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研究成果の概要（和文）：我々はウガンダ共和国北部でKelch13 C469Y変異およびA675V変異を有するアルテミシ
ニン耐性熱帯熱マラリア原虫を発見し、これらの変異が臨床的耐性と関連することを示した。本研究は変異原虫
の表現型を培養系で確認することを目的として開始した。しかしゲノム編集によって同変異を導入した標準培養
株は明確なアルテミシニン耐性を示さず、何らかのバックグラウンド変異が耐性獲得に必要であると考えられ
た。そこでフィールド由来耐性株のゲノムを解析し、新たな変異XがA675V変異と同時に入ることで有意に耐性度
が高まることが分かった。ゲノム編集により変異Xを導入した原虫を作製し、表現型解析を進めている。

研究成果の概要（英文）：We have discovered artemisinin-resistant Plasmodium falciparum parasites 
harboring Kelch13 C469Y or A675V mutation in northern Uganda. This study was started to confirm the 
phenotype using in vitro culture models. However, the genome-edited standard culture strains with 
the mutations did not display clear artemisinin resistance, which suggested that some background 
mutations are necessary to acquire resistance. Then, we performed whole genome analysis of the field
 isolates and discovered that a novel mutation X increases resistance level accompanied by the A675V
 mutation. We are analyzing the phenotype of the genome-edited parasites with the mutation X.

研究分野： 寄生虫学
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  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
アルテミシニンは現時点で熱帯熱マラリアに対する第一選択薬である。本薬剤の導入により世界のマラリアコン
トロールは著しく進歩したが、近年アルテミシニン耐性原虫が急速に増加しており、治療失敗や患者の増加がみ
られている。2021年時点ですでに年間2億人以上がマラリアに罹患し、うち60万人以上が死亡するという莫大な
社会的損失が生じている。本研究はマラリアの被害が最も大きいアフリカで新たに出現したアルテミシニン耐性
の機序を明らかにするものであり、耐性遺伝子マーカーとしての利用や、耐性原虫に対する新規治療の開発、耐
性原虫が集団内で増加する機序の解明と公衆衛生戦略の立案など、様々な応用が期待される。

※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 
 マラリアは世界三大感染症の 1つとされ、年間 2億人以上の感染と 60万人以上の死亡をもた
らす国際保健上最も重要な疾患の一つである。中でもアフリカでは最も重症な熱帯熱マラリア
が 90%以上を占める（WHO. World Malaria Report. 2022）。熱帯熱マラリアの第一選択治療はア
ルテミシニン誘導体を含む併用療法であるが、2008 年にカンボジアで最初のアルテミシニン耐
性が報告されて以降（Noedl H, et al. N Engl J Med. 2008）、東南アジアで急速な拡大がみら
れている（Ashley EA, et al. N Engl J Med. 2014）。これにより併用薬にも耐性が出現したこ
とで、当該地域における治療後の感染再燃率は 50%にも達した（van der Pluijm RW, et al. 
Lancet Infect Dis. 2019）。 
 アフリカでアルテミシニン耐性は散発的な症例報告に留まっていた（Hawkes M, et al. Can 
J Infect Dis Med Microbiol. 2015）が、我々はウガンダ共和国において Kelch13 タンパクに
C469Y 変異または A675V 変異を有する原虫株が流行しており、臨床的治療効果が有意に低下（治
療後の原虫消失遅延）していることを確認した（Balikagala B, Fukuda N, et al. N Engl J 
Med. 2021）。Kelch13 タンパクの耐性変異は複数見つかっており、中でも C580Y は in vivo、in 
vitro 両方の試験の末に東南アジア型のアルテミシニン耐性マーカーとして確立している
（Straimer J, et al. Science. 2015）。しかし研究開始時点では C469Y 変異や A675V 変異とア
ルテミシニン耐性の関連は完全には証明されていなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的はアフリカ型アルテミシニン耐性の原因が Kelch13 タンパクの C469Y 変異およ
び A675V 変異であることを in vitro でも証明し、耐性変異として確定することである。臨床的
耐性、すなわち患者の治療を開始した後の原虫消失遅延とこれらの変異が関連すること、そして
患者血液から得られた原虫を直接培養してアルテミシニン感受性が低下することは我々の研究
で示された（Balikagala B, Fukuda N, et al. N Engl J Med. 2021）。本研究は実験室におい
て標準培養株やフィールド由来感受性株にこれらの変異を導入することで、アルテミシニン耐
性の原因であることを確定することを目的として実施した。 
 
