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要旨 

 

マラリア原虫のミトコンドリア電子伝達系は有望な薬剤標的である。複合体

II の遺伝子破壊は赤内型で増殖遅延、蚊体内の原虫に対し致死的であり、複合

体 IIIは抗マラリア薬であるアトバコンの標的であることが報告された。この様

に複合体 IIと複合体 IIIはマラリアの制圧のための格好の薬剤標的である。 

私はこの 2 つの酵素に対する阻害剤シッカニンを見出した。シッカニンは複

合体 II を nM オーダーで、複合体 III を µM オーダーで阻害した。さらに、熱

帯熱マラリア原虫の増殖も阻害した。 

これらの結果より、シッカニンはマラリア患者の治療薬およびマラリア伝播

阻止薬として有望な阻害剤であり、マラリア原虫の複合体 II を阻害する初めて

の阻害剤であることを見出した。 
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略語 

ABS   Absorbance 

ADP Adenosine diphosphate  

ATP   Adenosine triphosphate 

DCIP    2,6-dichloroondophenol 

DHO  Dihydroorotate 

DHODH  Dihydroorotate dehydrogenase 

DHAP Dihydroxyacetone phosphate 

DMSO Dimethyl sulfoxide 

DNA   Deoxyribonucleic acid 

EFT  Electron transfer flavoprotein 

G3P  Glycerol-3-phosphate 

IC50     50% inhibitory concentration 

NADH   Nicontinamide adenine dinucleotide 

NAD+ Oxidized nicotinamide dinucleotide 

NBF  Nitroblue formazan 

NBT  Nitroblue tetrazolium chloride 

P5C  (S)-1-pyrroline-5-carboxylate 
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Pi  Inorganic phosphate 

PIPES   Piperazine-1,4-bis(2-ethanesulfonic acid) 

Q  Ubiquinone 

QH2  Ubiquinol 

RNA   Ribonucleic acid 

TCA    Tricarboxylic acid 

TTFA   Thenoyltrifluoroacetone 
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１．序章 

1-1.マラリア 

 マラリアは Plasmodium 属のマラリア原虫により引き起こされる寄生虫症で、

World Malaria Report 2015によると、2014年のマラリア感染者は 2億 1,400

万人、死者は 483,000 人と推定されているが、実際の数字ははるかに高い。ま

た、マラリアによる死者のほとんどはアフリカの 5 歳以下の子供たちである

(1)(図 1)。ヒトに寄生するマラリア原虫は熱帯熱マラリア原虫(Plasmodium 

falciparum)、三日熱マラリア原虫(P. vivax)、四日熱マラリア原虫(P. malariae)

と卵形マラリア原虫(P. ovale)の 4 種である。この中で最も重篤な症状を引き起

こすのが、熱帯熱マラリア原虫である。近年サルマラリア原虫の一種である P. 

knowlesi のヒトへの感染が報告され、第 5 のヒトマラリアとして提唱されてい

る(2)。 

 マラリアの治療は、有効なワクチンが未だに開発されておらず化学療法に依

存している。現在の治療法はアルテミシニンまたはその誘導体と薬剤標的が異

なり半減期の長い抗マラリア薬との組み合わせであるアルテミシニン併用療法

(Artemisinin Combination Therapies : ACT)が主流となっている。しかし、東

南アジアのカンボジア、ミャンマー、ラオス、タイ、ベトナムでアルテミシンに

対する薬剤耐性熱帯熱マラリア原虫の出現が報告され、特にカンボジアとタイ
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の国境付近ではアルテミシン耐性に加え、多剤耐性熱帯熱マラリア原虫が蔓延

している(3)。既存の抗マラリア薬とは作用機序が異なる新規抗マラリア薬の開

発が急務となっている。 

 

１-2.マラリア原虫の生活環 

 

 マラリア原虫は Anopheles 属のハマダラカによりヒトへと媒介される。マラリ

ア原虫を保有するハマダラカの吸血時に、唾液と共にヒト体内にスポロゾイト

が侵入する。数分以内にスポロゾイトは血流によって肝臓に運ばれ、肝細胞に侵

入する。肝細胞内でシゾゴニーにより数千から数万個のメロゾイトを形成する。

そして、肝細胞を破壊して血流にメロゾイトを放出する。次にメロゾイトは赤血

球に侵入し、赤血球内で無性生殖を行いリング、トロホゾイト、シゾントを経て

赤血球を破壊しメロゾイトを放出して、これがまた次の未感染赤血球に侵入す

る。この時期の原虫は赤内型と呼ばれ、ヒトに重篤なマラリア症状を引き起こす

ため、薬剤による治療の対象となっている。赤内型の一部の原虫は有性生殖世代

であるミクロガメトサイト(雄)および、マクロガメトサイト(雌)へと分化する。

雌雄のガメトサイトがハマダラカの吸血時に体内に取り込まれることでガメー

トへ分化する。ミクロガメトサイトは鞭毛を放出して、運動能を持つ 8 個のガ
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メートへ分化する。受精した雌性のガメートはザイゴートとなり、ザイゴートは

オーキネートへと分化する。運動性を持ったオーキネートは蚊の中腸上皮細胞

を通過し、その基底膜上でオーシストを形成する。オーシスト内でスポロゾイト

が形成され、放出されたスポロゾイトは唾液腺に移動して、吸血時に再びヒト体

内に侵入して、新たな感染が成立する(図 2)。この様に複雑な生活環を持つため

に、マラリアの制圧は困難を極めている。現在、マラリア制圧に向けて、症状を

引き起こす赤内型ステージのみならず、マラリアの伝播に非常に重要なガメト

サイトまたは、蚊体内のステージを標的とする伝播阻止薬及びワクチンの必要

性が提唱されている(4)。さらに、三日熱マラリア原虫は肝細胞内で休眠体(ヒプ

ノゾイト)を形成し、再燃を引き起こす。このため、再燃防止のため肝細胞内の

原虫にも効果がある抗マラリア薬の開発も必要とされている。 

現在、新規抗マラリア薬に必要とされている特性は、「併用療法の選択可能」、

「血中期における、解熱を目的とした単回投与・長時間作用型の分子製剤」、「肝

内期における、感染及び再発防止薬」、「配偶子を死滅させ、伝播を阻止する分子

製剤」の 4つである(1)。 
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1-3.マラリア原虫のミトコンドリア 

 

 赤内型のマラリア原虫のミトコンドリアは 1 原虫当たり 1 つ観察される。他

の生物同様に独自のゲノムを所有しているが、サイズは 6 kbp と非常に小さく

今まで報告されているミトコンドリアゲノムの中では最小である(5)。さらに、

赤内型の原虫ではミトコンドリアはクリステ構造が発達していないが(6)、有性

生殖世代であるガメトサイトでは発達したクリステ構造が観察されている(7)。

一般的に、ミトコンドリアは TCA 回路と電子伝達系及び ATP 合成酵素による

ATP産生の場であるが、赤内型のマラリア原虫の場合、ATP合成は解糖系に依

存していることが明らかとなっている(8)。そのため、マラリア原虫のミトコン

ドリアの機能及び生理的役割の全容はまだ明らかになっていない。 

 

1-4.マラリア原虫のミトコンドリア電子伝達系 

 

 寄生虫のエネルギー代謝は多様性に富み、宿主と異なることから有望な薬剤

標的と考えられている(9, 10)。宿主であるヒトの電子伝達系は複数のユビキノン

還元酵素、すなわち複合体 I (NADH-ubiquinone reductase)(11)、複合体 II (succinate-

ubiquinone reductase : SQR)(12)、Dihydroorotate dehydrogenase (DHODH)(13)、
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glycerol-3-phosphate dehydrogenase (G3PDH)(14) 、 electron transfer 

flavoprotein:ubiquinone oxidoreductase (ETFDH)(15) 、 proline dehydrogenase 

(PRODH)(16)、sulfide:quinone oxidoreductase (SQOR)(17)をから構成されている。

これら酵素は電子をユビキノンプール(Q-プール)に伝達する(図 3A)。一方、マラ

リア原虫のユビキノン還元酵素は 2型 NADH dehydrogenase (NDH2)とヒトのゲ

ノムには存在しない malate-quinone oxidoreductase (MQO)、構造と生化学的特性

が大きく異なった複合体 II、DHODH、さらにマラリア原虫内で機能が未だに明

らかにされていない G3PDH から構成されている(18, 19)。これら酵素により取

り出された電子は複合体 III (cytochrome bc1 complex)と cytochrome c、複合体 IV 

(cytochrome c oxidase)を介して、最終的に酸素に受け渡される(図 3B)。複合体 I、

複合体 IIIと複合体 IV によって生じたプロトン濃度勾配(マラリア原虫の場合は

複合体 IIIと複合体 IV)を利用し複合体 V (FoF1 ATP synthase)が ATPを合成す

る。ミトコンドリア呼吸鎖複合体は全て膜貫通タンパク質であり、複数のサブユ

ニットから構成されるが、複合体 II を除くユビキノン還元酵素群は全てシング

ルサブユニットのタンパク質である。 
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1-4-1.DHODH (Dihydroorotate dehydrogenase) 

