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略号 

 

A. suum : Ascaris suum 

ATP : adenosine 5’-triphosphate 

BCIP : 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate 

CybL : cytochrome b large subunit 

CybS : cytochrome b small subunit 

CybS
A
 : adult type CybS 

CybS
L
 : larve type CybS 

DCIP : 2,6-dichloroindophenol 

DDM : n-dodecyl-β-D-maltoside 

DMSO : dimethyl sulfoxide 

DOC : sodium deoxycholate 

FAD : flavin adenine dinucleotide 

Fp : flavoprotein subunit 

Fp
A
 : adult type Fp 

Fp
L
 : larve type Fp 

FRD : fumarate reductase 

HPLC : high performance liquid chromatography 

hrCNE : high resolution clear native electrophoresis 

IC50 : 50% inhibitory concentration 

Ip : iron-sulfur cluster protein subunit 
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L3 : third stage larva 

LL3 : lung stage L3 

MTT : 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2,4-tetrazolium bromide 

MV : methyl viologen 

NADH : nicotinamide adenine dinucleotide, reduced form 

NADH-FR : NADH-fumarate reductase 

NativePAGE : native polyacrylamide gel electrophoresis 

NBT : Nitro-Blue tetrazolium chloride 

PEP : phosphoenolpyruvate 

PEPCK : phosphoenolpyruvate carboxykinase 

PK : pyruvate kinase 

PMS : phenazine methosulfate 

QFR : quinol-fumarate reductase 

RO : reverse osmosis 

RQ : rhodoquinone 

dRQ : decyl rhodoquinone 

SDH : succinate dehydrogenase 

SDS : sodium dodecyl sulfate 

SDS-PAGE : SDS polyacrylamide gel electrophoresis 

SI : selective intensity 

SML : sucrose monolaurate 

SQR : succinate-ubiquinone reductase 
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TCA : tricarboxylic acid 

UQ : ubiquinone 
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要旨 

 

   ブタ回虫は生活環において、エネルギー代謝系を好気的から嫌気的に転換し

環境の変化に適応している。嫌気的代謝系における NADH-フマル酸還元系は宿主

哺乳類には存在しないミトコンドリア呼吸鎖であり、格好の薬剤標的と考えられて

いる。また、ミトコンドリア呼吸鎖の変動のステージ毎における詳細な情報は、現

在、様々な分野で注目されている低酸素適応機構を理解する上でも重要である。本

研究では環境の酸素分圧が劇的に変化する LL3、ヤングアダルト (YA)、成虫のミ

トコンドリア呼吸鎖の生化学的解析を行なった。YA は、成虫と生息域、形態は同

様であるがミトコンドリア呼吸鎖の変動は完了していないことが明らかになった。

さらに、ブタ回虫複合体 II の特異的な阻害剤として、Flutolanil 誘導体の構造活性

相関解析を行ない、選択性が 20,000 倍まで向上した化合物を得ることができた。 
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第 1 章 

序文 

 

1.1 寄生と低酸素適応 

 

   生物は外部環境の変化に適応しながら生活を営んでいる。寄生生物の多くは、

その生活環において外部環境の変動に適応するため、それぞれに種特異的な機構を

発達させてきた。このような寄生現象は、生物間相互作用の観点から極めて興味深

い研究対象であり、また宿主とは異なる分子がこの現象に関与している可能性があ

るため、医学的な観点からその現象の解明が新たな創薬の標的をもたらすことが期

待される。 

   私の所属するグループは寄生現象の重要な一側面として、低酸素適応に焦点

を絞って研究を進めてきた。多細胞真核生物の低酸素適応機構は原核生物とは異な

っていることが明らかになりつつあり、また薬剤標的となりうることから臨床的に

も重要である。さらに最近、低栄養、低酸素環境下で増殖する癌細胞についても、

その治療への応用も含め注目されている。寄生性線虫であるブタ回虫 (Ascaris 

suum) (図 1-1) は以前からその大きさと扱いやすさから、寄生虫のエネルギー代謝

系のモデル生物としてよく研究されている。その成虫は、外界と比較すると低酸素

環境にある小腸に寄生し、宿主である哺乳類とは大きく異なった嫌気的エネルギー

代謝系を保持しており、この代謝系はこれまでに詳細な解析がなされている [1-6]。 

   好気性生物のミトコンドリア呼吸鎖電子伝達系では、代謝基質からの還元当

量を酸素に伝達する過程でマトリックス側から膜間腔側にプロトン (H
+
) を輸送
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し、形成させた H
+の電気化学的ポテンシャルを用いて ATP 合成酵素により ATP を

合成する。多くの生物種においてミトコンドリア電子伝達系の最終電子受容体は酸

素であるため、環境の酸素分圧変化は生体内のエネルギー産生に大きな影響を与え

ると考えられる。このような点からも、ミトコンドリアの低酸素適応についての研

究はエネルギー代謝の恒常性維持のための生理的役割や遺伝子発現機構、酵素の進

化を理解する上で大きな意義を持っている。 

 

1.2 回虫の宿主体内移行におけるエネルギー代謝変動 

 

   ブタ回虫は環境の酸素分圧変化に適応するためミトコンドリアのエネルギ

ー代謝系を大きく変動させている。ブタ回虫は、自由生活性の受精卵から第 1 期幼

虫 (L1)、第 2 期幼虫 (L2) を経て感染幼虫包蔵卵中の第 3 期幼虫 (L3) となるまで

外界の通常酸素分圧下 (pO2: 20%) に棲息している。感染幼虫包蔵卵中の L3 は経

口感染して小腸で孵化した後、肝臓、心臓、肺と宿主体内を移行し、再び小腸に戻

り成虫へと成長する [7] (図 1-2)。自由生活性の幼虫は哺乳類と同様に好気的エネ

ルギー代謝を作動させている。解糖系で生成された PEP (phosphoenolpyruvate: ホス

ホエノールピルビン酸) は PK (pyruvate kinase: ピルビン酸キナーゼ) によってピ

ルビン酸 (pyruvate) となり、アセチル CoA (acetyl CoA) を経て、TCA 回路で CO2

と H2O に分解され、ミトコンドリア呼吸鎖電子伝達系は酸化的リン酸化を用いた

好気的代謝経路により、ATP 産生を行なっている [8] (図 1-3)。幼虫のミトコンド

リア呼吸鎖は哺乳類と同様で複合体 I (NADH-ユビキノン酸化還元酵素)、複合体 II 

(コハク酸-ユビキノン還元酵素)、複合体 III (ユビキノール-シトクロム c 酸化還元酵
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素)、複合体 IV (シトクロム c 酸化酵素)と UQ (ubiquinone: ユビキノン) から構成さ

れている (図 1-4)。 

   一方、成虫は小腸内の低酸素環境下 (pO2: 2.5%-5.0%) に棲息しており、

NADH-fumarate reductase 系 (NADH-FR system: NADH-フマル酸還元系) を最終ス

テップとして、酸素を利用しない PEPCK (phosphoenolpyruvate carboxykinase: ホス

ホエノールピルビン酸カルボキシキナーゼ) -コハク酸経路 (succinate pathway) を

作動させている。PEP は PEPCK によってオキサロ酢酸 (oxaloacetate) となり、リ

ンゴ酸 (malate) を経てミトコンドリア内に輸送された後、ピルビン酸とフマル酸 

(fumarate) が生じる。リンゴ酸からピルビン酸が生成するときに生じる NADH の還

元当量は、ミトコンドリア呼吸鎖複合体 II の QFR (quinol-fumarate reductase: キノ

ール-フマル酸還元酵素) 活性によりフマル酸のコハク酸への還元に用いられる。

この反応は複合体 I の site I経由の ATP 合成と共役しており、回虫を低酸素環境下

でも ATP 産生を可能にしている [3,9] (図 1-3)。この NADH-フマル酸還元系は複合

体 I (NADH-ロドキノン酸化還元酵素)、複合体 II (QFR)と低電位のロドキノン 

(rhodoquinone: RQ) から構成され、複合体 II は末端酸化酵素として重要な役割を担

っている (図 1-4)。 

 

1.3 ミトコンドリア呼吸鎖複合体 II 

 

   ミトコンドリア呼吸鎖複合体 II はミトコンドリア内膜に局在し、4 つのペプ

チドにより構成されている [10] (図 1-5)。マトリックス側に突出した親水性の触媒

部位は、FAD (flavin adenine dinucleotide) を含むフラボタンパク質 (Fp) サブユニッ
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ト (分子量約 70 kDa) と 3 種の異なる鉄-硫黄クラスター (Fe-S) を持つ鉄-硫黄タ

ンパク質 (Ip) サブユニット (分子量約 30 kDa) から構成される。この触媒部位は、

好気代謝経路では SDH (succinate dehydrogenase : コハク酸脱水素酵素) としてコハ

ク酸からの電子受容体へ、嫌気的代謝経路では FRD (fumarate reductase : フマル酸

還元酵素) として電子供与体からフマル酸への電子伝達を担っている (図 1-6)。残

り 2 つのペプチドは、シトクロム b 大サブユニット (CybL) (分子量約 15 kDa) とシ

トクロム b 小サブユニット (CybS) (分子量約 13 kDa) と呼ばれ、疎水性の膜アンカ

ーとしての役割を果たす。これらは補欠分子族であるヘム b を持ち、Ip と共に疎水

性膜内電子伝達体のキノンと電子の授受を行なう部位を形成している。 

   ブタ回虫ミトコンドリアの複合体 II は、好気的呼吸鎖では SQR (succinate- 

ubiquinone reductase: コハク酸-ユビキノン還元酵素) として機能するのに対し、嫌

気的呼吸鎖では SQRとは逆反応のQFR (quinol-fumarate reductase: キノール-フマル

酸還元酵素) として機能している (図 1-6)。また、回虫複合体 II はステージ特異的

なアイソフォームとして発現していることが報告されている (図 1-7) [2,5,11-13]。

Ip サブユニットと CybL サブユニットはステージ間で共通だが、Fp サブユニット 

(幼虫型 Fp, Fp
L
 ; 成虫型 Fp, Fp

A
) とCybSサブユニット (幼虫型CybS, CybS

L
 ; 成虫

型CybS, CybS
A
) にはそれぞれ 2種類のアイソフォームが存在する。成虫では Fp

A、

CybS
Aを持つ成虫型複合体 II、L3 では Fp

L、CybS
Lを持つ幼虫型複合体 II が発現し

ており [5]、肺ステージ L3 (LL3) では Fp
L、CybS

Aを持つ混合型複合体 II がもっと

も多く存在する組み合わせだと考えられている [13]。複合体 II の変動はある時期

を境に一斉にサブユニット組成が変換するのではなく、アンカーである CybS サブ

ユニットから先に起こり、続いて Fp サブユニットで起こることが明らかにされて
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いる [11,14]。回虫成虫の複合体 II は結晶構造が解析され、補欠分子族、RQ の結

合様式が明らかにされた [15] (図 1-5)。 

 

1.4 キノン種 

 

