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研究成果の概要（和文）：熱帯熱マラリア原虫の集団遺伝学解析では、フィリピンの流行度と遺
伝的多様度の間に正の相関が観察された。ベトナムのクロロキン耐性株の起源は、タイ-ミャン
マー国境付近の同耐性株の拡散によらず、ベトナム原虫集団からの耐性変異株の発生と推察され
た。三日熱マラリア原虫のmtDNA配列による分子系統解析では、韓国の原虫集団の起源は中国南
部の２つの原虫集団にあった。集団遺伝学的解析は、マラリア疫学の有用なツールである。 
 
研究成果の概要（英文）：In the malaria endemic Philippines, the level of genetic diversity of 
Plasmodium falciparum correlates with the local malaria endemicity. The Thai P.f. populations had been 
under strong chloroquine selective pressure but the Vietnamese population had not, and that the origin 
of chloroquine resistance in Vietnam might be different from Thailand. The genealogical origin of P. 
vivax populations in South Korea was from the two different populations in southern China. These 
findings confirm that population genetic analyses are a useful tool for epidemiology of malaria. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)薬剤耐性マラリアの世界的拡散 
 1957 年、タイにおいて世界で初めてクロロ
キン耐性熱帯熱マラリアが報告されたのを皮
切りに、周辺アジア諸国で次々と同耐性マラ
リアの報告が続いた。さらには、ピリメサミ
ン・スルファドキシン合剤に対する耐性の報
告、そしてメフロキンに対する耐性の報告も
後を絶たず、メコン川流域の大陸部アジアは、
多剤耐性マラリアがもっとも猖獗する地域と
認識されるに至った。 
 研究開始当初において最も急がれたことは、

１）疫学的研究として、薬剤耐性マラリアの
流行状況を正確に把握し、その拡散メカニズ
ムを明らかにし、その猖獗をコントロールす
る手法を開発すること、そして、２）臨床的
研究としては、原虫が薬剤耐性を獲得するメ
カニズムを分子のレベルで解明し、その成果
をもって新規抗マラリア薬を開発し、さらに
は患者の臨床管理方法を向上させることであ
った。当該研究では、海外学術調査に立脚し
て、前者１）の疫学的研究において成果をあ
げ、対策に向けた新たなブレイクスルーを求
めようと試みた。 
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(2)研究代表者らの研究開始当初までの研究
成果を踏まえ、当該研究の着想に至った経
緯・背景 
 薬剤耐性マラリアの分布は、治療失敗例に
よる臨床経過報告に立脚するものが殆どであ
り、原虫が獲得している薬剤耐性の形質を直
接的に証明しながら、その疫学を展開する調
査研究は皆無に等しかった。そこで我々は、
基盤研究(B)海外学術調査「アジア諸国に蔓延
する薬剤耐性マラリアのエビデンスに基づい
た疫学研究（研究代表者:狩野繁之）」（平成
13~15 年度）を展開し、薬剤耐性マラリアの
アジア諸国における蔓延状況を、熱帯熱マラ
リア原虫を培養して行う in vitro薬剤感受性
試験での50%増殖阻害濃度を指標（Phenotype）
として評価した。その成果として、ミンダナ
オ島におけるクロロキンによる治療失敗例を
同指標のエビデンスを示して例証することが
でき(Hatabu et al: Southeast Asian J Trop 
Med Pub Health, 2003) 、タイ・ミャンマー
国境の世界最大の薬剤耐性マラリア流行地で
も同試験を行い、クロロキンに対して 100%耐
性、メフロキン 50%耐性という数値を示せた
（Hatabu et al: Trop Med Health, 2004）。
さらにラオスの流行地では、第一選択薬であ
るクロロキンに対する薬剤耐性の問題は深刻
でないことを報告した (Hatabu et al: Trop 
Med Health 33: 103-104, 2005)。 
 これらの成果は、今まで不明であった原虫
の in vitro薬剤感受性のアジアにおける分布
を提示し、流行地での薬剤選択ポリシーに言
及することができる極めて重要なエビデンス
を提供したものと考えられた。そこで、さら
にそれぞれ大陸部と島嶼部アジアでの薬剤耐
性原虫株の遺伝型の相違を、pfcrt 薬剤耐性
遺伝子の変異を指標（Genotype）としてゲノ
ム疫学的に検証することを目的とした基盤研
究(B)海外学術調査「アジア諸国に拡散する薬
剤耐性マラリアのゲノム疫学研究（研究代表
者:狩野繁之）（平成 16~18 年度）を展開し、
マラリア原虫の種々薬剤耐性関連遺伝子の多
型性の検出と（Tongol-Rivera P et al: Acta 
Medica Philippina, 2005）、そのアジアでの
分 布 を 詳 細 に 解 析 し （ Hatabu et al: 
Southeast Asian J Trop Med Pub Health, 
2005）、それらの流行拡散動向を報告した
(Hatabu & Kano: Antimicorb Agent Chemother. 
2006）。これらの成果は、我々が仮説を立てて
いたところの「大陸部と島嶼部アジアで薬剤
耐性株の遺伝型に差があるであろう」ことを
例証するものであった。ところが、以上２研
究課題による薬剤耐性の表現型（Phenotype
と Genotype）では、薬剤耐性株の分布状況は
判っても、伝播と遺伝学的な変容のメカニズ
ムを時間的にとらえることが困難であること
が判明してきた。 
 

