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研究成果の概要（和文）：マラリアは年間約2億人の感染者と約60万人の死者を出す世界最大の寄生虫疾患であ
る。これまでの疫学調査の結果から、マラリア高度流行地の患者では免疫抑制受容体が挿入された特殊な抗体が
存在し、これが感染赤血球表面抗原の一つであるRIFINに結合することが報告されている。そこで本研究ではイ
ンドネシア・パプア州の熱帯熱マラリア患者の血清学的な調査を行い、その存在を検討した。しかし合計45名の
患者・健常者からはそのような抗体の存在は示されず、更なる調査が求められた。また、新たにRIFINと結合す
る新規受容体の同定に成功し、別の形の受容体挿入抗体の可能性を示唆した。

研究成果の概要（英文）：Malaria is the world's largest parasitic disease, infecting approximately 
200 million people and causing about 600,000 deaths annually. Previous epidemiological studies have 
reported the presence of special antibodies, win which immune suppressive receptor is inserted, in 
patients from regions with high malaria prevalence. These antibodies bind to RIFIN, one of the 
surface antigens of infected red blood cells. In this study, we conducted a serological survey of 
patients with malaria patients in Papua Province, Indonesia, to investigate the presence of these 
antibodies. However, no such antibodies were detected in the 45 patients and healthy individuals 
tested, indicating the need for further investigation. Additionally, a novel receptor binding to 
RIFIN was identified, suggesting the possibility of a different form of receptor-inserted antibody.

研究分野： 寄生虫学

キーワード： マラリア原虫　抗体　感染赤血球表面抗原

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではマラリア流行地患者の血清学的な調査を行い、免疫抑制受容体が挿入された特殊な抗体の存在につい
て調査を行なった。今回、15名の重症患者、15名の不顕性感染者、15名の健常者を対象に血清を得て、ELISAや
原虫との抗体の反応性試験をおこなったがその存在を示すことはできなかった。しかし、新たに受容体挿入抗体
の標的分子であるRIFINについて、新規受容体を同定することに成功し、新たな受容体挿入抗体の存在の可能性
を示すことができた。今後も引き続き、調査を続けることにより、いかにして流行地の人々が免疫を獲得してい
くのかが解明されると期待され、マラリア防御に貢献すると期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
マラリアはPlasmodium属原虫の感染により発症

し、年間約 2億人の感染者と約 40 万人の死者を出
す世界最大の寄生虫疾患である。特に熱帯熱マラ
リア原虫による被害は甚大であり、前述の死者の
多くがその感染に因るものである。これまで熱帯
熱マラリアに対するワクチンは原虫の細胞表面分
子・赤血球侵入関連分子等を標的に開発されてき
たが、その感染阻止効果は低く、実用化には至って
いない。よって、新たな知見と候補分子に基づく新
規ワクチンの開発が必要である。 
熱帯熱マラリア原虫は赤血球に感染した際、様々
な原虫タンパク質を感染赤血球表面に発現する。
RIFIN は感染赤血球表面タンパク質の 1種であり、
約 200 種の遺伝子からなる原虫内最大の多重遺伝
子族である。感染時には数種の RIFIN が同時に発
現し、これらに対する抗体が産生されると、原虫は
別の RIFIN へと発現を転換し、抗体による攻撃を
回避する(図 1A)。また近年、申請者グループは一
部の RIFIN が免疫抑制ペア型受容体と結合するこ
とを示し、RIFIN-抑制型受容体を介した免疫抑制
とマラリア重症化との関連性を指摘した（図 1B）。
一方、スイス-米国のグループは患者由来血清より
抗体可変領域に抑制型受容体のエクソンが挿入さ
れた特殊な抗体を発見し（図１C）、これらが配列の
違う複数種の RIFIN をブロードに認識することを示した。更に同グループはアーカイブ血清を
用い、受容体挿入抗体の保有率が流行地成人において優位に高い可能性を示唆した。これらの in 
vitro での結果は受容体挿入抗体による RIFIN-抑制受容体の結合阻害、並びに RIFIN とのブロ
ードな結合がマラリア感染防御・重症化阻止に寄与することを示唆する。しかし、熱帯熱マラリ
ア原虫がヒトにしか感染しないこと、多くの抑制型受容体がヒトにしか存在しないことから in 
vivo での知見は得られていない。 
 
２．研究の目的 
本研究ではこれを得るために、東南アジア最大のマラリア流行地であるインドネシア・パプア
州のマラリア患者・住民を対象とした疫学調査を実施し、受容体挿入抗体の保有とマラリア臨床
症状との関連を検討する。本研究の成果は RIFIN と受容体挿入抗体、あるいは抑制型受容体の結
合様式をベースにした新規ワクチンの開発に臨床的根拠を与え、従来のワクチンとは一線を画
した感染阻止効果の高いワクチン開発に繋がると期待される。 
 
