
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６２０

基盤研究(C)（一般）

2015～2012

超高頻度突然変異誘発型ネズミマラリア原虫の創成とその次世代分子マラリア学への応用

Generation of rodent malaria parasite with high mutation rate and confirmation of 
its usefulness for next generation of malariology

５０３２６８４９研究者番号：

平井　誠（Makoto, Hirai）

順天堂大学・医学部・准教授

研究期間：

２４５９０５０１

平成 年 月 日現在２８   ６ １０

円     4,200,000

研究成果の概要（和文）：ネズミマラリア原虫のDNA Polymerase deltaの校正機能に必須なアミノ酸２箇所をアラニン
に置換した変異遺伝子断片を作成し、これを野生型マラリア原虫に導入することで当該遺伝子を変異型に置換した。得
た組み換え原虫をマウスへ継代感染を繰り返した結果、通常よりも８０倍以上もの高い変異率を有することを明らかに
した(DNA Research, 2014)。さらに、このミューテーターマラリア原虫から各種抗マラリア薬に対して耐性を獲得した
原虫を単離することに成功した。

研究成果の概要（英文）：We have succeeded to generate mutator malaria parasite, Plasmodium berghei with 
destructed proof reading activity in DNA polymerase delta. We confirmed that the mutator malaria parasite 
shows 80 times higher mutation rate than wild-type parasite. Moreover, we succeeded to isolate several 
drug resistant parasites from mutator malaria parasite, which could be utilized for further research to 
reveal molecular mechanisms of parasite drug resistance. A series of these results provide the proof that 
our mutator parasite could be suitable research tool for parasite biology, especially drug resistance.

研究分野： 分子寄生虫学

キーワード： mutator malaria

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 マラリアは、エイズ・結核とならぶ世界三
大感染症の一つである。この病気を制圧する
ため広汎な研究が世界中で繰り広げられて
いるが、原虫の抗マラリア薬耐性と免疫回避
によりマラリアコントロールは困難を極め
ている。従来までのマラリア生物学研究は逆
遺伝学的手法に大きく依存してきたが、この
手法には限界があり（後述）、この壁を越え
るためには技術革新が必須である。本研究は、
マラリア生物学研究のための順遺伝学的手
法としてマラリアミューテーターを世界で
初めて開発し、次世代分子マラリア学を創成
することを最終目標とする。具体的には、こ
の新技術を駆使しマラリアコントロールに
向けた新規標的分子を同定する。この試みは
世界初でマラリア学を発展させる上で国の
内外を問わず極めて重要である。 
マラリア原虫のゲノムは約 5000 個の遺伝子
をコードしていると予想されるが、その 6 割
近くが機能未知である。遺伝子の機能解析手
段として逆遺伝学、すなわち遺伝子を個別に
破壊した生物個体を作製し、その表現型を解
析することが広く行われている。逆遺伝学の
マラリア原虫への適用は、マラリア原虫生活
史の分子基盤の一端を解明するなど、これま
で大きな成果を上げており、研究代表者は、
動植物に共通する世界初の受精制御因子を
マラリア原虫から同定することに成功して
いる（Hirai et al., Curr. Biology, 2008)。一
方、逆遺伝学は生物個体の生存にとって必須
な遺伝子の場合は破壊すると致死になるた
め、変異体の表現型解析は不可能である。多
くのモデル生物では、逆遺伝学と順遺伝学的
手法を車の両輪のごとく組み入れてきた。特
に、酵母やショウジョウバエでは、順遺伝学
的手法として化学変異原を用いたランダム
ミュータジェネシスによる変異体ライブラ
リーの作製、ライブラリーから変異体のスク
リーニングが行われてきた。ランダムミュー
タジェネシスは、点突然変異による遺伝子破
壊だけでなく、アミノ酸置換により新たな形
質を変異体に付与することから、逆遺伝学的
手法では見いだせなかった数多くの発見に
貢献してきた。しかし、ランダムミュータジ
ェネシスにおいて用いられるアルキル化剤
や UV 照射は DNA の構造に依存した偏った
変異を導入し、得られる変異体は自然界では
生じないものであるという超え難い難点が
ある。 
 5000 個近くあるネズミマラリア原虫の遺
伝子破壊の試みは、すでにオランダ・ライデ
ン大学において現在進行中であり、同じこと
を日本国内で行うことは無意味と思える。む
しろ近い将来、必ず直面するであろう逆遺伝
学の限界を超えるため、我が国においては今
こそマラリア生物学研究のための順遺伝学
技術基盤を確立するときである。このような
背景から、本研究はマラリアミューテーター
を順遺伝学研究の革新的イノベーションと

