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研究成果の概要（和文）：パプアニューギニアの小児コホートから熱帯熱及び三日熱マラリアの新規ワクチン候補探索
に使用出来る血清試料を得た。また本研究で作製したプロテインアレイは熱帯熱マラリアゲノムの３分の１をカバーす
る大規模なもので他に類を見ない。更に微量な血清試料で高感度なスクリーニングシステムを確立し、フィールド試料
が有効活用可能となった。このシステムでスクリーニングを試行し、1900種類中650種類の熱帯熱マラリア原虫タンパ
ク質に対して抗体が検出できたことより、新規発症阻止ワクチン候補探索の技術基盤が確立したと考えられる。今後、
熱帯熱及び三日熱マラリアの新規発症阻止ワクチン候補抗原の探索を実施する予定である。

研究成果の概要（英文）：To identify novel malaria vaccine candidates, we first obtained serum samples from
 the children enrolled in the malaria cohort study in Papua New Guinean. We then established a micro-scale
 immunoscreening system for high-throughput detection of antigen-antibody reaction. Genome-widely expresse
d 1,900 parasite proteins by the wheat germ cell-free system covering one-third of the parasite genome wer
e screened by using the immunoscreening system. As a result of the preliminary screening, we identified 65
0 immunoreactive proteins with the malaria immune serum samples which we previously had enough amount. The
 result suggests that this screening system would be effective to discover novel malaria vaccine candidate
s by using Papua New Guinean serum samples.
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１．研究開始当初の背景 
 マラリアは熱帯・亜熱帯地域において毎年
３〜５億人が罹患し、約 100 万人が死に至っ
ているグローバルな感染症である。薬剤耐性
原虫等の出現が大きな脅威となって以来、新
たな対策の切り札としてこれまで 30 年以上
ワクチン開発が精力的に行われてきた。しか
し、これまで研究されてきたワクチン候補抗
原は 10 種に満たず未だ実用化に至ったもの
は一つもない。中でも赤血球期の原虫抗原を
標的とする発症阻止ワクチンは流行地住民
の防御免疫を強化しうるが、その開発は他種
のマラリアワクチン開発と比べて最も遅れ
ている。より有望なワクチン候補の探索のた
め、2002 年以降マラリア原虫のゲノム情報
が公開された。しかし、マラリア原虫遺伝子
は、AT 含量が平均 76%と他種の生物と比べ
て非常に多くしかも繰り返し塩基配列が多
いという特徴から、大腸菌等の既存の発現系
では 10％程度の低い効率でしか組換えタン
パク質を合成出来ず、ポストゲノムマラリア
ワクチン研究は暗礁に乗り上げていた。2007
年に再び「マラリア撲滅」が宣言され、その
重点対策の一つとしてマラリアワクチン開
発の強化、特に新規ワクチン候補抗原の探索
の必要性が強調されている現在、ゲノム情報
から効率的にワクチン候補を探索すること
のできる新技術の開発が急務となっていた。
また、「マラリア撲滅」を目指す上では、死
亡の最大原因である熱帯熱マラリアのみな
らず、患者数が熱帯熱マラリアと同等あるい
はそれ以上である三日熱マラリアに対する
ワクチン候補探索も視野に入れた取り組み
が必須となっている。つまり、この２種で世
界のマラリア患者の９０％以上を占めてい
る。 
 
２．研究の目的 
 新規マラリア発症阻止ワクチン候補抗原
の同定を目的に、パプアニューギニアで実施
する小児のコホート研究において熱帯熱マ
ラリア及び三日熱マラリアに対する防御免
疫保有者及び非保有者を系統的に選別し、血
清試料を入手する。さらに、得られた血清試
料を用いてコムギ胚芽無細胞タンパク質合
成系を用いて作製した熱帯熱及び三日熱マ
ラリア原虫プロテインアレイをスクリーニ
ングし、防御免疫と相関する両種の原虫抗原
の同定し、新規発症阻止ワクチン候補探索の
技術基盤確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）調査研究対象地域 
 本研究では、パプアニューギニア北西部東
セピック州アルビナマ村を調査対象地域と
する。マダン市にあるパプアニューギニア医
学研究所が、マラリアの流行と診断法の検討、
薬物治療及び蚊帳の効果を調べるためのコ
ホート研究として、東セピック州アルビナマ
村周辺地域の複数のヘルスセンターにおい

て継続的に患者の発生状況調査を実施して
きた。これまでの調査において、この地域内
では、熱帯熱及び三日熱マラリアの流行が小
児期をピークに同程度高度に認められるこ
とが判明している。 
 
