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研究成果の概要（和文）：本研究では、マラリア原虫のミトコンドリア(mt)DNAの転写および翻訳機構を解明す
る目的で、エチジウムブロマイド（EtBr）暴露によるマラリア原虫におけるmtDNA欠損細胞（rho0細胞）の樹立
を目指した。その結果、げっ歯類マラリア原虫およびヒトマラリア原虫におけるEtBrへの感受性が明らかとなっ
た。本知見は今後のマラリア原虫rho0細胞を用いたmtDNA組換え技術の確立に貢献することが期待される。

研究成果の概要（英文）：In malaria parasites, transcriptional and translational mechanisms of 
mitochondrial DNA (mtDNA) remain unclear. To elucidate these mechanisms, we tried to generate a cell
 depleted of mtDNA using ethidium bromide (EtBr) in malaria parasites. 
     Our study showed that the human malaria parasite has higher sensitivity to EtBr compared with a
 rodent malaria parasite. These findings would provide a valuable information to a study towards 
establishing a cell line depleted of mitochondrial DNA in malaria parasites.

研究分野： 寄生虫学

キーワード： マラリア原虫　ミトコンドリアDNA　rho0細胞　組換え原虫

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の継続によりマラリア原虫のミトコンドリアDNA（mtDNA）の転写・翻訳機構が明らかとなれば、その機序
はヒトのものとは大きく異なることが期待されるため、新規抗マラリア薬の有用な標的となり得る。また、マラ
リア原虫でmtDNAを消失させた細胞であるrho0細胞作出技術が確立されれば、同じ生物群に属する寄生生原虫で
あるトキソプラズマ、コクシジウム、ピロプラズマなどにも応用が効くことが予想され、生物学的に新たな知見
が多く得られることが期待できる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ミトコンドリアは真核生物においてエネルギー転換の役割を担う細胞内小器官で、細胞内共生

していたと考えられる原核生物に由来する独自のゲノムをもつ。このミトコンドリアゲノム（以
下、mtDNA）には主に酸化的リン酸化経路に関与する遺伝子が存在する。脊椎動物では mtDNA 
のサイズが約 16 kb と保存されているが、他の生物種では 6 kb〜200 kb 以上と多様であり、
最小サイズ（6 kb）の mtDNA はマラリアを引き起こすマラリア原虫より見出されている。マ
ラリア原虫の 6 kb の mtDNA には、3 つのタンパク質遺伝子（cytochrome c oxidase subunit 
I、cox1; cytochrome c oxidase subunit III、cox3; cytochrome b、cob：いずれも酸化的リン酸
化経路関連遺伝子）、高度に断片化した LSU および SSUrRNA（断片長 16 nt〜195 nt）が同定
されているのみで、これらの領域が全 mtDNA 領域の 85%以上を占める。さらに、翻訳で利用
される mt tRNA は同定されていない。このことからマラリア原虫の mtDNA には、(i)遺伝子の
転写・翻訳はどのように制御されているのか？、(ii)断片化 rRNA 遺伝子は機能しているのか？、
(iii)ミトコンドリアで利用する tRNA はどこに存在しているのか？、など生物学的な疑問が多く
残されている。これらの疑問を解明するためには mtDNA の組換え技術が必須である。しかし、
従来の電極を用いた遺伝子導入装置による相同組換え法では、マラリア原虫の mtDNA は 1 細
胞あたり 50〜150 コピー存在するため、全ての mtDNA をホモプラスミーの状態にすることが
困難である。さらに従来法では二重膜をもったミトコンドリアへのベクターの移送効率が悪い
ことから mtDNA の組換え技術は確立されていない。 
そこで本研究では、マラリア原虫においてミトコンドリアより mtDNA を消失させた細胞

（rho0 細胞）を作製後、遺伝子銃によって人工 mtDNA を導入し、これらの問題点を解決する
ことを着想した。rho0 細胞の作製は、ヒトやマウス細胞、単細胞生物では酵母でなされており、
代表的な方法としては臭化エチジウム（EtBr）を用いた方法がある。マラリア原虫の赤血球内
発育ステージ（赤内型）のミトコンドリアは、酸化的リン酸化がほとんど機能しておらず、ピリ
ミジン合成の点で生存に必須であることが報告されている。本原虫にはピリミジン合成系を構
成するミトコンドリア局在型のジヒドロオロト酸脱水素酵素（DHODH）のみが存在するが、こ
の報告では、これを酵母の細胞質局在型 DHODH（yDHODH）の発現によって補うことで、抗
マラリア薬（アトバコン）に耐性を持つことが示されている。ミトコンドリア局在型の DHODH 
は酸化的リン酸化経路での電子伝達の役割も兼ね、アトバコンは本原虫の酸化的リン酸化経路
を阻害する薬剤である。以上より、マラリア原虫に yDHODH を発現させた場合、酸化的リン
酸化経路関連タンパク質のみをコードする mtDNA を欠失させても原虫が生存できる可能性が
考えられる。 
マラリア原虫の mtDNA はサイズが 6 kb と小さいことから、PCR による人工的な塩基配列