   前述したように、ミトコンドリア呼吸鎖では複合体間の電子の授受は疎水性

膜内電子伝達体であるキノンが行なっている。回虫の場合、好気的代謝を営んでい

る L3 は哺乳類と同様にベンゾキノン型の UQ を用いており、酸化還元電位は

Em’=+110 mV である (図 1-8A)。一方、嫌気的代謝を営んでいる成虫は UQ と同様

にベンゾキノン型ではあるが側鎖のメトキシ基 (-OCH3) がアミノ基 (-NH3) に置

換した、低電位の RQ (Em’=-63 mV) を用いている (図 1-8B)。フマル酸の酸化還元

電位が Em’=+30 mV であることから、RQ の電位の低さが NADH からフマル酸へ

の電子の伝達を可能にしている。 

   これまでの各ステージにおけるキノン構成の解析により、L3 のミトコンド

リアの RQ/UQ 比は 75/25 [16]、実験宿主であるウサギから回収された肺ステージ

L3 (LL3) のミトコンドリアの RQ/UQ 比は 70/30 [11]、成虫のミトコンドリアの

RQ/UQ 比は 100/0 [16] であることがわかっている。 

 

1.5 薬剤標的としての NADH-フマル酸還元系 

 

   この様に寄生性線虫の持つ NADH-フマル酸還元系は宿主である哺乳類のミ

トコンドリアには存在しないため、格好の薬剤標的になると考えられている (図
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1-9A)。私の所属するグループではこれまでに、抗寄生蠕虫薬の開発を目標として、

ブタ回虫をモデルとして使用した阻害剤の検討を行なってきた。実際に複合体 Iの

阻害剤として、nafuredin [9]、quinazoline 系化合物 [17] が報告されている。Nafuredin

はヒツジの胃に寄生し、家畜の生産性の面でも問題となっている Haemonchus 

contortus に動物実験でも効果を示し [9]、quinazoline 系化合物はキツネを終宿主と

し、ヒトに感染すると重篤な症状を示す Echinococcus multilocularis に in vitro で効

果を示し [17]、NADH-フマル酸還元系が優れた薬剤標的であることが示された。

一方、複合体 II に関して、回虫ミトコンドリアに対して高い阻害活性を示す atpenin 

A5 を見出したが、哺乳類ミトコンドリアにも高い阻害活性を示し、選択性が得ら

れなかった [18]。さらなるスクリーニングの結果、日本農薬株式会社のモンカッ

トと呼ばれる植物抗カビ剤で担子菌類のミトコンドリア呼吸鎖複合体 II を阻害す

る Flutolanil が約 800 倍の選択性を示すことが明らかにされた (図 1-9B) [19]。 

 

1.6 本研究の背景および目的 

 

   この様に、これまで L3、LL3、成虫ミトコンドリア複合体 II について酵素

学的解析、サブユニット組成の解析が行なわれ、複合体 II の体内移行期における

変換のタイミング、代謝系変動への関与が明らかにされつつある。しかし、LL3 は

体内移行の途中で成虫に成長するまで、少なくとも 1 回の脱皮、寄生部位の変化な

ど生活環における多くの段階が残っている。また LL3 のエネルギー代謝系は好気

的から嫌気的環境への適応期であり、エネルギー代謝系の転換は完了していない。

この好気的-嫌気的エネルギー代謝系の転換を理解するためには、LL3 から成虫と
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なるまでのエネルギー代謝の変化を明らかにする必要がある。さらに、各ステージ

におけるミトコンドリア呼吸鎖、複合体 II の詳細な情報は、基礎生命科学に基づ

く抗寄生性線虫薬の開発を考えたとき、薬剤が効果を示すステージに関する重要な

知見を得ることができる点で必須と考えられる。 

   そこで、本研究では環境の酸素分圧が大きくに変化する肺 (pO2: 13.2%) に

棲息する LL3、小腸 (pO2: 2.5-5.0%) に到達してサイズが大きく変化し、成虫に成

長する前の段階の感染 38 日後のヤングアダルト (YA) と嫌気的エネルギー代謝系

への転換が最終的に完了している成虫を用いてミトコンドリア呼吸鎖の酵素学的

解析および複合体 II のサブユニット組成の解析を行なった。 

   NADH-フマル酸還元系を標的とした阻害剤の検討で、複合体 I に関して

nafuredin、quinazoline 系阻害剤を見出したが、どちらも高い選択性の化合物が得ら

れず、薬剤に至っていない。しかし、動物実験等 [9,17] により NADH-フマル酸還

元系が良い薬剤標的となりうると示されたことから、本研究ではさらに複合体 II

に関して検討した。回虫複合体 II は哺乳類の複合体 II とは異なる機能を有してい

るため効果的な薬剤標的として期待され、実際に紋枯病の薬剤として知られている

Flutolanil が高い選択性を持って回虫複合体 II を阻害することが明らかにされてい

る (図 1-9) [19]。そこでさらなる選択性の向上を目指し、阻害剤の構造と活性相関

についての知見を得るため、本研究では Flutolanil をリード化合物として合成した

誘導体、構造の類似した市販化合物、また日本農薬株式会社所有の化合物について、

回虫ミトコンドリアと宿主哺乳類のブタミトコンドリアに対する阻害活性を調べ

た。  
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図 1-1 ブタ回虫 (Ascaris suum) 

   成虫の体長は雌が約 20-30 cm、雄が約 10-15 cm で生存状態では淡紅乳白色

である。 
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図 1-2 ブタ回虫の生活環 

   ブタの糞便中に排出された受精卵は、外界で 2 度の脱皮を経て感染幼虫包蔵

卵 (L3) となる。経口感染により宿主体内に侵入し小腸で孵化した後は、肝臓、心

臓、肺と体内を移行し、最終的に低酸素環境下である小腸で成虫へと成長する。 
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図 1-3 宿主および回虫の好気的/嫌気的エネルギー代謝 

   宿主である哺乳類と回虫幼虫は、酸化的リン酸化を用いた好気的代謝経路が

働く。小腸に棲息する成虫は酸素を利用しない PEPCK-コハク酸経路が機能する。 
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図 1-4 好気的/嫌気的ミトコンドリア電子伝達系 

   好気的呼吸鎖電子伝達系は、複合体 I, II, III, IV、UQ、Cytc から構成される。 

嫌気的ミトコンドリア電子伝達系 (NADH-フマル酸還元系) は、複合体 I, II、RQ

から構成され、PEPCK-コハク酸経路における最終電子伝達反応を行う。 

 

  



16 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-5 ミトコンドリア複合体 II 

   複合体 II は、マトリックス側に突出した親水性の触媒部位として機能する

Fp、Ip サブユニットと、膜にアンカーとして局在、Ip と共に膜内のキノンと電子

の授受を行う部位を形成する CybS、CybL サブユニットの 4 つのペプチドから構成

される [10,11]。 
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図 1-6 SDH、SQR と FRD、QFR 

   SDH、FRD は複合体 II の親水性触媒部位(Fp, Ip)の活性であり、SDH はコハ

ク酸脱水素酵素として機能し、FRDはその逆反応であるフマル酸還元を触媒する。

複合体 II のサブユニット全体としては、好気的電子伝達においては SQR として、

嫌気的電子伝達系である NADH-フマル酸還元系では QFR として機能する。 
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図 1-7 複合体 II のアイソフォーム 

   回虫複合体 II はステージ特異的なアイソフォームを発現している。Ip、CybL

はステージ間で共通だが、Fp、CybS はそれぞれ成虫型 (Fp
A
, CybS

A
)、幼虫型 (Fp

L
, 

CybS
L
) 2 種類のアイソフォームが存在する。幼虫は幼虫型 (Fp

L
, CybS

L
)、成虫は成

虫型 (Fp
A
, CybS

A
) 複合体 II が発現し、LL3 では混合型 (Fp

L
, CybS

A
) が最も多く存

在する組み合わせであると考えられている [2,5,11-13]。 
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図 1-8 キノン種 

   好気的代謝系で用いられる A) ユビキノン (UQ) の構造と嫌気的代謝系で

用いられる B) ロドキノン (RQ) の構造。 
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図 1-9 NADH-フマル酸還元系の阻害剤と Flutolanil 

   A) NADH-フマル酸還元系は哺乳類のミトコンドリアには存在しない呼吸鎖

で格好の薬剤標的と考えられる。 

   B) イネ紋枯病菌などの担子菌類に特異的な殺菌剤である Flutolanil の構造。 

回虫に対する IC50が 58.1 nM、ブタに対する IC50が 45.9 µM であり、選択性 (IC50 回

虫/ IC50 ブタ) は 790 倍である。 
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第 2 章 

材料と方法 

 

2.1 各ステージのブタ回虫 (Ascaris suum) 

 

2.1.1 成虫 

   成虫は東京中央食肉卸売市場より入手し、本研究ではサイズの大きいメスの

みを使用した。リンガー液 (145 mM NaCl, 3.2 mM KCl, 7.2 mM CaCl2, 1.2 mM 

NaHCO3) 中で半日から 2 日保存し、実験室に搬入後、眼科用ハサミで解剖し筋肉

と内臓を分け、筋肉のみをMSEバッファー (210 mM mannitol, 10 mM sucrose, 1 mM 

EDTA, 50 mM Tris-HCl pH 7.4) で洗浄後、ミトコンドリアを調製するまで-80˚C に

保存した。 

 

2.1.2 受精卵 

   メスのブタ回虫の子宮を陰門側から 5-10 cm 回収し、0.5 N NaOH 中で約 1

ヶ月間 4˚C にて保存し、子宮壁等を除去した。0.5 N NaOH 中の子宮を 50 ml ポッ

ター型グラス・テフロンホモジナイザーで破砕した後、720×g、1 分間遠心し、子

宮組織を除去した。受精卵を含んだ沈殿は上清が中性になるまで RO (reverse 

osmosis) 水で洗浄した。この沈殿にRO水と等量の n-butyl alcoholを加えて懸濁し、

720×g、1 分間遠心し、タンパク質膜を除去した。その後、沈殿を RO 水で数回洗

浄し、得られた沈殿を受精卵とした。 
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2.1.3 感染幼虫包蔵卵 (L3) 

   上記で得られた受精卵を新庄博士により開発されたスポンジによる培養法 

[20] で虫卵を培養し、L3 とした。25 ml の細胞培養用 T 型フラスコ (FALCON) に

細断したスポンジを詰め、0.1 N NH2SO4に懸濁した受精卵を 10 ml 加え、30˚C で培

養した。 

 

2.1.4 肺ステージ L3 (LL3) 

   ブタ (LMS 種、雌、生後 6 ヶ月) に感染幼虫包蔵卵を 1 頭当り約 15×10
5個

経口摂取させた。感染 7日目のブタの肺を摘出し、LL3を回収した ([11]より改変)。 

   摘出した肺を PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1.8 mM 

KH2PO4, pH 7.4) で洗浄して気管を取り除き、ガラスプレート上で 3 cm 角にハサミ

で切断した。肺の組織を新しいガラスプレート上にてハサミで切り刻み、2 重にし

たガーゼで包んだ。これを 100 µg/ml penicillin、100 µg/ml streptomycin を加えた PBS 

(PBS (P/S)) で満たし 1 Lビーカーに入れて 37˚Cのインキュベーター中にて 15時間

静置し、LL3 を肺組織片より遊出させた。その後、組織片を包んだガーゼを 1 L ビ

ーカーより取り出し、LL3 を含んだ PBS (P/S) を 100 ml のガラス製遠心管に移し

て 37˚C のインキュベーター中に 1 時間静置した。アスピレーターで上清を除き、

PBS (P/S)で洗浄した後、水を加え 37˚C のウォーターバス中にて 30 分間静置し溶血

させた。さらにその上清を除き、PBS (P/S)を加え 37˚C のウォーターバス中に 30

分間静置し洗浄する作業を 3 回繰り返した。得られた LL3 を 1.5 ml チューブに回

収し、PBS (P/S) を MSE バッファー (10 mM sodium malonate 添加) に置換してミト

コンドリアを調製するまで氷中に保存した [5,21]。 
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2.1.5 ヤングアダルト 