（２）調査対象者 
 上述の調査対象地域においては、年間を通
して熱帯熱及び三日熱マラリアの流行が高
度に継続していることが知られており、また、
両種マラリアの感染率が高く、かつ防御免疫
を有している者といない者がいずれも多数
存在する可能性の高い 5〜10 歳の小児約 400
名を調査研究対象とした。 
 
（３）血清試料の採取 
 観察期間中の新規のマラリア感染者を正
確に把握するため、調査開始前に対象者全員
に抗マラリア薬を投与し、原虫を体内から除
去した。調査開始時に１回目の採血を行い、
得られた血清試料を分注保存した。その後現
地スタッフが対象者の家庭を２週間毎に訪
問し、発熱等のマラリアを疑わせる症状の有
無、指先採血によるマラリア感染の有無、熱
帯熱及び三日熱マラリア原虫率、血色素濃度
の測定を 10 ヶ月間行い、対象者別にデータ
ベース化した。それらの結果を解析すること
により、対象者を「非感染者」つまり感染の
機会がなかったかもしくは感染防御免疫保
有しているため感染しなかった者、「感染し
たが発症無し」つまり発症防御免疫保有者、
「発症者」つまり防御免疫非保有者の３群に
分類した。今回の研究では、高度流行地で最
も有用と考えられている発症阻止ワクチン
候補の探索に重点を置くため、後者の２群に
該当する血清試料を選別した。 
 
（４）プロテインアレイの完成と免疫スクリ
ーニング 
 申請者は、熱帯熱マラリア赤血球期原虫タ
ンパク質400種類からなる熱帯熱マラリアプ
ロテインアレイ、及び三日熱マラリア赤血球
期原虫タンパク質200種類からなる三日熱マ
ラリアプロテインアレイを作製していた。研
究開始当初、申請者らが既に樹立していた抗
原吸着マイクロビーズと抗体吸着マイクロ
ビーズを同一反応系に入れ、両者の相互作用
に基づく免疫スクリーニングシステムを用
いて、それとヒト血清との反応性を解析する
ことにより、それぞれの組換えタンパク質に
対する抗体保有状況をハイスループットに
測定する予定であった。しかし、出来るだけ
ゲノムワイドに解析出来る技術基盤を樹立
するため、免疫スクリーニングに先駆けて、
熱帯熱マラリア及び三日熱マラリア原虫の
組換えタンパク質の種類を増加させること、
また小児から得られる血清試料が少量であ
るため、使用する血清量を微量で測定できる
ようにシステムの改良を実施することとし
た。 



 
４．研究成果 
（１）研究対象地域の訪問、研究打ち合わせ
及び血清試料の入手 
 平成 23 年度にパプアニューギニア医学研
究所を訪問し、研究打ち合わせを実施した。
パプアニューギニアの小児コホートから得
られた血清を本研究に使用するため、パプア
ニューギニア医学研究所の倫理委員会に申
請し許可された。また、平成 24 年度にパプ
アニューギニア医学研究所長らが愛媛大学
を訪れ、研究打ち合わせを実施した。さらに
同年、パプアニューギニア医学研究所を訪問
し、研究打ち合わせを実施した後、マプリッ
クのフィールドラボおよびフィールドサイ
トを訪問し、本研究で使用する血清試料の輸
送準備を行った。平成 25 年度に合計 600 検
体の血清試料を愛媛大学に輸送が完了し、愛
媛大学における血清使用の許可が、同倫理委
員会で承認された。本血清試料は、横断研究
ではなく、熱帯熱及び三日熱マラリアの感染
率の高い地域における小児のコホート研究
による全対象者の継続的なモニタリング（ア
クティブケースデテクション）により得られ
たものである。マラリア流行地におけるこの
ようなコホート研究の実施は容易ではない。
さらに、マラリア感染率の高いアフリカには
三日熱マラリアは存在していない。一方、東
南アジア諸国には両種のマラリアが存在し
ているが感染率が低い。そこで、小児期の熱
帯熱及び三日熱マラリア原虫感染率がいず
れも 30％あまりとなるパプアニューギニア
のマラリア流行地から得られた本血清試料
は、熱帯熱マラリアのみならず三日熱マラリ
アに対する新規ワクチン候補探索に使用す
ることの出来る、世界的に見ても貴重なもの
である。 
 