の置換や挿入、欠失などの改変が容易である。また、他の研究グループの報告では、植物や酵母
で遺伝子銃を用いたミトコンドリアへの DNA 断片の導入に成功している。 
 
２．研究の目的 
今までのところ、マラリア原虫の mtDNA の組換え技術が確立されておらず、同原虫がもつ 6 

kb の mtDNA の転写・翻訳といった基本的な仕組みが未解明のままである。そこで本研究では、
mtDNA そのものを人工的に自由に構築し、マラリア原虫の mtDNA 消失細胞（rho0 細胞）の
ミトコンドリアに“入れ替える”という画期的な発想により、マラリア原虫の mtDNA 配列の
謎を解き明かすことを目指し、そのための基盤情報を得ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) マラリア原虫の rho0 細胞株を確立するために、mtDNA にコードされるタンパク質が機能せ
ずとも増殖が可能であると考えられる yDHODH（酵母ジヒドロオロト酸脱水素酵素）を導入した
げっ歯類マラリア原虫の組換え体作成を行った。組換え部位はマラリア原虫の赤血球内増殖発
育ステージである赤内型で発現している AP2-G を標的とした。組換えの確認は PCR によって行
い、発現は RNA 抽出後逆転写 PCR によって行った。 
 
(2) yDHODH を導入したマラリア原虫では、mtDNA にコードされている 3 つの酸化的リン酸化関
連酵素（cox1、cox3 および cob）が機能せずとも増殖が可能であるはずなので、cob を標的とす
る抗マラリア薬であるアトバコンを用いて、耐性をもつか否かを調べた。アトバコンの投与量は、
これまでの実験で野生型のげっ歯類マラリア原虫が致死となる投与量となることがわかってい
る 10μg/mL の濃度のアトバコン溶液の自由飲水とした。 
 
(3) エチジウムブロマイド（EtBr）暴露実験に向けた P. berghei の in vitro 培養時間の検討
を行なった。一般的に、培養細胞で rho0 細胞を樹立する際は 14日間の低濃度 EtBr 暴露が必要
である。また、P. berghei の in vitro 培養では、発育ステージがシゾントまでしか進まないこ
とがわかっている。そこで、P. berghei が in vitro 培養でどこまで生存できるかを調べた。 
 
(4) P. berghei の in vitro 培養系を用いて EtBr の暴露試験を行った。原虫株は yDHODH 導入株
と野生型を用い、22時間〜24 時間培養した。EtBr 濃度は 0～50 μg/mL で検討した。 
 



(5) げっ歯類マラリア原虫では in vitro 培養時間に限界があり mtDNA の消失には至らないこと
が推測されたため、長期間 in vitro 培養が可能なヒト熱帯熱マラリア原虫（P. falciparum）を
用いてエチジウムブロマイド暴露試験を行った。一般的な P. falciparum の in vitro 培養条件
を採用し、培養液中に濃度が 0〜1 μg/mL となるように EtBr を溶解した。 
 
４．研究成果 
(1) げっ歯類マラリア原虫組換え体作成には Plasmodium berghei （ANKA 株）を用いた。薬剤選
択によって増殖した原虫より抽出した DNA を用いた PCR によって、目的の部位に yDHODH が挿入
されていることを確認し、逆転写 PCR によって mRNA の発現も確認した。 
 
(2) アトバコンの自由飲水では、P. berghei の yDHODH 組換え体と野生型の増殖に違いが認めら
れず、組換え原虫において cob の機能が生存に必須になっていることが示唆された。この現象
は、既に報告のある熱帯熱マラリア原虫（P. falciparum）の yDHODH 導入株においても、株の違
いでアトバコンに対する耐性の度合いに大きな差があることが報告されている。これは各株に
おいて酸化的リン酸化を含むエネルギー転換系のタンパク質の働きに違いがあるためと考えら
れている。このため、P. berghei では mtDNA の消失操作が難しいと判断し、他の種のげっ歯類
マラリア原虫（P. yoelii および P. chabaudi）で yDHODH 導入原虫株の作成を試みた。方法は、
上述の方法（３．研究の方法、(1)）に準じた。しかし、両種のげっ歯類マラリア原虫では yDHODH
導入が困難であり、また、P. berghei での適応によるエネルギー代謝系の変化を期待し、ここ
までで作成した P. berghei yDHODH 導入株と野生株を用いて EtBr 暴露試験を行うこととした。
そこで、まず、暴露時間の検討のために同原虫株における in vitro 培養での生存時間の確認を
行なった。 
 
(3) P. berghei は in vitro 培養において 24時間では正常にシゾントまで発育するが、48 時間
では形態に変化が認められ、さらに、3日間の培養では感染赤血球数が減少することが明らかと
なった。これは、培養時の血清の種類、培地のグルコース濃度、採血の際の抗凝固剤の種類を変
えても変わりがなかった。このため、EtBr 暴露時間を 24 時間に設定した。 
 
(4) EtBr に対する感受性は両原虫株で大きな差異はなく、5～10 μg/mL の EtBr 濃度で原虫は
致死となることがわかった。また、EtBr に暴露し増殖したすべての原虫で mtDNA が消失する現
象は認められなかった。 
 
(5) P. falciparum を用いた in vitro 培養においては、EtBr 濃度 10 ng/mL で増殖が抑制され
ることがわかり、P. berghei よりも感受性が高いことが示唆された。P. berghei を用いた EtBr
暴露試験の結果より 24時間という短時間での EtBr 暴露では、mtDNA を消失させることが難しい
ことが予測されたため、今後は、本研究成果をもとに P. falciparum の in vitro 培養系を用い
た EtBr の低濃度・長時間暴露を検討し、マラリア原虫 rho0 細胞の作成を目指す。 
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