２．研究の目的 
 当該研究では、海外学術調査に立脚して、
薬剤耐性マラリアの流行状況を正確に把握し、
その拡散メカニズムを明らかにし、その猖獗
をコントロールする手法の開発に寄与する疫
学的研究で成果をあげ、対策に向けた新たな
ブレイクスルーを求めることを目的とした。 
 具体的には、東南アジア諸国における熱帯熱
マラリア原虫集団（タイ、ベトナム、カンボ
ジア、フィリピンの野外株）および三日熱マ
ラリア原虫集団（韓国、タイ、フィリピンの
野生株）のマイクロサテライト DNA 多型に基
づき、１）原虫集団の遺伝的多様性を明らか
にする。２）同多様性の集団間での均一性を
解析し、遺伝的な分化度を算出する。３）そ
して同地域に分布する原虫集団の系統解析を
行うことで、薬剤耐性マラリア原虫の拡散様
式を時間的・空間的に推定する。これらの成
果をもって、流行制圧への提言を目指す。 
 また、韓国の三日熱マラリア原虫集団を用
いて、そのミトコンドリア DNA を用いた分
子系統解析で、ハプロタイプネットワーク
法による三日熱マラリア原虫の起源の推定を
諮ることも目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) フィリピン流行地の熱帯熱マラリア原虫
集団間の遺伝疫学解析 
1) 材料として、フィリピンの流行地３島（ル
ソン島：２２株、パラワン島：４０株、ミン
ダナオ島：３０株）から、フィルターペーパ
ーで熱帯熱マラリア患者血液を採取し、それ
ぞれのクロロキンに対する薬剤耐性マーカー
遺伝子（pfcrt）の変異の解析を行った。 
2) マイクロサテライト DNA の 10 座位
(Anderson TJ et al, Parasitology, 2000; 
Machado RL et al: J Inf Dis, 2004; 
Razakandrainibe FG et al, Proc Natl Acad 
Sci U S A, 2005)を用いて、次の a)~e)の遺
伝的構造の指標を解析した。 
a) 熱帯熱マラリア原虫集団の遺伝的多様性
(Genetic Diversity)の算出：この指標は生物集
団の遺伝的多様性を評価するのに用いられ、
解析項目としては、「対立遺伝子（Allele）数」、
「対立遺伝子長の分散」、「ヘテロ接合体率」、
「集団の有効な大きさ」を求めた。 
b) 遺伝的な分化度(Genetic Differentiation)
の算出：この指標としては、「Fst 値」(Weir BS 
& Cockerham CC, Evolution, 1984)があり、
遺伝的多様性が集団間で均一なものか、ある
いは特定の集団で分化が起こっているかどう
かを評価するのに用いられる。たとえば、比
較する２集団の分化度が高い場合、その２集
団間での遺伝的交流がない（あるいは少ない）
ことを意味する。 
c) 連鎖不平衡(Linkage disequilibrium)の解
析：ランダムな交配からのずれを調べる指標