して位置づけ、その有用性を提唱するに至っ
た。 

 
２．研究の目的 
マラリアの制圧における最大の障壁の一つ
が原虫の薬剤耐性である。マラリア原虫は遺
伝子発現の量的（発現量）および質的（遺伝
子変異）により耐性を獲得している。本研究
課題において作成するミューテーターマラ
リアを用い、ミューテーターから薬剤耐性原
虫を単離し、NGS による変異解析により耐
性の原因となる遺伝子変異を特定する。さら
に、原因変異遺伝子産物の局在・生化学的性
状解析を通して薬剤耐性機構を明らかにす
る。通常の野生型原虫から薬剤耐性原虫を単
離するためには膨大な時間を要するが、ミュ
ーテーターを用いることで薬剤耐性原虫を
極めて迅速に単離することを目指す。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

３．研究の方法 
(1）ミューテーターマラリアの作成 
マラリア原虫のミューテーター作製では、

「不均衡変異導入法」を適用する。この方法
は、DNA 複製時、2 本鎖のうち複製エラーが
頻発するラギング鎖に注目し、ラギング鎖の
複製酵素である DNA polymerase のエラー
修復活性のみを欠損させることで、ラギング
鎖における突然変異率を高める方法である。
なお、不均衡変異導入法は、先行する大腸菌
や酵母を用いた研究から、その有用性は証明
され、突然変異率が数十倍から百倍程度高ま
ることが認められている。 



ネズミマラリア原虫（P. berghei）ラギング
鎖の複製酵素である DNA polymeraseの校正
機能ドメインを欠損させた原虫を作製する
（ミューテーター）。 
P. bergheiミューテーターはマウスを介した
連続継代感染を行なうことで、ゲノム内にラ
ンダムにポイントミューテーションを蓄積
させる（ミュータントライブラリーの作製）。 
(2) ミューテーターの変異率を測定 
 連続継代感染を一定期間行なった後、ミュ
ーテーターライブラリーから任意の数クロ
ーンを単離し、全ゲノムリシークエンシング
を行なう。コントロールでは野生型遺伝子で
内因性遺伝子を置き換えた組み換え原虫を
作成し同様に継代感染と全ゲノムリシーケ
ンシングを行なう。同一継代期間後の変異数
を両者で比較する。 
(3）薬剤耐性原虫の単離 
マ ラ リ ア の 第 一 治 療 法 で あ る ATC

（Artemisinin Combination Therapy）にお
いて用いられるアルテミシニン誘導体とパ
ー ト ナ ー ド ラ ッ グ の う ち 、
Dihydroartemisinin (DH),Piperaquine (PQ)
および Lumefantrine (LM)を選択し、それぞ
れの薬剤に対する耐性原虫をミューテータ
ーライブラリーからスクリーニングする。具
体的には、野生型（WT）およびミューテータ
ー（Mut）をそれぞれマウスに接種し、感染
率が１％前後に達した日よりそれぞれの薬
剤を 4日間腹腔投与する。その後、再燃した
原虫を新たなマウスに接種し、薬剤の投与を
繰り返し、薬剤耐性原虫をスクリーニングす
する。 
 
 
 
 
 
 

 
安定した耐性を持つ原虫集団を確認した時
点で、複数個の原虫クローンを得る。各クロ
ーンが薬剤耐性をもつことを最終確認する。 
単離した薬剤耐性原虫について、最低４ク