   感染幼虫包蔵卵を LL3 と同様に、ブタ (LMS 種、雄、生後 6 ヶ月) に 1 頭

当たり約 4.5×10
5個経口摂取させた。感染 38 日目にブタの小腸を摘出した。摘出し

た小腸を切開し、腸壁より虫体をピンセットで回収し、これをヤングアダルト (YA) 

とした ([22]より改変)。 

 

2.2 ミトコンドリア調製 

 

2.2.1 成虫 

   -80˚C で冷凍保存してあった成虫筋肉をミトコンドリア調製の前日より 4˚C

の低温室にて解凍した。トレイ上でクチクラ層を剥がし MSE バッファー (10 mM 

sodium malonate 添加) で洗浄した後、等量の MSE バッファー (10 mM sodium 

malonate 添加) を加え、ハサミで切り刻んだ。これを 50 ml のポッター型グラス・

テフロンホモジナイザーに移し、800-1,000 rpm の速度で 3 回上下させた後、懸濁

液の 4 倍量の MSE バッファー (10 mM sodium malonate 添加) を加えた。50 ml 遠心

管に移し、700×g、4˚C で 10 分間遠心した後上清を回収し、再度 700×g、4˚C で 10

分間遠心し上清を回収し、核画分や未破砕細胞を除いた。回収した上清を 20,000×g、

4˚C で 30 分間遠心し、沈殿に 4 倍量の MSE バッファー (1 mM sodium malonate 添

加) を加え懸濁した。15 ml 遠心管に移し、20,000×g、4˚C で 20 分間遠心した後、

沈殿に MSE バッファー (1 mM sodium malonate 添加) を加えて懸濁した。懸濁液を

1.5 ml チューブに移して、15,000×g、4˚C で 15分間遠心し沈殿に MSE バッファー (1 

mM sodium malonate 添加) を加え懸濁する作業を 3 回繰り返して洗浄した。タンパ
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ク質濃度 10 mg/ml になるよう MSE バッファー (1 mM sodium malonate 添加) を加

え懸濁し、これをミトコンドリア画分とし、使用するまで-80˚C にて保存した [5]。 

 

2.2.2 ヤングアダルト 

   虫体をハサミで半分に切り、筋肉および内臓をハサミの背を用いて濾し出し

てクチクラを除いた。その後の作業は成虫からのミトコンドリア調製と同様である 

[22]。 

 

2.2.2 LL3 

   LL3 ミトコンドリアの調製方法は岩田博士等により開発された方法に従っ

た [11]。等量の MSE バッファー (10 mM sodium malonate 添加) に懸濁した LL3 を

ガラスプレート (東京サイエンス：90×75×10 mm、中央に直径 22 mm、深さ 3 mm

のくぼみ) 上で外科用メス (刃：フェザーNo.10、ハンドル：No.3) でクチクラ層を

破壊するように細断した。このとき、実体顕微鏡にて 1/3 程度の長さになっている

こと確認した。細断した LL3 を 1 ml ダウンス型グラスホモジナイザーに移し、手

動で 20 分間ホモジナイズした後、この懸濁液を 500×g、4˚C で 1 分間遠心し、核画

分と未破砕細胞を除去した。上清を 10,000×g、4˚C で 5 分間遠心し、沈殿に MSE

バッファー (1 mM sodium malonate 添加) を加えてよく懸濁した。得られた懸濁液

をミトコンドリア画分とし、使用するまで-80˚C にて保存した。 

 

   各ステージで得られたミトコンドリア画分のタンパク質量は、ウシ血清アル

ブミンを標準試料とし、Lowry 法により定量した [23]。 
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2.3 酵素活性測定 

 

   測定には、SHIMADZU-UV3000 を使用し、サーキュレータによりセルホル

ダーを 25˚C に保った。反応液の全量は 600 µl とし、ミトコンドリア画分は 10-20 

µg/ml 添加した。 

 

2.3.1 SDH (コハク酸脱水素酵素) 活性 

   バッファー (50 mM potassium phosphate, 1 mM MgCl2 pH 7.4) に 1 mM KCN、

ミトコンドリア画分、120 µg/ml PMS (phenazine methosulfate)、60 µg/ml MTT 

(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2,4-tetrazolium bromide) を加えて転倒混和

し、25˚C で 3 分間インキュベートした。10 mM disodium succinate を添加し酵素反

応を開始し、MTT の吸光度変化 (ε=1.7×10
4 

M
-1

cm
-1

) を 570 nm で測定し酵素活性を

算出した [24]。 

 

2.3.2 SQR (コハク酸-ユビキノン還元酵素) 活性 

   バッファー (50 mM potassium phosphate pH 7.4) に 1 mM KCN、ミトコンド

リア画分、50 µM DCIP (2,6-dichloroindophenol) を加えて転倒混和し、2 分間インキ

ュベートした後、100 µM UQ2を添加、さらに混和後 3 分間インキュベートした。

10 mM disodium succinate を添加し酵素反応を開始し、DCIP の吸光度変化 

(ε=2.1×10
4 

M
-1

cm
-1

) を 600 nm で測定し酵素活性を算出した [18]。 
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2.3.3 QFR (キノール-フマル酸還元酵素) 活性 

   バッファー (50 mM potassium phosphate pH7.4, 0.1% (w/v) SML, 100 µM decyl 

rhodoquinone (dRQ) ) に 100 µg/ml glucose oxidase、2 µg/ml catalase、10 mM 

β-D-glucose、5 µM rotenone、ミトコンドリア画分を加えて転倒混和し、2 分間イン

キュベートした後、300 nM NaBH4を添加、さらに混和後 3 分間インキュベートし

た。5 mM sodium fumarate を添加し酵素反応を開始し、dRQ の吸光度変化 (ε＝

7.90×10
3 

M
-1

cm
-1

) を 287 nm で測定し酵素活性を算出した [25]。 

 

2.3.4 NADH-dRQ (NADH-ロドキノン酸化還元酵素) 活性 

   バッファー (50 mM potassium phosphate pH 7.4) に、100 µg/ml glucose oxidase、

2 µg/ml catalase、10 mM β-D-glucose、ミトコンドリア画分を加えて転倒混和し、2

分間インキュベートした後、50 µM NADH を添加、さらに混和後 3 分間インキュベ

ートした。100 µM dRQ を添加し酵素反応を開始し、NADH の吸光度変化 (ε＝

6.02×10
3 

M
-1

cm
-1

) を 340 nm で測定し酵素活性を算出した [9]。 

 

2.3.5 NADH-FR (NADH-フマル酸還元酵素) 活性 

   バッファー (50 mM potassium phosphate pH 7.4) に、100 µg/ml glucose oxidase、

2 µg/ml catalase、10 mM β-D-glucose、ミトコンドリア画分を加えて転倒混和し、2

分間インキュベートした後、50 µM NADH を添加、さらに混和後 3 分間インキュベ

ートした。5 mM sodium fumarate を添加し酵素反応を開始し、NADH の吸光度変化 

(ε＝6.02×10
3 

M
-1

cm
-1

) を 340 nm で測定し酵素活性を算出した [9]。 
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2.4 キノン構成解析 

 

2.4.1 キノン抽出 

   キノンはミトコンドリア調製時に得られる未破砕細胞や核を含む粗沈殿画

分から抽出した。1 μM α-tocophenol、5 mM EDTA を含む PBS と標準物質として

UQ10を粗沈殿画分に加えよく懸濁した。この懸濁液に 5倍量の hexane/ethanol (5/2, 

v/v) を加え、2 分間 vortex を用いて撹拌した。この懸濁液を 20,000×g、4˚C で 3

分間遠心した後上清を回収し、下層に hexane を加え 2 分間 vortex を用いて撹拌し

た。この懸濁液を 20,000×g、4˚C で 3 分間遠心し上清を先に回収した上清と合わ

せ、遠心濃縮機を用いて乾燥した。乾燥したキノンを ethanol で溶解し、HPLC 解

析に用いた [26]。 

 

2.4.2 逆相 HPLC 解析 

   HPLC は逆相カラム (Inertsil ODS-3, 2.0 μm, 2.1×30 mm, GL Science, Tokyo) 

を用い、diisopropyl ether/methanol (1/4, v/v) を溶媒として 0.15 mL/min で行なった 

[26]。溶出されたキノンは、溶出時間および紫外部の吸収スペクトルを標準物質と

比較することにより分子種を推定した。検出にはフォトダイオード検出器 

(SIMADZU: SPD-10) を用い、各ピークのキノン量は、UQ (E1%1 cm275 nm=158) お

よび RQ (E1%1 cm283 nm=141) より定量した [16]。 
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2.5 サブユニット解析 

 

2.5.1 ウエスタンブロット 

   LL3、YA、成虫ミトコンドリア複合体 II のサブユニット組成の解析は、ウ

エスタンブロットにより解析した。 

   各ミトコンドリア画分は 2% (w/v) SDS (sodium dodecyl sulfate), 6% (v/v) 

2-mercaptoethanol, 50 mM Tris-HCl pH 6.8, 10% (v/v) glycerol, 0.01% (w/v) 

bromophenol blue に懸濁した後、37˚C で 10 分間静置することでタンパク質を変性

させた。分離ゲルは、Fp サブユニットの解析には 7.5% acrylamide gel を、Ip およ

び CybS サブユニットの解析には 10-20% gradient acrylamide gel (コスモバイオ、Cat. 

No. 414893) を使用した。各ステージのミトコンドリアタンパク質は SDS-PAGE で

30 mA/ゲルの条件下で分離後、トランスファーバッファー (20 mM Tris, 150 mM 

glycine, 10% (v/v) isopropanol, 0.2 M urea) 中、80V、4˚C、1 時間でニトロセルロース

膜に転写した。転写後、膜を TBST (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.05% (v/v) 

Tween20)で洗浄し、5.0% (w/v) skim milk-TBST中、4˚Cで30分間ブロッキングした。

膜を TBST で洗浄し、2.0% (w/v) skim milk-TBST で希釈した１次抗体を用いて、4˚C

で一晩振盪し反応させた。1 次抗体反応後、TBST で洗浄、2.0% (w/v) skim milk-TBST

で希釈した 2 次抗体を用いて、室温で 1 時間振盪し反応させた。TBST で洗浄した

後、終濃度 0.78 mM NBT (Nitro-Blue tetrazolium chloride) と 0.40 mM BCIP 

(5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate) を含むアルカリフォスファターゼ発色用の

バッファー (100 mM Tris-HCl pH 9.5, 100 mM NaCl, 50 mM  MgCl2·6H2O) 中で目

的のタンパク質を検出した。 
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   各サブユニットをステージ間で比較するに当り、各ミトコンドリア画分を Ip

サブユニットのバンド強度で補正して、使用するタンパク質量を決定した。バンド

強度の補正にはイメージ解析プログラムである Image J (http://rsbweb.nih.gov/ij/)を

利用した。 

   抗体は、1 次抗体には anti-Fp
Aポリクローナル (1/5000 希釈)、anti-Fp

Lポリ

クローナル (1/1000 希釈)、anti-Fp (Fp
A、Fp

L
) ポリクローナル (1/3000 希釈)、anti-Ip

ポリクローナル (1/2000 希釈)、anti-CybS
Aモノクローナル (1/5000 希釈)、anti-CybS

L

ポリクローナル (1/300 希釈) (表 2-1) [5]、2 次抗体には anti-rabbit IgG alkaline 

phosphatase conjugate (BIO RAD)、anti-mouse IgG alkaline phosphatase conjugate (BIO 