 

 赤内型でのマラリア原虫のミトコンドリア呼吸鎖の薬剤標的は DHODH と複

合体 III であり(20, 21)、この呼吸鎖は両酵素が関与するピリミジン生合成のた

めのみに必須であると報告された(22)。マラリア原虫は宿主であるヒトとは異な

り、ピリミジンサルベージ経路に関する遺伝子を欠損しており、DNA と RNAに

必要なピリミジンは de novoの生合成に依存している(18, 23)。マラリア原虫の

DHODHはミトコンドリアの内膜に局在しており、ジヒドロオロト酸をオロト酸

に変換し、ユビキノンに電子を受け渡すピリミジン生合成の４番目の反応を触

媒する。その還元されたユビキノンであるユビキノールは複合体 IIIによって再

酸化される(図 3 B)。このために、複合体 III はピリミジン生合成に関与し赤内

型のマラリア原虫の増殖に必要不可欠であると考えられている。現在、臨床で使

用されているアトバコンは複合体 III の cytochrome b を標的としている(24)。

また、第二相試験まで進んでいる DSM265 は DHODHを標的としている(Clinical 

Trials.gov Identifier: NCT02123290)(25)。この様に、DHODH と複合体 III は新規

抗マラリア薬の格好の薬剤標的である。 

 Lactococcus lactis、Trypanosoma spp と Saccharomyces cereviceae は可溶性の

DHODH を持ち、ミトコンドリア電子伝達系への電子の授受は行われておらず、
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ユビキノンの代わりにフマル酸を電子受容体としている(26, 27)。また、この可

溶性 DHODH はミトコンドリア DHODH の阻害剤に対し非感受性である。この

S. cereviceaeの可溶性 DHODH (yeast DHODH)を熱帯熱マラリア原虫に発現する

と、DHODH と複合体 III の阻害剤アトバコンに対し、感受性が低くなる(22)。

この結果から、マラリア原虫のミトコンドリア電子伝達系は TCA 回路や ATP

産生ではなくピリミジン生合成のみに必須であると結論付けられた。 

 

1-4-2.MQO (Malate-quinone oxidoreductase) 

 

 2015 年にユビキノン還元酵素の 1 つである MQO と TCA 回路の酵素である

fumarate hydratase (FH)の遺伝子破壊により、これらの酵素が赤内型のマラリア原

虫の生存増殖に必須であることが報告された(28)。MQO はリンゴ酸をオキサロ

酢酸に変換し、その際の還元力をユビキノンに伝達する。また FH はフマル酸を

リンゴ酸に変換する反応を触媒する。これら二つの酵素は TCA回路系の機能に

関与しているが、その重要性は TCA 回路よりもフマル酸代謝に関わっていると

考えられている(29)。マラリア原虫の遺伝子は DNA と RNA を合成するための

プリン生合成経路の酵素を欠損しており、宿主であるヒトからプリン前駆体を

取り込むプリンサルベージ経路によってプリン塩基の生合成を行っている(30)。



13 

 

その時にサイトゾルで産生されるフマル酸がミトコンドリアに移動して、FHに

よりリンゴ酸に変換し、次にこれが MQOによりオキサロ酢酸に変換される。オ

キサロ酢酸はミトコンドリアからサイトゾルに輸送され Aspartate 

aminotransferase によりアスパラギン酸に変換され、プリンサルベージ経路に取

り込まれる。このフマル酸代謝のため赤内型のマラリア原虫の MQO、FH は生

存に必須であると考えられている(28, 29)。また、マラリア原虫の MQO はミト

コンドリア内膜に局在し、ミトコンドリア呼吸鎖に電子を伝達しているが、宿主

であるヒトではリンゴ酸の還元系はミトコンドリアマトリックスに局在してお

り、電子受容体として NAD+を利用する。この様に MQOは宿主であるヒトには

存在せず、また赤内型のマラリア原虫の生存に重要なため格好の薬剤標的と考

えられている。しかし、ミトコンドリアに局在する MQOに関する生化学解析は

行われておらず、MQOに対する阻害剤も見出されていない。 

 

1-4-3.複合体 III (cytochrome bc1 complex) 

  

複合体 IIIはミトコンドリアの電子伝達系において、中心的な役割を担いユビキ

ノールを酸化してユビキノンに変換する反応を触媒し、キノールからの電子を

cytochrome cに受け渡す働きを行う。その複合体 IIIの触媒部位は 3つのサブユ
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ニットである cytochrome b、cytochrome c1、Rieske iron-sulfur protein ([2Fe2S], ISP)

から構成されている。複合体 IIIは 2つのキノン結合部位である Qo 部位(Quinol 

oxidation site)と Qi部位 (Quinone binding site)を持つ。アンチマイシン Aは Qi 部

位に結合し、スチグマテリンとミキソチアゾールは Qo部位に結合することで複

合体 III の機能を阻害する(31, 32)。抗マラリア薬であるマラロンの主成分アト

バコンは複合体 IIIの阻害剤で、Qo部位を構成する cytochrome bに結合して低

濃度で複合体 IIIを阻害する(24, 33)。しかし、Qo部位はミトコンドリアゲノム

にコードされており、遺伝子変異が起きやすく、アトバコンに対する薬剤耐性株

が短期間で出現した(34)。そのため、アトバコンは単独投与ではなく、マラリア

原虫の葉酸代謝に重要である Dhidrofolate reductase (HDFR)の阻害剤であるプロ

グアニルと併用で使用されている(35)。マラリア原虫の複合体 III は阻害剤の感

受性が哺乳類の複合体 IIIと異なるため、有望な薬剤標的であり、現在、核ゲノ

ムにコードされている遺伝子変異の頻度が低い Qi部位に対する阻害剤の研究が

行われている(21)。 
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1-4-4.NDH2 (2型 NADH dehydrogenase) 

 

 NDH2 はシングルサブユニットの酵素で、哺乳類のミトコンドリア複合体 I

と同じ反応を触媒するがプロトンポンプの機能は持っておらず、複合体 I に特

異的な阻害剤であるロテノンに対して感受性が低い(36)。マウスマラリア原虫で

ある P. berghei において、NDH2の遺伝子破壊株は、赤内型の原虫では生存可能

であるが、蚊ステージでオーシスト形成ができなくなることが報告された(37)。

このことから、NDH2 は昆虫ステージで必須であることが示された。一方、熱帯

熱マラリア原虫の NDH2 に対する特異的な阻害剤である CK-2-68 (IC50=16 nM)

は熱帯熱マラリア原虫 3D7 株の増殖を低濃度(IC50=31 nM)で阻害することが報

告された(32, 38)。それに加え、NDH2の特異的な阻害剤と複合体 IIIの阻害剤

であるアトバコンを組み合わせ、熱帯熱マラリア原虫に対する阻害効果を検討

すると、アトバコンの阻害効果が増大することが報告された(39)。これらの結果

により、熱帯熱マラリア原虫の NDH2 は必要不可欠であると考えられたが、実

際には CK-2-68 は複合体 III も阻害し(IC50=500 nM)、yeast DHODH 発現マラリ

ア原虫では CK-2-68に対して感受性が低くなることから、標的は NDH2に加え

て、複合体 IIIであると報告されている(38)。以上の現状から、熱帯熱マラリア

原虫の NDH2 の詳細な解析が必要とされている。 
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1-4-5.複合体 II (succinate-ubiquinone reductase :SQR) 

 

 ミトコンドリアの複合体 II は好気的エネルギー代謝では TCA 回路と電子伝

達系を結ぶ酵素でコハク酸からユビキノンに電子を受け渡し、フマル酸を生成

する酵素である(40)。複合体 II の構成サブユニットは生物種によって大きく異

なる。哺乳類の複合体 IIは flavoprotein (Fp)、iron-sulfur cluster protein (Ip)、2個

の膜アンカーサブユニットである cytochrome b large (CybL)と small (CytbS)の 4

個のサブユニットから構成されている(40)。それに対して、植物の複合体 IIは 8

個のサブユニット、トリパノソーマでは 12個のサブユニットから構成されてい

る(41, 42)。当研究室の以前の研究によると、マウスマラリア原虫の P. yoelii 

yoelii は複合体 II のサブユニットは 4 個からなると示唆されたが(43)、マラリ

ア原虫では膜アンカーサブユニットである CybLと CybSが他の生物種とアミノ

酸配列が異なると考えられ、未だに同定されていない(44, 45)。当研究室が北里

研究所との共同研究で発見した複合体 II の強力な阻害剤であるアトペニン A5

は哺乳類、蠕虫と細菌の複合体 II に対し非常に低い濃度で阻害するにも関わら

ず、マラリア原虫の複合体 IIは、感受性が低い(46, 47)。さらに、マラリア原虫

の複合体 IIは既存の複合体 IIの阻害剤(マロン酸、TTFA、カルボキシン)に対し

ても感受性が低い(表 1)(43, 47)。TTFA、アトペニン A5 とカルボキシンは、ユ
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ビキノン結合部位に結合するため、マラリア原虫の複合体 II のユビキノン結合

