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研究成果の概要（和文）：本研究では、DNA ポリメラーゼδの校正機能を欠損させることによっ

て高頻度に突然変異を発生するネズミマラリア原虫 Plasmodium	
 berghei	
 (ミューテーター原

虫)を用い、原虫の進化を予測する進化モデル実験系の構築を目指した。ミューテーター原虫に

生じた変異をゲノムワイドに解析した結果、変異率は対照原虫よりも７５-１００倍上昇してい

た。また、サルファ剤耐性試験の結果から、ミューテーター原虫は薬剤耐性の予測を可能にす

る新たな研究手法となり得ることが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）：The present study was aimed to establish an experimental model 
system for predicting evolution of malaria parasites using a highly mutagenic Plasmodium 
berghei (mutator malaria parasite), which has defective proof reading activity of the parasite 
DNA polymerase δ. Genome-wide sequence analysis of spontaneous mutations in the mutator 
parasite, after passages in mice over two years, revealed that mutation rate in the mutator was 
75 to 100 times higher than that of control. Further, results of sulfadoxine-resistance tests 
suggest that the mutator system can be a novel innovative research tool, which enables us to 
predict drug resistance of malaria parasites. 
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１．研究開始当初の背景 
	
 マラリアは毎年２億人の患者と約８０万

人の命を奪っている最大の原虫感染症であ

る。マラリアの治療と制圧のために抗マラリ

ア剤が使われているが、薬剤耐性マラリア原

虫が世界的に蔓延し、マラリア禍を深刻なも

のとしている。そのため新規抗マラリア薬の

開発が希求されているが、例え開発されたと

しても早晩、耐性原虫が現れることが予想さ

れる。 
	
 従来、マラリア原虫の薬剤耐性に関する研

究は、フィールドにおいて分離された薬剤耐

性原虫株を用いて耐性原因遺伝子や耐性の

分子的機序を調べるものが主となっている。

こうした現在の研究手法ではマラリア薬剤

耐性の原因遺伝子変異と耐性原虫の出現頻

度を実験的に予測することは不可能で、今

後導入される新規薬剤をより有効に使用す
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るためにはそれらを予見する新たな手法の

開発が必要となる。 
 
２．研究の目的 
	
 私たちは最近、DNAポリメラーゼδの校正
機能を欠損させたネズミマラリア原虫

Plasmodium berghei (ミューテーターマラリア
原虫)を作製した（未発表）。このミューテー
ターマラリア原虫では高頻度に突然変異が

発生する。従って、この原虫では薬剤耐性は

野生型原虫よりもより早く出現することが

予想される。本研究では、このミューテータ

ー原虫における自然突然変異率がどの程度

上昇しているかをゲノムシーケンシングに

より解析し、さらに、ミューテーターマラリ

ア原虫が薬剤耐性獲得（原虫の進化）を予測

できる超加速進化モデル実験系として有用

であるかどうかを検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) マラリア原虫 
	
 ネズミマラリア原虫の P. berghei ANKA株
を用いた。すでに作製している変異型および

野生型 DNA ポリメラーゼδをそれぞれ導入
した変異原虫(PbMut)および対照原虫（PbCtl）
（未発表）を用いた。 
 
(2)原虫のマウス継代 
	
 PbMut および PbCtl を一週間毎にマウス継
代をくり返して原虫を増殖、維持させた。継

代では 100個から 1000個の感染赤血球を腹
腔内接種した。 
 
(3) ゲノムシーケンシング 
	
 継代の第 42-45代、第 82-83代、第 122代
において限界希釈により原虫クローンを得

た。各世代について 1-2クローンずつ Illumia 
HiSeqシステムを用いてゲノムシーケンシン
グを行った。約 100bのショートリードで、
各クローンについて 1Gb（10億塩基）の塩
基配列を取得した。P. bergheiのゲノムサイ
ズは約 20Mbなので、このデータ量は 50倍
の冗長性に相当する。取得した配列データに