３．研究の方法 
(1) ゲノム編集によるアルテミシニン耐性熱帯熱マラリア原虫の作出 
 標準培養株である 3D7、Dd2 に加えて、アルテミシニン耐性が発見されたウガンダ北部で採取
したアルテミシニン感受性熱帯熱マラリア原虫をクローニングして、これらに Kelch13 C469Y お
よび A675V 変異を導入することでアルテミシニン耐性原虫を作出する。Cas9 と DSM1 耐性遺伝子
yDHODHを有するプラスミド1と、ガイドRNA配列および変異kelch13遺伝子ドナー配列、WR99210
耐性遺伝子 hDHFR を有するプラスミド 2 を構築し、未感染赤血球に同時トランスフェクション
したのち各原虫株を感染させ、DSM1 と WR99210 を加えて選択培養した。得られた原虫を限界希
釈法によりクローニングして各変異を有する原虫を作出した。 
 さらに同様の方法により、Kelch13 変異原虫に再びゲノム編集を施して野生型に戻したものを
クローニングした。 
 
(2) 表現型解析 1 アルテミシニン感受性評価 
 アルテミシニン感受性試験として最も一般的に用いられる ring-stage survival assay を用
いて評価した。原虫は生活環におけるステージによって薬剤感受性が異なり、最もアルテミシニ
ン感受性の低い輪状体における in vitro 感受性はヒトにおける in vivo 耐性をよく反映するこ
とが知られている。まず、作出した原虫のステージをソルビトール法で輪状体に同調したのち、
24～30 時間ほど培養を継続し、後期栄養体～分裂体に変化したところでパーコール法により分
裂体のみを抽出した。これを 3時間培養することで輪状体を得た。0 nM または 700 nM のジヒド
ロアルテミシニンを含む培地で 6時間、さらにジヒドロアルテミシニンを含まない培地で 66 時
間培養し、顕微鏡的に生存している原虫の数をカウントした。薬剤フリーコントロールに対する
原虫の生存率によってアルテミシニン感受性を評価した。 
 
(3) 表現型解析 2 Fitness 評価 
 ゲノム編集により作出した変異原虫と、オリジナルの原虫、さらに野生型に戻した（back 
mutation）原虫を同条件で培養し、増殖率を比較した。また 2種類の原虫を同数混合して 3日間
培養し、変異型・野生型それぞれに特異的なプローブを用いた定量的 PCR で増殖度を比較した。 
 
４．研究成果 
(1) kelch13 遺伝子のゲノム編集 
 Kelch13 タンパクに C469Y および A675V 変異を導入するため、上記のようなゲノム編集用プラ
スミドを構築してトランスフェクションを行った。標準培養株に対する A675V 変異導入では有



意なアルテミシニン感受性の低下を認めず、当該変異以外のバックグラウンド変異が耐性獲得
に必要であると考えられた。フィールド由来のアルテミシニン感受性株でも同様の実験を行っ
たが、トランスフェクション後の増殖効率が低く、表現型解析に使用できるクローンを得ること
ができなかった。その間に標準培養株を用いた同様の結果が他のグループより報告されたため
（Stokes BH, et al. N Engl J Med）、研究の方向性を当初のものから変更し、バックグラウン
ド変異を探索することとした。また同報告に対しては我々の Correspondence（Mita T, Fukuda 
N, et al. N Engl J Med. 2022）が出版された。 
 
(2) フィールド株の全ゲノム解析 
 Kelch13 A675V 変異がアルテミシニン耐性を付
与するのに必要なバックグラウンドを探索するた
め、ウガンダ北部で得られたフィールド株の全ゲ
ノム解析と GWAS を行った。既知のバックグラウン
ド変異（arps10、crt、fd、mdr2、nif4、pibp の各
遺伝子上の SNP）はアルテミシニン耐性例のいずれ
においても見られず、アフリカ型のバックグラウ
ンド変異として報告されている coronin や
falcipain-2a 上の変異（Tumwebaze PK, et al. Nat 
Commun. 2022）も耐性度との関連は明らかでなか
った。しかし新たな変異 Xが見いだされ、A675V 変
異例の中で変異 Xの有無により有意な in vivo 耐
性度の差が認められた（P=0.023、図）。解析した中
で変異 X を単独で有する原虫はなく、常に Kelch13 
A675V 変異と同時に存在していた。この事実によ
り、Kelch13 A675V 変異原虫に変異 Xが加わったこ
とでアルテミシニン耐性が生じたと考えられた。
そこでこの変異 X に注目して変異原虫を作製し、
その表現型を解析することとした。 
 
(3) 新規耐性変異候補の検証 
 Kelch13 A675V 変異と変異 Xをそれぞれ単独で、または両方同時に有する原虫をゲノム編集に
より作製した。変異 Xの導入効率が低く難航したが、ゲノム編集に用いるガイド RNA と薬剤選択
マーカーの最適化により改善が得られた。これを用いてアルテミシニン感受性、増殖効率、生殖
母体形成能などの表現型解析や、back mutation 実験を実施中である。これらの成果は今後論文
として公表することを計画している。 

図：変異 X と in vivo アルテミシニン

感受性の関係 
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