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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薬剤耐性獲得様式を解明するために、抗マラリア薬であるアトバ
コン(ATQ)を投与したPlasmodium berghei感染マウスを用いた。P. berghei感染マウスにATQを投与しATQ耐性関連の変
異について調べたところ、既報のアミノ酸変異(L271V、K272R、V284F)及び新規の変異(I258M)が確認された。V284Fの
変異をもつ原虫集団のmtDNA全領域の変異をさらに詳細に調べるために継時的に採取したP. berghei感染血液について
次世代シーケンサーによるディープシーケンスを行ったところ、ATQ投与後6日目に変異が急激に出現したことが明らか
となった。

研究成果の概要（英文）：To clarify mechanism of emergence of resistance to antimalarial drugs, we 
investigated emergence patterns of a point mutation associated with drug resistance using Plasmodium 
berghei-infected mice. In this study, atovaquone (ATQ), targeting cytochrome b (cob) gene encoded on 
mitochondrial DNA (mtDNA) of Plasmodium, was selected as an antimalarial drug. In a result, four 
non-synonymous mutations were found in cob; three mutations (L271V、K272R and V284F) were already 
reported and the remaining one (I258M) was new. In order to further elucidate emergence patterns of these 
point mutations, we performed deep sequencing of Plasmodium mtDNA, which was extracted from infected 
blood collected continuously, using a next-generation sequencer. Analysis of the deep sequencing revealed 
that the mutation (V284F) was dramatically emerged six days after administration of ATQ. In the future, 
we will investigate emergence pattern of the other mutations (L271V、K272R and I258M) by deep sequencing.

研究分野： 寄生虫学
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１．研究開始当初の背景 
 マラリアは年間約 3 億人の患者数と約
100 万人の死者を出す世界三大感染症の一
つであり、Plasmodium 属原虫によって引き
起こされる。いまのところマラリアに対する
有効なワクチンは存在せず、その治療は化学
療法に依存している。しかし、マラリア原虫
は既存の治療薬に対する薬剤耐性株を高頻
度に出現させるため、新規の作用機序を有す
る抗マラリア剤の開発が望まれている。最近、
我が国において承認された抗マラリア剤「マ
ラロン」はアトバコン（ATQ）とプログアニ
ルの合剤である。このうちアトバコンは、mt 
ゲノム（mtDNA）コード遺伝子であるシト
クローム b (cob)を標的としている。アトバコ
ンに対する薬剤耐性株は、in vitro および in 
vivo の実験で報告されており、cob 遺伝子の
アミノ酸変異を伴う塩基配列の点変異（非同
義置換）によって惹起される。マラリア感染
マウスにおいては、COB の 284 番目のアミ
ノ酸が最初に変異し（V284F）、その後、他
のアミノ酸部位が変異（M133I、L144S）す
ることで薬剤耐性度がより高くなることが
報告されている。これはアトバコン耐性が段
階的なアミノ酸変異によって惹起されるこ
とを示唆する。このような段階的な薬剤耐性
の獲得は、マラリア流行地で既に広く使用さ
れている他の抗マラリア剤でも報告されて
いる。スルファドキシン/ピリメタミン合剤に
ついては、標的がそれぞれジヒドロ葉酸還元
酵素（dhfr）およびジヒドロプテロイン酸合
成酵素（dhps）であること、薬剤耐性度はそ
れぞれの酵素のアミノ酸配列が段階的に変
異することで高くなることがわかっている
が、その発生機構はよくわかっていなかった。 
 
２．研究の目的 
 現在、マラリアの治療は化学療法に依存し
ていることから、抗マラリア薬の耐性マラリ
ア原虫株の出現は深刻な問題である。我々は
マラリア原虫における薬剤耐性株出現を制
御するために、点変異によって引き起こされ
る薬剤耐性化の発生機序を明らかにするこ
とを目的に研究を進めている。そのため、本
研究では、実験室レベルで点変異による薬剤
耐性出現の再現が可能な ATQ 投与マラリア
感染マウスをモデルとし、その点変異の発生
パターンを詳細に解析した。 
 
３．研究の方法 
(1) ATQ 耐性株出現モデルの検討  
 薬剤耐性株出現モデルを確立するために、
げっ歯類マラリア原虫(Plasmodium berghei 
ANKA 株)感染マウスへの自由飲水による
ATQ投与濃度(0.05〜250 μg/ml)を検討した。
薬剤耐性かどうかの判定は、アトバコンの標
的遺伝子である cob の全長塩基配列の決定に
よる点変異の検出によって行った。 
 
(2) 投与経路の違いが ATQ 耐性原虫株の出

現に与える影響 
 これまでに、in vivo におけるげっ歯類マラ
リア原虫における ATQ 耐性株の出現は、
ATQ の腹腔内投与による報告のみであった
ため、(1)において確立した ATQ の自由飲水
の方法との違いを検討した。ATQ の腹腔内投
与は既出の報告に従い 1 mg/kgを 3日間連続
投与した。感染率は血液塗抹標本のギムザ染
色により算出した。 
 
