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研究成果の概要（和文）：ガーナvolta 地域のリーシュマニア患者の疫学調査の結果、患者の病変部位の原虫種はL. m
ajor 単独で、同地域で媒介するサシチョバエはS. Africana　が主であった。薬剤耐性マラリアの遺伝子解析では、20
10年以降の患者試料のほとんどが既存の抗マラリア薬に感受性型を示し、ガーナ政府がマラリア治療薬を変更したのが
原因の一つとして考えられた。HCV患者試料の解析を効率よく行なうため、5’-非翻訳領域で変異しないユニバーサル
プライマーを決定した。ガーナ産生薬・Milletia Thonningiiの中からマラリアとリーシュマニア症の両方で阻害能を
示す新しい創薬シーズを見いだした。

研究成果の概要（英文）：The epidemiological study of Leishmaniasis was L. major only using lesion of 
several different parts of patients and major vector was S. Africana in the Volta region. In the genetic 
analysis of drug-resistant malaria, most of the patient samples collected after 2010 showed a 
drug-sensitive gene type and one of reason of the result was caused by Ghana government malaria 
treatment-polish was changed to Artemisinin-based combination therapy than other classical malaria 
drugs.To effective analysis of HCV patient in Ghana, the universal primer-set was determined in the 
5'-untranslated region of HCV genome.
We found a new drug discovery seeds showing the ability to inhibit both of malaria and leishmaniasis 
using in Milletia Thonningii of Ghanaian natural products.

研究分野：医薬品開発、感染症制御

キーワード： マラリア　リーシュマニア症　HCV　遺伝子解析　創薬シーズ
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１．研究開始当初の背景 

 マラリア及びリーシュマニア症は寄生原

虫感染症であり、現在、世界中でマラリアに

は約 2 億人、リーシュマニア症には 1200 万

人が罹患している。しかし、その流行地がい

わゆる先進国ではなく貧困地域に多いため、

先進国の企業ベースでの薬剤開発は行われ

ず、WHO 主導によりこれら感染症の抑止を目

指した国際プロジェクトが進行している。 

 マラリアはその罹患者数が非常に多いこ

とや急性期に致死率が高いことより、多額の

寄付金が投入され、各国で製薬企業も加えた

“Roll Back Malaria project”が進行して

いる。しかし、従来用いられてきたクロロキ

ン・メフロキン耐性の原虫がまん延し、WHO

より推奨されている Artemisinin-based 

combination therapies に対してタイ−カン

ボジア国境において耐性が報告されている

現在、“Roll Back Malaria”は困難を極めて

いる。本課題の拠点となるガーナでもマラリ

アは未だ猛威を振るっており、年間 300 万人

以上が罹患し、死因の 50%を占めている。 

 リーシュマニア症に関しては同じくWHO主

導 の “ Neglected Tropical Diseases  

project”に取り上げられている。しかし、

リーシュマニア症の克服に費やされている

人的及び経済的支援はマラリアとは異なり、

潤沢とはいえない状況である。リーシュマニ

ア症は皮膚・粘膜皮膚・内臓リーシュマニア

症に大別できる。スーダンでは致死率が 90

－100％に達する内臓リーシュマニア症が流

行しているが、ガーナでは皮膚リーシュマニ

ア症が近年爆発的な流行を起こしていると

報告されている。皮膚リーシュマニア症は自

然治癒することが多いが、皮膚にできた潰瘍

が瘢痕となって残るため、患者にとっては大

きなダメージとなる。従来、アンチモン製剤

が第一選択薬として治療に用いられてきた

が、副作用が非常に強く、最近では耐性原虫

も報告されている。アンフォテリシン Bも治

療に用いられるが、高価で、腎毒性と共に経

口投与が困難であるという理由により感染

地域での使用はかなり困難である。最近にな

ってミルテフォシンが開発され、経口投与で

きる副作用の少ない薬剤として注目されて

いるが、半減期が 6〜8 日と長く使用された

期間が短いにも関わらず耐性の出現が危惧

されている。これらの諸問題を考え合わせる

と新たな抗リーシュマニア薬の開発は緊急

の課題である。 

  C 型肝炎は先進国・発展途上国を問わず、

世界中で１億 7000 万人以上が罹患している

重大なウイルス性の肝疾患である。C 型肝炎

ウイス(HCV)は非 A 非 B 型肝炎の原因ウイル

スとして 1989 年に発見、同定されたフラビ

ウイルス科に属するRNAウイルスである。HCV

は主に血液を介する非経口感染により肝炎

を引き起こし、十数年を経て 80％以上が肝硬

変・肝がんへと悪化する。現在、慢性肝炎に

対する標準的な治療法として用いられてい

るペグインターフェロンとリバビリンとの

併用療法によっても、その治癒率は 50%を少

し上回る程度であり、貧血などの副作用も多

いこと等から、新たな抗 HCV 剤の開発が嘱

望されている。 

 HCV はその遺伝子型によって薬剤に対す

る抵抗性が異なることが知られており、治療

に際してその遺伝子型を先に特定すること

が重要である。HCV陽性者の HCV配列を解

析した結果では、一人の患者中に複数のウィ

ルス疑似種が存在し、IFN に対する感受性の

高いウィルスの割合によってインターフェ

ロン (IFN) 治療の有効性が左右されるとい

うことが示された。HCV は RNA polymerase

に proofreading 機能がないため多くの変異種

が存在することは知られていたが、一人のヒ

トの体内で複数種の HCV が増殖している事

は特記すべき事象である。また、解析したす

べてのヒトに、最近になって新たに治療薬と

して使用が始まった HCV protease や HCV 



polymerase の inhibitor に耐性を持つ HCV 

cloneがあり、これらの薬剤に耐性を示す患者

が出現する危険性を指摘している。このよう

な事態を回避するためには複数の治療法の

開発が必要であり、しかも、それぞれの治療

法が、異なる遺伝子型・疑似種に有効である

ことが必須である。 

 