部位の構造が哺乳類または他の生物種と大きく異なることを示している。この

ために、マラリア原虫の複合体 IIに対する特異的阻害剤は見出されていない。 

 熱帯熱マラリア原虫と P. berghei において、複合体 IIの構成サブユニットであ

る Fpサブユニットの遺伝子破壊の結果から、赤内型では生存に必須ではないこ

とが明らかとなった(48, 49)。一方、蚊体内のステージでは P. berghei の複合体 II

遺伝子破壊による明確な影響が観察され、オーシスト形成ができなくなること

が明らかとなった (48)。この結果から、複合体 IIは蚊体内のステージでは必須

であるため、伝播阻止薬の薬剤標的と考えられている。 

しかし、赤内型において、熱帯熱マラリア原虫と P. berghei の複合体 II の Fp

サブユニットの遺伝子破壊株は増殖遅延を引き起こした。その増殖遅延は、基質

であるコハク酸の添加によって回復することが明らかとなった(49)。フマル酸で

は増殖遅延が回復しなかったことから、赤内型では succinate-ubiquinone 

reductase(SQR)ではなく quinol-fumarate reductase (QFR)として機能していると考

えられた(図 4)。さらに、熱帯熱マラリア原虫のミトコンドリア画分を用いた研

究によると dihydroorotate の添加による酸素消費は観察されたが(DHODH – 

ubiquinone – Complex III – cytochrome c –Complex IVの複合活性)、コハク酸

の添加による酸素消費は見られなかった(Complex II – ubiquinone – Complex 
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III – cytochrome c –Complex IVの複合活性)。それに加え、DHODHによる酸素

消費はフマル酸によって阻害されることが明らかとなり、ミトコンドリア呼吸

鎖においても、複合体 IIは SQRではなく QFRとして機能していると考えられ

た(50)。これら二つの報告により、赤内型のマラリア原虫において複合体 II が

QFR として機能していることが示された。それに加え、熱帯熱マラリア原虫の

ATP 合成は in vitro 培養では解糖系に依存していると考えられているが、Daily

らが、マラリア患者由来の熱帯熱マラリア原虫の遺伝子発現解析を行ったとこ

ろ、発現パターンが in vitro 培養と同様に解糖系に依存した発現パターンと TCA

回路、電子伝達系に依存した発現パターンが得られた(51)。この報告によりヒト

体内の熱帯熱マラリア原虫は、in vitro 培養の熱帯熱マラリア原虫とエネルギー

代謝が異なり、TCA 回路とミトコンドリア電子伝達系を直接つなぐ複合体 IIの

機能がヒト体内では重要な役割を担っていると考えられている。しかし、in vitro

と in vivoにおける複合体 IIの生理的意義について明確な結論は未だに得られて

いない。 

 

1-5.シッカニン 

 

 本研究の目的は、マラリア原虫の複合体 II 特異的な阻害剤を探索して、ケミ
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カルバイオロジーによるアプローチにより、複合体 II の機能と生理的意義を明

らかにすること、また複合体 II を標的とした新規抗マラリア薬および新規マラ

リア伝播阻止薬の開発である。そこで、着目した化合物がシッカニンである。シ

ッカニンはHelminthosporium siccansから単離された化合物で、真菌の複合体

II を阻害し、すでに臨床では足白癬の治療薬として使用されていた(図 5)(52)。

当研究室の結果から、シッカニンは真菌である Trichophyton mentagrophyteや

緑膿菌(Pseudomonas aeruginosa)の複合体 IIを nMオーダーで阻害するが、ブ

タのミトコンドリアや大腸菌 Escherichia coli の複合体 II は阻害しない、種特

異的な阻害剤であることが判っている(表 2)。さらに、シッカニンはアトペニン

A5 に対し 300 倍高い IC50を示し感受性の低い Leishmania tarentolae の複合

体 II を 0.19 µM で阻害することが明らかとなっている(二橋 望,2015 年,博士

論文)。また、そのシッカニンの阻害機構は複合体 IIのキノン結合部位に結合す

ることでユビキノンに対して競合阻害を示すことが明らかとなっている(53)。こ

れらの理由により、シッカニンが熱帯熱マラリア原虫の複合体 II の活性を阻害

する可能性があると考えた。そこで、このシッカニンによる熱帯熱マラリア原虫

の複合体 IIの阻害について検討した。 
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2.材料と方法 

2-1.化合物及び試薬 

 

シ ッ カ ニ ン ((1S,4R,12S,15Sm20R)-8,16,16-tremethyl-3,11-

dioxapentacyclo[10.7.1.01,15.04,20.05,10] icosa-5,7,9-trien-6-ol)とシッカニン誘導体

(SD1、SD2、SD3、SD4、SD5 と SD6)は第一三共株式会社から供与された(図

5)。アトバコンは USP PROCVILLE and ICN Biomedical Inc.から購入した。その他

の試薬は、記述がない限りシグマ・アルドリッチから購入した。 

 

2-2.熱帯熱マラリア原虫の培養 

 

   Tragerと Jensenらの方法に従い、熱帯熱マラリア原虫 3D7株、K1(クロロ

キン耐性 )株と Dd2(多剤耐性 )株を培養した (54)。培地は RPMI1640 培地

(Invitrogen)に終濃度 25 mM NaHCO3、10 mg/l hypoxanthine、25 mg/l gentamicin 

sulfate、ヘマトクリット値 3 % A型ヒト赤血球と 0.5 %(w/v) Albumax II (Invitrogen)

を添加し、これを完全培地として培養に使用した。培養はマルチガスインキュベ

ーターMG-70M(Taitec)、37℃、5 % CO2、5 % O2、90 % N2下で行った。培地は毎

日、新しい培地に交換した。感染率(Parasitemia)(%)の測定はギムザ染色による薄
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層標本にて光学顕微鏡下で行った。 

  複合体 IIの flavoprotein (Fp) subunit (Δpfsdh)遺伝子破壊株とコントロー

ルとして Fp 遺伝子の全長配列を組み込んだ熱帯熱マラリア原虫(full-length)株

は選択マーカーとして、human DHFR を持つため完全培地にマラリア原虫の

DHFRを阻害するWR99210 (Jacobus Pharmaceuticals)を終濃度 5 nM 加えて、培

養した。実験で使用した赤血球は日本赤十字社から譲渡された A 型ヒト赤血球

を使用し、東京大学医学部倫理委員会の承認を得て実験を行った(No. 10050)。 

  熱帯熱マラリア原虫の同調培養は、5 %(w/v)ソルビトール処理、10 分間行っ

た(55)。 

 

2-3.N2 cavitation 法による粗ミトコンドリア画分の調製 

 

N2 cavitation 法は Takashima らの方法に従った(50)。5 % (w/v) D (-)ソルビト

ール処理を行った熱帯熱マラリア原虫 3D7 株を培養液 600 ml で 64 時間培養し

トロホゾイトステージに同調させた。感染赤血球を 800×g、5分、4 °C で回収し

た。感染赤血球を AIM buffer [120 mM KCl、20 mM NaCl、10 mM PIPES、1 mM 

MgCl2、5 mM glucose; pH6.7]で洗浄後、0.075 % (w/v)サポニン/AIM、室温で 5 分

反応させ溶血させた。原虫を 5,800×g、4 °C、10分で遠心し回収したのち、AIM 
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buffer で 3 回、2780×g、7 分、4 °C で遠心し、洗浄した。原虫を 1 mM 

Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)を含む MSE buffer (225 mM manitol、75 mM 

sucrose、0.1 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)、3 mM Tris (hydroxymethyl) 

aminomethane-HCl;pH7.4)に懸濁した。細胞破砕は N2 cavitation 法により行った。

4639 Cell Disruption Bomb (Parr, USA)を用い 1,200 psi、20分、4 °C、N2ガス下で

静置した後、急速に大気圧下に戻して細胞破砕を行った。800×g ,5分、4 °C で遠

心し、未破壊細胞を取り除いた。上清は 5,000×g、20分、4 °C で遠心し、遠心後

の上清を取り除き、200-400 μl MSE buffer で懸濁しこれを粗ミトコンドリア画分

とした。粗ミトコンドリア画分のタンパク質濃度は Bradford 法 [Bio-Rad protein 

assay kit Bio-Rad laboratories Inc. Japan] により求めた。検量線はウシ血清アルブ

ミンを使用した。 

 

2-4.熱帯熱マラリア原虫のミトコンドリア呼吸鎖酵素の活性測定 

 

