行
地域から採取された熱帯熱マラリア原虫検
体についてこれら遺伝子の配列を決定し、多
型を明らかにする。得られた各遺伝子の多型
情報をもとに、マラリア原虫にミューテータ
ー形質を賦与する遺伝子変異を同定する。 
 
３．研究の方法 
① ミューテーターマラリア原虫を用いたマ
ウス感染実験系によるクロロキン耐性原虫
の創出 
 P. berghei の感染赤血球 100万個を静脈注
射により接種すると、3–4 日で赤血球感染率
が数%まで上昇する。そこで、ミューテータ
ー原虫と野生型原虫について3–4日おきに感
染マウスから血液を採取し新たなマウスに
100 万個の感染赤血球を接種することで、原
虫のマウス継代を約 25 週間繰り返す。この
継代の間に蓄積した変異の程度を明らかに
するため、継代した原虫集団からクローンを
得てイルミナシーケンサーによるゲノムワ
イドな変異解析を行う。得られた変異データ
を用いて、ミューテーター原虫の変異傾向を
解析する。 
 野生型原虫に対して 40 mg/L のクロロキン
を含む水を自由飲水（マウス 1kg あたり 8.3 
mg/day に相当）により与えたところ、原虫の
増殖が抑えられた。そこで、ミューテーター
原虫に対してこの濃度よりもやや低い 30 
mg/L のクロロキンを含む水を自由飲水（マウ
ス 1kgあたり 6.3mg/day に相当）で与え始め、



原虫の増殖が確認された場合には投与する
クロロキン濃度を徐々に増加させていく。 
 
② マラリア原虫のゲノムの安定性に関わ
る遺伝子の多型解析 
 ブラジル（4 検体）、コンゴ（2 検体）、ケ
ニア（2検体）、タンザニア（10 検体）、バン
グラデシュ（7 検体）、タイ（9 検体）、フィ
リピン（7検体）、パプアニューギニア（2検
体）、ソロモン諸島（6検体）から得た熱帯熱
マラリア原虫の DNA 検体を用いて、DNA 複製
やゲノム修復に関わると考えられる 14 個の
遺伝子（表 1）を PCR で増幅する。得られた
PCR 産物について、イルミナ次世代シーケン
サーによりシーケンス解析を行う。 
表1. PCR増幅した遺伝子

ID 遺伝子

PF3D7_0411900 DNA polymerase alpha

PF3D7_0505500 DNA repair protein, putative

PF3D7_0625300 DNA polymerase 1, putative

PF3D7_0630300 DNA polymerase epsilon, catalytic subunit a, putative

PF3D7_0706700 DNA mismatch repair protein MSH2, putative (MSH2-2) 

PF3D7_0726300 mismatch repair protein pms1 homologue, putative

PF3D7_1017000 DNA polymerase delta catalytic subunit

PF3D7_1037000 DNA polymerase zeta catalytic subunit, putative

PF3D7_1117800 DNA mismatch repair protein MLH

PF3D7_1226600 proliferating cell nuclear antigen 2

PF3D7_1343400 DNA repair protein RAD5, putative

PF3D7_1411400 plastid replication-repair enzyme

PF3D7_1425400 DNA-directed DNA polymerase, putative

PF3D7_1427500 DNA mismatch repair protein Msh2p, putative  
 
４．研究成果 
① ミューテーターマラリア原虫を用いたマ
ウス感染実験系によるクロロキン耐性原虫
の創出 
 ミューテーター原虫について 3系列（Ma、
Mb、Mc）と野生型原虫について 3系列（Wa、
Wb、Wc）、独立した継代ラインで約 25 週間
の静脈注射による継代を行った（図 1）。さ
らに、ミューテーター原虫ではもう 1系列
（Md）、以前から 100–1000 個の感染赤血球
を腹腔内注射することで行う継代を約 160
週間にわたり続けてきた継代ラインが存在
する（図 1）。これらの継代ラインからそれ
ぞれクローンを採取し、イルミナシーケン
ス解析を行った。得られたシーケンスデー
タを用いて、それぞれのクローンにおいて
継代の過程で蓄積した塩基置換を明らかに
した。 
 野生型原虫とミューテーター原虫の塩基
置換率を比較したところ、ミューテーター
原虫の方が 36 倍高い塩基置換率を有する 