ローンを次世代シーケンサーIllumina HiSeq 
2000 により全ゲノムリシークエンシングす
る。原虫１クローンあたり、１ギガ塩基の配
列をペアエンド法（両端100塩基の配列決定）
によって得る。P. berghei のゲノムサイズ
は約 23 メガ塩基なので、冗長度約 40 倍のシ
ーケンスデータが得られる。突然変異の確認
にあたっては、英国サンガー研究所から入手
する P. berghei ANKA 株の全ゲノムを参照と
する他、コントロール原虫（不均衡変異導入
していない野生型 DNA polymerase  を挿入
した原虫）2クローン からも別個にゲノム解
析する。スーパーコンピューターにより大規
模ゲノムデータを処理し、コントロール原虫
には存在せず、薬剤耐性原虫クローンすべて
に共通する突然変異を探索（CLC Genomic 

Working Bench を使用）し、その遺伝子と変
異の位置を同定する。 
 
４．研究成果 
(1）ミューテーターマラリアの作成 
 DNA polymeraseの校正機能に必須な 2 つ
のアミノ酸をアラニンに置換した変異型遺
伝子で内因性遺伝子を置き換えた組み換え
原虫を作成した。作成した組み換え原虫にお
ける当該遺伝子の塩基配列解析およびサザ
ンブロッティング法による検証を行なった
結果、目的とした原虫を作成できたことを確
認した。 
(2) ミューテーターの変異率を測定 
野生型原虫とミューテーターをそれぞれマ
ウスに接種し、一週間後に感染赤血球 103 個
を新しいマウスへ摂取することを繰り返し
た。122 週間の継代感染を行なった後、野生
型とミューテーターそれぞれ2クローンを単
離しNGSによるゲノムワイド変異解析を行な
った。その結果、野生型では新たに 2個、一
方ミューテーターでは174個の変異がゲノム
ワイドに分散していることを見出した。以上
のことから、本研究で創出したミューテータ
ーは、野生型原虫の 80 倍以上の変異率を持
つことを明らかにした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(3) 薬剤耐性原虫の単離 
①Dihydroartemisinin（DH）耐性原虫の単離 
ミューテーター感染マウスに対して DH を投
与し、再燃した原虫を新たなマウスへ感染を
行なったが、再燃の時期は早まるものの、DH
投与期間中においても生存する表現型を示
す耐性原虫を単離することはできなかった。
スクリーニングを継続する必要があると考
える。 
②Piperaquine(PQ)耐性原虫の単離 
PQ 投与量を 5mg から 15mg、最終的には
20mg/kg の高い投与量でも生存する、非常に
高い耐性を示す原虫集団を得た。耐性原虫は
スクリーニング1回目からその存在を確認し、
3 回目ではその耐性は強度を増した。最終的
には 20mg/kg で 13 回スクリーニングを行な
い、安定した耐性を保持する原虫集団を得、
この集団から任意の4クローンを単離し、NGS
によるゲノムワイド変異解析を行なった。そ
の結果、4 クローンすべてに共通する変異が
合計６つ検出された。現在、これら 6つのい
ずれの遺伝子変異が耐性を決定づけている
かを検証する実験を行なっている。 



第三世代目までのスクリーニングの結果 
（下図） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
PQ 耐性はクローンにおいても保持されてい
ることを確認した（下図） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
さらに野生型原虫と PQ耐性原虫の ED50 を調
べた結果、耐性原虫の ED50 は 2 倍に上昇し
ていることを明らかにした。 
 
③Lumefantrine(LM)耐性原虫の単離 
LM 耐性原虫をミューテーターからスクリー
ニングした。スクリーニング 3 回目から LM
耐性原虫が出現し、さらに薬剤投与を
20mg/kg まで増加してスクリーニングを行な
い、より強い耐性を保持する原虫を単離する
ことに成功した。 
スクリーニング 3回目で LM 耐性原虫が出現 
（下図） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
LM 耐性を保持するクローンを複数個単離し、
SNP 解析を行った結果、全てに耐性クローン
に共通する 8つの遺伝子変異を検出した。 
これらの遺伝子のどれが耐性を決定づけて
いるかを検証する実験を行なっている。 
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