SQR、DHODH、MQO、NDH2、G3PDHと dihydroorotate-cytochrome c (DHO-cyt 

c) reductase 活性は(43, 56)の方法に従い、分光光度計 V-660 spectrophotometer 

(JASCO) を 使 用 し 酵 素 活 性 を 測 定 し た 。 SQR 活 性 は 4.5 µM 2,6-

dichlorophenolidophenol (DCIP)、100 µM ubiquinone-2 (UQ2)、2 mM KCN と 50 mM 
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potassium phosphate; pH8.0 の 1 ml 反応液中、25℃で測定した。DHODH、MQOと

G3PDH活性は 4.5 µM DCIP、100 µM ubiquinone-2 (UQ2)、2 mM KCN と 30 mM 

Tris-HCl; pH8.0 の 1 ml 反応液中、25℃で測定した。SQR、DHODH、MQO と

G3PDH 活性はそれぞれの基質である終濃度 10 mM コハク酸ナトリウム、500 

µM L- dihydroorotate、10 mM リンゴ酸ナトリウムと 500 µM glycerol-3-phosphate

を加えた後、還元された DCIP の吸光度変化を波長 600 nm で測定した。 

NDH2活性は 100 µM ubiquinone-1 (UQ1)、2 mM KCNと 50 mM potassium phosphate 

(pH8.0)の 1 ml 混合液を 25℃で測定した。NDH2 活性は基質である終濃度 20 µM 

NADHを添加後、NADHの吸光度変化を波長 340 nm で測定した。 

 DHO-cyt c 活性は DHODH と複合体 IIIの複合活性で、マラリア原虫の複合体

IIIの評価系に用いられる(33, 56)。DHO-cyt c活性は 20 µM cytochrome c、2 mM 

KCNと 30 mM Tris-HCl (pH8.0) の 1 ml 反応液中、25℃で測定した。DHO-cyt c

活性は終濃度 500 µM L-dihydroorotateを添加後、cytochrome cの還元を波長 550 

nm で測定した(図 6)。DMSO に溶解した各濃度シッカニンと終濃度 10 µMシッ

カニン誘導体を混合液に添加した。また、コントロールとして終濃度 0.1 % 

(v/v)DMSOを使用した。IC50は 4係数ロジスティクス曲線により求め、解析ソフ

トは GraphPad Prism®ver.6.01(有限会社エムデーエフ)を使用した。 

2-5.シッカニンの培養型熱帯熱マラリア原虫への影響の検討 
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 感染率 2.0 %の 5 %(w/v)ソルビトール処理した熱帯熱マラリア原虫 3D7株を

1 mL、24ウェルプレートで培養した。培養液に終濃度 50 µM シッカニンを加え

て、16、24、36、48 時間ごとにギムザ染色により光学顕微鏡下で感染率を測定

した。Control として終濃度 0.1 % (v/v) DMSO を使用した。 

 

2-6.LDHアッセイによるシッカニンの抗マラリア活性の測定 

 

 感染率 0.3 %の 5 %(w/v)ソルビトール処理した熱帯熱マラリア原虫 3D7、K1、

Dd2、Δpfsdh、full-length 株を 100 µl、96 ウェルプレートを使用し、培養した。

培養液に各濃度シッカニンと Negative control として、終濃度 0.2 %(v/v)DMSO、

Positive control として終濃度 10 µM クロロキンを添加した。熱帯熱マラリア原虫

に対するシッカニンの阻害率(%) (% inhibition)を Lactate dehydorogenase (LDH)

アッセイにて算出した。培養 72 時間後、培養液に冷却した Phosphate buffered 

saline (PBS)を各ウェル当たり 200 µl 加えた。1,300×g、10分、4℃で遠心し、上

清を各ウェル当たり 240 µl ずつ取り除いた。その培養液を-30℃のフリーザーに

静置し、24 時間後、室温に戻して溶血させた。LDH buffer [0.2 mg/ml nitro blue 

tetrazolium chloride (NBT)、10 units/ml Diaphorase、0.5 mg/ml 3-acetylpyridine adenine 
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dinucleotide (APAD)、0.25 % (v/v) Triton X-100、50 mM sodium-L-lactate、100 mM 

Tris-HCl ; pH 8.0]を各ウェル当たり 100 µl 加えた。室温、20分、遮光下で反応さ

せ、SpectraMax® Paradigm にて、波長 650 nmで測定した(57)(図 7)。IC50は 4係

数ロジスティクス曲線により求め、解析ソフトは GraphPad Prism®ver.6.01(有限

会社エムデーエフ)を使用した。阻害率 (%) (% inhibition)は下記の式により算出

した。 

% inhibition =
ABS650 (test) − ABS650 (Negative control)

ABS650(positive control) − ABS650 (Negative control)
 

 

 

2-7.ブタミトコンドリア NADH-cytochrome c reductase活性の測定 

 

 ブタミトコンドリアは (58)の方法により調製した。NADH-cytochrome c 

(NADH-cyt c)活性は 20 µM cytochrome c、1 mM MgCl2、2 mM KCN と 30 mM 

potassium phosphate (pH7.5) の 1 ml 反応液中、25℃で測定した。NADH-cyt c活性

は終濃度 20 µM NADH を添加後、cytochrome c の還元を波長 550 nm で測定し

た。DMSO に溶解した各濃度のシッカニンを反応液中に添加した。また、コン

トロールとして終濃度 0.1 %(v/v) DMSO を使用した。IC50は 4係数ロジスティク

ス曲線により求め、解析ソフトは GraphPad Prism®ver.6.01 を使用した。 
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2-8.細胞毒性試験 

 

 ヒト結腸腺癌由来細胞(Human colorectal adenocarcinoma cells: (DLD-1)) (Taiho 

Pharmaceutical Company)とヒト皮膚線維芽細胞(Human Dermal Fibroblasts: (HDF)) 

(Taiho Pharmaceutical Company)はそれぞれ非働化した 10 % (v/v) ウシ胎児血清

(FBS)を含む RPMI1640 培地と DMEM/F12 (1:1)培地で、5%CO2、37℃条件下で

CO2インキュベーター(ACI-165D,ASTEC)にて培養した。 

 細胞毒性試験はWST-8アッセイにて行った。DLD-1細胞とHDF細胞を 5,000 

cells/ウェルになるように 96ウェルプレートに 100 µl 播種し、24時間培養した。

培養後、PBS で洗浄し、それぞれに新しい RMPI1640 培地または DMEM/F12 (1:1)

培地を添加した。各濃度のシッカニンとコントロールとして 1 %(v/v)DMSO を加

え、48 時間培養した。培養後、PBS で洗浄し、新しい RMPI1640 培地または

DMEM/F12 (1:1)培地を添加した。CCK-8 (cell counting kit-8 : 同仁科学研究所)を

各ウェル当たり 10 µl添加し、1-4時間培養した。培養後、SpectraMax® Paradigm

にて、波長 450 nm で測定した。IC50は 4係数ロジスティクス曲線により求め、

解析ソフトは GraphPad Prism®ver.6.01 を使用した。増殖率 (%) (% Growth)は下

記の式により算出した。 

% Growth =
ABS450 (test) − ABS450 (Blank)

ABS450 (DMSO) − ABS450 (Blank)
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2-9.シッカニンとアトバコンによる薬物相互作用試験 

 

 シッカニンとアトバコンによる薬物相互作用試験はイソボログラム解析によ

り行った(59, 60)。感染率 0.3 %の 5 %(w/v)ソルビトール処理した熱帯熱マラリ

ア原虫 3D7株を 100 µl、96ウェルプレートを使用し、培養した。各濃度アトバ

コンと終濃度 10 µM、7.5 µM、5.0 µM、2.5 µM、1.0 µM、0.5 µM シッカニンを

それぞれ組み合わせて培養した。培養 72時間後、LDHアッセイにてそれぞれの

IC50を求めた。FIC (Fractional inhibitory concentration)は下記の式により算出した。 

FIC =
IC50 of Compound  in mixture

IC50 of Compound alone
 

Combination Index (CI)は下記の式に算出した。 

CI =
IC50 of Atovaquone in mixture

IC50 of Atovaquone alone
+

IC50 of Siccanin in mixture

IC50 of siccanin alone
 

CI > 1 は相乗効果、CI = 1は相加効果、CI < 1 は拮抗効果を示す。 
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3.結果 

3-1.複合体 IIに対するシッカニンの効果 

 

