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研究成果の概要（和文）：本研究は、人工多能性幹細胞(iPS細胞)から赤血球分化誘導を行い、三日熱マラリア患者の
感染血液と共培養を行い、三日熱マラリア原虫の培養系の確立を目的とする。iPS細胞の赤血球への分化誘導は、Eliza
beth S. et al(2005)の浮遊培養法により行った結果、培養開始40日後にスフィアーの一部が赤化した赤芽球の作製に
成功した。赤化したスフェアーは、接着培養をおこなって三日熱マラリア原虫感染の準備を行っているが、現在三日熱
マラリア患者の来院が無く、三日熱マラリア原虫を本研究に供することができていない。現在、培養熱帯熱マラリアを
用いて作製された赤芽球への感染系の樹立を目指している。

研究成果の概要（英文）：The objective of the present study is to establish a culture system of Plasmodium 
vivax. We aimed to conduct erythroid differentiation from induced pluripotent stem cells (iPS cells) which
 were then co-cultured with the infected blood of vivax malaria patients. Induction of differentiation int
o red blood cells of iPS cells was successfully done (following Elizabeth S. et al.2005) and red blasts pa
rt of the sphere was reddened after 40 days of culture. Reddened spheres (erythroblast) were prepared for 
Plasmodium vivax infection by adhesion culture. Unfortunately we could not subject this erythroblast to vi
vax co-culture because there was no vivax malaria patient currently. Instead, we are attempting to establi
sh of infection system to erythroblast, using cultured falciparum malaria parasites.
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１．研究開始当初の背景	
 

	
 三日熱マラリアは、東南アジアを中心

とした熱帯地域に広く分布し、その対策

は、熱帯熱マラリアにも増して東南アジ

アでは、重要な課題となっている。また

近年韓国で三日熱マラリアの再流行が見

られていることからも、わが国でも十分

な防疫上の注意が必要と考えられる。	
 

	
 三日熱マラリア原虫 (Plasmodium	
 

vivax,以下	
 P.vivax)のゲノムプロジェ

クトは、既に終了しているが、長期継続

的な原虫培養系が未だに確立されていな

いことから、研究の進展が熱帯熱マラリ

アと比べて著しく遅れている。その理由

は、P.vivax がヒト網状赤血球に選択的

に侵入感染するため、培養のための十分

な網状赤血球の確保が非常に困難である

ことが原因の一つである。	
 

	
 これまでに幾つかの P.vivax の培養が

試みられており、熱帯熱マラリア原虫の

培養液を改良して短期間行うものが報告

されてきた(Chotivanich	
 K.	
 et	
 al.	
 2001)。

一方、長期培養を目指して、溶血試薬を

ヨザルに投与し、貧血をおこしたヨザル

から、網状赤血球が豊富な血液を採取し

て利用するものや、血色素症患者由来赤

血球を利用するものなどが報告されてき

た(Nones	
 B.	
 et	
 al.	
 1988,	
 Golenda	
 CF.	
 et	
 

al.	
 1997)。	
 

	
 さらに、これらの方法による網状赤血

球確保は量的に安定しないことから、近

年臍帯血や造血幹細胞を利用する方法も

報告されてきた(Udomsangpetch	
 R.	
 et	
 al.	
 

2007,	
 Panichakul	
 T.	
 et	
 al.	
 2007)。し

かしその後の続報がないことから、定常

的な臍帯血や造血幹細胞の入手がやはり

相当困難であること、また不定期に採取

する三日熱マラリア患者検体に対応する

ためには、実験室レベルで常に網状赤血

球を供給できる実験系の確立が必要であ

ることが思料される。	
 

	
 

２．研究の目的	
 

	
 本研究は人工多能性幹細胞(iPS細胞)由

来赤血球細胞を用いた、P.vivax の培養

系の確立を目的とする。具体的には、iPS

細胞から赤血球分化誘導を行い、国立国

際医療研究センター(NCGM)病院で採取さ

れた三日熱マラリア患者の感染血液と共

培養を行い、分化誘導細胞に P.vivax が

感染するかどうか、分裂・増殖するかど

うか、様々な培養条件を検討して研究す

る。感染および成熟が認められれば、継

続的に新鮮な iPS 細胞由来赤血球を補充

することで、原虫の長期培養系の確立し、

培養系を用いた様々な細胞分子レベル研

究への応用を目指すものである。	
 

	
 

３．研究の方法	
 

1)iPS 細胞の未分化維持	
 

	
 iPS 細胞は NCGM疾患制御研究部で作製

された Se-V	
 iPS 細胞、および国立生育医

療研究センターで作製された#25 細胞を

用いた。それぞれの iPS 細胞は、

Essential	
 8TM 培 地 と GELTREXTM

（Lifetechnology 社）コートのシャーレ

を用いた無フィーダーで、週二度の継代

培養で未分化状態を維持した。	
 

	
 

2)iPS 細胞の RBC 細胞への分化誘導	
 

	
 赤血球への分化誘導は、Elizabeth	
 S.	
 

et	
 al.(2005)の浮遊培養法により行った

が、スフィアーの形成の効率を上げるた

めに、未分化細胞の処理に CKT	
 solution

（細胞はく離液）を用いて行った。はく

離した細胞塊は、D-MEM/Ham’s	
 F-12 培

地で洗浄後 RBC 分化用の培地（基礎培地

＋浮遊培養サイトカイン：表 1）に懸濁

後、低細胞接着性のシャーレで浮遊培養

を開始した。	
 



	
 浮遊培養開始 3~5 日で球状に集合し

スフィアーを形成するが、その後 2~3 日

ごとに培地交換を行い、培養を継続した。

赤化したスフィアーは、顕微鏡下で単独

に採取しゼラチン A コートのシャーレで

接着培養（基礎培地＋接着培養サイトカ

イン：表 1）した。	
 

	
 

４．研究成果	
 

1)iPS 細胞の未分化維持結果	
 

	
 Se-V	
 iPS 細胞、#25 細胞とも Essential	
 

8TM 培地と GELTREXTM コートのシャーレを

用いた無フィーダー培養で、単層培養で

コロニー化すること無く、未分化状態を

維持できた。	
 

（図 1）	
 

図 1	
 無フィーダーで未分化維持した iPS 細胞	
 

	
 

2)	
 iPS 細胞の RBC 細胞への分化誘導結果	
 

	
 浮遊培養開始後 3~5 日で球状に集合

しスフィアーを形成した。（図 2）	
 

	
 

図 2	
 浮遊培養開始後のスフィアーの形成	
 

	
 

その後 2~3 日ごとに培地交換を行い培

養を継続した結果、培養開始 40 日後にス

フィアーの一部が赤化した赤芽球の作製

に成功した。（図 3）	
 

	
 

図 3	
 一部が赤芽球に分化したスフィアー	
 

	
 

	
 赤化したスフィアーは、その後顕微鏡

下で単独採取し、ゼラチン A コートのガ

ラスボトムのシャーレに移して接着培養

を開始し、三日熱マラリア原虫感染の準

備を行っている。残念ながら現在三日熱

マラリア患者の来院が無く、三日熱マラ

リア原虫を本研究に供することができて

いない。現在、培養熱帯熱マラリアを用

いて作製された赤芽球への感染系の樹立

を目指している。	
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