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3．マラリア原虫薬剤耐'性の分子生物学的解析

田中真奈実

(掲載決定：平成３年８月７日）

はじめに

薬剤耐｣性について解析するには薬剤を唯一のstress

pressureとして選別した耐性株を得ることが望ましい。

1976年，TragerとJensenにより確立されたマラリア

原虫のｍＵｔｔ７ｏ培養法は，上記の問題を解決し，さら

に，虫体とその遺伝子材料の豊富な供給を可能にした。

ピリメサミン（以下Ｐｙｒと略す）はメトトレキセー卜

(Methotrexate）と同様核酸代謝拮抗阻害剤で，標的

酵素Dihydro-folatereductase（ＤＨＦＲ）と特異的

に結合し，その活性を阻害する。ＤＨＦＲは，虫体内で

はthymidylatesynthase（ＴＳ）と連続してコードさ

れている。本稿では，マラリア原虫におけるＰｙｒ耐性

獲得機序を，(1)ＤＨＦＲの質的変化（点突然変異の発生

とそれに起因する三次元構造の変化)，(2)遺伝子増幅に

よるＤＨＦＲの量的変化，(3)染色体多型，に分けて検討
する。

ＬＰｙｒ耐性突然変異株の選択

まず初めにＰｙｒ耐性株樹立法とその注意点について

述べる。耐性株は，すべてＰｙｒ感受1性ガンビア株ＦＣＲ

３から選択された。図１は具体的選別法を示す。選別法

の要点は，培養液に一定濃度となるようＰｙｒを添加し，

徐々に濃度を上げつつ，長期間維持して生存虫体を得る，

ということである。熱帯熱マラリア原虫は48時間周期で

増殖するが，核酸合成は後半の24時間に偏って行われる

ため，形態学的には，薬剤投与初期段階でｒｉｎｇｆｏｒｍ

→trophozoite／schizontへの移行は可能だが，trop-

hozoite／schizont→ｒｉｎｇ期ではほとんどが死滅する。
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PZasmodium/tzZcipa7umFCR株からのｍｕｉｔｒｏピ

リメサミン耐性株の選択過程。メチルニトロニトロソグ

アニジン（ＭＮＮＧ）処理及び非処理原虫を様々な濃度

のピリメサミン存在下で培養し，耐性株クローンＤ１

からＤ８を得た。（）内は培養日数を示す。
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を用いた原虫株別ＤＨＦＲの解析・比較が行われる様に

なった。ＰＣＲ法の利点は，ＤＮＡ塩基配列の決定，制

限酵素によるマッピング，新しいベクター系への導入，

ハイブリダイゼーションのプローブとしてなど，目的標

的ＤＮＡの大量合成にある。ＰＣＲで増幅した原虫株別

ＤＨＦＲ遺伝子塩基配列の比較は，耐性に付随する点突

然変異の検出に役立つのみならず，その部位によっては

制限酵素による切断片のパターン比較によるＤＮＡ診

断も可能となる。

現在までに得られているＰｙｒ耐性株における点突然

変異に起因するＤＨＦＲの一次構造の変化を表ｌに示す

(TanakaetaZ.，1990ｂ；ＣｏｗｍａｎｅｔａＬ，1988)。結

論から言えば，Ｐｙｒ耐性株に特異的に認められる突然

変異部位は複数あり，いくつかの組合せにより耐性度の

増強が見られた。それらの突然変異によるアミノ酸の置

換はＤＨＦＲのＰｙｒとの結合に関わる三次元構造を変

化させるため，薬剤の阻害能力を減少・消失させると考

生存し，かつ増殖が認められる原虫をさらに限界希釈法

でサブクローニングし，耐性株のＦＣＲ３Ｄｌ～ＦＣＲ３

Ｄ８を得た。

ここで，特に留意すべき点は，(1)耐,性株の成長速度は

より遅く，しかも耐性度に比例するわけではない，

(2)revertant（復帰突然変異体）の発生一長期間Ｐｙｒ

非存在下で維持すると感受性株もしくはより耐性度の低

い株に逆行する場合がある，ということである。ＦＣＲ

３－，８株では，revertantの発生が認められた（Tanaka

etaZ.，1990a）ため，再びｌ×１０－６Ｍもしくは５×

10-6ＭのＰｙｒ存在下で３ケ月以上培養し，サブクロー

ニングを行ってあらたにＤ８ＬＤ８５を得た。

Ⅱ、Ｐｙｒ耐性株におけるＤＨＦＲ遺伝子の変化

1987年，マラリア原虫のＤＨＦＲの遺伝子の塩基配列

が明らかとなり（BziketaZ.，1987)，これによりＰＣＲ

法（polymerasechainreaction）（SaikietaZ.，1988）
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えられる。自然耐I性株ではAla-16及びAsn-lO8が必ず

