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研究成果の概要（和文）：　マラリアは５０万人もの死者を出す世界最大の感染症であり、死因の大部分は脳マ
ラリアが占める。本研究では、脳マラリア患者サンプルの解析から、その重症化因子を抽出し、その関与をマウ
スモデルで検討した。
　脳マラリア患者で増加し、治療後には低値を示す２８種のタンパク質を候補とした。そのうち、TSLP、
IL-33、IL-34、IL-28A、Fgf-1、MPOの遺伝子欠損マウスを得て、脳マラリア発症への関与を検討した。MPOは脳
マラリア発症に寄与するが、他の分子の発症への関与はなかった。MPOの発症メカニズムは、感染赤血球が血管
内皮細胞への接着を増強であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：  Malaria is the world's largest infectious disease, causing up to 500,000 
deaths, with cerebral malaria accounting for the majority of deaths. In this study, we extracted 
factors that aggravate the severity of cerebral malaria through analysis of cerebral malaria patient
 samples, and examined their involvement in a mouse model.
  Twenty-eight proteins that increase in cerebral malaria patients and show low levels after 
treatment were selected as candidates. Among these, we obtained gene-deficient mice for TSLP, IL-33,
 IL-34, IL-28A, Fgf-1, and MPO, and investigated their involvement in the development of cerebral 
malaria. MPO contributes to the onset of cerebral malaria, but no other molecules were involved in 
the onset. The pathogenic mechanism of MPO was suggested to be enhanced adhesion of infected red 
blood cells to vascular endothelial cells.

研究分野： 寄生虫学

キーワード： マラリア　脳マラリア　バイオマーカー
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研究成果の学術的意義や社会的意義
開発途上国で社会経済的問題となっているマラリアの病態を理解することはそのコントロールに重要である。本
研究では、致死的合併症である脳マラリアの発症に関わる宿主分子を明らかにし、新たな予防法や治療法の基盤
となる知見を得ることを目的とした。
ウガンダで得た脳マラリア患者サンプルを用いて、脳マラリアで特異的に増加する蛋白質のうち、６種について
遺伝子欠損マウスを得た。唯一、MPOが発症に関与することが明らかにできた。今後は、MPOによる脳マラリア発
症メカニズムを理解し、治療法への応用が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 マラリアはハマダラカに媒介されるマラリア原虫による世界最大規模の感染症で、年間

２億人以上が感染し、５０万人もの死者を出し続けている。今なおマラリアが問題となって

いる原因として、薬剤耐性原虫の拡散に加え、マラリアに対するワクチンが得られていない

ことが挙げられる。マラリアワクチンの開発のためには、マラリアに対する防御免疫応答を

明らかにする必要がある。一方で、マラリアの死因となる重症マラリアである脳マラリアの

病態にも免疫応答が関係しているように、防御と重症化は紙一重のバランスに左右されて

いる。したがって、マラリアのコントロールには防御免疫と病的免疫の両者を詳細に理解す

る必要がある。 

 これまでにもマラリアに対する免疫応答に関する研究は精力的に行われており、一方で

はマラリア患者を対象とした臨床疫学的に、他方ではマウスモデルを用いた実験的アプロ

ーチを用いて防御免疫と病理免疫の知見は集積してきた。患者で得られた結果がマウスで

再現され、マウスを用いて詳細に防御メカニズムや病理機転を検討し、最終的にはヒトへフ

ィードバックできるような予防的、あるいは治療的手段を見出せれば理想的である。しかし

ながら、患者で得られた結果が必ずしもマウスで得られる知見と合致しないこともあり、マ

ウスでの詳細な検討が困難な場合が多い。同様に、マウスで得られる緻密な実験的な結果が

ヒトでは全く反映されないこともある。 

 

