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研究成果の概要（和文）：熱帯熱マラリア原虫の薬剤耐性株の出現と拡散により、WHO はアルテ

ミシニンを基にした ACT(Artemisinin-based Combination Therapy)を推奨するが、高価である

こと、十分な数が届いていないこともあって、現実にはまだ広くいきわたる段階にない。抗マ

ラリア薬に対する有効性を把握するとともに、ACT 導入によってどのような選択が予測される

かを調べる目的で、熱帯熱マラリア原虫の遺伝子多型を地域ごとに比較した。 

 
研究成果の概要（英文）：Due to the wide spread of resistant malaria parasites to commonly 
used anti-malarial drugs, 

 

ACTs (Artemisinin-based Combination Therapies) are recommended 
as the first line treatment therapies in many malaria countries. From the comparison of 
polymorphisms in Plasmodium falciparum genotypes, we observed a tendency of decreasing 
mutant alleles of pfcrt and pfmdr 1 genes in Vietnam parasites. We assume it would be 
effect of introduction and usage of artemisinin and its derivatives in this country. 
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１．研究開始当初の背景 

マラリアは熱帯地域で最も問題になってい

る感染症の一つであり、様々な視点からのコ

ントロール活動が行われてきている。マラリ

アの感染地域はここ 50年間で減ってきてい

るが、未だに年間 80万人の死者と 2億 5000

万人近い人が感染している。 

このようなマラリアの現状における重大な

問題の一つは、熱帯熱マラリア原虫の薬剤耐

性株の出現と拡散である。予防薬、治療薬と
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して広く使用されてきたクロロキン、ファン

シダール、さらに比較的新しいメフロキンに

対しても抵抗性を示す熱帯熱マラリア原虫が

広まり、WHO はアルテミシニンを基にした

ACT(Artemisinin-based Combination 

Therapy)を推奨するが、高価であること、十

分な数が必要とされる現場に届いていないこ

ともあって、まだ全ての場所にいきわたると

いう段階にはなっていない。 

クロロキン、ファンシダールに対する抵抗

性は、原虫の pfcrt、pfmdr1、あるいは

pfdhfr+pfdhps遺伝子における変異によって

説明され、遺伝子型を調べることで薬剤耐性

の広がりを知ることが出来る。また、地域に

よって使用している抗マラリア薬が異なって

いたり、導入される時期が異なっており、遺

伝子型の変化を比較、追跡することから、マ

ラリア原虫の薬剤応答についての情報を得る

ことも可能である。 

 
２．研究の目的 

今後、世界各地域で抗マラリア薬としてア

ルテミシニンを基にした治療薬 ACT が導入さ

れると考えられるが、治療に抵抗性を示す原

虫株をすばやく検出、同定することが重要に

なってくる。それぞれの地域に既に存在して

いるマラリア原虫株の genotypeと phenotype

を記載しておくことで、治療に伴う変化、治

療効果の遅れの認められる原虫が検出された

場合に、速やかに対応して判断することが可

能となる。これまでに集めているサンプルの

解析を行うとともに、それぞれの地域で用い

られている抗マラリア薬に対する有効性を確

認、耐性株の割合とその時間変化を調べるこ

とを目的として研究を開始した。 

早くからアルテミシニン誘導体を用いてい

るベトナムにおけるマラリア感染率と熱帯熱

マラリア原虫の遺伝子型を調べることで、ア

ルテミシニンによる原虫 genotypeの変化、選

択について情報を得ることが出来る。 

種々の薬剤耐性原虫が報告されているミャ

ンマー、最近でもクロロキンを使用し続けて

いるインドネシア、イランの熱帯熱マラリア

原虫の現状と時間的変化、さらに長崎大学熱

帯医学研究所がシステマティックな熱帯医学

研究基盤の確立を目指して設立されたアフリ

カケニア拠点への参加を計画した。 

 
３．研究の方法 
（1）ベトナム南部の調査地域 Binh Phuoc 省
におけるマラリア感染率の調査とマラリア
患者からの採血 
この地域では、共同研究者である長崎大学

熱帯医学研究所・中澤氏と、ベトナム NIMPE・

Le Duc Dao氏が、2001年から長期にわたっ
てマラリア研究を継続している。地域住民及
び就学児童を対象として採血を行い、血液塗
末標本を顕微鏡観察して原虫の有無を確認、
陽性者からは原虫 DNA検査のための濾紙採血
を行った。 
（2）採血フィルターからの DNA抽出 
マラリア原虫感染陽性者から採血したフ

