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研究成果の概要（和文）： 

 寄生虫は真核生物における適応現象の研究を進めるうえで極めて優れた研究対象であり、特
にエネルギー転換系の様な全生物に共通の代謝系の適応や進化、また基本的な反応機構を理解
するうえで最適な系のひとつと考えられる。回虫などの寄生虫と宿主であるヒトのミトコンド
リアを用いて低酸素適応機構の解明を目的として研究を進めた結果、小腸に生息する回虫成虫
で見出した NADH-フマル酸還元系（フマル酸呼吸系）は多くの寄生虫に存在し、宿主体内の環
境で重要な役割を果している事が明らかになった。さらに興味深い事に、特殊な環境下ではヒ
トのミトコンドリアでもフマル酸呼吸が機能している事が明らかになった。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
   Parasites are good model system for the study of biological adaptation in eukaryotic 
organisms. Especially, to study the fundamental functions such as energy metabolisms 
common among the living beings and to understand a mechanism of the biological reactions, 
parasite is one of the best systems.  
   By the study using Ascaris suum which resides in the host small intestine where oxygen 
tension is quite low, we found that NADH-fumarate reductase system (Fumarate respiration) 
plays an important role in the adaptation to hypoxic environment. Further analysis 
revealed that fumarate respiration functions in the host human cells in hypoxic condition 
as well as other helminthes. 
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１．研究開始当初の背景 
 寄生虫は真核生物における適応現象の研
究を進めるうえで極めて優れた研究対象で
あり、特にエネルギー転換系の様な全生物に
共通の代謝系の適応や進化、また基本的な反
応機構を理解するうえで最適な系のひとつ
と考えられる。我々は回虫やトリパノソーマ
などの寄生虫と宿主であるヒトのミトコン
ドリアを用いて酸素適応機構の解明を目的
として研究を進めてきたが、中でも低酸素環
境な小腸に生息する回虫成虫で見出した
NADH-フマル酸還元系（図 1）は多くの寄生虫
に存在し、宿主体内の環境で中心的な役割を
果している事が明らかになった。 
 この系は複合体 I（NADH-ユビキノン還元酵
素）、ロドキノンおよび複合体 II（ロドキノ
ール-フマル酸還元酵素：RQFR）の 3 成分か
ら構成され、NADHからフマル酸への電子伝達
を触媒している。その生理的意義は低酸素下
でも複合体 Iの共役部位を駆動する事により
ATP を合成できる点にある。一方、発生に酸
素を必要とする幼虫では哺乳類型の酸化的
リン酸化によって ATPを合成している事も判
ってきた。 

 

図 1 回虫成虫の NADH-フマル酸還元系 

 
 
２．研究の目的 
 本研究では NADH-フマル酸還元系の分子構
築とその生理機能の特徴を明らかにし、生活
環におけるダイナミックな呼吸系の変動の
制御機構を解析する目的で、 
(1）受精卵、幼虫および成虫における複数の  
  多様な複合体 IIの分子構築と電子伝達機  
   能 
(2)キノン類と呼吸酵素の特異的相互作用 
 
(3）宿主体内移行を含む、全生活環における
ミトコンドリア機能の変動とその調節機構 
 
の 3点に焦点を絞って研究を行い、最終的に、
この代謝系とその適応制御が蠕虫全般にわ
たる普遍的な戦略である事を明確にする事

を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 上記の目的を達成する目的で、主に寄生性
線虫であるブタ回虫を用いて研究を行った。
生活環におけるミトコンドリア呼吸鎖の変
動の解析には非固有宿主であるウサギおよ
び固有宿主であるブタを用いて、感染幼虫包
蔵卵を経口摂取させ、肺のステージ、また小
腸において成虫へと成長する直前の段階で
あるヤングアダルトを回収し、生化学的解析
を行った。また同時に自由生活生の線虫であ
る Caenorhabditis elegans を低酸素誘導因
子の研究における対照として用いた。さらに
寄生蠕虫におけるフマル酸呼吸の普遍性を
調べる目的でエキノコックスの幼虫を用い
てそのエネルギー代謝の特徴と呼吸鎖の特
異的阻害剤を探索した。 
 