(3) cob の塩基配列の継時的動態 
 ATQ に関連した点変異の獲得について継
時的に解析するために、P. berghei 感染マウ
スを用い、ATQ 投与前、及び投与後 2〜3 日
毎の血液を採取した。感染血液より DNA を
抽出後、PCR によって cob 遺伝子領域を含む
mtDNA 全長（6 kb）の増幅を行い、サンガ
ー法により cob 遺伝子の全塩基配列を決定し
た。 
  
(4) ディープシーケンス解析  
 ATQ 耐性株のうち V284F の変異をもつ原
虫集団（ATQ 自由飲水によって惹起された変
異をもつ集団）の mtDNA 全領域の変異をさ
らに詳細に調べるために、ATQ 投与前及び投
与後 2、4、6、8 および 11 日目の PCR 増幅
産物の次世代シーケンサーによるディープ
シーケンスを行った。 
 
(5) mt ゲノムのコピー数の決定 
 ATQ の標的である cob は mtDNA にコー
ドされていることから、ATQ は P. bgerghei
のmtDNAのコピー数に影響を与えている可
能性がある。そのため、(3)で継時的に採取し
た各サンプルの DNA を用い、リアルタイム
PCR によって 1 原虫あたりの mtDNA のコ
ピー数を算出した。この際、mtDNA 側のプ
ライマーは cob の領域内で、核ゲノム側のプ
ラ イ マ ー は sarcoplasmic/endoplasmic 
reticulum Ca ATPase (SERCA)遺伝子の領
域内でそれぞれ設計した。 
 
４．研究成果 
(1) ATQ 耐性株出現モデルの確立 
 ATQ 投与濃度の検討の結果、5 μg/ml の自
由飲水で耐性株の出現が認められた。これは、
1 日のアトバコン投与量 1 mg/kg に相当する。
アトバコン耐性株の cob の塩基配列を決定し
たところ、850番目のGがTに変異していた。
COB の V284F のアミノ酸変異を伴うこの変
異は、既に P.berghei のアトバコン耐性株の
変異として報告されている。 
 
(2) ATQ 投与経路（自由飲水と腹腔内投与）
の比較 
 P. berghei 感染マウスへの ATQ 1 mg/kg
腹腔内投与群(n=4)および 5 μg/ml 自由飲水
群(n=4)では、両群とも ATQ 投与後 4 日目に
感染率が検出限界以下となり 8日目に再び原
虫が検出されるという推移であった（図 1）。 



 
 

 

        
    
   図 1. ATQ 投与後の感染率の推移 
1-1〜1-4 は無処置対照群（n=4）、2-1〜2-5
は ATQ 1 mg/kg 3 日間連続腹腔内投与群（n=4）、
3-1〜3-4はATQ 5 μg/mlの自由飲水群（n=4）。 
 
以上の結果より、ATQ の自由飲水による投与
でも腹腔内投与と同等の解析が可能である
ことが示唆された。 
 
(3) cob の塩基配列の継時的動態 
 感染率の再上昇が確認された ATQ 投与後
11日目におけるcobの全塩基配列をサンガー
法にて決定したところ、腹腔内投与群におい
て V284F および I258M のアミノ酸変異を伴
う点変異（非同義置換）が確認された。また、
自由飲水群では、L271V、K272R および
V284F の変異が確認された。今回確認された
アミノ酸変異のうち、L271V、K272R およ
びV284FはP.bergheiで既に報告されている
が、I258M の変異はげっ歯類マラリア原虫の
in vivo の研究では未報告のものであった。こ
の新規のアミノ酸変異 I258M は熱帯熱マラ
リア原虫感染ヒト臨床サンプルで 2014 年に
初めて報告されており、今回げっ歯類マラリ
ア原虫でも同様の変異が再現されたことは
非常に興味深い。 
 
(4) ディープシーケンス解析 
 ディープシーケンスの結果、6 つのサンプ
ルにおいて 17,569〜23,968 の読み深度が得
られ、V284F の変異は ATQ 投与後 6 日目に
急激に出現していることが明らかとなった
（図 2）。また、これらの mtDNA の他の領域
における塩基配列の変異は存在しないこと
が予測された。 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2. V284F を惹起する cob 850 番目の Gと T 
     の存在率 
 
(5) ATQ 投与が P. berghei の mt ゲノムのコ
ピー数に与える影響 
 mtDNA のコピー数を算出したところ、1
原虫あたり 63〜135 コピー存在した（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. ATQ 投与期間中の mtDNA のコピー数の  
   推移 
 
この結果とディープシーケンスの読み深度
より今回解析できた原虫数を概算すると、
145〜321 個の原虫を解析した計算となる。
薬剤耐性が出現する背景となる原虫集団は
より数が大きいと考えられるため、今後はシ
ーケンスデータのアウトプット量の多いシ
ーケンサーの使用を予定している。また、今
回の研究では、1 原虫に存在する 100 コピー
ほどの mtDNA の中に変異が存在するのか、
原虫集団として変異をもった原虫が存在す
るのかが解明されなかったため、1 原虫あた
りの一塩基多型解析も予定している。 
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