 シッカニンは真菌の複合体 II の強力で選択性の高い阻害剤であり、臨床では

足疥癬の治療薬(タックル®第一三共)として使用されていた(61)。また、シッカ

ニンは種特異性も高く、緑膿菌 P. aerginosa、P. putida、ラットとマウスの複合体

IIは阻害するが、E. coli、Corynebacterium glutamicum、ブタの複合体 IIは阻害し

ないことが報告されている(53)。そこで、シッカニンによる熱帯熱マラリア原虫

のミトコンドリア複合体 IIの阻害について、熱帯熱マラリア原虫 3D7 株から調

製した粗ミトコンドリア画分を調製し、酵素レベルで調べた。熱帯熱マラリア原

虫の複合体 IIは QFR 活性と機能している可能性が示されているが(49, 50)、未だ

に低電位キノンが同定されていないため、QFR 活性の測定はできていない。一

方、熱帯熱マラリア原虫の SQR 活性の測定はされており(50)、また SQR 活性の

阻害剤は、QFR 活性の阻害効果と相関があることが報告されている(62)。これら

の理由により複合体 IIの SQR 活性を測定した。その結果、シッカニンは複合体

II の SQR 活性を低濃度で阻害した。また、生物医化学教室が所有するキノン結

合部位阻害剤では、シッカニン以外に熱帯熱マラリア原虫の複合体 IIの SQR 活

性を低濃度で阻害する阻害剤を見出すことはできなかった。興味深いことに、シ
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ッカニンによる阻害様式は典型的な二相性の阻害様式を示して、IC50は第一相で

は 0.016±0.006 µM、第二相では 8.93±2.44 µMを示した(図 8)。さらに、シッカニ

ンによる他のマラリア原虫ミトコンドリアに局在するユビキノン還元酵素への

阻害効果について、検討を行った。その結果、10 µM シッカニンはMQO、DHODH

と NDH2 は阻害しなかった。G3PDH に対しては 10 µM シッカニンはわずかに

阻害した(表 3)。これらの結果より、シッカニンはユビキノン還元酵素群の中で

も、複合体 II対して強い阻害効果を示す阻害剤であることが明らかとなった。 

 

3-2.シッカニンによる熱帯熱マラリア原虫に対する阻害効果 

 

 熱帯熱マラリア原虫の複合体 II の構成サブユニットである Fp サブユニット

遺伝子破壊株は赤内期では増殖遅延を引き起こし、複合体 II の基質であるコハ

ク酸の添加で、熱帯熱マラリア原虫の増殖が回復することが報告されている(48, 

49)。マラリア原虫以外の生物において、複合体 IIの逆反応であるフマル酸－キ

ノン還元活性(QFR)を利用することで結核菌 Mycobacterium tuberculosis (63)、回

虫 Ascaris suum (成虫)(62)、固形ガン(64)などは微好気環境下への適応が可能で、

複合体 II は格好の薬剤標的となっている。そこで、シッカニンによる熱帯熱マ

ラリア原虫の複合体 II の阻害で、複合体 II の Fp サブユニット遺伝子破壊株と
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同様な増殖遅延が観察されるか否かを、培養系で確認した。その結果、より顕著

な効果が観察され、シッカニンは熱帯熱マラリア原虫 3D7株の増殖を阻害し(図

9A)、その IC50は 8.40±0.60 µM であった(図 9 B)。また、薬剤耐性株である K1、

Dd2 株に対しても同様に増殖を阻害した(表 4)。この様にシッカニンは複合体 II

を阻害するだけではなく、熱帯熱マラリア原虫の増殖も阻害することが明らか

となった。 

 

3-3.複合体 IIの Fp 遺伝子破壊株に対するシッカニンの阻害効果 

 

 Hino および Tanaka らにより、複合体 II の Fp 遺伝子破壊は P. berghei と熱帯

熱マラリア原虫に対し赤内型の増殖の遅延を引き起こが致死的でないことが報

告されている(48, 49)。一方前項で示したように、シッカニンは熱帯熱マラリア

原虫の増殖を顕著に阻害した。この結果から、シッカニンは複合体 II 以外の標

的を持つ可能性が考えられた。そこで実際に、シッカニンの標的が複合体 II で

あるか、二つの実験により検討した。最初に、シッカニンによる増殖阻害効果が

複合体 II の基質であるコハク酸またはフマル酸により回復するか否かを検討し

た。その結果、シッカニンの IC50は 5 mM コハク酸ナトリウム、フマル酸ナトリ

ウム存在下でもコントロールと変化はなかった(図 9B)。すなわち、TCA 回路の
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中間代謝産物の添加は、シッカニンの熱帯熱マラリア原虫に対する増殖阻害効

果に影響を与えないことが明らかとなった。次に、複合体 IIの Fp 遺伝子破壊株

(Δpfsdh)を使用し、シッカニンによるΔpfsdh 株に対する阻害効果を確認した。

シッカニンはΔpfsdh 株に対してもコントロールとして使用した full-length 株と

同じ IC50を示した(図 9C)。以上の複合体 II の基質であるコハク酸ナトリウム、

フマル酸ナトリウムの添加と複合体 II の Fp 遺伝子破壊株を用いた実験の結果、

赤内型のシッカニンによる増殖阻害は複合体 II の阻害とは異なる作用機序によ

ることが明らかとなった。 

 

3-4.シッカニンのミトコンドリア複合体 IIIに対する阻害効果 

 

 シッカニンは真菌の複合体 II のユビキノン結合部位に結合することで、複合

体 IIの活性を阻害することが報告されている(53)。シッカニンは前述したように

複合体 II以外のユビキノン還元酵素を阻害しなかったが、還元型ユビキノン(ユ

ビキノール)を酸化する複合体 IIIは赤内型の増殖に必要不可欠である(22)。そこ

で、シッカニンによる複合体 III の阻害について、複合体 III 単独での活性測定

が困難なことから DHODH と複合体 III の複合活性である DHO-cytochrome c 活

性により調べた。その結果、DHODH は 60 µM シッカニンでも阻害されなかっ
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たが(図 10A)、DHO-cyt c 活性は低濃度(IC50 = 8.39±2.92 µM)のシッカニンで阻

害された(図 10B)。このことから、シッカニンは DHODH ではなく複合体 III を

阻害することが明らかとなった。これらの結果より、シッカニンは複合体 IIIを

阻害することで、熱帯熱マラリア原虫の増殖を阻害する可能性が示された。 

 シッカニンが熱帯熱マラリア原虫の複合体 IIIを阻害し、マラリア原虫の増殖

を阻害するためアトバコン同様に治療薬としての可能性が考えられた。そこで

次に、シッカニンの哺乳類ミトコンドリア複合体 III の阻害について、複合体 I

と複合体 IIIの複合活性である NADH-cytochrome c活性により検討した。その結

果、高濃度の 500 µM シッカニンでも NADH-cytochrome c活性は阻害されず、シ

ッカニンは哺乳類の複合体 I、複合体 III を阻害しないことが明らかとなった。

これらの結果より、シッカニンは熱帯熱マラリア原虫の複合体 II に加え、複合

体 IIIを特異的に阻害する薬剤であることが明らかとなった。次に、シッカニン

による哺乳類細胞の増殖阻害を調べた。シッカニンはヒト結腸腺癌由来の DLD-

1 細胞の増殖を IC50が 34.2±2.73 µM で阻害し、シッカニンの熱帯熱マラリア原

虫に対する選択性は 4.1倍だった(表 5)。また、シッカニンは正常細胞である HDF

の細胞増殖を IC50が 16.2±1.20 µM で阻害し、その選択性は 2.0倍だった。この

様にシッカニンは熱帯熱マラリア原虫により高い阻害効果を持つことが明らか

となった。 
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3-5.シッカニンとアトバコンのイソボログラム解析 

 

 これまでの結果より、シッカニンは熱帯熱マラリア原虫のミトコンドリア電

子伝達系の複合体 IIと複合体 IIIに対する強力で選択性の高い阻害剤であり、熱

帯熱マラリア原虫の複合体 II に対する初めての阻害剤であることが明らかにな

った。また、シッカニンは複合体 IIIよりも複合体 IIをより低濃度で阻害し、そ

の選択性は 520倍(第一相)と 0.93倍(第二相)だった。マラリア原虫のミトコンド

リア電子伝達系は 5 つのユビキノン還元酵素を持つが、その中の 1 つである

NDH2 と複合体 IIIを同時に阻害すると、熱帯熱マラリア原虫の増殖を相乗的に

阻害することが報告されている(39)。また、マラロン(アトバコンとプログアニル

の合剤)と ACTはイソボログラム解析により、相乗効果または相加効果が得られ

ているために、この解析は臨床応用にも重要である(35, 65)。そこで、複合体 II

と複合体 IIIの同時阻害が熱帯熱マラリア原虫の増殖を相乗的あるいは相加的に

阻害するのかをイソボログラム解析により調べた。複合体 II の阻害剤としてシ

ッカニン、複合体 III の阻害剤としてアトバコンを使用した。その結果、シッカ

ニンとアトバコンの組み合わせにより、熱帯熱マラリア原虫の増殖に対して相

加的に増殖を阻害し、併用効果を評価する CI値は 1.04を示した(図 11)。 
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3-6.シッカニン誘導体の熱帯熱マラリア原虫の増殖及びミトコンドリア複合体

II と複合体 III に対する阻害効果 

 