Wa25P Wb25P Wc25P

Wa29 Wb28 Wc29

P. bergheiANKA (PbWT)

WT0

感染赤血球106個の静脈接種による継代

感染赤血球102–103個の腹腔内接種による継代

限外希釈によるクローニング

イルミナシーケンス解析
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Ma25P Mb25P Mc26P
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Md122BMd122A
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図 1. 継代の模式図。 

ことが明らかとなった（図 2）。さらに、ミ
ューテーター原虫の塩基置換傾向を詳しく
見たところ、6種類存在する塩基置換が一
様に生じているのではなく、C/G>A/T が頻
繁に生じる一方で C:G>G:C がほとんど生じ
ないなど、バイアスが存在することが明ら
かとなった（図 3）。また、塩基置換率が周
囲の配列の影響を受けるのかを明らかにす
るために、3塩基単位での塩基置換率を算
出した（図 4）。興味深いことに、塩基置換
率は塩基の並びの影響を受け、特に TCT の
塩基の並びにおける中央の C:G 塩基対で全
体の塩基置換率よりも 5.8–9 倍高い塩基置
換率が観察された。このようなバイアスは、
ミューテーター原虫を用いて創出すること
が可能な突然変異体の多様さに影響を及ぼ
している可能性が考えられる。 
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図 2. 野生型原虫（PbWT）とミューテータ
ー原虫（PbMut）の塩基置換率。**P<0.01。 
 

 

図 3. ミューテーター原虫の変異スペクト
ル。異なるアルファベット間で有意な差が
検出された（P<0.05）。 
 

 

図 4. 3 塩基単位での塩基置換率。青い点
線：遺伝子間領域全体の平均値、赤い点線：
遺伝子領域全体の平均値。*P<0.05。 



 次に、約 25 週間継代した Ma、Mb、Mc の
原虫集団を用いてクロロキン耐性原虫の創
出を試みた。それぞれの原虫集団の感染赤
血球 1.4–8.8×107個を、各 5匹のマウスに
静脈注射により接種した。いずれのマウス
においても 30 mg/L クロロキンの自由飲水
による投与では原虫の増殖が確認されたた
め、野生型原虫では増殖が抑えられた 40 
mg/L に投与量を上げたが、増殖が認められ
た（図 5）。さらに、50 mg/L（マウス 1kg
あたり10.4 mg/dayに相当）に増加させたが、
それでも原虫の増殖が観察された（図 5）。
50 mg/L のクロロキン投与下で原虫増殖が
見られたマウスから血液を採取し、新しい
マウスに接種して同様の試験を続けた。こ
の試験を 3回行いクロロキン耐性原虫の候
補が得られたところで、クロロキン投与量
を正確にするためにゾンデによる投与方法
に変更した。最終的に、マウス 1kg あたり
20 mg のクロロキン投与下でも増殖が認め
られる原虫が 2 つ（Mb 由来と Mc 由来のも
のが 1つずつ）得られた。これは野生型原
虫の増殖が抑えられたクロロキン濃度より
も約 3倍高い濃度である。ミューテーター
原虫の薬剤耐性研究への有用性が示された。
現在、得られたクロロキン耐性原虫につい
てその耐性メカニズムを解明するため、詳
細な解析を行っている。 

 

図 5. Ma 原虫集団を感染させたマウスでの
クロロキン投与試験 1回目。 
 
② マラリア原虫のゲノムの安定性に関わ
る遺伝子の多型解析 
 世界中のマラリア流行地で得られた熱帯
熱マラリア原虫 49 検体分の DNA について
14 遺伝子（表 1）を標的とした PCR 増幅を
行い、得られた PCR 産物についてイルミナ
シーケンサーで網羅的に配列決定を行った。
得られたシーケンスデータを公開されてい
る Plasmodium falciparum 3D7 株の参照配
列にマッピングし、多型を同定した。その
結果、多型の程度は遺伝子によって大きく
異なることが明らかとなった。今後、観察
された多型について、遺伝子機能に影響を
及ぼす変異が存在するか詳細に検討してい
く。 
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