RAD) を用いた。 

 

2.5.2 複合体 II の可溶化 

   NativePAGE による解析のためミトコンドリア複合体 II の可溶化を行なった。 

ミトコンドリア画分を 20,000×g、4˚C で 10 分間遠心し、沈殿したミトコンドリア

にタンパク質濃度が 2.5 mg/ml となるよう可溶化バッファー (10 mM Tris-HCl pH 

8.0, 3.0% (w/v) SML (sucrose monolaurate), 2.0% (w/v) DOC (sodium deoxycholate)) を

加えてよく混ぜた。氷中に 1 時間静置し複合体 II を可溶化した後、200,000×g、4˚C

で 5 分間遠心し、上清を可溶化画分とした ([12]より改変)。 

 

2.5.3 high resolution Clear Native Electrophoresis (hrCNE) 

   Bis-Trisバッファーを用いた 8.5% (w/v) acrylamide gel ([27,28]より改変) を使

用した。泳動バッファーは、陽極バッファーに NativePAGE running buffer (Invitrogen)、

http://rsbweb.nih.gov/ij/
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陰極バッファーに NativePAGE running buffer (Invitrogen), 0.02% (w/v) DDM 

(n-dodecyl-β-D-maltoside), 0.05% (w/v) DOC 使用した [28-30]。可溶化画分に 5% (v/v) 

glycerol-0.01% (w/v) Ponceau S を添加してよく混ぜ、非変性の状態で分離した。開

始から 1 時間は 100 V、その後 180 V 定電圧とし、4˚C の低温室にて泳動した [30]。 

 

2.5.5 SDH 活性染色 

   hrCNE後のゲルを10 mM Tris-HCl pH 7.4で平衡化した後、10 mM Tris-HCl pH 

7.4 10 ml 中に 25 mg NBT を加えた溶液に浸し、20 mM sodium succinate、60 µg/ml 

PMS を加えて室温で振盪した。バッファーを MilliQ 水に置換して反応を停止した 

[30]。 

 

2.5.6 2 次元電気泳動 

   hrCNE 後のゲルを 1 レーン切り出し、2 次元目の 13% acrylamide gel にセッ

トして SDS-PAGE を行ない、ウエスタンブロット法を用いて、目的のサブユニッ

トを検出した。 

 

2.6 定量 RT-PCR 

 

2.6.1 RNA 抽出 

   凍結した受精卵、L3、LL3、YA、成虫筋肉を液体窒素で冷却した乳鉢を用

いて破砕し、続けて、RNA 抽出用試薬 TRIzol LS Reagent (Invitrogen) を用いて total 

RNA を抽出した。方法は付属のプロトコルに従った。ただし、大量に含まれる多
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糖類、筋線維、クチクラ等を除くため、chloroform を添加する前に 12,000×g、4˚C

で 10 分間の遠心を追加した。最終的に得られた沈殿は DEPC (diethylpyrocarbonate) 

処理した超純水に溶解し、-80˚C にて保存した。 

   受精卵、L3、YA、成虫の RNA 抽出は、東京大学大学院医学系研究科、生物

医化学教室の後藤美穂博士によって同様の方法で行なわれた。 

 

2.6.2 RNA の定量 

   total RNA 溶液中に存在する DNA を除去するため、DNase I (Invitorgen) を用

いてDNase処理を行なった。Phenol-chloroform抽出によりDNaseを除いた後、cDNA

合成の鋳型とする total RNA 量を一定とするため、total RNA の定量を行なった。蛍

光試薬 Ribo Green RNA Quantification Reagent and kit (Molecular Probes) を用いて

RNA を標識し、500 nm で励起を行なった後、525 nm での蛍光を分光蛍光光度計

FP-6300DS (日本分光) により測定した。検量線作成にはキットに添付された標準

試料を使用した。 

 

2.6.3 cDNA 合成 

   抽出した total RNA 1 μg を鋳型に、SuperScript VILO cDNA Synthesis kit 

(Invitrogen)を用いて付属のプロトコルに従い、cDNA を合成した。 

 

2.6.4 real-time PCR 

   15 ng 相当の total RNA から合成した cDNA を鋳型として、THUNDERBIRD 

SYBR qPCR Mix (TOYOBO)、LightCycler (Roche) を用いて付属のプロトコルに従い、
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real-time PCR を行なった。それぞれに使用したプライマーは表 2-2 に記した。PCR

反応は以下のように設定した：94˚C で 15 分 (1 サイクル)；94˚C で 15 秒、55˚C で

30 秒、72˚C で 10 秒の反応を 40 サイクル。 

 

2.7 阻害剤の検討 

 

2.7.1 阻害剤 

   阻害効果を調べる Flutolanil と構造の類似した化合物として、東京大学大学

院薬学系研究科、有機反応科学教室の井上将行教授、松岡茂博士によって合成され

た Flutolanil 誘導体 (図 2-1)、市販の化合物 (図 2-2)、日本農薬株式会社所有の化合

物 (図 2-3) を用いた。 

   各化合物の DMSO 溶液 100 mM を調製し、希釈系列には ethanol を用いた。

ただし、100 mM で溶解しなかった化合物については 10 mM または 1 mM になるよ

うにさらに DMSO (dimethyl sulfoxide) を加え溶解した。各測定には 1-9 μl の阻害剤

溶液を添加した。 

 

2.7.2 複合体 II の活性化 

   単離したミトコンドリアのコハク酸結合部位にはオキサロ酢酸が強く結合

している。これを解離させることにより複合体 II を活性化した。回虫ミトコンド

リア (5 mg/ml) またはブタミトコンドリア (10 mg/ml)に 340 nM sodium malonateを

加えて室温に 30 分静置した後、氷上に保存したものをサンプルとして使用した。 
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2.7.3 SQR 活性測定 

   測定には、SHIMADZU-UV3000 を使用し、サーキュレータによりセルホル

ダーを 25˚C に保った。反応液の全量は 1 ml とした。バッファーには 50 mM 

potassium phosphate pH7.4, 0.1% (w/v) SML, 60 µM UQ2 (調整後 25˚C で 20 分以上静

置した) を使用した。 

   バッファーに 2 mM KCN を添加し、活性化したサンプル 3 µl を加えて転倒

混和し、目的濃度の阻害剤を添加、さらに混和後、25˚C で 3 分間インキュベート

した。10 mM disodium succinate を添加し酵素反応を開始し、UQ2 の吸光度変化 

(ε=1.5×10
4 

M
-1

cm
-1

) を 278 nm で測定し酵素活性を算出した。 

 

2.7.4 阻害強度の評価 

   阻害曲線を作成し、酵素活性が 50%になる阻害剤濃度、IC50 の値を求めた。

阻害剤原液の希釈系列の最大濃度が 10 mM または 1 mM、また反応液への溶解限度

があり、測定出来る最大の阻害剤濃度は 90 μM または 9 μM であった。そのため、

IC50を求められないものは、50%阻害の値、30-49%阻害の場合は 50%阻害の外挿値

を求め、阻害効果の参考とした。 
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表 2-1 ウエスタンブロットに使用した抗体 

 

 

 

 

  

サブユニット 
抗体名 

Lot. no 
希釈度 抗体の種類 作成者 

Fp
A
 

Fp1-1 

Lot: 122-675510 
1/5000 

rabbit IgG 

monoclonal 
ペプチド研, 

Amino 

Fp
L
 

Fp2-1 

Lot: 122-675410 
1/1000 

rabbit IgG 

monoclonal 
ペプチド研, 

Amino 

Fp
A
, Fp

L
 

1A3/1D9 の 2/B9/C11 

Lot: 32-6 
1/3000 

mouse IgG 

polyclonal 
Ma 

Ip, CybS
A
, 

CybS
L
 

A.s. complex II 

Lot: 870110 
1/2000 

rabbit IgG 

polyclonal 
Kita 

CybS
A
 

3A1/F4/G5 

Lot: 16-5 
1/5000 

mouse IgG 

monoclonal 
Ma 

CybS
L
 

CybSL 

Lot: 112-652611 
1/300 

rabbit IgG 

polyclonal 
ペプチド研, 

Amino, Shinjyo 
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表 2-2 定量 RT-PCR に用いたプライマー 

 

 

 

 

  

サブユニット  Number 塩基配列 

Fp
A
 

F P-3662 TCATTGAGATGCCACTGCAC 

R P-3663 CCACAATTGTCCGCTTTGAG 

Fp
L
 

F P-3658 GTTGGAGGGACAGGTCAAG 

R P-3659 CGGTCTCGCTCTTATCTAACG 

Ip 
F P-3666 GCATCTGCAACATCGATCAG 

R P-3667 TGGATGGAAGCGTATTGAGC 

CybS
A
 

F P-3664 AAGCCTCTACATAGCCATGG 

R P-3665 GTGGACGTGCAGAGTAAGTG 

CybS
L
 

F P-3660 CTACACCTGTGTCAAGGGAAC 

R P-3661 ACGATAGCGACCGTTAGTACG 

CybL 
F P-3668 CATGGGTGATCCTCGATACC 

R P-3669 GCACCTCTATAGATCGACGG 
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図 2-1 阻害剤 1：合成した Flutolanil 誘導体 

 

 

 

 

  

化合物 構造 

6a 

 

7a 

 

8 

 

9a 

 

JM-1-114 

 

JM-1-141a 

 

JM-181-P 

 

JM-1-141b 

 

化合物 構造 

JIM-9 

 

JIM-10 

 

JIM-11 

 

JIM-12 

 

JM-198 

 

JM-2-91 

 

JM-2-95 
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図 2-2 阻害剤 2：市販の Flutolanil 類似化合物 

 

 

 

 

  

化合物 構造 

Flutolanil 

 

Tecloftalam 

 

Flusulfamide 

 

Salicylanilide 

 

Mepenil 

 

Benodanil 
 

2-(trifluoromethyl) 

benzanilide 
 

2-(trifluoromethyl) 

benzamide 
 

2’-trifluoromethyl 

acetophenone 
 

2-iodobenzamide 
 

化合物 構造 

N-methyl-2- 

iodobenzamide 
 

IME 
 

2-aminobenzanilide 
 

2-nitro-N- 

phenylbenzamide 
 

3’-methoxy-3- 

nitrobenzanilide 
 

Ethyl 

2-(trifluoromethyl) 

benzoate  

Methyl 

2-(trifluoromethyl) 

benzoate  

Methyl 

2-iodobenzoate  

Ethyl 

2-iodobenzoate 
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図 2-3 阻害剤 3：日本農薬所有の化合物 

 

化合物 構造 

NN-1 
 

NN-2 

 

NN-3 

 

NN-4 

 

NN-5 

 

NN-6 

 

NN-7 

 

NN-8 

 

NN-9 

 

NN-10 

 

NN-11 

 

化合物 構造 

NN-12 

 

NN-13 

 

NN-14 

 

NN-15 

 

NN-16 

 

NN-17 

 

NN-18 

 

NN-19 
 

NN-20 
 

NN-21 

 

NN-22 

 

NN-23 
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第 3 章 

LL3 およびヤングアダルトにおけるミトコンドリア呼吸鎖の生化学的解析 

 