おける突然変異の確認はサンガー研究所が

公開している P. berghei ANKA株のゲノム
データを参照配列として行った。変異の検出

では、10本以上のリードがマップされたサイ
トで、80%以上のリードが同じ変異を示した
ときに変異と見なした。この基準で検出され

た塩基置換について、ナンセンス突然変異を

中心に 21個をサンガー法で解析したところ、
全て確認された。 
 
(4) 抗マラリア薬耐性原虫の創出 
	
 抗マラリア薬として sulfadoxine及び
sulfadiazineを用いた。PbCtlにおいて完全に
原虫が消失する条件、すなわち、sulfadoxine
の皮下投与では 10mg/kg、2週間の投与、ま
た sulfadiazineの飲用投与では 15 mg/L、２週
間、常時飲用という条件で、PbMutが再燃す
るかどうかを調べた。 
	
 

４．研究成果	
 

(1) ゲノムにおける変異の蓄積 
	
 下図は PbCtl の 42 代のクローンと PbMut
の 45代のクローン Aについて検出された塩
基置換の 14 本の染色体上での位置および個
数を示す。PbCtl では 1 個の塩基置換しか検
出されなかったのに対して、ミューテーター

では 82個が検出された。 

	
  
	
 図１：ゲノムおける変異の蓄積。 
	
 染色体の黒い部分は解析の対象になった領域で、
灰色の部分は対象にならなかった領域。オレンジ
色の線は塩基置換の位置を示す。 
 
	
 82、83代では、PbCtlで 1個、PbMutでは
133個の塩基置換が検出された。122代では、
PbCtlで 2個、PbMutで 174個が検出された。 
	
 なお、122代の PbCtlと PbMutのクローン
の増殖速度を比較したところ差はなかった。

これは、PbMut で蓄積した変異は原虫の増
殖には影響しない変異であることを示唆す

る。 
 
(2)塩基置換の内訳 
	
 下の円グラフは PbMut で検出された塩基
置換の内訳を示す。 



 

 
	
 図２：PbMutで検出された塩基置換の内訳。 
	
 円の真ん中は塩基置換の総数を示す。 
 
	
 いずれのクローンでもオレンジ色で示し

た非同義置換が最も大きな割合を占めた。こ

れは、P. bergheiのゲノムは約 80%という高
A＋T 比を有することから、タンパク質コー
ド領域に生じた塩基置換が非同義置換を起

こしやすいためと考えられる。非同義置換を

多く誘導したことは、PbMutが突然変異体の
効率的な創出に適することを示唆する。 
 
(2)突然変異率の推定 
	
 継代した日数と検出された変異数から、1
日あたり塩基あたりの塩基置換率を算出し

た。PbMutの塩基置換率は 1.2-1.6×10-8/bp/day
で、PbCtlよりも 75-100倍高かった。 
 
(3)サルファ剤耐性原虫の創出 
	
 第 91代の PbMutに sulfadoxine投与を行っ
たところ、一部のマウスで再燃が生じた。そ

の原虫株では熱帯熱マラリア原虫で

sulfadoxine耐性に必須とされているジヒドロ
プテロイン酸合成酵素のアミノ酸 437番目の
Ala→Gly変異と同一の変異が認められた。 
	
 同様の条件で PbMutの第 1代を用いた試験
も行ったところ、再燃はなく、耐性株は創出

されなかった。そのため、継代の繰り返しに

よる集団への変異の蓄積が薬剤耐性原虫の

創出に重要であると考えられた。 
 また、第 61代の PbMutに sulfadizineを投与
しても sulfadoxineの場合と同一の変異、すな

わち、アミノ酸 437番目の Ala→Glyの変異を
有した耐性原虫株が創出された。この耐性原

虫にさらに高濃度(60 mg/L)の sulfadizineを飲
用させたところ、９週目で別のアミノ酸サイ

ト(アミノ酸 408番目)で Phe→Valの変異が追
加された。 
 
(4)結論 
	
 ミューテーター原虫はコントロール原虫

よりも 75-100 倍塩基置換率が高く、非同義
置換が多いことが明らかになった。さらに、

ミューテーターを用いることで効率的な薬

剤耐性原虫の創出にも成功し、継代の繰り返

しによる集団への変異の蓄積が重要である

ことが示唆された。 
	
 本研究から、マラリアミューテーターが人

為的変異原を用いない自然に近い状態での

薬剤耐性出現の予測をラボにおいて可能に

する新たな研究手法となり得ることが明ら

かになった。 
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