ィルターの血液から、先濱－田辺の方法に従
って QIAamp DNA Mini Kitを用いて total DNA
を抽出し４℃に保存した。 
（3）マラリア原虫の薬剤耐性に関連する遺
伝子多型の解析 
熱帯熱マラリア原虫の pfcrt、pfmdr 1、

pfdhfr、pfdhps遺伝子のそれぞれ全領域をカ
バーできるように設計したプライマーで PCR
をかけた後で、注目するアミノ酸部位の多型
をシークエンシングによって調べた。適切な
制限酵素を用いれば多型を区別することが
可能な幾つかの部位については、PCRプライ
マーと制限酵素を工夫してゲル電気泳動上
で確認する方法も併用した。 
（4）インドネシア、ミャンマー、イラン

の熱帯熱マラリア原虫サンプルの解析 
インドネシア、ミャンマー、イランにおけ

るマラリア感染の現状と感染者からの採血
は、それぞれの国の共同研究者に協力しても
らい、それぞれの倫理委員会からの許可と患
者の同意を得て行った。マラリア感染者が訪
れる各地の診療所で採血と診断を行う際に、
同時に濾紙採血も行ってサンプルを保存し
た。遺伝子解析はそれぞれの共同研究者の所
属する研究機関で行う、あるいは DNAサンプ
ルの一部を日本に持ってきて解析した。 
 
４．研究成果 
（1）ベトナム南部 Binh Phuoc省におけるマ
ラリア感染率の変化 
2005 年 1070 人、2006 年 899 人、2007 年

634 人を対象としてマラリア診断を行い、感
染率はそれぞれ 3.4％、5.0％、3.5％であっ
た。これは 2001 年、2002 年に同じ地域で感
染率の調査をした時の 24.5％と 24.0％と比
較して著しい減少であり、その間の社会環境
の変化、マラリアコントロールの結果と考え
ることが出来る。ベトナムでは、1990 年代か
らアルテミシニン誘導体を使用してマラリ
アの感染率を劇的に減少させ、更に 2003,4
年からは Dihydroartemisininを基にした CV8
を導入している。この 2005 年以降のマラリ
ア感染率の減少は、ACT の一つであるこの治
療薬導入の効果と思われる。 
（2）ベトナム南部 Binh Phuoc省の熱帯熱マ
ラリア原虫：薬剤耐性に関連する遺伝子多型
の解析 
○1  pfcrt遺伝子、熱帯熱マラリア原虫pfcrt

遺伝子の 76番目LysがThrに変異することが、



 

 

クロロキン耐性には必要である。2005年に得
られた原虫のpfcrt遺伝子はすべて野生型
CVMNK(72-76)、2006 年、2007 年は、変異型
が 15.8％、18.8％であった。変異型にはCVIET
とCVIDTの 2 種類を検出し、大部分はCVIDTで
あった。一方、2001 年の熱帯熱マラリア原虫
感染者から得たサンプルにおいては、62.2％
が変異型pfcrtに感染しており、その大部分
はCVIETであったことを考えると、何らかの
選択があったことが示唆される。 
他の地域、国々の熱帯熱マラリア原虫

pfcrt 遺伝子では、90％以上殆ど全てが変異
型であることと対照的であり、このベトナム
のサンプルで野生型が多く検出されるのは、
アルテミシニンを長期にわたって使用し、ク
ロロキンの使用が控えられていたことによ
ると推測している。CVIET typeと CVIDT type
には pfcrt遺伝子の 72-76番目以外にも変異
が認められ、我々はその比較から pfcrt遺伝
子内での組換えによって多型が生じる可能
性を提唱した。 
○2  pfmdr 1遺伝子、今回のベトナムサンプ

ルでは、これまでに報告がある 5カ所のアミ
ノ酸置換のうち、86Asn、1034Ser、1246Asp
には多型が認められなかった。Tyr184Pheと
Asp1042Asnを検出したが、それとpfcrt遺伝
子のgenotypeとの相関は認められなかった。
また、マイナーな変異として最近カンボジア
の サ ン プ ル で 報 告 さ れ た Glu130Lys 、
Val1109Ileを検出したが、その変異の遺伝子
産物に対する影響は今後の課題である。 