3.1 序論 

 

   ブタ回虫 (A. suum) の宿主体内移行における環境の変化に適応したエネル

ギー代謝の変動を、ミトコンドリア呼吸鎖の解析により明らかにすることを目的と

して、特に呼吸鎖複合体 II に注目して研究を進めてきた。これまでに、L3、実験

宿主であるウサギから回収した LL3、成虫について解析が行なわれ、複合体 II の

酵素学的解析、サブユニット組成の解析より、複合体 II の体内移行期における変

換のタイミング、代謝系変動への関与が明らかにされつつある。しかし、LL3 から

成虫へと成長するまでは少なくとも 1 回の脱皮、寄生部位の変化など多くの段階が

残っている。また LL3 のエネルギー代謝系は好気的から嫌気的環境への適応期で

あるが、成虫では嫌気的エネルギー代謝系への転換が完了している。この好気的-

嫌気的エネルギー代謝系の転換を理解するためには、LL3 から成虫へと成長するま

でのエネルギー代謝の変化を明らかにする必要がある。さらに、抗寄生性線虫薬の

開発を考えたとき、薬剤の効果的な標的となる時期を特定する上で、各ステージに

おけるミトコンドリア呼吸鎖、複合体 II の詳細な情報は必須である。 

   本研究では肺 (pO2: 13.2%) から小腸 (pO2: 2.5-5.0%) への移行で環境の酸

素分圧が大きくに変化する LL3 と成虫の間のステージで、小腸に到達し成虫に成

長する直前の段階のヤングアダルト (YA) に関して、感染 38 日目の虫体を用いて

ミトコンドリア呼吸鎖の生化学的解析、複合体 II の酵素学的解析およびサブユニ
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ット組成の解析を行なった (図 3-1)。 

 

3.2 結果 

 

3.2.1 ミトコンドリア呼吸鎖の酵素活性測定 

   NADH-フマル酸還元系は嫌気的代謝系のミトコンドリア呼吸鎖で PEPCK-

コハク酸経路の最終ステップであり、複合体 I、複合体 II と RQ から構成されてい

る。LL3、YA および成虫の酵素活性測定の結果を表 3-1 と図 3-2 に示した。 

   SQRはコハク酸からUQへの電子の受け渡しを触媒する。このSQR活性は、

YA (352±28.6 nmol/min/mg) は、成虫 (467±5.25 nmol/min/mg) の約 0.75 倍、LL3 

(158±8.63 nmol/min/mg) の約 2.2 倍となった (表 3-1、図 3-2A)。一方、QFR は NADH-

フマル酸還元系の末端酸化酵素であり、SQR の逆反応として機能する。QFR 活性

は、成虫 (70.1±3.69 nmol/min/mg) と YA (75.6±0.13 nmol/min/mg) は同程度の値を示

し、LL3 (28.9±7.85 nmol/min/mg) は最も低い値を示した (表 3-1、図 3-2B)。また、

NADH-dRQ は NADH-フマル酸還元系で働く複合体 Iである。NADH-dRQ 活性は成

虫 (122±7.10 nmol/min/mg)、YA (124±1.76 nmol/min/mg) と LL3 (123±8.26 nmol/min/ 

mg) とで同程度の値を示した (表 3-1、図 3-2C)。 

   さらに、複合体 I と複合体 II の複合活性である NADH-FR 活性は、成虫 

(104±7.27 nmol/min/mg) が最も高く、YA (34.9±1.56 nmol/min/mg) は成虫の約 0.33

倍、LL3 (9.79±5.44 nmol/min/mg) は YA の約 0.09 倍となった (表 3-1、図 3-2D)。

この様に YA の複合体 I (NADH-dRQ)、複合体 II (QFR) は成虫と同程度の活性を示

したが、これらの複合活性である NADH-FR 活性は YA において成虫より低い活性
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を示した。 

 

3.2.2 キノン構成の解析 

   キノン種はミトコンドリア呼吸鎖において酵素間の電子伝達を行なう重要

な構成因子である。逆相カラムによる HPLC を用いてキノン構成を解析し、各ステ

ージの RQ/UQ 比を比較した (図 3-3)。ただし、受精卵、L3、成虫の結果は [16] よ

り引用した。回収できたミトコンドリア画分が限られていたため、LL3 および YA

のミトコンドリア調製の過程で得られた未破砕細胞や核を含む粗沈殿画分からキ

ノンを抽出した。各ステージの RQ/UQ 比を比較する前に、成虫とウサギから回収

した LL3 の粗沈殿画分から抽出したキノンの構成比 (データ未掲載) とミトコン

ドリア画分から抽出したキノンの構成比 [11] が一致することを確認した。 

   解析の結果、LL3、YA および成虫の RQ/UQ 比はそれぞれ、49/51、100/0、

100/0 となった (図 3-3)。このように YA において UQ から RQ へのキノンの転換は

完了していることが示された。 

 

3.2.3 複合体 II のサブユニット組成解析 

   各ステージの複合体 II のサブユニット組成をウエスタンブロットを行ない

解析した。回虫の生活環を通じて Ip と CybL サブユニットは共通なので、LL3、YA、

成虫のミトコンドリア画分を Ip サブユニットのバンド強度で補正し、LL3 : YA : 成

虫のタンパク質量を 2.5 : 0.41 : 1.0 に決定した。 

   CybS サブユニットについて、10-20% acrylamide gradient gel を用いた

SDS-PAGE で分離し、ウエスタンブロットを行なった。CybS
Aの LL3 : YA : 成虫の
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比は 0.48 : 0.77 : 1.0 となった。CybS
Lは LL3 のみが検出され、YA と成虫は検出さ

れなかった (図 3-4D, E)。 

   Fpサブユニットについて、7.5% acrylamide gelを用いたSDS-PAGEで分離し、

ウエスタンブロットを行なった。Anti-Fp
A、anti-Fp

Lを用いて解析したところ LL3 : 

YA : 成虫の比はFp
Aで0.32 : 0.03 : 1.0、Fp

Lで1.0 : 0.54 : 0.26となった (図3-4A, B)。

次に複合体を形成している YA の複合体 II の Fp サブユニットを調べるため、1 次

元目に hrCNE、2 次元目に SDS-PAGE を行なった。hrCNE 後の SDH 活性染色の結

果、明瞭な単一のバンドが検出できた (図 3-5A)。2次元目の SDS-PAGE後、anti-Fp
A、

anti-Fp
L を用いてウエスタンブロットを行なった。YA において、Fp

A、Fp
L ともに

複合体を形成した複合体 II の位置に検出された (図 3-5B, C)。そこで、Fp
A、Fp

L

の両者を検出する anti-Fp を用いて Fp
A、Fp

Lのどちらが YA 複合体 II で優位な Fp

として発現しているかを確認した。その結果、Fp
A
 : Fp

Lの比は LL3 で 1.0 : 0.83、

YA で 1.0 : 1.4、成虫で 1.0 : 0.16 となり、YA において Fp
Lが優位に発現しているこ

とが示された (図 3-4C)。これらの結果から、YA において Fp
Aは LL3 の 1/10 に低

下し、Fp
Lが優位に発現していることが示された。 

   さらに、各ステージにおける複合体 II の各サブユニットの mRNA 発現量を

real-time PCR を用いて解析した。すべてのサブユニットについて成虫での mRNA

発現量を 1.0 としてステージ間の比較を行なった。YA での CybS
Aの mRNA 発現量

は成虫の 2.1 倍、CybS
Lの mRNA 発現量は成虫と同程度で L3 や受精卵に比較する

と低い値となった (図 3-6)。さらに、YA の Fp
Aと Fp

L
mRNA 発現量はそれぞれ成

虫の 3.8 倍、1.2 倍であった (図 3-6)。 
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3.3 考察 

 

   ブタ回虫 (A. suum) の宿主体内移行における環境の変化に適応したエネル

ギー代謝の変動を、ミトコンドリア呼吸鎖の解析により明らかにすることを目的と

して、特に呼吸鎖複合体 II に注目して研究を進めてきた。これまでに L3、LL3、

成虫について複合体 II の酵素学的解析、サブユニット組成の解析が行われ、複合

体 II の体内移行期における変換のタイミング、代謝系変動への関与が徐々に明ら

かにされつつある。複合体 II はその構成成分である Fp、Ip、CybL、CybS サブユニ

ットのうち、Ip、CybL サブユニットはステージ間で共通であるのに対し Fp、CybS

サブユニットはステージ特異的なアイソフォームの存在が明らかにされている。成

虫筋肉では成虫型複合体 II (Fp
A、CybS

A
)、L3 では幼虫型複合体 II (Fp

L、CybS
L
)、

実験宿主であるウサギから回収した LL3 では混合型複合体 II (Fp
L、CybS

A
) の存在

が確認されていて、Fp と CybS の成虫型-幼虫型の転換は LL3 で起こり、この 2 つ

の転換は同時には起こらず、最初に CybS が転換し、続いて Fp が転換することが

明らかになっている。 

   本研究では、さらに LL3 から成虫となるまでのエネルギー代謝の変化を追

うため、ヤングアダルト (YA) として感染後 38 日目で小腸に寄生している虫体の

複合体 II の酵素学的解析およびサブユニット組成の解析、キノン構成の解析を行

なった。YA は体長約 6 cm で成虫の 1/5 程度と小さいが (図 3-1)、棲息部位、形態

は成虫と同様である。また、LL3 と YA はサンプルが限られていて精製複合体 II

を得ることは困難であったため、すべてのステージにおいてミトコンドリア画分を

用いて解析を行なった。 
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   NADH-フマル酸還元系は複合体 I (NADH-キノン還元酵素)、RQ (電子受容

体)、複合体 II (QFR)から構成される嫌気的ミトコンドリア呼吸鎖である。YA の

NADH-dRQ 活性、QFR 活性は成虫と同程度の値となったが、その複合活性である

YA の NADH-FR 活性は成虫の 1/3 と低下していた。YA の NADH-FR 活性が低下し

ていたので、可能性の一つとして NADH-フマル酸還元系のもう一つの構成要素で

あるキノン構成が YA と成虫で異なっていると考え、キノン構成を調べた。予想に

反して YA のキノンは成虫と同様に 100%RQ であった。つまり、NADH-フマル酸

還元系の個々の NADH-dRQ 活性、QFR 活性、キノン構成はすべて YA と成虫は同

様であったが、これらの活性の全てから構成される YA の NADH-FR 活性は成虫と

比較し、1/3 程度の値であった。YA の NADH-FR 活性が成虫と比較し低いことに関

して、キノン構成は 100%RQ であったが、RQ の絶対量が YA と成虫とで異なるこ

とが考えられるが、キノンの絶対量の測定は試料の量から現段階では困難である。 

   複合体 II のサブユニット組成をウエスタンブロット法を用いて解析した結

果、LL3 では Fp
A、Fp

L、CybS
A、CybS

Lが検出され、YA では Fp
A、Fp

L、CybS
Aが

検出された。また、キノン構成について LL3 の RQ は 50%であったのに対し YA は

すべて RQ であった。YA において複合体 II の CybL、CybS、キノンからなる疎水

性部位の転換は完了していることが示された。これらの結果より CybS とキノンの

転換は同時に起こることが明らかになり、RQ の複合体 II への結合には CybS
Aが必

要であることが示唆された。 

   興味深いことに、LL3 において Fp
Aと Fp

Lのタンパク質発現量は同程度であ

ったが、ステージの進んだ YA において Fp
Lのタンパク質発現量が Fp

Aより高いこ

とが明らかになった。また、LL3、YA、成虫の Fp
Aタンパク質発現量を比較すると、
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YAで Fp
Aが低下していることが示され、YAにおいて優位に発現している Fpは Fp