２．研究の目的 

本研究では、ヒトとマウスに共通して真に防御と病理に働く分子を見出し、その分子の働

きを解析することで、マラリアの防御応答と病理のメカニズムを明らかにすることを目的

とする。ヒトで得られる結果に基づいて、動物モデルでの検証を行う計画は、臨床応用を目

指す基礎医学の王道的アプローチである。その基盤に重症と軽症の患者を比較することに

よって病態形成に直結する分子を抽出する試みは独自性が高い。また、マラリア患者の血中

タンパク質を網羅的に解析することによって、これまで知られていない未知の分子の関与

という新規性の高い発見も期待できる。申請者らはマウスモデルを用いて、マラリア免疫に

関する研究を行ってきた。マウスを用いた検討は申請者の得意とするところであり、本申請

でヒトの病態に関わる分子が同定できれば、他の追随を許さない高いレベルでマウスでの

検証を行うことができる。 

 

３．研究の方法 

（１）HQ-PLEX 法を用いた網羅的候補分子の検索 

 重症と軽症マラリア患者の病期と回復期、さらに健常者の血漿を用いて、主要な免疫分子

を含む１００以上の分子を検出できる HQ-PLEX 法という蛍光ビーズとフローサイトメーターを

用いる方法で網羅的に定量した。蛍光強度の異なる各々のビーズにはタンパク質に対する抗体が

結合しており、血清中のタンパク質と結合する。さらに検出用の抗体はビオチン化されており、スト

レプトアビジンと蛍光色素でラベルしており、蛍光強度を測定することで目的とする蛋白

を定量できる。免疫分子だけでなく、栄養や代謝に関する分子等様々な分子の発見が期待で

きる。 

（２）マウスモデルでの重症化因子の解析 



 マラリアで問題となるのは、マラリアによる死亡の原因の大部分を占める脳マラリアで

あり、その発症メカニズムを理解することが重要である。そこで、まずは重症化因子を脳マ

ラリアマウスモデルで詳細に検討する。C57BL/6（B6）マウスにマラリア原虫 Plasmodium 

berghei ANKA 株(PbA)を感染させると、ほとんどのマウスが感染後７〜９日と原虫がそれほ

ど増加していない早期に中枢神経症状を呈して死に至り、脳血管の感染赤血球による閉塞

も見られることから脳マラリアのモデルとなる。 

① 脳マラリア発症時の候補分子の動態の解析 

 PbA 感染 B6 マウスから経時的に血液を採取し、実際にヒトと同様に候補因子が増加する

のかを ELISA 法にて確認する。増加を示す分子については以降の解析を行う。 

② 候補分子の阻害・中和の脳マラリア発症への影響 

 PbA 感染B6マウスに重症化因子の阻害剤あるいは重症化因子に対する中和抗体を投与し

た時の脳マラリアの発症を、中枢神経症状の有無、静脈投与したエバンスブルーの脳実質へ

の漏出で評価できる脳血液関門の破綻、生死で観察する。 

③ 重症化因子欠損マウスでの感染実験 

 重症化因子を遺伝的に欠損するマウスに PbA を感染させ脳マラリアを発症するかどうか

を検討することで、さらにこれらの因子の関与を確定する。 

④ 重症化分子による脳マラリア発症メカニズムの探索 

 重症化因子がどのように脳マラリアを発症させるのかを、感染時の免疫学的・病理学的指

標、脳マラリア発症に関わる病的Ｔ細胞の活性化・脳への走化・実質への浸潤、脳血管内皮

細胞のアポトーシス、脳血管関門の破綻を検討する。特に野生型マウスと（３）で脳マラリ

アを発症しなくなった変異マウスを比較することで解明を試みる。 
 
４．研究成果 

（１）HQ-PLEX 法を用いた網羅的候補分子の検索 

ウガンダで得た脳マラリアを含む重症患者、軽症マラリア患者、健常者の血清サンプル中の 106

種の宿主タンパク質を、HQ-PLEX 法で網羅的に定量した。多くのタンパク質が感染により著しく増

減していることがわかり、マラリアの炎症の強力さが見て取れた。その中でも、脳マラリア患者血清

中で増加し、軽症患者や健常者で変化しない 28 のタンパク質を同定した。これらのいずれもが、

脳マラリア患者の治療後の血清中では元のレベルに戻ることも確認でき、重症化因子あるいは脳

マラリアのバイオマーカー候補であることを見出した（表１）。 
 
 
 