  シッカニンの哺乳類細胞に対する選択性を高めるため、入手可能なシッカ

ニン誘導体を用い熱帯熱マラリア原虫の増殖阻害、ミトコンドリア複合体 II と

複合体 IIIに対する阻害効果を検討した。その結果、側鎖を変えたシッカニン誘

導体は複合体 II の SQR 活性を阻害しなかったが、その中の SD4 と SD5 は複合

体 IIIをそれぞれ 38.9 %と 49.0 %阻害した。しかし、全てのシッカニン誘導体は

熱帯熱マラリア原虫の増殖を阻害しなかった(表 6)。 
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4.考察 

 

本研究は、シッカニンは熱帯熱マラリア原虫の複合体 II を nM オーダーで阻

害する初めての阻害剤であることを見出した。また、シッカニンは他のユビキノ

ン還元酵素を阻害しないが、ユビキノールを酸化する複合体 IIIを µM オーダー

で阻害し、実際に熱帯熱マラリア原虫の増殖も阻害することを明らかにした。 

 

4-1.マラリア原虫のミトコンドリア電子伝達系 

 

 ヒトのミトコンドリア電子伝達系はエネルギー代謝とピリミジン生合成に必

要不可欠である(66)。一方、赤内型のマラリア原虫ではエネルギー代謝はミトコ

ンドリアの電子伝達系ではなく細胞質の解糖系に依存すると考えられている(8)。

熱帯熱マラリア原虫のミトコンドリアの DHODH、MQO、Q-プールと複合体 III

は DNA と RNA の生合成のためのピリミジン生合成とプリンサルベージ経路に

必要不可欠と報告されている。(22, 28)。粗ミトコンドリア画分からのユビキノ

ン還元酵素活性測定の結果、MQOは DHODH よりも比活性が高いことから、生

化学的な観点からも、MQOは赤内型のマラリア原虫で機能していると考えられ

(表 3)、格好の新規抗マラリア薬の薬剤標的である。しかし、ミトコンドリアMQO
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に対する酵素学的な解析は未だに行われておらず、特異的な阻害剤も見出され

ていない。今後、MQO の特異的阻害剤を用いたケミカルバイオロジーからの解

析が必要不可欠であり、現在当研究室で組換え酵素による研究が進められてい

る。 

 G3PDHは宿主であるヒトでは、解糖系により産生した NADH を再酸化するグ

リセロール 3リン酸シャトルや脂肪酸合成に必要不可欠な酵素で(67)、メトホル

ミンによる 2 型糖尿病の薬剤標的となっている(68)。一方、マラリア原虫では、

G3PDH の機能は未だに明らかになっていない。本研究で G3PDH 活性測が観察

されたことから、赤内型のマラリア原虫内で機能していることが明らかになっ

た。今後、詳細に G3PDHの機能を解析するため遺伝子破壊や阻害剤による研究

が必要である。 

 

 4-2マラリア原虫の複合体 II 

 

 赤内型の熱帯熱マラリア原虫における TCA 回路と複合体 II の QFR 活性の必

要性は未だに明らかになっていない(51)。当研究室では、複合体 II の構成サブ

ユニットである Fp 遺伝子破壊が増殖遅延を引き起こし、その増殖遅延はコハ

ク酸の添加により回復することを報告してきた(49)。また、マウスマラリア原
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虫 P. berghei において、複合体 II の遺伝子破壊株は、蚊ステージで発育できな

いことを報告した(37, 48)。既存の複合体 IIの阻害剤はマラリア原虫の複合体 II

の活性を阻害しないことが報告されている(24, 43)。しかし、本研究により初め

てマラリア原虫の複合体 IIを阻害するシッカニンを見出した。シッカニンは蚊

ステージの発育に必要不可欠である複合体 IIを低濃度で阻害することから、マ

ラリア伝播阻止薬として有望である。さらに、シッカニンはマラリア原虫の複

合体 IIの機能やその特徴の解析を行うため、極めて有用なツールであると考え

られる。シッカニンを利用した酵素に対する生化学的な解析の結果、興味深い

ことにシッカニンはマラリア原虫の複合体 II に対して二相性の阻害形式を示

した。その IC50は第一相では 0.016 µM で第二相では 8.93 µM であった(図 8)。

この二相性の阻害形式は S. cerevisiaeの複合体 IIに対する Dinitrophenol 誘導体

でも観察されており、二つのユビキノン結合部位を持つことを示唆している

(69)。二つのユビキノン結合部位を持つ複合体 IIが、SQR の逆反応である QFR

活性を持つことが E. coliとWolinella succinogenesの複合体 IIの結晶構造解析や

生化学的な解析により明らかになっている(70-73)。これらの結果から、マラリ

ア原虫の複合体 II は二つのユビキノン結合部位を持ち、SQR の逆反応である

QFR 活性として機能している可能性が考えられる。QFR 活性は回虫やエキノ

コックスのような嫌気的環境下で生育する寄生虫で、低酸素適応に必要不可欠
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であるため薬剤標的として研究されている(74, 75)。マラリア原虫は赤内型ステ

ージ、蚊ステージ、そして肝臓ステージと複数の環境で増殖発育する(図 2)。こ

のため、マラリア原虫は QFR を利用することでこの劇的に変化する環境変化

に適応している可能性が考えられる。実際に当研究室では熱帯熱マラリア原虫

の培養系とミトコンドリア呼吸鎖において、QFR として機能していることを示

している(49, 50)。また Dailyらが、マラリア患者由来の熱帯熱マラリア原虫の

遺伝子発現解析を行ったところ、発現パターンが in vitro 培養と同様に解糖系

に依存した発現パターンと TCA 回路、電子伝達系に依存した発現パターンの

原虫が得られた(51)。この報告より、マラリア原虫は赤内型においてもある環

境下では、ミトコンドリアに依存したエネルギー代謝を行うと考えられる。

TCA 回路と電子伝達系を結ぶ複合体 II の阻害剤であるシッカニンを用いた解

析から、マラリア原虫の環境適応の機構を明らかにすることができると考えら

れる。 

 

4-3.複合体 III に対するシッカニンの効果 

 

本研究ではシッカニンは複合体 IIだけではなく複合体 IIIも阻害することを示

した。複合体 II の遺伝子破壊による増殖遅延は複合体 II の基質であるコハク酸
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の添加により回復したが(49)、シッカニンによる阻害効果はコハク酸またはフマ

ル酸では回復しなかった(図 9B)。また、複合体 IIの遺伝子破壊株であるΔpfsdh

株はシッカニンに対する IC50 がコントロールである full-length 株と変わらなか

った (図 9A)。さらに、シッカニンは熱帯熱マラリア原虫の複合体 III を阻害し

た(IC50=8.4 µM)。これらの結果により、シッカニンは複合体 II ではなく主に複

合体 IIIを阻害することで熱帯熱マラリア原虫の増殖を阻害する可能性が考えら

れる。シッカニンは赤内型の原虫に必須である複合体 IIIも標的にするため、複

数の標的を持つ新規抗マラリア薬として有望であり、さらに複数の作用機序を

持つため臨床においても、薬剤耐性熱帯熱マラリア原虫の出現が起こりにくい

と考えられる。 

 熱帯熱マラリア原虫の複合体 II の機能に関する詳細な解析は未だに行われ

ていなかった。ミトコンドリア電子伝達系の酵素の一つである NDH2 は赤内型

では遺伝子破壊が可能であるが、NDH2の特異的な阻害剤により、熱帯熱マラリ

ア原虫の増殖が阻害されることが報告された(31, 32)。さらに、NDH2 の阻害剤

と複合体 IIIの阻害剤であるアトバコンを組み合わせることで、熱帯熱マラリア

原虫に対して相乗的に増殖を阻害することが報告された(39)。この事実はミトコ

ンドリア電子伝達系の酵素を同時に阻害することでその阻害効果が増大するこ

とを示している。実際に本研究では、複合体 IIと複合体 IIIの機能を同時に阻害
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することによる熱帯熱マラリア原虫の増殖に対する影響を確認した。複合体 II

の阻害剤であるシッカニンと複合体 IIIの阻害剤であるアトバコンを組み合わせ

るイソボログラム解析の結果、熱帯熱マラリア原虫に対して、相加効果を示す結

果が得られた(図 11)。イソボログラム解析による結果は、シッカニンがアトバコ

ンとは異なる作用機序を持つことを示唆しており、また複合体 II が赤内型で機

能している可能性を示している。 

一方、シッカニンは複合体 III も阻害した。複合体 III は二つの異なるキノン

結合部位、Qo部位と Qi 部位を持つ。アトバコンは Qo部位に対する強力な阻害

剤である(24, 33)。今回のこのイソボログラム解析の結果からシッカニンはアト

バコンとは作用機序が異なることが示唆されたが、この結果からシッカニンが

Qi 部位に結合する可能性も考えられる。今後の更なる詳細な解析として、Qo部

位に変異をもつアトバコン耐性株を用いた、シッカニンの培養系での阻害効果

と粗ミトコンドリア画分による複合体 IIIのシッカニンの阻害効果の検討を考え

ている。 

 