であり、調べた複数の遺伝的マーカーに連鎖
不平衡が認められた場合には、任意交配が行
われていない可能性が推定される。例えばあ
る集団で強い連鎖不平衡が認められた場合、
その集団は他集団との交流が少なく、同一集
団内の限られた個体同士で自家交配を行って
いることが予想される(Haubold B & Hudson RR, 
Bioinformatics, 2000)。 
d) 集団間の遺伝的距離の算出並びに遺伝的
距離に基づく系統解析：Nei の遺伝的距離（Nei
の標準遺伝距離、Nei の Da 遺伝距離）並びに
近隣結合法(Nei M & Kumar S, Oxford press, 
2000)による。これは、集団同士の遺伝的距離
を推定する一般的な方法で、アレル頻度を計
算に用いる。特に Da 遺伝距離はマイクロサテ
ライト DNA 多型データを用いた系統解析に有
効であることが判っている。 
e) 個体間の遺伝的距離の算出並びに遺伝的
距離に基づく系統解析：Bowcock らの手法 
(Bowcock AM et al, Nature,1994)による。こ
れは個体間の遺伝的距離を推定する方法で、
d)の集団としての解析で失われる各個体の情
報を系統樹に反映することができる。 
3)解析結果（a~c）を、(i) 現地マラリアの
流行度（患者発生率やスライド陽性率などを
指標）、(ii) 薬剤耐性マラリアの分布（in 
vivoにおけるマラリア治療成果、in vitroの
データ）、(iii) 耐性遺伝子（pfcrtなど）の
多様性とその分布と比較し、それぞれフィリ
ピン３流行地域の原虫集団の遺伝的特徴を記
載した。なお、(i)はフィールド調査による資
料収集、(ii)はフィールドからの情報および
我々の研究室における培養データ、(iii)は、
同じ検体からの原虫 DNA 解析結果で得ること
ができた。 
4)解析結果（d, e）により、地域原虫集団の
分子系統樹ができるので、その分岐パターン
と樹長をあわせて、当該３島の原虫集団の拡
散様式が時間的・空間的に把握できた。 
 なお、上記フィリピン原虫集団の有効なサ
ンプル数の確保および現地資料等の収集は、
フィリピン大学公衆衛生学部寄生虫学教室教
授（Pilarita T. Rivera）とともに行った。 
 
(2) タイ流行地の熱帯熱マラリア原虫クロロ
キン耐性株の遺伝疫学解析 
1）材料：マヒドン大学熱帯医学部病院に集ま
る熱帯熱患者検体、およびマヒドン大学のフ
ィールドステーション（ミャンマー国境カン
チャナブリ州）で収集した５０検体を用いた。 
2）耐性関連遺伝子とその近傍のマイクロサテ
ライト DNA の解析：クロロキン耐性の関連遺
伝子である pfcrt遺伝子のコドン76番目付近
の DNA 塩基配列の決定、並びにその近傍のマ
イクロサテライト DNA 6 座位（B5M77, 2E10, 
9B12, PE12A, 2H4, PE14F）の多型解析を行っ
た。 

3)熱帯熱マラリア原虫集団の遺伝的多様性の
算出：この指標は生物集団の遺伝的多様性を
評価するのに用いられ、解析項目としては、
「対立遺伝子（allele）数」、「ヘテロ接合体
率」を求めた。 
 
(3) ベトナム流行地の熱帯熱マラリア原虫集
団間の遺伝疫学解析 
1）材料：本フィールドはベトナム南部のラオ
ス国境に近いビン・フック州で、熱帯熱マラ
リア原虫サンプルに関しては、長崎大学熱帯
医学研究所（中澤秀介助教）のフィールドワ
ークによる濾紙検体が、３９検体既に手元に
あったので、同助教と連携して行った。 
2）マイクロサテライト解析は上記(2)と同じ。 
 本地域におけるマラリア原虫の遺伝的多様
性の解析は、当該研究の中心的ターゲットと
なるタイにおける原虫の多様性と比較するこ
とで、究めて貴重なデータを提示できたと考
えている。 
 