（２）マラリア原虫ゲノムワイドなプロテイ
ンアレイの充実 
 研究開始当初、熱帯熱マラリア赤血球期原
虫タンパク質 400 種類、及び三日熱マラリア
赤血球期原虫タンパク質200種類からなるプ
ロテインアレイを作製していた。熱帯熱マラ
リア及び三日熱マラリア原虫いずれに対し
ても、組換えタンパク質の種類を増加させる
ことによって、ゲノム網羅的な探索を可能と
するため、熱帯熱マラリア原虫プロテインア
レイを約 1900 種類にまで増加させた。これ
は、熱帯熱マラリア原虫ゲノムの３分の１を
カバーするものである。また、三日熱マラリ
ア原虫タンパク質も約300種類にまで増加さ
せることが出来た。以上により、熱帯熱マラ
リア及び三日熱マラリア原虫のプロテイン
アレイの充実が出来た。これらの非常に多種
類のタンパク質を有するプロテインアレイ
は世界最先端の研究基盤であり、しかも真核
型のコムギ胚芽無細胞タンパク質合成系を
用いて合成されているため、既存の大腸菌を
用いて合成されたタンパク質アレイをしの

ぐ品質を有している。 
 
３）免疫スクリーニングシステムの至適化 
 小児から得られる血清試料が少量である
ため、使用する血清量を微量で測定できるよ
うにシステムの改良を試行した。すなわち、
熱帯熱マラリア原虫で作製した高速免疫ス
クリーニング システムの反応条件の最適化
を行い、以前確立していた反応系よりも、必
要な組換えタンパク質量並びに必要血清量
がいずれも 10 分の 1 で良好な感度が得られ
るようになった。この改良は、本研究で入手
できた研究試料のように、入手の困難なフィ
ールドサンプルの有効利用に大きく貢献す
るものと考えられる。 
 
４）熱帯熱マラリア原虫のプロテインアレイ
の予備的スクリーニングの実施 
 パプアニューギニア医学研究所から入手
した小児血清試料は微量かつ貴重であるた
め、それを有効に活用して新規ワクチン候補
抗原の探索を開始する前に、熱帯熱マラリア
原虫の 1900 種のタンパク質からなるプロテ
インアレイの品質評価を行う必要があった。
そこで、既に保有している血清検体の中で比
較的量に余裕のあるマラリア流行地試料 50
検体を用いて、熱帯熱マラリアプロテインア
レイを用いたハイスループット免疫スクリ
ーニングを実施した。その結果、1900 種類の
内、約 650 種類の熱帯熱マラリア原虫タンパ
ク質に対して、流行地住民血清中に抗体が誘
導されていることが明らかとなった。したが
って、本スクリーニングシステムを用いて、
微量な小児血清試料による抗原探索が可能
と考えられた。今後、このプロテインアレイ
とパプアニューギニアの小児血清試料を用
いた反応性を解析し、熱帯熱及び三日熱マラ
リアの新規発症阻止ワクチン候補抗原の探
索を実施する予定である。 
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Plasmodium falciparum using wheat germ 
cell-free system. 第 86 回日本生化学会大会
イ ン タ ー ナ シ ョ ナ ル シ ン ポ ジ ウ ム 
(2013.9.11-13, 横浜市) 
③(招待講演) 坪井敬文 マラリアワクチン研
究の最前線、岡山大学医歯薬学総合研究科第
1 回異分野キャリアを持つ医療系生命科学研
究者育成支援事業セミナー (2013.2.14, 岡
山市) 
④ (招待講演 ) Tsuboi T. Identification of 
novel malaria vaccine candidates using 
wheat germ cell-free system. The 10th 
Matsuyama International Symposium on 
Cell-Free Sciences (2012.9.25, Matsuyama, 
Japan) 
⑤ ( 招 待 講 演 ) Tsuboi T. Post-genome 
discovery of novel malaria vaccine 
candidates using wheat germ cell-free 
system. Special Lecture at the Papua New 
Guinea Institute of Medical Research 
(2012.9.13, Madang, Papua New Guinea) 
⑥ ( 招待講演 ) Tsuboi T. Application of 
cell-free protein synthesis technology for 
production of malaria protein. Cell-Free 
Protein Synthesis Workshop (2012.6.25, 
Bangkok, Thailand) 
⑦ ( 招 待 講 演 ) Tsuboi T. Post-genome 
discovery of novel malaria vaccine 
candidates using wheat germ cell-free 
system. Special Lecture at the Centre 
National de Recherche et de Formation sur 
le Paludisme (2011.10.27, Ouagadougou, 
Burkina Faso) 
⑧ ( 招 待 講 演 ) Tsuboi T. Post-genome 
discovery of novel malaria vaccine 
candidates using wheat germ cell-free 
system. Special Lecture at the Papua New 
Guinea Institute of Medical Research 
(2011.8.29, Goroka, Papua New Guinea) 
 
〔図書〕（計 ０件） 
 
〔産業財産権〕 
○出願状況（計 ０件） 
 
○取得状況（計 ０件） 
 
〔その他〕 
ホームページ等 
http://www.pros.ehime-u.ac.jp/index.php 
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