L

であることが明らかになった。しかし、mRNA の発現は Fp
Aが優位であり、タンパ

ク質発現と mRNA 発現の変化は一致しなかった。これらの結果より、LL3 から YA

になる間に Fp
L の発現量が上昇し、YA では環境に適応するため、Fp

A 合成の準備

が開始されると考えられる。YA の複合体 II は成虫型複合体 II、混合型複合体 II の

両方が存在し、混合型複合体 II が優位に存在することが明らかになった。 

   NADH-FR 活性が YA において低かったことに関して、キノン構成以外にも

う一つの可能性として複合体 II の存在様式が異なることが原因と考えられる。酵

母と哺乳類ミトコンドリアにおいて複合体 I-III-IV のスーパーコンプレックスを形

成し電子伝達を行なうという報告がある [31]。また最近、ヒトミトコンドリアに

おいて複合体 II が、ピリミジン合成系で第 4 個目の酵素でやはりキノンへの電子

伝達を行なう、ジヒドロオロト酸脱水素酵素と複合体を形成しているとの報告もあ

る [32]。回虫ミトコンドリアにおいても呼吸鎖複合体がスーパーコンプレックス

を形成している可能性はあり、混合型複合体 II は成虫型複合体 II と異なり複合体 I

とのスーパーコンプレックスを形成できず NADH-フマル酸還元系において電子伝

達の効率が異なる可能性が考えられる。 

   さらに、固有宿主であるブタから回収した LL3 (LL3 (ブタ)) の結果と以前に

報告した実験宿主であるウサギから回収した LL3 (LL3 (ウサギ)) の結果 [11] に相

違があった。まず、LL3 (ブタ) の QFR 活性は成虫より低い値であったのに対し、

LL3 (ウサギ) の QFR 活性は成虫より高い値を示した (表 3-1、[11])。さらに、LL3 

(ブタ) において Fp
Aと Fp

Lのタンパク質発現量は同程度であったのに対し、LL3 (ウ

サギ) では Fp
Lが Fp

Aの 2 倍量であった (図 3-6、[11])。これらの違いは宿主応答の
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解明にヒントを与える可能性がある。実際に肺の症状は非固有宿主であるウサギの

ほうが出血や炎症が強く、宿主からの攻撃など幼虫にとっての環境は大きく異なっ

ていると考えられる。 

   以上まとめると、本研究ではブタ回虫の宿主体内移行におけるミトコンドリ

ア呼吸鎖の変動を、特に LL3 から YA を経て成虫に至る過程について調べた。最初

に、固有宿主であるブタから回収した LL3 の複合体 II は実験宿主であるウサギか

ら回収した LL3 の複合体 II と生化学的に異なることが示された。次に、YA の主要

な複合体 II は混合型複合体 II で、さらに LL3 の混合型複合体 II より存在比が多い

ことがわかった。これが YA の NADH-dRQ 活性、QFR 活性、キノン構成が成虫と

同様であるにもかかわらず、これらの複合活性である NADH-FR 活性が成虫より低

い理由の可能性と考えられる。まとめると、YA はサイズは異なるもののその形態、

棲息部位は成虫と同様である一方、ミトコンドリア呼吸鎖の幼虫型から成虫型への

転換は完了していないことが示された。好気的-嫌気的エネルギー代謝転換におけ

る複合体 II の役割を明らかにするため、今後各複合体 II の in vitro タンパク質合成

を確立し、その酵素学的な性質を詳細に解析する必要がある。 
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表 3-1 LL3、YA、成虫の酵素活性測定 

   LL3、YA、成虫の SDH、SQR、QFR、NADH-dRQ、NADH-FR 活性の比活性 

 

 

 

  

 比活性 (nmol/min/mg) 

 LL3 YA 成虫 

SDH 87.1  ± 1.87 150   ± 21.4 277   ± 5.55 

SQR 158    ± 8.63 352   ± 28.6 467   ± 5.25 

QFR 28.9  ± 7.85 75.6  ± 0.13 70.1  ± 3.61 

NADH-dRQ 122    ± 7.10 124   ± 1.76 123   ± 8.26 

NADH-FR 9.79 ± 5.44 34.9  ± 1.56 104   ± 7.27 
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図 3-1 LL3、ヤングアダルトの回収 

   受精卵を懸濁通気培養法で培養した L3 をブタに経口感染させ、7 日目の肺

から LL3 を、38 日目の小腸からヤングアダルトを回収した。 

   肝臓、肺ともにミルクスポットが見られた。ウサギの肺のような激しい出血

はブタの肺には確認されなかった 
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図 3-2 LL3、YA、成虫ミトコンドリアの酵素活性 

   A) SQR 活性、B) QFR 活性、C) NADH-dRQ 活性、D) NADH-FR 活性の各ス

テージの比較 
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図 3-3 各ステージにおけるキノン構成 

   受精卵、L3、LL3、YA、成虫における RQ/UQ 比。*) [16]より引用。 

 

 

 

  

ステージ RQ/UQ 

LL3 49/51 

YA 100/0 

Adult 100/0 



 

 

51 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-4 複合体 II 各サブユニットのウエスタンブロット解析 

   Fp
A、Fp

L、CybS
A、CybS

L、Ip サブユニットを表 2-1 に示す抗体で検出した。

Ip のバンド強度で各ステージのタンパク質量を決定した。A) Fp
A、B) Fp

L、C) Fp
A・

Fp
L、D) CybS

A、E) CybS
L、F) Ip の結果を示した。各サブユニットの LL3 : YA : 成

虫比を下に示した。 

  

 
LL3 

 
YA 

 
adult 

FpA 0.32  ： 0.03 ： 1.0 

FpL 1.0   ： 0.54 ： 0.26 

CybSA 0.48  ： 0.77 ： 1.0 

CybSL  LL3 のみ 

 
LL3 YA 成虫 

FpA 1.0 1.0 1.0 
・・ ・・ ・・ ・・ 

FpL 0.83 1.4 0.16 
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図 3-5 複合体を形成した YA の複合体 II 

   複合体を形成した Fp を検出するため、A) 1 次元目に hrCNE と SDH 活性染

色で複合体を形成した複合体 II を検出した。2 次元目に SDS-PAGE とウエスタンブ

ロット解析を行ない B) Fp
A、C) Fp

Lを検出した。 
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図 3-6 mRNA 発現量の比較 

   成虫の mRNA 発現量と 1.0 として、各サブユニットの各ステージにおける

発現量の比を示した。 
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第 4 章 

ミトコンドリア呼吸鎖複合体 II を標的とした阻害剤の検討 

 

4.1 序論 

 

   現在使用されている抗寄生性線虫薬は複数存在するが、特にヒツジの寄生虫

である Haemonchus contortus に関しては、薬剤耐性株の出現により新規薬剤の開発

が急務となっている。寄生性線虫の持つ NADH-フマル酸還元系は哺乳類のミトコ

ンドリアには存在せず、格好の薬剤標的になると考えられ、私の所属するグループ

はこれまでにブタ回虫をモデルとして使用した阻害剤の検討を行なってきた。複合

体 Iとして nafuredin、quinazoline 系阻害剤を見出いしたが、どちらも高い選択性の

化合物が得られず、薬剤に至っていない。しかし、動物実験等 [9,17] により NADH-

フマル酸還元系が良い薬剤標的となりうると示されたことから、本研究では複合体

II に関して検討した。 

   NADH-フマル酸還元系の末端酸化酵素である複合体 IIはQFRとして機能し、

宿主である哺乳類の複合体 II とは異なる機能を有していることが明らかにされて

いる。実際に、回虫の複合体 II を特異的に阻害する薬剤として Flutolanil を報告し

ている [12]。Flutolanilの回虫のミトコンドリア複合体 IIに対する IC50は 58.1 nM、

宿主であるブタのミトコンドリア複合体 II に対する IC50は 45.9 μM であり選択性

は 790 倍である。また、回虫成虫の複合体 II は結晶構造が解析され、さらに RQ、

Flutolanil との共結晶の解析が進み、薬剤開発に重要な知見が得られている [15,33]。
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そこでさらなる選択性の向上を目指し、阻害剤の構造と阻害活性の関係についての

知見を得るため、Flutolanil と構造の類似した化合物である、合成した Flutolanil 誘

導体 15 種、市販化の合物 19 種、および日本農薬株式会社所有の化合物 23 種につ

いて回虫複合体 II とブタ複合体 II に対する阻害強度を調べた。 

 

4.2 結果と考察 

 

   本実験においては多数の化合物の検討を行なうため、また回虫ミトコンドリ

アに対する Flutolanil、NN-23 の IC50は SQR 活性、QFR 活性どちらで測定しても違

いはなかったため (データ未掲載)、測定が簡便な SQR 活性に対する阻害効果を検

討した。 

 

4.2.1 溶媒の酵素活性に対する影響の検討 

   阻害剤の溶媒の回虫およびブタミトコンドリアの SQR 活性に対する影響を

検討するため、溶媒のみを添加して各酵素活性を測定した。DMSO および ethanol

はともに 1 ml の反応液に対して 9 μl までは SQR 活性を変化させなかった (データ

未掲載)。よって阻害剤の添加量は最大 9 μl までとした。 

 

4.2.2 化合物の選択 

   Flutolanil を図 4-1 のように左側のトリフルオロメチルベンゼン、中央のリン

カーと右側のイソプロポキシベンゼンの 3 つの部位に分け、それぞれの部位で異な
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る置換基を持つ化合物を選択、または合成した。日本農薬所有の化合物は、合成し

た化合物、市販の化合物の検討で得られた構造活性相関の知見をもとにフィードバ

ックし、Flutolanil に類似の化合物を選択した。 

 

4.2.3 トリフルオロメチル基の効果 

   前述のとおり、Flutolanil の回虫のミトコンドリア複合体 II に対する IC50は

58.1 nM、ブタのミトコンドリア複合体 II に対する IC50は 45.9 μM である。Flutolanil

のトリフルオロメチル基をカルボキシル基 (JM-181-P)、ヨード基 (JIM-12)、メチ

ル基 (Mepronil) に置換したときの回虫ミトコンドリアに対する IC50は、90 µM に

て 20%阻害、72.3 nM、515 nM、ブタミトコンドリアに対する IC50は、90 µM にて

阻害しない、6.43 μM、90.0 μM となった (図 4-2、上段)。2-(trifluoromethyl)benzanilide 

(回虫：90 µM にて 20%阻害、ブタの IC50：35.6 μM) のトリフルオロメチル基をニ

トロ基 (2-nitro-N-phenylbenzamide)、ヨード基 (Benodanil)、メチル基 (Mepenil)、水

酸基 (Salicylanilide)、アミノ基 (2-aminobenzanilide) に置換したときの回虫に対す

る IC50は、72.5 nM、50.0 nM、489 nM、1.90 μM、5.97 μM、ブタに対する IC50は、

9 µM にて 15%阻害、25.5 μM、90 µM にて 15%阻害、90 µM にて 10%阻害、9 µM

にて阻害しないとなった (図 4-2、下段)。これらより、トリフルオロメチル基の位

置に導入した置換基の電子吸引性、供与性と IC50 に相関があることわかった (図

4-2)。置換基の電子吸引性は-NO2>-CF3>-COOH>-I>-CH3>-OH>-NH2であり、両複合

体 II に対する IC50 の傾向は-NO2 (2-nitro-N-phenylbenzamide) =-CF3 (Flutolanil, 

2-(trifluoromethyl) benzanilide) <-I (JIM-12, Benodanil) <-CH3 (Mepronil, Mepenil) 
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<-OH (Salichylanilide) <-NH2 (2-aminobenzanilide) <-COOH (JM-181-P) となった。置