 
３．研究の方法 
（１）調査地・日本側渡航計画  
 本研究ではインドネシア・パプア州・ケーロム県（図 2・印）を調査地とし、AMED・e-ASIA プ
ログラム（2018 - 2021）において協力関係を構築した 2病院より患者血液試料を得る。日本側
研究者はマラリアが流行する雨季（11
月〜4 月）の期間に年間２回・14 日間
／回、渡航する。インドネシア・国内移
動と準備期間を考慮すると 1 回の渡航
で約 10日間、流行地で活動できると考
える。1 日あたり合計約 10~20 名の熱
帯熱マラリア患者が新規に来院するこ
とから、年間あたり少なくとも 100〜
200検体の採取を見込む。また、受容体
挿入抗体により無症候性マラリアとな
る可能性も考慮し、マラリア症状を呈
していない住民からの血液も採取す
る。渡航に際しては COVID-19の流行状
況に注意し、実験従事者の安全に万全
を期す。 



（２）血清内受容体挿入抗体保有と臨床症状の相関調査  
パプア州の協力病院を受診した熱帯熱マラリア患者より採血管を用いて約 5ml の血液を採取

する。受容体挿入抗体により不顕性感染の住民も存在すると仮定し、居住者（成人・45 名）から
も同様に採血する。得られた血液から血漿とゲノム DNA を遠心・キットを用いて調製する。受容
体挿入抗体は LILRB1、LAIR１、LILRB2 に対する抗体を用いた ELISA もしくは受容体特異的プラ
イマーと抗体定常領域特異的プライマーを用いた PCR により検出する。受容体挿入抗体保有者
は他の類似抗体を保有している可能性があるため、NGSを使い、B 細胞抗体ゲノム配列を標的と
した Target-sequencingにより抗体配列の全情報を得る。更に LILRB1、LAIR１、LILRB2 に対し
て結合活性を持つ RIFIN を特異的に発現する組換え原虫を用いて同定した受容体挿入抗体が実
際に熱帯熱マラリア原虫上の RIFIN を認識することをセルアナライザーを用いて確認する。次
に受診後の治療履歴・症状及び不顕性感染に関して WHOのマラリア症状の定義（表１）に基づき
患者・住民を分類する。得られた治療情報と受容体挿入抗体保有率との間の相関について統計的
な評価を行い、マラリア感染防御・重症化に関する臨床データを得る。 

 
表 1: WHO基準によるマラリア症状の分類 

軽症（Uncomplicated malaria） 重症(Severe malaria) 

発熱、頭痛、嘔吐、下痢、咳、インフルエンザ

様症状（筋肉痛）、熱性痙攣 

衰弱、意識障害、昏睡、高頻度の痙攣、正球

性貧血、低血糖症、代謝性アシドーシス、呼

吸障害、急性腎障害、呼吸窮迫症候群、循環

器障害、異常出血、高乳酸血症 

 
（３）免疫抑制レセプターに結合する新規 RIFIN の同定 
RIFIN の新規レセプターを同定するために熱帯熱マラリア原虫のシゾントと免疫レセプター
−FC融合タンパク質との結合を網羅的に検討する。具体的にはこれまで RIFIN との結合が検出さ
れたレセプターがイムノグロブリンドメインを有することに着目し、免疫細胞に発現し、かつ同
ドメインを持つレセプターを中心的に検討する。結合が確認された場合は実際に細胞内にシグ
ナルを誘導できるかどうか検討する。 
 
４．研究成果 
（１）患者血液採取と受容体挿入抗体の有無についての検討 
 2021 年度は COVID-19 の影響によりインドネシアへの渡航が制限されたため、2022 年度に患
者血液採取を実施した。パプア州の協力病院を受診した 10〜15歳の熱帯熱マラリア患者のうち、
重症化患者 15 名の血液を採取した。また、パプア州・ケーロム県に設置したフィールドサイト
において Hasanuddin大学・医学部・Din Syafuruddin教授のチームと協力し、15 名の不顕性感
染者（発熱などの症状がない 15歳以上のボランティア）、及び 15 名の健常者（10〜15歳）から
採血を実施した。採血した血液は直ちに遠心し、赤血球と血漿画分を分離した。分離した血漿を
Hasanuddin大学の研究室へ輸送し、Ca添加と加温により血清を得た。得られた血清について適
切な手続きを行い、日本へと輸送した。得られた血清について LILRB1、LLILRB2、LAIR1 抗体を
用いた ELISA を実施したが、いずれの抗体についてもその存在を確認することはできなかった。
そこで各血清内の抗体について感染赤血球との反応性・交叉性を検討した。すなわち、実験標準
株である 3D7 株、及びタイ−ミャンマー国境地域から単離した 4種の原虫株を異なる蛍光色素で
染色し、これに各血清を混合して、原虫の特異的な凝集の有無を検討した。しかし、これについ
ても明らかな凝集はいずれの血清についても確認できず、今回、採取した患者血清中には受容体
挿入抗体のみならず、原虫表面を認識する抗体が含まれていないことが示唆された。 
 