認められ（ＰｅｔｅｒｓｏｎｅｔａＬ，1988)，これにIle-51や

Arg-59（PetersonetaZ.，1990）が付加することによっ

てより耐性となる，とされている。これに対して私達が

得たi7Mt7o耐性株においては，Ser-223に特異的変化

があり，ＦＣＲ３－Ｄ８５株にのみ，Asn-54の変化が追加し

て起こっている（TanakaetaZ.，l990a，ｂ)。

(第４染色体）に位置する。

ＰＦＧＥの応用により，マラリア原虫の染色体マッピ

ングが可能になると共に，さらに染色体組換え機構に肉

薄していく道が開けた。一度分離した染色体をアガロー

スゲルから切り出し，種々の制限酵素で処理後，再び

PＦＧＥによって細断片として次の実験に用いるのであ

る。この技法をＰｙｒ耐性マラリア原虫の染色体の解析

に用いたみた。その結果，いくつかの耐性株間の差によ

るＰＦＧＥの泳動パターンに大きな違い，つまり染色体

多型が認められた（図２）。なお，この現象の解析には

ｍＵｉｔ７ｏでの耐性株の選別が必須となる。というのは，

しぜんからの分離株では耐性となる前の元の感受性株と

耐性株との比較が不可能だからである。ＦＣＲ３とHon‐

duras-lとのパターンの差は，分離株の地理的差異を反

映し，感受性株と耐性株との比較は，第４染色体に起き

た選択的変化をよく示している。

Ｄ４～Ｄ６ではまだ染色体上の変化は認められないが，

Ｄ７では染色体サイズが約100Ｋｂほど増大し,ＤＨＦＲ

を含むかなり大きい部分が増幅している（図２）。しか

し，ここで，他の第４染色体特異的遺伝子をProｂｅとし

て，ＰＦＧＥ分離後の染色体サザンブロットハイブリダ

イゼーションを行った場合，ＤＨＦＲ遺伝子の増幅は認

められなかった。さらに，驚くべきことには，D81及び

D85では第４染色体が断裂し，結果として15本の染色体

を持つマラリア原虫が誕生するとともに,断裂してでき

た２本の染色体上に等しくＤＨＦＲ遺伝子が検出された

(図３)。D81とD85における解析は，重複するようになっ

た第４染色体が，それぞれ多型'性を示すと考えられる。

このような，染色体間にまたがる遺伝子のtranslocation

は未だ記載がない。

図３では，ＦＣＲ３とD81及びD85の重複染色体のマッ

ピングを示した。ＤＨＦＲは染色体のほぼ中央（centro-

mere）（図の白棒部分）に位置し，この部分はどの変異

染色体でもよく保持されていたが，終末部（telomere）

は高率に組換わっていた。この染色体組換えがどのよう

なシステムであるにせよ，かなり複雑な組換え機構が存

在するものと考えられる。

mPyr耐性株におけるＤＨＦＲ遺伝子の増幅

点突然変異とその組合せはＰｙｒ耐性をある程度説明

するが，ｍＵｉｔ７ｏ耐性株における耐性度の大きな差を説

明するにはそれ以外の機構もあると思える。Ｄ７，，８１

では，Ser-223の変化以外の何かが耐性度の上昇をもた

らしているはずである。メトトレキセー卜耐1性のＬｅｉｓｈ－

ｍａｍａや哺乳類細胞におけるＤＨＦＲ遺伝子の増幅は

よく知られている。従って，Ｐｙｒ耐性のマラリア原虫，

とりわけＤ７，，８１においてＤＨＦＲ遺伝子の増幅が起

こっているかどうかは興味深い。

マラリア原虫の染色体はパルスフィールド電気泳動

(PＦＧＥ）（後述）により分離できるので，この方法を

応用しＰｙｒ耐性原虫株においてＤＨＦＲ遺伝子の増幅

が染色体レベルの変化として見られるかどうか調べてみ

た。ＤＨＦＲ遺伝子をプローブに染色体とハイブリダイ

ゼーションを行ったところ，Ｄ７においてはＤＨＦＲ遺

伝子の局在する第４染色体において強いシグナルが得ら

れた（InselbrugetaZ.，1987)。第４染色体に属する

ＤＨＦＲ以外の他の遺伝子では増幅は認められなかった。

従って，Ｄ７においては，ＤＨＦＲの点突然変異と

ＤＨＦＲ遺伝子増幅の合併は確かに耐性度を上昇させる

と思える。しかし，他のＰｙｒ耐性株においてはＤＨＦＲ

遺伝子の増幅は認められず，マラリア原虫においてはこ

の遺伝子の増幅はＰｙｒ耐性の獲得の主たる機序ではな
いと考えられる。

Ⅳ、Ｐｙｒ耐性株における染色体の多型

SchwartzとCantor（1984）により，アガロースゲ

ルを用いた簡便な巨大ＤＮＡの分離法が紹介された。

この手法はパルスフィールド電気泳動（ＰＦＧＥ）と呼

ばれ，装置の改良も加えて現在広く使用されている。電

圧による刺激方向を変化させつつ，巨大分子ＤＮＡを

少しずつ形を変えてアガロースのメッシュをゆっくり通

していく，というのがおおよその原理である。マラリア

原虫染色体のＰＦＧＥによる分離はＶａｎｄｅｒＰｌｏｅｇら

(1985）により初めて行われた。現在，分離精度向上の

ための条件が検討されて，より明解な分離が可能となっ

た。１４本の染色体は，サイズの小さなものから順（0.8

～3.5Ｍb）に番号がつけられ，ＤＨＦＲはその４番目

おわりに

マラリア原虫のＰｙｒ耐性の分子機序をｍｕｊｔ７ｏの系
において調べてみると，点突然変異，ＤＨＦＲ遺伝子の

増幅”染色体の多型という様々なレベルにおいて原虫は

薬剤というひとつの選択圧に対応できることがわかった。

自然におけるＰｙｒ耐性株には染色体の多型を示すもの
はまだ発見されていないので，本研究の知見がどの程度

本来の原虫の姿を描き出しているのかはわからない。し

かし，その反面，本研究からは，原虫がいとも簡単に人
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応する染色体を灰色で示している。
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間の作り出す選択圧（薬剤）に適応するポテンシャルを

有していることがわかる。この意味において，原虫の薬

剤耐性獲得機序のより一層の解明は将来効果的なマラリ

ア剤開発の基礎となるものと考える。
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