   

表１．ウガンダのマラリア患者の血中タンパク質解析のまとめ 



  

（２）マウスモデルでの重症化因子の解析 
 ① Myeloperoxidase (MPO)の脳マラリア病態形成への関与 

脳マラリアの患者で増加が著しかった分子に Myeloperoxidase(MPO)が含まれる。この分子の脳

マラリアの病態への関与を検討するために MPO 遺伝子欠損マウスに実験的脳マラリアを生じるネ

ズミマラリア原虫 Plasmodium berghei ANKA を感染させた。野生型 C57BL/6 マウスに Plasmodium 

berghei ANKA(PbA)を感染させると、感染後１０日程度で痙攣や麻痺などの中枢神経症状を呈し、

致死となる。一方、MPO 欠損マウスでは、野生型マウスと同様に血中の原虫血症率は増加してい

くものの、中枢神経症状を呈することなく感染後２０日を経過しても生存した。さらに、感染した野生

型マウスの血中には MPO が増加することも認められた。このように、ヒトの脳マラリア患者で顕著に

増加し、軽症マラリア患者では増加が見られない MPO が、マウスにおいても脳マラリアモデルで増

加しバイオマーカーとなりうること、さらには脳マラリアの発症にも関わっている脳マラリアの病原因

子である可能性が示唆された。 

ついで、MPO の脳マラリア発症における役割を検討した。脳マラリアの発症メカニズムとしては、

マラリア原虫感染赤血球が血管内皮細胞に接着し毛細血管を閉塞させること、血管内皮細胞にダ

メージが生じ血液脳関門が破綻することが挙げられる。まずは、MPO の酵素活性による生じる次亜

塩素酸などの次亜ハロゲン酸が血管内皮細胞に傷害を与える可能性を考慮し、感染した野生型

マウスに MPO 阻害剤である、4-アミノベンゾヒドロジドを投与した。阻害剤の有無に関わらずマウス

は脳マラリアを発症したことから、MPO の酵素活性、あるいは酵素による基質の減少や産物の増加

の関与はなく、MPO 分子自体の物性が重要であることが考えられた。そこで、MPO が感染赤血球

と血管内皮細胞の接着に関与する可能性を検討した。マウスの血管内皮細胞株を培養し、感染赤

血球を加え、さらにそこに組換え MPO を添加した。感染赤血球のみでもわずかに結合するが、

MPO の濃度依存的に感染赤血球の接着が増加することが明らかとなった。以上のことから、MPO

は感染赤血球と血管内皮細胞の接着を促進させることで脳マラリアの発症に寄与していることが示

された。 
 ②他の重症化候補分子の脳マラリアモデルでの関与 
インターロイキン３３(IL-33)、IL-34、IL-28A、Fibroblast growth factor-1 (Fgf-1), Thymic stromal 

lymphopoietin (TSLP) も脳マラリア患者で増加していた分子であり、これらの関与を CRISPR-Cas9

システムを用いて作成した、IL-33 欠損マウス、IL-34 欠損マウス、IL-28A 欠損マウス、Fgf-1 欠損

マウス、TSLP 欠損マウスを用いて検討した。野生型マウスに PbA を感染させ、脳マラリアを発症す

る時期の血清中に、いずれのサイトカインの増加は認めなかった。また、いずれの遺伝子欠損マウ

スも、野生型マウスと同様に脳マラリアを起こし致死性になることが明らかになった。以上のことから、

これら IL-33、IL-34、IL-28A、Fgf-1、TSLP は脳マラリアのバイオマーカーにはなり得ないこと、脳

マラリアの発症にも関わらないことが示された。 
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