（２）免疫抑制レセプターに結合する新規 RIFIN の同定 
 今回、受容体挿入抗体の探索はこれまで RIFIN との結合が報告された LILRB1、LILRB2、LAIR1
について受容体挿入抗体の探索を行なった。しかし、明確な結果は得られず、報告されたような
抗体の存在は確認できなかった。一方、RIFIN は原虫ゲノム上に約 150〜200 種存在しており、
前述の LILRB1、LILRB2、LAIR1 に結合するものは、これらのうちの僅か 10 種類にしかすぎない。
このことは RIFIN が別の受容体に結合し、更にはその受容体が挿入された抗体が存在する可能
性が考えられる。そこで RIFIN に結合する新たな受容体の探索を試みた。LILRB1、LILRB2、LAIR1 
が T細胞、B細胞、NK細胞上に発現し、かつイムノグロブリンドメインを有することに着目し、
同じ性質を持つレセプター（9種類）に対する結合活性を検討した。まず、実験標準株である 3D7
株について実験を行ったところ、いずれのレセプターとの結合も見出すことはできなかった。そ
こで患者から採取した熱帯熱マラリア原虫について同様の実験を行った。その結果、１種類のレ
セプターに結合する原虫集団が存在することが明らかとなった（図 3）。更にこの結合を確認す
るために実験に用いた原虫集団から結合活性を持つ原虫のみをセルソーターで単離し、これら
を培養して増殖させ、再度、結合活性を検討した。これらの選択した原虫集団は明らかに強く同



定した免疫レセプターに結合する
ことが示され、新規レセプターの
同定に成功したと判断した（図 3）。
続いて選択した細胞集団から RNA
を抽出し、RIFIN をユニバーサルに
増幅可能なプライマーセットを用
いて RT-PCR を行った。得られた配
列はRIFINに特徴的な配列を有し、
これが新規免疫レセプターに結合
する RIFIN と推定された。更にこ
の RIFIN を発現する組換え原虫を
作製し、新規免疫レセプターとの
結合活性を検討したところ、明確
な結合活性が確認された（図 4）。以上の結果より新規な
免疫抑制レセプターに結合するRIFINの同定に成功した。
次に同定した RIFIN と免疫抑制レセプターの結合により
実際に細胞内にシグナルが導入されるか否かを NFAT-GFP
を用いた Reporter assayにより検討した。すなわちマウ
ス CT237 細胞に同定したレセプター遺伝子を発現させ、
目的とする RIFIN を発現する感染赤血球との結合をによ
りシグナルが誘導され、GFP が発現するかどうか検討し
た。その結果、コントロールの細胞と比較し、顕著な GFP
確認され、実際にシグナルが誘導できることが示された
(図 5)。続いてこの同定したレセプターに対する抗体を用
いて、患者より採取した血清内を対象に ELISA を行い、
新たん受容体挿入抗体があるかどうか検討した。しかし、
再び明確な結果は得られず、その存在は確認することは
できなかった。 
 
（３）考察 
 今回、インドネシア・パプア州において
Hasanuddin大学・医学部・Din Syafuruddin教
授のチームと共にフィールド活動を居住の熱
帯熱マラリア患者を対象に受容体挿入抗体の
有無を検討した。COVID-19 による影響で実際
の活動に遅延が生じたが、目的数の患者血清
を収集することができ、実験材料は十分と考
えられた。しかし、今回はこれらサンプルの中
に受容体挿入抗体の存在は確認できなかっ
た。アッセイには量的な問題から抗体を精製
し、実験資料とできなかったため、感度の問題
から検出が困難であった可能性が考えられ
る。この点を考慮し、更なる研究を進める必要
がある。一方、RIFIN の新規レセプターの存在
を推定し、これを実証できたことは特筆すべき成果と考える。このレセプターに対する RIFIN に
ついても受容体挿入抗体が産生されている可能性は高く、今後の研究が待たれる。 
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