4-4.新規抗マラリア薬としてのシッカニン 

 

 シッカニンが熱帯熱マラリア原虫の複合体 IIと複合体 IIIを阻害し、また赤内
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型の熱帯熱マラリア原虫の増殖も阻害することが明らかとなった。さらに、シッ

カニンは薬剤耐性株である K1 と Dd2 株に対しても同様の阻害効果を示した。

また、哺乳類の複合体 I、II、IIIを阻害せず(表 5)、ヒト細胞を用いた細胞毒性試

験でも DLD-1 細胞では選択性が 4.1 倍、HDF 細胞では選択性が 2.0 倍と、決し

て高くはないが熱帯熱マラリア原虫に対し特異的に阻害する阻害剤であること

が明らかとなった(表 5)。シッカニンはすでに臨床で使用されていたため、安全

性は確認されている。さらに、シッカニンは哺乳類ミトコンドリアの複合体 I、

複合体 II と複合体 III を阻害しないにもかかわらず、癌細胞である DLD-1 細胞

の増殖を阻害した。このため、シッカニンは抗ガン剤としての可能性も考えられ

る。しかし正常細胞である HDFの増殖も阻害したため、抗マラリア薬または抗

がん剤として開発するためには、ヒト細胞に対するシッカニンの薬剤標的の解

析及び選択性の高いシッカニン誘導体を見出すこととヒト細胞に対する作用機

序を解明することが必要である。本研究ではシッカニンより熱帯熱マラリア原

虫の増殖に対する高い阻害効果を示す誘導体は見出せなかった(表 6)。今後さら

なるシッカニン誘導体を用いた構造活性相関の情報が必要である。 

シッカニンは熱帯熱マラリア原虫の蚊ステージの発育に必要不可欠である複

合体 IIと赤内型の増殖に必要不可欠な複合体 IIIを同時に阻害するため、シッカ

ニンは患者に対する新規抗マラリア薬及び新規伝播阻止薬として有望な化合物
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である。また、熱帯熱マラリア原虫の肝臓ステージでは、複合体 IIIの機能が必

須であると考えられており、複合体 IIIの阻害剤が肝臓ステージでの原虫の増殖

を阻害することが報告されている(76)。シッカニンも肝臓ステージの原虫の増殖

を阻害する可能性が考えられ、今後肝臓ステージに対しての阻害効果を検討す

る必要がある。 
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5.結論 

 

 シッカニンはマラリア原虫ミトコンドリアの複合体 IIを nMオーダーで阻害す

る初めての阻害剤である。さらに、複合体 IIIを µM オーダーで阻害し、熱帯熱

マラリア原虫の増殖も阻害した。蚊ステージでの原虫の発育に必要不可欠であ

る複合体 IIと赤内型の原虫の増殖に必要不可欠である複合体 IIIを同時に阻害す

るため、マラリア伝播阻止薬と新規抗マラリア薬として有望である。 

 シッカニンによる阻害の生化学的解析の結果、マラリア原虫の複合体 II はキ

ノン結合部位を 2 つもつ可能性を示し、quinol-fumarate reductase(QFR)としても

機能することを示唆した。さらに、シッカニンは複合体 IIIの阻害剤であるアト

バコンに対して相加的に原虫の増殖阻害効果を与えた。以上の結果は複合体 II

が赤内型原虫内で、機能している可能性を示している。 

 シッカニンはマラリア原虫複合体 II の機能解析を行うのに重要なツールであ

り、今後シッカニン及びその誘導体を用いた構造活性相関の情報が必要である。

さらにシッカニンには新規治療薬または伝播阻止薬としての可能性がある。そ

のためには、アトバコン耐性熱帯熱マラリア原虫を用いた解析が必要であり、当

研究室で作成したアトバコン耐性株を用いた実験を予定している。私はこれま

でにサプリメントとして用いられている 5-アミノレブリン酸が熱帯熱マラリア
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原虫の増殖を抑えることを見出した(77)。5-アミノレブリン酸は感染マウスに効

果を示し、治癒したマウスは再感染に抵抗性を示す(78)。免疫が成立しているの

である。既存の薬剤に加え、この様に穏やかな抗マラリア薬と本研究で見出した

赤内型のみならず伝播阻止に効果を示すことが期待されるシッカニンにより、

マラリア制圧の一助となることが期待できる。 
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6.展望 

 

シッカニンは熱帯熱マラリア原虫の複合体 II と複合体 III を阻害し、また熱帯

熱マラリア原虫の増殖を µM オーダーで阻害した。赤内型では複合体 IIIが生存

に必要不可欠なためシッカニンは複合体 IIIを阻害することでマラリア原虫の増

殖も阻害すると考えられる。シッカニンの赤内型の標的が複合体 IIIであること

を示すには、今後アトバコン耐性株を使用した実験が必要である。yeast DHODH

を発現させた熱帯熱マラリア原虫は複合体 IIIの阻害剤であるアトバコン、スチ

グマテリンに対して耐性になることが報告されている(79)。この yeast DHODH

発現原虫を使用することで、シッカニンの熱帯熱マラリア原虫の赤内型での作

用機序が複合体 IIIであることを直接示すことができる。 

 シッカニンはイソボログラム解析の結果、アトバコンと作用機序が異なり、熱

帯熱マラリア原虫の複合体 III の Qi 部位に結合する可能性を示した。シッカニ

ンが Qi 部位に結合することで、複合体 III を阻害するか否かについては、複合

体 III の cytochrome b サブユニットの Qo 部位に変異があるアトバコン耐性株か

らミトコンドリア画分を調製し、シッカニンによるアトバコン耐性株の複合体

IIIの阻害を調べることで明確にできる。 

 最後に、熱帯熱マラリア原虫の複合体 II が QFR 活性を持つことを直接示す必
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要がある。生物医化学教室の以前の研究で、複合体 IIの Fp遺伝子破壊株の増殖

遅延がコハク酸により回復し、ミトコンドリア画分を用いた研究では、QFR 活

性を持つ可能性を示した(49, 50)。しかし、複合体 IIの QFR 活性は未だに測定さ

れていない。SQR 活性の阻害剤は、QFR 活性の阻害効果と相関があることが報

告されているが(62)、実際にシッカニンが QFR 活性を阻害するか確認する必要

がある。そのために、今後熱帯熱マラリア原虫の複合体 IIの QFR 活性について

研究を進める予定である。 
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図表 

表 1. 既存の複合体 II 阻害剤と Plasmodium spp.に対する選択性 

阻害剤 
SQR IC50 [µM] 

選択性 
Plasmodium spp. Mammal 

マロン酸 13.2±0.49*a 3.4*c 0.26 

TTFA >50*a 5.4*d <0.11 

アトペニン A5 4.6±0.2*b 0.004*d 0.00087 

カルボキシン 3.6±1.0*b 1.0*d 0.28 

*a, 熱帯熱マラリア原虫のミトコンドリア(47); *b, P. yoelii yoelii のミトコンドリ

ア(43); *c, ブタミトコンドリア(53); *d, ブタミトコンドリア(46). 選択性は各阻

害剤の哺乳類ミトコンドリアに対する IC50を Plasmodium spp.の IC50で割った値

を計算して使用した。 

 

 

 

 

表 2. シッカニンの各生物種の SQR活性に対する阻害 

生物種 シッカニン IC50 [µM] 

ブタ 860 

ラット 9 

Escherichia coli 210 

Pseudomonas aeruginosa 0.87 

Trichophyton mentagrophytes 0.09 

(53)を引用した。 
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表 3.  熱帯熱マラリア原虫の粗ミトコンドリア画分のユビキノン還元酵素の

比活性とユビキノン還元酵素群に対するシッカニンの阻害効果 

熱帯熱マラリア原虫 3D7 から精製した粗ミトコンドリア画分を用いて DHODH、

MQO、G3PDH、SQR、NDH2の比活性 (nmol/min/mg)を測定した。終濃度 10 µM 

シッカニン存在下での各酵素の活性を求めた。残存活性[%]は終濃度 0.1% (v/v) 

DMSO 存在下の各酵素の活性を 100%として算出した。比活性と残存活性は平均

±SDで示し、n=3で行った。 

ユビキノン還元酵素 比活性 [nmol/min/mg] 残存活性[%] 

DHODH 13.4±1.2 101.2±8.1 

MQO 17.5±1.1 109.2±2.0 

G3PDH 7.25±0.1 72.5±4.0 

SQR 7.63±1.3 2.7±6.5 

NDH2 32.3±1.6 101.8±8.1 

 

 

 

 

 

表 4.  シッカニンの熱帯熱マラリア原虫の増殖に対する阻害効果 

熱帯熱マラリア原虫、K1(クロロキン耐性)、Dd2(多剤耐性)株に対するシッカニ

ンの増殖阻害効果を LDHアッセイにて測定した。IC50は平均±SDで示し、n=3

で行った。 

熱帯熱マラリア原虫 シッカニン IC50 [µM] 

