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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、マラリア感染の初期段階において赤血球から放出されたNADが細胞
外シグナル伝達物質として作用し、マラリア感染防止に働いているという仮説をにもとづき、細胞外NADシグナ
ルがどの様にマラリア感染防御機構に関与しているのかを解明することを目的とした。その結果、マラリア感染
により、NAD合成経路のうち、Preiss-Handler経路が活性化していることが解った。また、NADは細胞外において
マクロファージに作用し、様々な炎症性サイトカインを放出させることが解った。しかしながらマクロファージ
の活性化にはTLR4は関与しておらず、別経路での活性化機構が存在していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this research project, we elucidate how the extracellular NAD signal is 
involved in the defense against malaria infection. We hypothesised that NAD released from red blood 
cells at the early stage of malaria infection acts as an extracellular signal to prevent malaria 
infection. We revealed that the Preiss-handler pathway was activated by malaria infection. It was 
also found that NAD acts extracellularly on macrophages and promoted to releases various 
inflammatory cytokines. However, it was suggested that TLR4 was not involved in the macrophage 
activation and that there is an altenative pathway.

研究分野： 薬理学

キーワード： マラリア　NAD代謝

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
マラリアは現在においても年間2億人の人々が感染し、発展途上国を中心として100万人の死者を出す原虫感染症
である。そのため、より効果的な治療薬の開発が望まれている。本研究は、マラリア感染においてNAD代謝が関
与していることの一端を明らかにした研究であり、NAD代謝がマラリア治療の新たなターゲットとなることが期
待される。

※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 
マラリアは現在においても年間 2億人の人々が感染し、発展途上国を中心として 100万人の死
者を出す原虫感染症である。以前からピルビン酸キナーゼ（PK）欠損症などの、先天性溶血性
貧血を示す赤血球酵素異常症がマラリア感染に対し抵抗性を示すことが知られていたが、その
詳細な機序は不明のままであった。申請者は補酵素である NAD（ニコチンアミドジヌクレオ
チド）の合成酵素 Nmnat3（Nicotinamide mononucleotide adenylyltransferase 3）の機能解
析をする中で Nmnat3欠損マウスでは赤血球 NADレベルが著明に減少し、解糖系を介したエ
ネルギー産生が阻害されることで PK欠損症に非常に類似した溶血性貧血を示すことを報告し
た (J Biol Chem. 2014)。興味深いことに、この Nmnat3欠損マウスはマラリア感染に関して
は、PK 欠損マウスとは逆に易感染性を示し、非常に死亡率が高いことが判った。一般に溶血
性貧血では赤血球寿命が短縮しているため、マラリア原虫が感染しても増殖出来ないことが、
感染抵抗性を示す原因の一つとして考えられてきたが、Nmnat3欠損マウスも他の溶血性貧血
と同様に赤血球寿命が短縮していることから、単純な赤血球寿命だけでは説明できない、別の
機序がマラリア原虫の赤血球感染・増殖のステップに重要ではないかと考えられた。Nmnat3
欠損マウスは、溶血性貧血のフェノタイプについては PK欠損マウスとほぼ同様であることか
ら、両者の唯一の違いである NAD レベルの差がマラリア感染に関与しているのではないかと
の仮説を立てた。一般に、マラリア原虫は赤血球内で増殖した後、赤血球膜を破壊し細胞外に
放出されるが、その際に赤血球内 NADも血中へと放出される。近年、ATP等の細胞内代謝物
が細胞外へと放出され、シグナル伝達分子として作用することが数多く報告されている。例え
ば、細胞内エネルギー通貨として重要な ATP は、細菌感染の際にバクテリアの細胞膜が破綻
し、細胞外に放出されると、いわゆる Danger signalとして働き、マクロファージや T細胞上
にあるプリン作動性受容体を介して免疫系の活性化などを行っている。また、プリン作動性受
容体ファミリー（P2X受容体および P2Y受容体）のうち、P2Y1受容体(P2Y1R)や P2X7受容
体(P2X7R)では、NAD もリガンドとして機能することが報告されている。P2Y1R や P2X7R
はマクロファージなどの免疫細胞に強く発現しており、プリン作動性受容体を介したシグナル
伝達経路によりその機能が制御されていると考えられている。さらに、マクロファージなどの
各種免疫細胞の細胞膜上には NAD を cyclic-ADP リボース(cADPR)や ADP リボース(ADPR)
に分解するNAD glycolydrolaseであるCD38やCD157が存在しており、細胞外においてNAD
を代謝することができる。また、LPS刺激で誘導したM1マクロファージでは、CD38の発現
が顕著に増加することが解っている。しかしながら、これら細胞外 NAD のシグナルとマラリ
ア感染との関連については良く解っていなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、「マラリア感染の初期段階において赤血球から放出された NADが細胞外シグ
ナル伝達物質として作用し、マラリア感染防御に働いている。」という仮説を証明すべく、マウ
スマラリア感染モデルと、CD38や CD157などの NAD代謝酵素欠損マウスを用いることで、
マラリア感染初期の免疫反応に細胞外 NAD 代謝がどの様に関与しているのか明らかにし、細
胞外 NAD シグナルによるマラリア感染防御機構を解明する。マラリアは今も世界中で多くの
死者を出す最重要課題の感染症であり、より効果的な治療薬の開発が望まれている。そのため、
本研究成果により、新たなマラリア感染防御機構が明らかになれば、これらを用いた今までに
ない側面からのマラリア治療法を開発できると期待される。 

