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研究成果の概要（和文）：[目的]本研究は寄生蠕虫の酸素分圧の変化に応答する蛋白群、と

くにミトコンドリア呼吸鎖の発現制御を包括的に解析することによって、その感染成立、

維持機構の一端を解明する。[成果] 1)回虫成虫期に特異的に発現するシトクロム b５は寄
生適応において重要な役割を果たしていることが示された。2)ウエステルマン肺吸虫は好

気的ミトコンドリアと嫌気的ミトコンドリアをそれぞれ異なった組織にもち、その微好気

的な棲息環境の酸素分圧変動に適応していることが明らかになった。 

 

研究成果の概要（英文）：Objectives:This research project was undertaken to elucidate 

underlying mechanisms for the establishment and maintenance of infection by analyzing 

expression and regulation of helminth proteins, especially mitochondrial proteins, 

responding to changing oxygen tension. Achievements:The current research showed: 

1)Ascaris suum adult-specific cytochrome b5 played the crucial roles in the parasitic 

adaptation.2)Paragonimus westermani possesses aerobic and anaerobic mitochondria in 

different tissues, adapting to fluctuating oxygen tension in microaerobic habitats. 
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という観点から、エネルギー生成系の中心的

細胞内器官であるミトコンドリアの呼吸鎖

および抗酸化系であるメトヘモグロビン還

元系に着目し研究をすすめてきた。これまで

の研究から、寄生蠕虫は宿主哺乳動物とは異

なり、棲息環境の酸素分圧の高低に応じて酸

素を用いる好気的呼吸と、酸素を必要としな

い嫌気的フマル酸呼吸を切り換え、調節して

エネルギー生成を行うこと（呼吸適応）が明

らかになってきた（Takamiya et al. Biochim. 

Biophys. Acta 1141 65-74 1993, Amino et al. 

Mol. Biochem. Parasitol. 128 175-186 2003）。

申請者ははじめて呼吸鎖の転換にユビキノ

ンからロドキノンへの生合成の転換がとも

なうことを証明している。 

 また、ミトコンドリアの嫌気的呼吸を担保

する系として回虫成虫の体壁と体腔液に分

泌型のシトクロム b５を含むメトヘモグロビ

ン還元系を見いだした。本系はヘモグロビン

と恊働して余剰の酸素を除去し、酸素毒から

組織を防御する役割を果たすことを明らか

にしてきた(Yokota et al. Biochem. J. 394 

437-447 2006, Hashimoto et al. Arch. 

Biochem. Biophys. 471 42-49 2008, Takamiya 

et al. Parasitol. Int. 58 278-284 2009)。 

 現在までにブタ回虫の低酸素適応にかか

わる個々の分子については、幼虫および成虫

の複合体 II、成虫のシトクロム c、シトクロ

ム b５について精製あるいはクローニングさ

れ、シトクロム b５の X線結晶構造も申請者ら

によって明らかにされているが、複合体 I, 

III, IV, 特に呼吸の転換に必須なロドキノ

ン合成に関与する酵素についてはまったく

解明されていない。この理由は生化学的解析

に耐えうる純度の高いミトコンドリアを十

分量得るのが困難であること(特にサイズの

小さい幼虫の場合)によるが、申請者と分担

者はこれらの個別分子の分子特性を明らか

にすると同時に呼吸転換の全体像を記述す

るための新規なプロテオミック手法を着想

した。 

 
２．研究の目的 

 本研究では、寄生蠕虫のエネルギー生成系、

および酸素代謝に直接関与する酸化還元系

蛋白の発現制御を、包括的に解析することに

より、好気から嫌気的代謝への転換の実体と

その分子機構を理解し、その感染成立、維

持機構の一端を解明することを最終目的と

している。そのため、１）エネルギー生成系

の中心的オルガネラであるミトコンドリア

を主な対象として、それぞれの発育段階にお

けるミトコンドリア蛋白の発現を網羅的に

解析する。２）また、発育段階において特異

的に発現する酸化還元蛋白の分子特性を明

らかにする。３）回虫を用いる研究と平行し

て、棲息環境が回虫とは異なる他の蠕虫、す

なわち、肺吸虫、マンソン裂頭条虫のミトコ

ンドリアについても同様なアプローチで解

析する。 

 

３．研究の方法 

[生物材料] ウエステルマン肺吸虫のメタ

セルカリアおよびマンソン裂頭条虫のプレ

ロセルコイドは、サワガニ、シマヘビからそ

れぞれ採集した。 研究に用いた寄生蠕虫は

実験的に感染させたイヌから得た。実験動物

を用いた研究はすべて動物実験倫理委員会

の審査を受け承認された。 

[方法] ミトコンドリアは常法にしたがっ

て調製し、蔗糖密度勾配遠心により分画した。

各分画について、密度、好気的呼吸鎖および

嫌気的呼吸鎖のマーカー酵素であるシトク

ロム c 酸化酵素、NADH-フマル酸還元酵素の

活性をそれぞれ測定した。ミトコンドリアの

形態は透過型電子顕微鏡で撮影後、画像解析

ソフトでサイズおよび輝度を測定した。ミト



 

 

コンドリア中のキノン成分は、HPLCを用いて

同定、定量した。組織中のミトコンドリアは

シトクロム c 酸化酵素の活性染色による組

織化学的手法を用いて解析した。酸化還元蛋

白の分子特性の解析には、WormBaseから DNA

情報を入手し、系統図作成に用いた。RT-PCR

および DNAシークエンスは常法により行った。 

 