換基が電子供与性であるほど、回虫複合体 II に対してもブタ複合体 II に対しても

阻害強度が低下していることがわかる。例外的に 2-(trifluoromethyl)benzanilide は回

虫ミトコンドリアに対して阻害効果が弱まっているが、結晶構造解析からこの阻害

剤は Flutolanil などとは逆向きに結合していることが明らかになり、カルボニル基

との水素結合がなくなり、ブタ複合体 II で形成される代替の水素結合が回虫複合

体 II では形成されないことが原因と考えられる。また、置換基が-COOH (JM-181-P) 

のとき、両酵素で IC50が高いのは置換基の立体障害によるものであることがわかっ

た (結晶構造解析は京都工繊大、原田教授との共同研究)。 

 

4.2.4 リンカーの効果 

   アミドの部位の閉環にすることでコンフォメーションの自由度を低下させ

ると、阻害活性は著しく低下する。この効果は特に、回虫複合体 II に対して顕著

で阻害活性は 4 桁以上低下している (図 4-3)。これより、アミドの酸素原子に自由

度があることが重要であると考えられる。 

 

4.2.5 疎水性相互作用の重要性 

   複合体 II と Flutolanil との共結晶から、Flutolanil はキノン結合部位である疎

水性ポケットに入り、トリフルオロメチル基を含む部分は親水性アミノ酸残基、イ

ソプロポキシ基から成る右側は疎水性アミノ酸残基に囲まれていることがわかる 

[33] (図4-4)。そこで、疎水性アミノ酸残基とFlutolanilの相互作用を調べた。Flutolanil
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のイソプロポキシ基側の部分を単純化した化合物 (2-(trifluoromethyl)benzanilide, 

2-(trifluoromethyl)benzamide, 2’-trifluoromethylacetophanone)、または、ヨード基を含

む JIM-12 の 同 じ 部 分 を 単 純 化 し た 化 合 物  (Benodanil, IME, 

N-methyl-2-iodobenzamide, 2-iodobenzamide) の IC50を比較すると、短くなるほどに

阻害活性は低下した。また、アミドをエステルに置換すると  (Ethyl 

2-(trifluoromethyl)benzoate, Methyl 2-(trifluoromethyl)benzoate, Ethyl 2-iodobenzoate, 

Methyl 2-iodobenzoate)、回虫複合体 II に対する阻害活性は低下するが、ブタ複合体

II に対しては上昇した (図 4-5)。これより、疎水性相互作用の形成が重要であるこ

とがわかった。 

 

4.2.6 イソプロポキシ基の効果 

   疎水性相互作用の形成が重要であることがわかったので、次にイソプロポキ

シ基の効果を調べた。回虫複合体 II に対するイソプロポキシ基の置換は自由度が

高く、この部位を 6a、7a、JM-198、8 のように置換しても IC50は 24.5 nM、79.4 nM、

99.8 nM、330 nM となり、変化は小さい (図 4-6)。一方、ブタ複合体 II に対しては、

置換基を 6a、7a、JM-198、8 のように変化させると IC50は 8.61 μM、16.2 μM、11.6 

μM、236 μM と 1-2 桁上昇し、回虫複合体 II に対する挙動との違いから、選択性 (SI) 

が変わる (図 4-6)。このことから、イソプロポキシ基の部位はブタ複合体 II に対す

る阻害への影響が大きいといえる。ただし、ジメチルアミノ基 (9a)では IC50 が回

虫で 3.42 μM、ブタで 256 μM となり、阻害活性が極端に (4 桁) 低下するが、回虫

への影響がより大きく SI の低下が顕著である (図 4-6)。この原因については結晶
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構造からの明確な説明は、現段階ではできていない。 

 

4.2.7 トリフルオロメチルベンゼンの置換 (日本農薬) 

   Flutolanil 誘導体、類似の市販化合物から得られた構造活性相関の情報を参

考に、さらに選択性を高めるため日本農薬所有の Flutolanil の類似の化合物につい

て検討した。Flutolanil の構造式の左側の部位であるトリフルオロメチルベンゼン

を NN-1、NN-4、NN-5、NN-6、NN-7、NN-9、NN-10、NN-11、NN-12、NN-13、の

ように置換すると、回虫複合体 II に対する阻害効果は 90 μM で 10-20%となり、ま

た NN-3、NN-8、NN-14 のように置換すると IC50はそれぞれ、110 μM、100 μM、

26.6 μM となり阻害効果は著しく低下した (図 4-7)。また、ブタ複合体 II に対して

も阻害効果は低下した。これらより、ベンゼン環が阻害に重要であると考えられる。

さらに、結晶構造からも、このベンゼン環と複合体 II とのカチオン-π結合は阻害

に重要であることがわかる [33] (図 4-4)。 

 

4.2.8 イソプロポキシベンゼンの置換 (日本農薬) 

   Flutolanil の構造式の右側の部位、イソプロポキシベンゼンを NN-2、NN-15、

NN-16、NN-17、NN-18、NN-18、NN-19、NN-20、NN-21、NN-22、NN-23 置換し

ても前述の結果と一致し、この部分の自由度は高いことがわかる (図 4-8)。特に、

アミドとベンゼン環の間に炭素鎖が 1 つ増え、またイソプロポキシ基が tert-ブチル

基に置換した NN-23 では回虫複合体 II に対する阻害効果は上昇し、ブタ複合体 II

に対する阻害効果が低下し、SI が 20,300 倍まで上昇した (図 4-8)。Flutolanil と複
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合体 II の共結晶の結果からブタ複合体 II と比較して回虫複合体 II には隙間が存在

することが明らかになっており、この隙間を埋めるような化合物が特異性を高める

と予想されていた [33]。NN-23 はこの結果とよく一致し、炭素鎖か tert-ブチル基も

しくはその両方が特異性を高めると考えられる。 

 

4.3 まとめ 

 

   以上の結果より、Flutolanil のトリフルオロメチル基の部位にはより電子吸

引性の強い置換基、アミドの酸素原子には自由度があることが回虫複合体 II に対

する阻害効果を高め、イソプロポキシベンゼンの部位が複合体 II に対する阻害に

重要であることが明らかになった (図 4-9)。さらに、Flutolanil の構造式の親水性ア

ミノ酸残基に囲まれた左側は主に阻害活性に、疎水性アミノ酸残基に囲まれた右側

は特異性に関与していることが明らかになった (図 4-9)。また Flutolanil との共結

晶の結果と併せて [33]、回虫複合体 II に特異的な隙間を埋める NN-23 のような化

合物が予想通り特異性を高めた (図 4-9)。本研究では選択性が約 20,000 倍の化合物、

NN-23 を得ることができた。今後は得られた知見と結晶構造解析の結果とを合わせ

て、さらに選択性の高い阻害剤を探索する予定である。 

   さらに、これまでは in vitro で阻害剤の効果を評価してきたが、今後は実際

に回虫に効果があるのか in vivo で評価する必要がある。第一段階として、既存の

駆虫薬であるピランテルパーモエート等、現在用いられている薬剤が効果を示す培

養系を確立し、その後さまざまな化合物で効果を評価する予定である。また現在、
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日本農薬とドイツの製薬会社との共同研究で Flutolanil に関して in vivo での実験が

進んでおり、線虫類の幼虫に対する効果が示されている。今後は培養系で効果が確

認できた化合物に関して、H. contortus をヒツジに感染させた系で動物実験を行な

い、薬剤開発を進めていく予定である。 
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表 4-1 合成した Flutolanil 誘導体の結果 

 

 

 

 

  

化合物 
IC50 

回虫 ブタ 

Flutolanil 58.1 nM 45.9 µM 

6a 24.5 nM 8.61 µM 

7a 79.4 nM 16.2 µM 

8 330 nM 236 µM 

9a 3.42 µM 256 µM 

JM-1-114 (insoluble) - - 

JM-1-141a 20% at 90 µM 10% at 90 µM 

JM-181-P 20% at 90 µM 0% 

JM-1-141b 20% at 90 µM 5% at 90 µM 

JIM-9 0% 0% 

JIM-10 0% 0% 

JIM-11 40.7 nM 2.85 µM 

JIM-12 72.3 nM 6.43 µM 

JM-198 99.8 nM 11.6 µM 

JM-2-91 0% 0% 

JM-2-95 0% 0% 
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表 4-2 市販の Flutolanil 類似化合物の結果 

 

 

 

 

  

化合物 
IC50 

回虫 ブタ 

Flutolanil 58.1 nM 45.9 µM 

Tecloftalam 105 µM 10% at 90 µM 

Flusulfamide 76.5 µM 161 µM 

Salicylanilide 1.90 µM 10% at 90 µM 

Mepenil 489 nM 10% at 90 µM 

Benodanil 50.0 nM 25.5 µM 

2-(trifluoromethyl) 

benzanilide 
25% at 90 µM 35.6 µM 

2-(trifluoromethyl) 

Benzamide 
109 µM 0% 

2’-trifluoromethyl 

acetophenone 
0% 0% 

2-iodobenzamide 35.6 µM 0% 

N-methyl-2- 

iodobenzamide 
341 nM 10% at 90 µM 

IME 335 nM 15% at 90 µM 

2-aminobenzanilide 5.97 µM 0% 

2-nitro-N- 

phenylbenzamide 
72.5 nM 15% at 90 µM 

3’-methoxy-3- 

nitrobenzanilide 
7.61 µM 15% at 90 µM 

Ethyl 2-(trifluoromethyl) 

Benzoate 
77.5 µM 119 µM 

Methyl 

2-(trifluoromethyl) 

Benzoate 

30% at 90 µM 15% at 90 µM 

Methyl 2-iodobenzoate 71.3 µM 112 µM 

Ethyl 2-iodobenzoate 31.0 µM 45.0 µM 



 

 

64 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 4-3 日本農薬所有の化合物の結果 

 

 

 

 

  

化合物 
IC50 

回虫 ブタ 

Flutolanil 58.1 nM 45.9 µM 

NN-1 15% at 90 µM 0% 

NN-2 2.24 µM 0% 

NN-3 100 µM 5% at 90 µM 

NN-4 20% at 90 µM 10% at 90 µM 

NN-5 25% at 90 µM 15% at 9 µM 

NN-6 20% at 90 µM 15% at 90 µM 

NN-7 25% at 90 µM 10% at 90 µM 

NN-8 100 µM 5% at 90 µM 

NN-9 20% at 90 µM 20% at 90 µM 

NN-10 0% 5% at 9 µM 

NN-11 20% at 90 µM 10% at 90 µM 

NN-12 20% at 90 µM 10% at 90 µM 

NN-13 20% at 9 µM 5% at 9 µM 

NN-14 26.6 µM 25% at 90 µM 

NN-15 143 nM 16.5 µM 

NN-16 25% at 9 µM 5% at 9 µM 

NN-17 6.21 µM 0% 

NN-18 28.6 µM 0% 

NN-19 193 nM 0% 

NN-20 162 µM 0% 

NN-21 947 nM 135 µM 

NN-22 110 nM 32.7 µM 

NN-23 5.47 nM 111 µM 
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図 4-1 Flutolanil の基本構造 