４．研究成果 
(1)受精卵、幼虫および成虫における複数の 
  多様な複合体 IIの分子構築と電子伝達機 
   能 

 複合体 II は細菌では細胞質膜に，また
真核生物ではミトコンドリア内膜に局在し
ており，基本的に 4 つのポリペプチドから構
成されている（図 2）。分子量約 70 kDa の最
も大きいサイズのサブユニット（Fp）は補欠
分子族として FADを含み，これと分子量約 30 
kDa で 3 種の異なるタイプの鉄ーイオウクラ
スターを含む Ip サブユニットから比較的親
水性の触媒部位が形成されている。この触媒
部位は SQRではコハク酸からフェナジンメト
スルフェート（PMS）など水溶性の電子受容
体への，逆に QFRでは水溶性の電子供与体で
ある還元型メチルビオロゲンからフマル酸
への電子伝達を担っている。この触媒部位が
膜に安定に局在するためには 2つの小さな疎
水性のサブユニットが必要であり，多くの生
物種の酵素でヘム bを含むことからシトクロ
ム b サブユニット（CybL および CybS）と呼
ばれている。シトクロム b は複合体 II とユ
ビキノンやロドキノンなど膜中に存在する
疎水性の電子伝達成分との電子の受け渡し
に必要であり，複合体としてはシトクロム b 
が膜アンカーとして膜内に局在し触媒部位
はマトリックス側に突出した形をとってい
る。 
 大腸菌など細菌においては好気的に培養
すると sdh オペロンにコードされる SQR が、
また嫌気的な条件下では frdオペロンンにコ
ードされる QFR が発現し、環境に適応してエ
ネルギー代謝系を維持する。両者はサブユニ
ット構造や各ペプチドのアミノ酸配列は類
似しているが、対応するサブユニットは全て



異なっており、異なった独立の酵素として存
在する。我々は感染幼虫包蔵卵中の第 3期幼
虫および成虫から複合体 II を精製し、酵素
タンパク質および遺伝子レベルでの解析を
行い，これらが二つの独立した酵素であるこ
とを明らかにした。そして Fpと CybSは幼虫
と成虫で異なる一方、Ip と CybS は両者で同
一のサブユニットとなっている事が判った。 
 生理的条件下でフマル酸還元酵素として
機能する成虫型複合体 II に関しては、立体
構造を明らかにする目的で界面活性剤や可
溶化条件、また沈澱剤を検討した結果、2.7 
Åの解像度を与える結晶を得た。その結果、
[還元型ロドキノン]-11.6Å-[3Fe-4S]-11.7
Å -[4Fe-4S]-11.6 Å -[2Fe-2S]-16.2 Å
-[FAD]と補欠分子族が複合体中に配置し、還
元型ロドキノンから FADへの電子伝達が容易
に進行し、最終的にフマル酸を還元してコハ
ク酸を生成する構造になっている事が明ら
かになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 回虫ミトコンドリアの 2種の複合体 II 
 
 またロドキノンが Ip、CybL および CybSか
ら構成される疎水性のポケットに結合して
いる事が判ったが、これに関しては阻害剤と
の相互作用も含め次項で報告する。 
 さらに成虫複合体 II が活性酸素種を生成
する事を見出し解析した結果、基質の酸化還
元に関与する FADおよびキノン結合部位の二
つの部位から還元力が酸素に伝達されてい
る事が判った。一方、コハク酸酸化を触媒す
る幼虫型複合体 II は成虫型酵素に比較して
活性酸素種の発生量は極めて尐なかった。  
 また、これら複数の複合体 II の生化学的
性質の相違点を明確にする目的で、コムギ胚
の系を用いた試験管内での発現系の確立を
試みた。その第一段階として成虫酵素の各サ
ブユニットを発現した結果、全てのサブユニ
ットがペプチドとして合成されたが、興味深
い事に疎水性のアンカーサブユニットは共
存させたリポソームに局在した。 
 
(2)キノン類と呼吸酵素の特異的相互作用 
 結晶化条件が確立した成虫酵素に関し、阻
害剤との共結晶解析を試みた結果、アトペニ
ンおよびフルトラニルがロドキノン結合部

位に結合している事が明らかになった（図 3）。 
 アトペニンは低濃度で回虫複合体 II を阻
害するが（SQRに対しては IC50は 32 nM）、哺
乳類ミトコンドリアの複合体 II の活性をよ
り強く阻害する（ウシ心筋複合体 II の SQR
に対して IC50は 3.6 nM）。一方、フルトラニ
ルはウシの酵素（IC50は 100 M）に対して回
虫酵素を特異的に阻害するが、その IC50（180 
nM）はアトペニンに比較して高かった。そこ
で両者の共結晶を詳細に解析したところ、低
濃度で阻害するアトペニンは多くの水素結
合で相互作用しているが、そのアミノ酸残基
は生物種間で保存されており、哺乳類も回虫
も同様に阻害される事が判った。一方、特異
性の高いフルトラニルは回虫特異的結合部
位を形成していた。特にフルトラニルのイソ
プロピル基周辺が特異性に重要な役割を果
たしている事が明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
アトペニン 
 