(4) カンボジア流行地の熱帯熱マラリア原虫
集団間の遺伝疫学解析 
1）材料：カンボジア寄生虫学・昆虫学・マラ
リア対策研究センターと連携して、同部局が
管理する流行地病院からの熱帯熱マラリア患
者血液検体３０検体を濾紙採血法で入手した。 
2）マイクロサテライト解析は上記(2)と同じ。 
 本地域におけるマラリア原虫の遺伝的多様
性の解析は、当該研究の対照地域となるタイ
と上記ベトナムとの地理学的に中間地点に位
置する原虫集団の遺伝解析として、究めて貴
重なデータを提示できた。 
 
(5)三日熱マラリア原虫の遺伝的多様度と遺
伝的集団構造の特徴の解析 
1) 材料：韓国の非武装地帯（韓国と北朝鮮と
の国境付近）に従軍した韓国軍兵士から、1994
年から 2007 年にかけて採取された三日熱マ
ラリア原虫 255 検体を解析に用いた。 
 フィリピンからは、上記熱帯熱マラリア原
虫の採取時に同時に訪れた三日熱マラリア患
者から、濾紙採決を行った。 
 タイからは、マヒドン大学熱帯医学病院の
三日熱マラリア患者（ミャンマー国境地域住
民）の全血を分与された。 
2）マイクロサテライト解析は、三日熱マラリ
ア原虫のマイクロサテライト DNA 14 座位（Mol 
Ecol Notes. 2007;7:172-175）を用いた。同
原虫の集団遺伝学的な特徴を評価するために
用いる各種遺伝学的指標は、各遺伝子座の対
立遺伝子の数、ヘテロ接合度の期待値（遺伝
的多様度）、多遺伝子座の連鎖平衡、遺伝的ビ
ン首効果の有無、各年の集団間の遺伝的分化
度についてである。 
 さらに一人の患者に感染している異なる原
虫クローンの数も調べた。上記の遺伝学的指



標は、熱帯熱マラリア原虫の集団遺伝学的特
長を評価する際に広く用いられており、その
結果、熱帯熱マラリア原虫集団の遺伝的多様
度と流行度との相関が示唆されている。 
 
(6)三日熱マラリア原虫のミトコンドリア DNA
を用いた分子系統解析 
 ハプロタイプネットワーク法による韓国の
三日熱マラリア原虫の起源の推定を目的とし
た。方法としては、三日熱マラリア原虫のミ
トコンドリアゲノムの全塩基配列（6Kb）を用
いて、ネットワーク法により系統解析を行っ
た。解析には韓国株 11 検体を含む患者分離株
（計 21 検体）と、データベースに登録されて
いる世界中の株（約 280 検体）を用いた。 
 
４．研究成果 
(1)フィリピンの熱帯熱マラリア原虫集団間
の遺伝疫学解析 
 遺伝的多様度の指標となる expected 
heterozygosityの値は、ルソン島集団0.39、
パワラン集団0.60、ミンダナオ集団0.51であ
った。次に集団の有効な大きさ (effective 
population size) を stepwise mutation 
model（SMM）を用いて計算した結果、ルソン
島集団1313、パワラン集団4202、ミンダナオ
集団2515であった。次に遺伝的びん首効果の
有無をSMMを用いて調べた結果、3集団ともび
ん首効果を受けていないことが明らかとなっ
た。また連鎖不平衡の有無を調べたところ、3
集団ともランダムな交配から有意に離れてい
ること、並びにルソン島集団とパラワン集団
がepidemic population structure（ある特定
のクローンが集団内で急激に増えた状態）で
あることが示唆された。 
 上記の結果より、マラリアの流行度と遺伝
的多様度の間に正の相関が観察された。また
異なるクローンが混合感染している頻度（ル
ソン島0.0%、パラワン10.7%、ミンダナオ6.7%）
と遺伝的多様度との間に正の相関が観察され、
混合感染の頻度と連鎖不平衡の程度に負の相
関が観察された。マラリアの分子集団遺伝学
的解析は、マラリアの流行状況をより詳しく
理解する有用なツールであると考えられた。 
 
(2) アジアの薬剤耐性熱帯熱マラリア原虫
集団の遺伝疫学解析 
1)pfcrt解析：タイの 50 株は、全て pfcrt遺
伝子がクロロキン耐性型(CVIET)であった。一
方、ベトナムの 39 株中 27 株(69%)はクロロキ
ン感受性型(CVMNK)で、10 株(26%)がクロロキ
ン耐性型(CVIET, CVIDT, CVMDT)だった。残り
2 株(5%)はクロロキン感受性型とクロロキン
耐性型の混合感染(CVMNK/CVIDT)であった。こ
の結果から、ベトナムのクロロキン選択圧は
他の地域と比べ低い可能性が示唆された。 
2）マイクロサテライト DNA 多型から見た遺伝