    

 

 

 

 



 

 

 

 

6
6
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-2 Flutolanil のトリフルオロ部位の置換による阻害効果 

   上から化合物名、回虫ミトコンドリアの IC50、ブタミトコンドリアの IC50、SI (IC50 ブタ/IC50 回虫)を示す。また、IC50

が 100 nM 以下のものは赤字で示す。また、注目すべき構造は青で示す。 
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図 4-3 Flutolanil のリンカー部位の効果 

   上から化合物名、回虫ミトコンドリアの IC50、ブタミトコンドリアの IC50、SI (IC50 ブタ/IC50 回虫)を示す。また、IC50

が 100 nM 以下のものは赤字で示す。また、注目すべき構造は青で示す。 
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図 4-4 阻害剤の結合様式 

   上段に回虫複合体 II、下段にブタ心筋複合体 II との結合様式を示した。A)、B)は[32]の Fig.7 より。 
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図 4-5 疎水性相互作用の重要性 

   上から化合物名、回虫ミトコンドリアの IC50、ブタミトコンドリアの IC50、SI (IC50 ブタ/IC50 回虫)を示す。また、IC50

が 100 nM 以下のものは赤字で示す。また、注目すべき構造は青で示す。 
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図 4-6 イソプロポキシ基の効果 

   上から化合物名、回虫ミトコンドリアの IC50、ブタミトコンドリアの IC50、SI (IC50 ブタ/IC50 回虫)を示す。また、IC50

が 100 nM 以下のものは赤字で示す。また、注目すべき構造は青で示す。 



 

 

 

 

7
1
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-7 トリフルオロメチルベンゼンの置換 

   日本農薬(株)の化合物。上から化合物名、回虫ミトコンドリアの IC50、ブタミトコンドリアの IC50、SI (IC50 ブタ/IC50 回

虫)を示す。また、IC50が 100 nM 以下のものは赤字で示す。また、注目すべき構造は青で示す。 
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図 4-8 イソプロポキシベンゼンの置換 

   日本農薬(株)の化合物。上から化合物名、回虫ミトコンドリアの IC50、ブタミトコンドリアの IC50、SI (IC50 ブタ/IC50 回

虫)を示す。また、IC50が 100 nM 以下のものは赤字で示す。また、注目すべき構造は青で示す。 
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図 4-9 まとめ 
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第 5 章 

まとめと展望 

 

   私は、ブタ回虫の宿主体内移行における環境の変化に適応したエネルギー代

謝の変動を、ミトコンドリア呼吸鎖の解析により明らかにし、さらにこの情報を基

盤にして宿主である哺乳類には存在しない NADH-フマル酸還元系を標的とした新

規薬剤開発を目的として、特に呼吸鎖複合体 II に注目して研究を進めている。 

   NADH-フマル酸還元系の末端酸化酵素として重要な役割を持ち、さらに薬

剤標的であるミトコンドリア呼吸鎖複合体 II について、これまでに L3、LL3、成

虫において酵素学的解析、サブユニット組成の解析が行なわれてきた。エネルギー

代謝系の変動と複合体 II の変動は徐々に明らかにされつつあるが、LL3 は体内移

行の途中で成虫に成長するまではまだ多くの段階が残っている。この好気的-嫌気

的エネルギー代謝系の転換を理解するため、LL3 から成虫へと成長するまでのエネ

ルギー代謝の変化を明らかにする必要がある。さらに、各ステージにおけるミトコ

ンドリア呼吸鎖、複合体 II の詳細な解析から、基礎生命科学に基づく抗寄生性線

虫薬の開発を考えたとき、薬剤が効果を示すステージに関する重要な情報を得るこ

とができると考えられる。そこで、本研究では環境の酸素分圧が大きくに変化する

肺 (pO2: 13.2%) に棲息する LL3、小腸 (pO2: 2.5-5.0%) に到達し成虫に成長する前

の段階の感染 38 日後のヤングアダルト (YA) と嫌気的エネルギー代謝系への転換

が完了している成虫を用いて複合体 II の酵素学的解析およびサブユニット組成の

解析を行なった。 
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   ブタから回収した LL3 ミトコンドリアの酵素活性は、岩田博士論文 [14] の

報告同様、成虫、ウサギから回収した LL3 と比較すると最も低く、一方ウサギか

ら回収した LL3 の QFR 活性は成虫より高い [11] という特徴はブタから回収した

LL3 では見られなかった。このように、宿主が異なることで LL3 ミトコンドリア

には大きな差があることが確認された。YA の NADH-フマル酸還元系を成虫と比較

すると QFR、NADH-dRQ 活性は同程度の値を示し、NADH-フマル酸還元系のもう

１つの構成因子であるキノンも YA は成虫と同様に 100%RQ であったが、これらの

複合活性である NADH-FR 活性は約 1/3 倍の値となり低下していた。さらに、複合

体 II のサブユニット組成の解析より YA の CybS サブユニットは成虫と同様に

CybS
Aのみであった。一方 Fp サブユニットのタンパク質発現量を各ステージで比

較すると、YA の Fp
Aは LL3 の 1/10 に低下しており、また YA において Fp

Lが優位

に発現していることが明らかになった。しかし、mRNA 発現量を各ステージで比

較すると、YA の Fp
A
mRNA は成虫より高く、Fp

L
mRNA は成虫と同程度の値を示

し、タンパク質発現と mRNA 発現の変化は一致しなかった。これらの結果より、

LL3 から YA になる間に Fp
Lのタンパク質レベルでの発現量が上昇し、YA では環

境に適応するため、Fp
A合成の準備を転写レベルで開始すると考えられる。これら

より YA の複合体 II は混合型複合体 II が優位に存在することが明らかになった。

NADH-FR 活性が低下していたことに関して、可能性の一つとして RQ の絶対量が

YA と成虫で異なることが考えられるが、分析に充分な試料の入手の点から現時点

で解析は困難であり、今後の課題である。他の可能性としては、YA で優位に発現

している混合型複合体 II は成虫型複合体 II と異なり複合体 I とのスーパーコンプ
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レックスを形成できず NADH-フマル酸還元系において電子伝達の効率が異なるこ

とが考えられる。YA は、大きさは成虫より小さいが、体内移行を終了し成虫と同

様に小腸に棲息しており、脱皮もしないと考えられている。しかしながら、本研究

で明らかになったように、まだエネルギー代謝系の変化は完了していないことが示

された。 

   これまでの研究と合わせ、回虫複合体 II の生活環におけるアイソフォーム

の発現、転換のタイミング、NADH-フマル酸還元系との関わりは徐々に明らかに

なりつつあるが、複合体 IIがステージ毎に変動する理由は明らかにされていない。

この解決には複合体 II 各アイソフォームの機能に関する詳細な解析が必要とされ

るが、回虫の各ステージから単離したミトコンドリアには複数の複合体 II アイソ

フォームが含まれ、それぞれの分離精製、また精製複合体 II を得るのに充分な虫

の回収ができないため、成虫型、幼虫型、混合型複合体 II の好気的、嫌気的エネ

ルギー代謝系における各々の役割の解析は現段階では困難である。これら複合体 II

の詳細な解析のためには組換え酵素を用いた解析が必要である。しかし現段階にお

いて、真核生物のミトコンドリア呼吸鎖複合体 II の組換え酵素の発現例はなく、

私たちの研究室で大腸菌の発現系などを検討してきたが活性のある酵素は得られ

ていない。そのため、まずは in vitro でのタンパク質合成系を用いた複合体 II の発

現系の確立が今後の課題である。 

   回虫はその生活環において酸素分圧変化、宿主からの臓器特異的な応答等、

様々な影響を受けている。哺乳類および回虫と同じ線形動物に属する自由生活性線

虫 Caenorhabditis elegans を含む多くの多細胞生物において、低酸素応答の多くは低



 

 

77 

 

酸素誘導因子 (HIF) により制御されていることが明らかにされている。回虫にも

その存在が認められており、複合体 II の変換には HIF の関与が示唆されているも

のの、その詳細は明らかにされてはいない [34]。さらに、小腸から取り出した成

虫は、1-2 週間以上、嫌気環境下でも好気環境下でも生存することが可能であり、

その NADH-FR 活性は通常の成虫と同程度の値を示し、複合体 II は成虫型であるこ

とが示されている [35]。このことから、ミトコンドリア呼吸鎖および複合体 II の

変動は酸素分圧変化以外に経時的制御も考えられる。また、ミトコンドリア呼吸鎖

の変動にはキノンの変動が不可欠であるが、回虫のキノン生合成経路はいまだ明ら

かにされていない。これら回虫ミトコンドリア呼吸鎖、複合体 II、キノンの変動の

分子機構を明らかにすることで、エネルギー代謝系の低酸素適応機構の解明に重要

な知見が得られると期待できる。 

   さらに、回虫複合体 II は哺乳類の複合体 II とは異なる機能を有しているた

め効果的な薬剤標的として期待され、実際に日本農薬株式会社の Flutolanil が高い

選択性を持って回虫複合体 II を阻害することが明らかにされている [12] (図 1-9)。

そこでさらなる選択性の向上を目指し、阻害剤の構造と阻害活性の関係についての

情報を得るため、本研究では Flutolanil をリード化合物として合成された誘導体、

構造の類似した市販化合物、また日本農薬所有の化合物について、回虫ミトコンド

リアとブタミトコンドリアに対する阻害活性を測定した。その結果、化合物の構造

活性相関、複合体 II と Flutolanil との共結晶より [33]、選択性が約 20,000 倍に向上

した化合物 NN-23 が得られた。また、Flutolanil は成虫型複合体 II のキノン結合部

位である Ip、CybL、CybS
A から成る疎水性ポケットに結合していることが明らか
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にされている [33]。YA で発現している混合型複合体 II、成虫型複合体 II の疎水性

ポケットはともに Ip、CybL、CybS
A から構成されていることから、小腸に棲息し

ている YA および成虫ともに今回検討した化合物は有効であると考えられる。今後

は、得られた構造活性相関の知見と結晶構造の知見より選択性の高い化合物の探索

を行ない、また in vivo での回虫に対する効果の評価を行なう予定である。 

   最近、癌細胞におけるエネルギー代謝系のメタボローム解析により NADH-

フマル酸還元系の最終産物であるコハク酸の蓄積が報告され [36]、ヒト複合体 II

では Fp サブユニットのリン酸化によりフマル酸還元の触媒が可能であることが示

された [37]。実際、2 種のアイソフォームが存在するヒト複合体 II の一方は通常細

胞で発現しているのに対し、もう一方の異なる Fp サブユニットを持つ複合体 II は

癌細胞での発現が確認されている [38]。また一部の癌組織において、駆虫薬とし

て広く用いられているフマル酸呼吸阻害剤の pyruvinium pamoateが効果を示すこと

から [39]、これまでバクテリアや寄生虫でしか確認されていなかった NADH-フマ

ル酸還元系がヒトの細胞でも誘導されることが示唆された。このように臨床的な観

点からもエネルギー代謝系の低酸素適応機構を解明することにより、将来的に虚血

など低酸素に関連した疾患、また低栄養、低酸素環境下で増殖する癌細胞等の問題

を解き明かし、またそれを標的とする薬剤の開発の上で大きなヒントとなることが

期待できる。 
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