○3

（3）Genotype間での相関について 

 pfdhfr＋pfdhps遺伝子、スルファドキ
シン・ピリメタミン耐性と関連するこれらの
遺伝子多型は塩基配列の決定によって行っ
た。ベトナムではスルファドキシン・ピリメ
タミンを使用していないが、pfdhfr遺伝子に
もpfdhps遺伝子にも多くの変異が認められ、
耐性が維持され続けていることを示す結果
であった。その中で注目すべきは、多型の度
合いは減少傾向にあることであり、2001 年サ
ンプルには全く変異の無い野生型から多く
の部位に変異を持つ強い耐性型まで多様で
あったが、2005年以降の原虫では遺伝子型の
パターンの多様性が減っている。今回調べた
ベトナムサンプルにおいてpfdhps遺伝子の
いくつかのアミノ酸部位では 3種類以上の多
型を示し、436 番目SerからAlaあるいはPhe
への置換、540 番目LysからGlu、Asn、Tyr、
613番目AlaのThr、Serを検出した。また 581
番目のAlaからGlyへの置換に関しては 2通り
のコドン(GGGとGGT)によるものが認められ
た。 

多くのサンプルが得られている 2001－
2002 年の解析結果をそれぞれの遺伝子につ
いて、遺伝子型同士の相関の有無を調べると、
pfcrt遺伝子の野生型は pfdhfr＋pfdhps遺伝

子の変異の少ない原虫と、耐性型は変異の多
い原虫との相関が示唆された。これらの遺伝
子産物に共通して影響を与える何かの薬剤
による選択の結果であるか、他の影響である
のかは、更なるデータが必要である。 
（4）イランの熱帯熱マラリア原虫のクロロ
キン感受性 
イランでは 1983 年に初めてクロロキン耐性
マラリア原虫が報告されて以来、その割合は
年々増加している。クロロキンの有効性が低
くなって治療薬変更の必要性を判断する調
査が必要となり、共同研究者の AR Esmaeili 
Rastaghi を含む研究チームは 2003-4 年にパ
キスタン、アフガニスタンとの国境に近い
Sistan & Baluchestan地域を担当した。彼ら
は臨床試験でクロロキンの有効性は 20％程
度しかないことを確認して、その遺伝子解析
を行う目的でサンプルをもって来日した。
pfcrt 遺伝子の Lys76Thr部位を、PCRと制限
酵素 Apo Iを用いて調べるとともに、塩基配
列を決定した。PCRで増幅出来た 64サンプル
のうち 60サンプル(93.75％)は Apo Iで切断
されない Thr76 であり、その塩基配列の解析
からは多様性に乏しいことが示唆された。
pfcrt 遺伝子の比較から、野生型と耐性型で
72－76 の領域以外にも置換が認められたが、
それらは 72－76 のパターンと関連している
ものであった。遺伝子多様性がほとんど認め
られないことは pfmdr 1遺伝子解析からも示
されたが、pfcrt 遺伝子のタイプと pfmdr 1
遺伝子のタイプの間に関連は認められなか
った。この薬剤耐性と関連する遺伝子におけ
る多型の乏しさは、他の薬剤選択圧の影響を
受けない microsatellite においてはどうで
あるか、非常に興味を引き起こすものである。 
（5）インドネシアの熱帯熱マラリア原虫の
遺伝子多型 
インドネシアは赤道直下、東西に非常に広

い国であり、パプアニューギニアに起源する
pfcrt 遺伝子 SVMNT type と東南アジア型の
pfcrt遺伝子 CVIET typeがそれぞれ局在して
いることが分かった。我々がこれまでに解析
した結果では、クロロキン耐性にかかわる
pfcrt 遺伝子について野生型の CVMNK の原虫
をインドネシアから検出しておらず、ほとん
どの原虫が耐性型 pfcrt遺伝子である。それ
ぞれの地域ごとにみると個々の遺伝子につ
いての多型性に乏しいが、地域間で比較する
と異なる遺伝子型を示すものが認められる。
インドネシアのマラリア患者からの採血と
サンプルの保存は継続しているが、政府の方
針ですべてのサンプルの国外持ち出しが禁
止されているので詳細な解析は十分に行う
ことが出来なかった。現在、解析の許可を申
請中である。 
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