 
 
 
 
 
フルトラニル 
図 3 複合体 II の阻害剤 
 
 
(3)宿主体内移行を含む、全生活環における 
  ミトコンドリア機能の変動とその調節機 
  構 
 これまでの研究から好気下の受精卵の第 3
期幼虫までの発生において複合体 II のサブ
ユニット組成が大きく変化する事が判って
きた。そこで宿主体内移行を含む、全生活環
におけるミトコンドリア機能の変動とその
調節機構を調べる目的で実験的宿主として，
ウサギに感染幼虫包蔵卵を経口摂取させ、体
内移行中の複合体 II のサブユニット組成お
よび酵素としての性質の変動を非固有宿主
であるウサギに感染させて調べた結果、肺の
ステージでは、Fp は幼虫型で CybS が成虫型
のキメラ型の存在を示唆する結果が得られ
た。すなわち複合体 II は全てのサブユニッ
トが同時に幼虫型から成虫型に変換するの
ではなく、CybS に引き続き Fp と順次変換し
て行く事が明らかになった。さらに実験的宿
主として，本来の宿主であるブタを用いて感
染幼虫包蔵卵を経口摂取させ、体内移行中の
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複合体 II のサブユニット組成および酵素と
しての性質の変動を調べた結果、肺のステー
ジでは、ウサギと同様にキメラ型が観察され
たが、サイズは大きく異なりウサギに感染さ
せた場合より大型であった。この様に宿主・
寄生体相互作用の種特異性が明確になった。 
 また、体内移行において最終的な寄生部位
である小腸に辿り着き、成虫へと急激に成長
するヤングアダルト (YA) について解析を
行った。固有宿主のブタ小腸より回収した YA
の形態は、大きさ以外成虫と類似していた。
嫌気的代謝系で機能する複合体 II の活性 
(QFR活性)、複合体 Iの活性 (NADH-dRQ活性) 
及び構成キノンは成虫と同様であったが、複
合体 I、IIの複合活性 である NADH-フマル酸
還元酵素活性は成虫型より低かった。さらに、
複合体 II のサブユニット組成は、CybS は成
虫型である一方、Fp に関しては幼虫型と成虫
型の両者が観察された。これらの結果より、
YA のエネルギー代謝系の変化は完了してい
ないことが明らかになった。 
 ここまで報告してきた様な生活環におけ
る複合体 II の各サブユニットのステージ特
異的発現を調節している機構を明らかにす
る目的で哺乳類や自由生活性線虫で低酸素
適応に関与している転写因子である低酸素
誘導性因子-1（Hypoxia inducible factor-1 : 
HIF-1）について解析を行った。α、β両サ
ブユニットをクローニングした所、αサブユ
ニットには酸素センサーとして水酸化され
るプロリンが保存されている一方、他の生物
では構成的に発現しているβサブユニット
の発現量が生活環の中で変動する事が明ら
かになった。この様に回虫特有の調節機構の
存在が明らかになった 
 
 以上の結果に加え、同じ蠕虫類に属する条
虫であるエキノコックスの幼虫が回虫成虫
同様にフマル酸呼吸によってエネルギー代
謝を行っており、京都大学の三芳秀人教授と
の共同研究で見出した線虫特異的に複合体 I
を阻害するキナゾリン系化合物がエキノコ
ックス幼虫を培養系において刹滅すること
が判った。この様にキナゾリン系化合物は現
在特効薬のない多包条虫症治療のリード化
合物として極めて有望であり、今後の開発を
めざしたい。 
 また、膵臓ガンなどある種のガン細胞では
低栄養・低酸素の環境で回虫同様にフマル酸
呼吸系が誘導される事が判った。そして抗ギ
ョウ虫薬でフマル酸呼吸を阻害するピルビ
ニウムによって膵臓ガン細胞の増殖が抑え
られるメカニズムが確かにフマル酸呼吸系
の阻害による事を明らかにした。この事実は
低酸素適応におけるフマル酸呼吸の普遍性
と新たな抗がん剤の標的としての意義を明
確にしたものであり、多方面にわたる今後の

展開が期待できる。 
 ヒトの複合体 II には回虫の様に複数の酵
素は見つかっていなかったが、我々は Fpに 2
アミノ酸異なるアイソフォームを見出した。
このアイソフォームはある種のガン細胞や
胎児組織で発現されており、ヒト細胞におけ
るフマル酸呼吸を担っている可能性も考え
られる。この点に関しても今後の研究を鋭意、
進めて行きたい。 
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