４．研究成果 

 以前の申請者らの研究により、蠕虫起源

としては最初に見いだされた、ブタ回虫シ

トクロム b5（以下 Cyt.b5）は可溶性の分泌

型 Cyt.b5 であることが明らかにされてい

る。分泌型の Cyt.b5は回虫の本シトクロム

以外には他に例がない、新しい分子種であ

る。これまでに、本 Cyt.b5 は成虫期に特異

的に発現し、角皮下層と体腔液に分布、そ

れぞれ NADH-メトミオ（ヘモ）グロビン還

元系の構成成分として、両グロビン分子と

ともに酸素を基質とする生合成反応への酸

素供給を保証しながら、余分な酸素分子を

除くという、低酸素適応上不可欠な機能を

有することが示されている。すなわち、

NADH-Cyt.b5還元酵素から電子をうけとり、

体腔液中の機能しない酸化ヘモグロビン

（メトヘモグロビン）あるいは体壁中の酸

化ミオグロビン（メトミオグロビン）を還

元して、本来の酸素結合能のあるヘモグロ

ビン、ミオグロビンに戻す重要な働きをす

る。本シトクロムは他種由来のものとは異

なる塩基性蛋白であり、X 線結晶構造解析

の結果、その立体構造もほ乳類由来のもの

とは異なっている。これらの回虫 Cyt.b5 の

ユニークな構造上の特異性と生理機能を考

慮すると、本シトクロムは宿主腸腔の低酸

素環境に適応する過程で特化した分子種と

考えられる。この仮説を検証するために、

同じ線虫類であり、すでにゲノムプロジェ

クトが終了した自由生活性の線虫 C. 

elegansの Cyt.b5 の分子種について、デー

タベースから検索したところ、4 種の分子

種(a),(b),(c),(d)を見い出した。これらの

回虫 Cyt.b5との関連性、さらにＣ.elegans

における発現について解析した。いくつか

の分子特性の比較解析、および分子系統解

析から（d）が回虫 Cyt.b5と最も近縁であ

ることが明らかになった。また、RT-PCRの

結果、（d）は発現していないことが示され

た。これらの結果から、回虫 Cyt.b5 の 

C.elegansにおけるカウンターパートは（d）

と考えられるが、常圧の酸素分圧下で棲息

するため必要でなく、偽遺伝子化したもの

と考えられる。これらの知見は上記の仮説

を支持するものであり、回虫における低酸

素適応を系統進化の側面から明らかにした

という点で意義深いものである。 

 以上述べたように、申請者らは寄生蠕虫

感染のモデル系としてブタ回虫を用いて研

究を行っているが、同時に回虫とは寄生部

位が異なる他の蠕虫の Mitについても、そ

の棲息環境の酸素分圧と呼吸様式との関係

を明らかにするために組織化学的手法と生

化学的手法を組み合わせて解析をすすめて

いる。申請者らによってすでに、ほ乳動物

の肺に寄生するウエステルマン肺吸虫には、

酸素をもちいる好気的呼吸鎖と酸素を使わ

ない嫌気的呼吸鎖を同一個体中で併せもつ

ことが、虫体体壁から分離した Mitの解析

によって明らかにされていたが、これがそ

れぞれの呼吸鎖をもつ２つの異なった Mit

からなるのか、ひとつの Mit中に好気と嫌

気の呼吸鎖をもつ一種のハイブリッドタイ

プであるのか、については不明であった。

本研究により肺吸虫の体壁には、機能的お

よび形態的に異なった３種の Mit集団がそ

れぞれ異なった組織に分布することが明ら



 

 

かになった。 

すなわち、虫体体壁のもっとも外側のテグ

メント細胞にはシトクロム cオキシダーゼ

活性染色(CCO staining)で強く染まり、ク

リステの良く発達したサイズの小さな Mit

（Tc Mit）、また、体壁内側のパランキマ細

胞にはCCO stainingで染まるサイズの大き

な Mit（Pc１Mit）、および、まったく染ま

らない Mit（Pc２ Mit）を、それぞれ別個

に含むふたつの細胞 Pc１、Pc２がモザイク

状に存在することが明らかになった。 

蔗糖密度勾配遠心法による解析の結果、Tc

および Pc2 Mit はそれぞれ好気的 Mit、嫌

気的 Mitと定義できた。このように好気的

Mit と嫌気的 Mit が組織特異的に分布して

いるのは、本虫の棲息環境へのユニークな、

すぐれた適応と考えられ、好気から嫌気呼

吸の転換機構、さらには Mitの生合成機構

を解明するうえで非常に重要な知見が得ら

れた。 

 マンソン裂頭条虫 Spirometra  

erinaceieuropaeiは本来イヌ、ネコを終宿

主とし、成虫はその腸管に寄生するが、そ

の幼虫であるプレロセルコイド(plero.)が

寄生する第二中間宿主には、変温動物のは

虫類、ヒトをふくむほ乳類など多くのもの

がなることができる。本条虫の Mitの形態

および呼吸鎖については、成虫、plero.の

いずれについても知見が少ない。plero.は

ほ乳類が宿主の場合、皮下組織に寄生する

場合が多く、寄生部位の酸素分圧に対して

どのように適応しているのか興味深い。本

研究では、S. erinaceieuropaeiの plero. 

および成虫の Mitを組織化学的手法によっ

て in situに観察し、両虫体組織には、シ

トクロムｃ酸化酵素(CCO)の活性染色によ

り、弱く染色される Mitが存在することを

明らかにした。さらに、plero.と成虫から

Mit 分画を調製し、密度勾配遠心法による

解析を行った結果、plero.では CCOの比活

性の高い Mitが低密度分画に分布するが、

成虫では低密度分画における CCOの比活性

は低く、高密度分画に NADH-フマル酸還元

活性を有する Mitが分布することが明らか

になった。本裂頭条虫ミトコンドリアにつ

いては、研究が終了しておらず、平成２５

年度も引き続き行う予定である。 
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