的多様性：遺伝的多様性の指標となるヘテロ
接合体率の期待値(eH)を、観察されたマイク
ロサテライトDNAの allele頻度を用いて遺伝
子座ごとに計算した。eH は 0~1 までの値を
取り、0に近いほど遺伝的多様度が小さく、1
に近づくほど多様度が大きいことを表す。タ
イの原虫集団の eHは、B5M77 eH = 0.21、2E10 
eH = 0.61、9B12 eH = 0.08、PE12A eH = 0.35、
2H4 eH = 0.49、PE14F eH = 0.82 であった。 
 一方、ベトナム南部の原虫集団の eHは、ク
ロロキン感受性形が B5M77 eH = 0.58、2E10 eH 
= 0.97、9B12 eH = 0.80、PE12A eH = 0.37、
PE14F eH = 0.84 で、クロロキン耐性型が B5M77 
eH = 0.67、2E10 eH = 0.79、9B12 eH = 0.86、
PE12A eH = 0.73、PE14F eH = 0.86 であった。
またタイとベトナムの集団では観察される
allele の種類が異なる傾向が観察された。ベ
トナム集団の 2H4 は、PCR で増幅できなかっ
たためデータが得られなかった。 
 これらの結果より、タイの熱帯熱マラリア
原虫集団のマイクロサテライトDNAの多様度
は、ベトナム南部のそれと比べ低い値を示し
た。一般的にある遺伝子の遺伝的多様度が小
さい場合、その遺伝子近傍のマイクロサテラ
イトDNAの多様度も小さくなると考えられる。
今回の解析結果もこの傾向を示していると考
えられた。すなわち、タイの熱帯熱マラリア
原虫集団は過去に非常に強いクロロキン選択
圧を受け、クロロキン選択圧がなくなった現
在もなお、その影響を強く残していることが
推察された。一方、ベトナム南部の熱帯熱マ
ラリア原虫集団はタイの熱帯熱マラリア原虫
集団と比べ、クロロキン選択圧が弱い可能性
が示唆された。 
 結論として、ベトナム南部のクロロキン耐
性株の起源は、タイ-ミャンマー国境付近のク
ロロキン耐性株の拡散によると考えるよりは
むしろ、同地域に棲息していた熱帯熱マラリ
ア原虫集団の中から耐性型の変異が生じた、
あるいはタイ-ミャンマー国境付近の株とは
異なるクロロキン耐性原虫が他の地域から拡
散してきたことに起因すると推察される。こ
の成果は、アジアの耐性マラリアの拡散のメ
カニズムの定説を崩す結果となりうる。（なお、
カンボジア検体の解析は現在進行中で、同様
な結果が得られつつある） 
 薬剤耐性マラリアの出現・拡散を防止しす
るためには、各流行地の疫学的状況に即した
コントロールを展開することが必要であると
考えられた。 
 
(3) 三日熱マラリア原虫のミトコンドリア
DNA を用いた分子系統解析（図） 
 韓国の三日熱マラリア原虫集団は、遺伝的
に異なる 2つの集団（A 集団、B 集団）に分か
れ、同じく２つに分かれた中国南部の三日熱
マラリア原虫集団と、それぞれ同一クラスタ



ーを形成した。韓国と中国南部の A 集団は、
インドシナ半島（タイ）と南アジア（インド）
の三日熱マラリア原虫集団と近縁であった。 
 一方、B 集団は、インドネシアの三日熱マ
ラリア原虫集団から分化した可能性が示唆さ
れた。現在韓国で流行している三日熱マラリ
ア原虫の起源は疫学状況から北朝鮮由来であ
ると推定されているが、本解析の結果、真の
起源は中国南部の２つの三日熱マラリア原虫
集団にあると推定された。本系統解析は、
原虫の地理的起源を推定でき、患者の
治療方針（薬剤耐性を含む）や流行拡
散の把握に有用であると考えられた。 
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