3D7 8.40±0.60 

K1 4.76±0.68 

Dd2 8.62±2.61 
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表 5. 熱帯熱マラリア原虫と哺乳類ミトコンドリア複合体 II と複合体 III に対

するシッカニンの選択性 

 

酵素 
シッカニン IC50 [µM] 

選択性 
P. falciparum Mammal 

複合体 II 
0.016 

8.93 
861a 

57400 

96 

複合体 III 8.39 >500 >60 

増殖 
8.40 

34.2b 

16.1c 

4.1 

1.9 

a, (53)を引用した。b, DLD-1細胞。c, HDF 細胞。 

選択性はシッカニンの哺乳類 SQR 活性に対する IC50 を熱帯熱マラリア原虫 

SQR 活性に対する IC50で割った値を示している。 
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表 6. シッカニン誘導体の熱帯熱マラリア原虫の増殖及び複合体 IIと複合体 III

に対する阻害効果 

 

Sicacnin 

derivatives (SD) 

構造 阻害率[%] 

SQR DHO-cyt c 増殖 

SD1 

 

8.9±12.4 0.0±14.2 6.0±4.1 

SD2 

 

0.5±5.3 1.1±8.6 1.0±9.5 

SD3 

 

0.0±0.4 3.5±15.4 2.6±1.1 

SD4 

 

5.2±3.8 61.1±8.5 5.3±1.2 

SD5 

 

7.4±3.7 51.0±17.1 1.2±1.1 

SD6 

 

2.7±16.3 0.0±14.0 0.0±3.7 

熱帯熱マラリア原虫 3D7 から精製した粗ミトコンドリア画分を用いて SQR、

DHO-cytochrome c (DHO-cyt c)活性を測定した。終濃度 10 µM シッカニン誘導体

存在下での各酵素の活性を求めた。熱帯熱マラリア原虫(3D7)株に対する終濃度

10 µM シッカニン誘導体の増殖阻害効果を LDHアッセイにて測定した。阻害率

[%]平均±SDで示し、n=3で行った。 
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図 1.マラリアの 2014年の流行状況 

 

World malaria report 2015 によるとマラリアはアフリカを中心として熱帯地域で

流行している。有効なワクチンがなく、薬剤耐性の出現からマラリア制圧は困難

を極めている(1)。図は http://www.who.int/gho/malaria/en/から引用 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.who.int/gho/malaria/en/
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図 2.マラリア原虫の生活環 

 

マラリア原虫はハマダラ蚊の吸血時に体内に侵入し、数分以内に肝臓に侵入す

る。肝細胞内で分裂、増殖しメロゾイトを形成し、肝細胞を破壊して血流内にメ

ロゾイトを放出する(肝臓ステージ)。メロゾイトは赤血球に侵入し、赤血球内で

無性生殖を行いリング、トロホゾイト、シゾントを経て赤血球を破壊し、メロゾ

イトを放出して、これがまた次の赤血球に侵入する(赤内型ステージ)。赤内型の

原虫の一部が、有性生殖世代である雌雄のガメトサイトとなり、蚊の吸血時に蚊

体内に移動し、有性生殖を行う(蚊ステージ)。有性生殖後、原虫はスポロゾイト

となり、ハマダラ蚊の唾液腺に侵入して、吸血時にヒト体内に再び侵入し、新た

な感染が成立する。図は http://www.cdc.gov/malaria/about/biology/index.html

から引用・改変した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.cdc.gov/malaria/about/biology/index.html
http://www.cdc.gov/malaria/about/biology/index.html
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図 3 .ミトコンドリア電子伝達系 

(A) ヒトミトコンドリア電子伝達系 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(B)マラリア原虫ミトコンドリア電子伝達系 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

黄色は電子の流れ、緑色矢印はプロトン(H+)の流れを示す。マラリア原虫の膜ア

ンカーサブユニット CybLと CybS は同定されていない。熱帯熱マラリア原虫は

QOR、MDH、PRODH，ETFDH と複合体 I の遺伝子を欠損している。ヒトの遺

伝子はMQOと NDH の遺伝子を欠損している。 
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図 4.複合体 IIの機能 

 

一般的に、複合体 IIは Fp、Ip、膜アンカーサブユニットである CybLと CybS か

ら構成される。TCA 回路のメンバーに属し、SQR 活性によりコハク酸をフマル

酸に変換する時に電子をユビキノンに受け渡す反応を触媒する。逆反応である

QFR 活性はユビキノールから電子を受け取り、フマル酸をコハク酸に還元する

反応である。膜アンカーサブユニットにユビキノン結合部位があり、SQR と QFR

活性は膜アンカーサブユニットが必要である。熱帯熱マラリア原虫の SQR 活性

が観察されることから、膜アンカーサブユニットは未同定だが、キノン結合部位

が存在すると考えられる。 

 

 

 

 

図 5.シッカニンの構造 

 

シッカニン 
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図 6.Dihydroorotate-cytochrome c reductase活性の原理 

 

Dihydroorotate cytochrome c reductase活性は DHODHと複合体 IIIによる複合活性

を測定する方法で、マラリア原虫の複合体 III の測定に利用される。

Dihydroorotate(DHO)からの電子がユビキノン、複合体 IIIへと移動し、最終的に

cytochrome cに伝達され、その cytochrome c の還元を 550 nm で測定する。 

 

 

 

 

 

図 7. Lactate dehydrogenase(LDH)アッセイの原理 

 

LDH アッセイはマラリア原虫の増殖阻害試験に利用される方法で、熱帯熱マラ

リア原虫の解糖系の酵素である LDHにより、lactate が pyruvateに変換されると

きに、APADを APADH に還元する。次に、Diaphoraseにより、APADH を APAD

に再酸化すると同時に、NBTを紫色の NBF に変換する。NBFを 650 nm の波長

で検出する(57)。 
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図.8シッカニンによる succinate-ubiquinone reductase (SQR)活性の二相性阻害 

 

 

 

熱帯熱マラリア原虫 3D7 から粗ミトコンドリア画分を調製し、SQR 活性を測定

した。IC50 は GraphPad Prism® ver.6.01.の biphasic method により求め、0.016±

0.006 µM と 8.93±2.44 µM であった。データーは平均±SDを示す。 
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図 9.シッカニンによる熱帯熱マラリア原虫への阻害効果 

(A) シッカニンによる熱帯熱マラリア原虫への影響 

 

5 % (v/v)D-ソルビトール処理した熱帯熱マラリア原虫を終濃度 50 µM シッカニ

ン存在下で培養し、16、24、36、48 時間ごとにギムザ染色により光学顕微鏡下

で感染率を測定した。●は 0.1 %(v/v) DMSO、●は 50 µMシッカニンを示す。

感染率の測定は n=3で行った。 

 

(B) 複合体 II の基質がシッカニンの阻害効果に与える影響 

 

5 % (v/v)D-ソルビトール処理した熱帯熱マラリア原虫を各濃度シッカニン存

在下で 72間、シッカニンのみ(●)、シッカニン+ 5 mM コハク酸ナトリウム

(▲)、シッカニン+5 mM フマル酸ナトリウム(■)存在下で培養した。IC50はそ

れぞれ 8.40±0.60、10.8±2.16と 11.5±1.09 µM だった。 
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(C) Δpfsdh株に対するシッカニンの影響 

 

複合体 II の Fp サブユニット遺伝子破壊株(Δpfsdh)(●)と Fp サブユニット全長

配列をもつ組換え株(Full-length)(●)のシッカニンによる IC50は、6.10＋1.00、6.13

±0.91 µM だった。データーは平均±SDを示し、阻害率(% inhibition)は LDHア

ッセイで測定した。 
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図 10.シッカニンによる複合体 IIIへの阻害効果 

(A) シッカニンの DHODH と dihydroorotate-cytochrome c reductase 対する阻害効

果 

 

赤：DHODH活性、青:DHO-cyt c活性を示す。 

(B) シッカニンの Dihydroorotate-cytochrome c reductaseに対する阻害効果 

 

60 µM シッカニンは DHODH活性を阻害しなかった。一方、シッカニンは濃

度依存的に Dihydroorotate- cytochrome c reductase 活性を阻害し、その IC50は

8.39±2.92 µM だった。データーは平均±SDを示している。 
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図 11.熱帯熱マラリア原虫に対するシッカニンとアトバコンのイソボログラ

ム解析 

 

イソボログラム解析は二つの薬剤の併用効果を検討する方法である。FIC 

(Fractional inhibitory concentration) により計算される ( 方法を参照 ) 。 CI 

(Combination index)>1 は拮抗効果で、CI=1は相加効果、CI<1 は相乗効果を示す。 

イソボログラム解析により、シッカニンはアトバコンの熱帯熱マラリア原虫 3D7

株の阻害効果に、相加効果を与えた。CI値は 1.04だった。 


