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研究成果の概要（和文）： マラリア原虫の肝臓ステージの培養系を、まずはネズミマラリア原

虫をモデルとして最適化を行った。次に、三日熱マラリアの肝内型原虫を検出できるような種々

の特異抗体を作成した。タイ王国において、三日熱マラリア患者の血液を人工的に吸血させた

蚊の唾液腺から原虫を回収し、これを肝由来培養細胞に添加後培養し、作成した抗体を用いて、

肝内型原虫が検出できた。さらに原虫の侵入効率の評価系が確立できた。 

 
研究成果の概要（英文）：The liver stage culture condition has been improved by using rodent 
malaria parasites, Plasmodium berghei. Then, to detect the P. vivax liver stage parasite 
development, several antibodies against liver stage antigens were prepared. P. vivax 
sporozoites were collected from mosquitoes fed on patients blood in Thailand, then 
incubated with hepatocytes for 1 week. Liver stage parasites development could be detected 
by IFA using several antibodies. 
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１．研究開始当初の背景 
 三日熱マラリアは、世界では年間数億人が

新規に感染する感染症である。致死的ではな

いものの症状は重く、特にアジア地域におい

ては経済効率の観点からも早急な解決が望

まれる問題である。 
 三日熱マラリア撲滅に向けての大きな障

害の一つに「再発」が挙げられる。蚊の吸血

によって、ヒト体内に侵入したマラリア原虫

は最初に肝細胞に寄生し、その中で赤血球感

染型（メロゾイト）へと分化する。メロゾイ

トが赤血球への感染を繰り返すことで、発

熱・貧血等のマラリア症状を引き起こす。一

方で、原虫の一部は肝細胞内で「休眠体」を
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形成し、長い時には数年間ヒト体内に留まっ

た後に、再発を引き起こすことが知られてい

る。赤血球ステージ原虫を標的とするほとん

どの抗マラリア薬は休眠体に効果がなく、唯

一の薬剤（プリマキン）も、副作用の問題で

投与できないケースが多いのみならず耐性

原虫の出現が報告されており、新たな薬剤の 
開発が望まれている。 
 ところが、三日熱マラリア原虫の in vitro 
培養は成功しておらず、研究室での実験が全

く行えないため、上記の問題はほとんど手つ

かずで残されてきた。無視された感染症と表

現されるこの現状を打破すべく、三日熱マラ

リア原虫のゲノムプロジェクトが企画され、

2008 年に Nature 誌に報告された。これに

より、三日熱マラリア撲滅に向けての遺伝子

情報は揃いつつあるが、原虫の供給がネック

となり研究は進んでいない。 
 
２．研究の目的 
 三日熱マラリアは、アジア地域においては

熱帯熱マラリアと同等の脅威を及ぼす感染

症である。三日熱マラリア対策の大きな課題

は、原虫が肝細胞内で時には数年にも及び

「休眠」するために、一旦治癒した後に再発

することである。再発防止法の開発を目指し

た三日熱マラリア研究の最大の困難は、原虫

の培養法さえ確立されていないために、実験

室での研究が不可能なことである。本課題は、

この状況を打破するために、まずタイの感染

流行地において三日熱マラリア患者から感

染血液を採取し、それを媒介蚊に人工的に吸

血させることで感染蚊を作成する。次いで、

蚊から肝細胞感染型原虫を回収、培養肝細胞

に添加することで、肝細胞内で原虫を発育さ

せる培養法の確立を目指す。さらにはマーカ

ーを用いて、肝内型原虫と休眠体との識別法

を開発することを目的とする。 
 
３．研究の方法 

(1) ネ ズ ミ マ ラ リ ア 原 虫 (Plasmodium 

berghei)を用いた肝臓ステージ原虫培養系

の最適化 

 三日熱マラリア原虫は、実験室内での培養

が不可能なため、実験材料としては感染流行

地の患者血液に頼らざるを得ない。そのため、

肝臓ステージ培養系を最適化するために、ヒ

ト由来培養細胞(HepG2)に寄生できることが

報 告 さ れ て い る ネ ズ ミ マ ラ リ ア 原 虫

(P.berghei)をモデルとして用いることにし

た。なお、遺伝子組換え技術により、細胞質

に GFPを発現する組換え原虫を用いることで、

原虫の検出を容易にしている。原虫の発育の

指標としては、大きさ（直径）と、肝内型発

育の後期に宿主細胞の細胞質へと輸送され

るタンパク質 LISP2(Liver stage specific 

protein 2)の局在解析により行った。最初に、

様々な培地(DMEM high glucose, DMEM low 

glucose, RPMI1640, EMEM)を用いて、原虫の

発育を比較した。次いで、培地中のグルコー

ス量が、原虫の発育に影響を与えるか否か検

討した。 

 

(2) 三日熱マラリア原虫(P. vivax)の肝臓ス

テージ原虫を特異的に検出する為のマーカ

ーとなる抗体の作成 

 三日熱マラリア原虫は、肝細胞に侵入し、

寄生胞膜の中で約１週間から１０日かけて

発育し、メロゾイトへと分化する。三日熱マ

ラリア原虫の特徴として、一部は極めて初期

の段階で休眠体となり、長期間に渡り活動を

休止させるものがある。現在までに休眠体を

特異的に認識する方法は見いだされていな

い。本研究では、肝内型原虫を効率的に検出

でき、また休眠体を識別できるようなマーカ

ーとなる抗体の作出を目指す。まずは、三日

熱マラリア原虫の遺伝子情報から、a)肝内型

原虫全般にわたり原虫細胞質に発現するタ

ンパク質(PvHSP70)、b)初期の寄生胞膜に局

在するタンパク質(PvUIS4)、c)後期の寄生胞

膜に局在するタンパク質(PvLISP1)、d)後期

に肝細胞細胞質へと輸送されるタンパク質

(PvLISP2)の組換えタンパク質を、コムギ胚

芽由来無細胞タンパク質合成系を用いて作

出する。

方法は、

PlasoDB

を参考に

プライマ

ーを作製

し、三日

熱マラリ



 