 
３．研究の方法 
①マラリア感染時の赤血球 NAD 代謝の解析	
マラリア感染時に赤血球 NAD レベルが著明に増加することが以前に報告されている(Blood.	
1998)。一般に哺乳類はニコチンアミドを材料とする salvage 経路で NAD を合成するが、マラリ
ア原虫は、ニコチン酸を使った Preiss-Handler 経路で NAD を合成していると考えられる。そこ
で実際のマラリア感染した野生型赤血球の NAD 代謝経路の代謝物について、メタボロミクスを
用いて網羅的に解析し、どの NAD 合成経路が細胞外への NAD 放出に重要であるか検討する。具
体的には、Nmnat3 欠損マウスに非致死性マウスマラリアである Plasmodium	chabaudai を感染
させ、感染後経時的にマラリア感染率を調べ、感染後 7 日目でマウスを安楽死させ、採血を行
う。その後、赤血球のみを分離し、メタノール-水-クロロホルムにて代謝物を抽出する。NAD
関連代謝物の測定については、以前に我々が報告した LC/MS による手法を用いて、Salvage 経
路、Preiss-Handler 経路のすべての中間代謝物を定量する。その後、非感染マウスとの比較を
行う。また Nmnat3 欠損マウスについても同様の解析を行う。	
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②In	vivo マラリア感染における細胞外 NAD 代謝の役割解析	
細胞外において NAD を分解する酵素 CD38 の欠損マウスに非致死性マウスマラリアである
Plasmodium	chabaudaiを感染させ、感染性、死亡率が改善できるか検証する。また、NAD の下
流代謝物が関与する場合、それらを代謝する酵素を決定するために、CD38 や CD157 の欠損マウ
スを用いて、同様の感染実験を行い、Nmnat3 欠損マウス同様、マラリア感染に感受性を示すか
確認する。もしその効果が部分的もしくは見られない場合、CD38/CD157 のダブルノックアウト
マウスを用いる。	
	
③細胞外 NAD シグナルの in	vitro 培養系を用いた解析	
単離骨髄由来マクロファージを用いて、NAD や ADP リボース、サイクリック ADP リボース、ニ
コチンアミドなど様々な NAD 関連代謝物と共培養することで、IL-6 や IL-1b、TNFaといった炎
症性・遊走性サイトカインなどが実際に誘導されるか、qPCR や ELISA を用いて明らかにする。
そして、NAD を含めたどの NAD 代謝産物が、炎症性・遊走性サイトカインの誘導に重要なのか
決定する。	
	
４．研究成果	
①マラリア感染時の赤血球 NAD 代謝の解析	
非致死性マウスマラリア株である Plasmodium	chabaudaiを野生型マウスならびに Nmnat3 ノッ
クアウトマウスに感染させたところ、図に示すように野生型マウスでは感染 7 日目で数％程度
の感染率であったが、Nmnat3 ノックアウトマウスでは約 20%の感染率を示した。また、この結
果に一致するように野生型マウスでは感染後 10 日経ってもほとんど死ななかったのに対して、
Nmnat3 ノックアウトマウスは感染 10 日後までに全数が死亡した。そこで、感染後 7 日目に赤
血球を単離し、NAD 関連代謝物の解析を行った。以前の報告ではマラリア感染により NAD レベ
ルが上昇することが報告されていたが、野生型マウスでは NAD レベルに感染の有無で変化はな
かった。一方で、マラリアの NAD 合成経路である Preiss-Handler 経路の前駆体であるニコチン
酸（NA）は感染により著明に増加した。興味深いことに、Nmnat3 ノックアウトマウスでは、感
染により NAD、ニコチンアミド（NAM）、ニコチン酸アデニンジヌクレオチド（NAAD）、NA はすべ
て上昇した。特に、NAD については野生型マウスより著明に増加していることが確認された。	

	
②In	vivo マラリア感染における細胞外 NAD 代謝の役割解析	
細胞外において NAD を分解する酵素 CD38 の欠損マウスでは、好中球の遊走が傷害され、細菌感
染に対して感受性が亢進することが報告されている（Nat	Med	2001）。そこで、マラリア感染に
対しても感受性が変化しているか確認を行った。しかしながら、CD38 欠損マウスでは野生型マ
ウスと比較して特に、感染率、生存率に大きな差は見られなかった。CD38 にはホモログである
CD157 が存在していることから、CD38/CD157 のダブルノックアウトマウスを用いてされなる検
討を行うため、マウスの導入を行った。今後、CD38/CD157 ダブルノックアウトマウスを用いた
マラリア感染実験を行っていく予定である。	
	

③細胞外 NAD シグナルの In	vitro培養系を用いた解析	

細胞外 NAD の免疫細胞への効果を調べるため、骨髄由来マクロファージ（BMDM）を用いた In	

vitro実験を行った。すると、NAD 投与により、IL-6 や IL-1b、TNFaといった炎症性サイトカイ

ンの発現が惹起されることが解った。細胞内 NAD がリガンドとして作用するシグナル経路とし

て、プリン作動性受容体シグナルと TLR シグナルが考えられる。以前の報告で、ポリ ADP-リボ

ースが TLR4 のリガンドとして作用することが報告されている（Chem	Biol	2015）。そこで、TLR4	

KO マウス由来 BMDM を用いてサイトカインの発現プロファイルを調べたが、野生型マウス由来

BMDM との間で大きな差はなかった。つまり、TLR シグナルは関与していないことが示された。	
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