 

ア原虫の標準株のゲノムを鋳型に PCRを行い、

コンストラクトを作製する。GST との融合タ

ンパク質として発現・精製を行い、SDS-PAGE

で確認する。これらをウサギに免疫すること

で特異抗体を得る。 

 

(3) マラリア流行地の患者血液の人工吸血

により得られた肝細胞侵入型原虫（スポロゾ

イト）の培養と肝内型原虫の検出系の確立 

 三日熱マラリア原虫は培養できないため、

タイ・ミャンマーの国境付近の感染流行地を

フィールドとして活動する共同研究者(Dr. 

Jetsumon Sattabongkot、マヒドン大学)と共

に研究を遂行する。マラリアクリニックを訪

れる患者から同意を得た上で感染血液を提

供してもらい、人工吸血法により媒介蚊

(Anopheles dirus)に吸血させた後、３週間

飼育する。実体顕微鏡下で唾液腺を解剖によ

り摘出し、肝細胞感染型原虫（スポロゾイト）

を回収し、これを肝由来培養細胞 HC-04 に添

加し、37 度で培養する。６時間後、４日後に

それぞれ培養細胞をフォルマリンで固定し、

(2)で作製した特異抗体を用いて蛍光抗体法

を行い、肝内型原虫が検出できるか否か検討

する。 

 

４．研究成果 

(1) ネズミマラリア原虫(Plasmodium 

berghei)を用いた肝臓ステージ原虫培養系

の最適化 

 ①肝内型原虫の発育の指標の確立。LISP2

が肝臓ステージ後期に発現し、成熟すると肝

細胞へと移行することが知られていたが、こ

のパターンが肝内型原虫の発育と相関があ

るかどうか最初に検討した。その結果、肝内

型原虫の大きさと LISP2の肝細胞への輸送に

は正の相関が認められたことから、肝内型原

虫の質的な成熟の指標として LISP2の局在パ

ターンを用いることにした。 

 ②DMEM high glucose, DMEM low glucose, 

RPMI1640, EMEMの４種類の培地を用いて培養

したところ、DMEM high glucose と RPMI1640

を用いた時に、原虫の大きさおよび LISP2 の

局在の２つの指標で評価したところ、他の２

種類に比べて有意に原虫の発育が亢進して

いることを見いだした。 

 ③肝内型原虫

の発育が

glucose の濃度

に依存するのか

どうか、glucose

濃度のみを変化

させた培地を作

製し、原虫発育

を比較した。そ

の結果、

2000mg/L の

glucose 濃度が

肝内型原虫の発育には十分量であることが

見いだされた。 

 

(2) 三日熱マラリア原虫(P. vivax)の肝臓ス

テージ原虫を特異的に検出する為のマーカ

ーとなる抗体の作成 

 PvHSP70（２種類）, PvUIS4, PvLISP1（３

種類）, PvLISP2（３種類）の部分組換えタ

ンパク質の合成に成功した。これらの組換え

タンパク質をウサギに免疫し、それぞれ抗血

清を得た。 

 

(3) マラリア流行地の患者血液の人工吸血

により得られた肝細胞侵入型原虫（スポロゾ

イト）の培養と肝内型原虫の検出系の確立 

 患者血液を人工吸血法により吸血させた

媒介蚊の唾液腺からスポロゾイトを回収し、

肝由来培養細胞 HC-04 に添加した後、37度で

培養し、６時間、４日後にフォルマリン固定

した。６時間後に固定したサンプルは、２種

類の坑 CSP (circumsporozoite protein)抗体

で染めることで、スポロゾイトが細胞外にい

るのか、細胞内に侵入しているのか区別する

＜肝臓ステージ原虫培養の

条件検討＞ 

＜スポロゾイトの細胞侵入評価系の確立＞ 



 

 

方法を試みた。図に示すように、細胞外のス

ポロゾイトは２色で検出され、細胞内に侵入

しているものは緑でのみ検出されるという

結果が得られ、細胞侵入アッセイ法を確立す

ることができた。今後、培養細胞や培養条件、

あるいはスポロゾイト解剖の日にち等を含

めた培養系の改良の為の評価方法が確立で

きた。 

 さらに、４日目に固定したサンプルを

PvHSP70, PvLISP1, PvLISP2 の抗体を用いて

染色を行った。その結果、坑 HSP70 抗体２種

類は、原虫の細胞質を認識し、坑 LISP1 抗体

１種類、坑 LISP2 抗体２種類が、寄生胞膜を

検出することができた。従って、発育初期—

中期の肝内型原虫を検出できるマーカーと

なる抗体が得られた。今後は、LISP2 が三日

熱マラリア原虫においても宿主肝細胞の細

胞質へ輸送されて行くのか、また、これらの

抗体を用いることで、休眠体と正常に発育し

ている原虫を識別できるのか検討していく。 
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