２．研究の目的 

 西アフリカにまん延している風土病（リー

シュマニア症, C 型肝炎, マラリア等）の制

御を目的とし、ガーナ大学を拠点に風土病の

疫学調査と、これら風土病に用いられる伝承

薬（民間薬）のデータベース化を現地の専門

家と協力して作成することを目的とする。①

近年ガーナ・ボルタ州で大流行をしているリ

ーシュマニア症の原因原虫の疫学調査を行

う。②ガーナでは C 型肝炎ウィルス(HCV)は

２型が多く存在していることが報告されて

いる。しかし、HCV は同じ２型の中でも数多

くの亜種が存在するので、本課題ではガー

ナ・ボルタ地方で蔓延している HCV の遺伝子

型及び亜種を特定し、現在用いられている治

療法の有効性を評価する。また、上記①、②

の疫学調査と治療法の有効性評価に加え、ガ

ーナでは依然圧倒的に罹患者数及び死亡者

数の多い③マラリア、特に薬剤耐性マラリア

の動向に関する調査を行い、風土病制御のた

めのシステムを構築する。 

 

３．研究の方法 

 1）ガーナ大学 Boakye 教授のラボを拠点と

し、Volta 州 (Ho 群、South Dayi 群)におい

て潰瘍病変を有している患者の病変部から

バイオプシーで集めた検体を用い、リーシュ

マニア原虫共通の遺伝子配列を有する 

ITS-1 の一部配列を PCR で増幅し、その PCR 

産物の産生有無を電気泳動法で評価した。リ

ーシュマニア感染陽性であったサンプルの

リーシュマニア原虫種の判定は、内部配列の

異なる塩基配列を認識して切断する制限酵

素 HaeIII を処理することで、切断されれば

L. major と判定した。 

 リーシュマニア原虫が陽性であったサン

プルについては、資料の採取場所、出身地、

年齢、既往歴等とリンクさせ、さらに媒介サ

シチョバエの採集を行い、リーシュマニア原

虫感染割合と体内原虫種の同定を行なった。

同定方法は患者試料の処理法に従って同様

に実施した。 

 2）マラリアの薬剤耐性遺伝子発現有無に

ついて解析した。Boakye 教授のグループが採

集したサンプルを用い、既存の薬剤耐性マラ

リア遺伝子として報告されている Pfmdr, 

pfcrt, pfdhp、及びアルテミシニンの耐性遺

伝子と判っているK13 propeller 遺伝子につ

いて PCR-RFLP 解析を行なった。K13 遺伝子以

外は同グループが既に使っているプライマ

ーを用いた。 

 3）HCV の全ゲノム構造は 1990 年に解明さ

れ、約 9,600 ヌクレオチドからなる１本鎖の

プラス鎖 RNA から 10 種類の蛋白質が産生さ

れることが明らかになっている。下記に HCV 

RNA の構造を簡単に示した。 

 

 

 

 

 HCV の疫学調査は現地の協力体制の構築を

行なっているため、ラボレベルでの解析を中

心に行なった。加藤教授グループでは 2003

年に HCV レプリコン (1b 遺伝子型の HCV-O

株)が自律的に複製増幅する細胞株を樹立し、

さらにRNA複製の効率を亢進させる適応変異

を組み込んだ全長 HCV RNA（約 11000 ヌクレ

オチド）が複製増幅する株を樹立した。また、

HCV の複製が効率よく再現される新しいヒ

ト肝がん細胞株（Li23）を見いだし、遺伝子



型 2a 属する HCV 粒子を持続的に産生される

ことにも成功し、Li23 細胞システムを基盤と

して遺伝子型 1b の感染性 HCV 粒子を産生さ

せることを目指し、これら細胞株を用いて

HCV の持続的 RNA 複製により生じる遺伝的変

異性や多様生について解析している。上記の

図に示すように HCV ゲノム構造で最も保存

された領域は 5’-非翻訳領域である。しかし

ながら、同じ遺伝子型でも持続感染期間が長

くなると変異が蓄積し、RT-PCR による HCV 

ゲノムの検出増幅の妨げになる。そこで、ラ

ボで樹立した細胞株を用いてHCVゲノムを確

実に検出増幅することを目的とし、上記の

5’-非翻訳領域の遺伝子解析を行なった。そ

うすることで、ガーナ由来の貴重な HCV サン

プルを無駄にすることなく解析することが

出来る。 

 4）ガーナ産薬用植物資源を用いた創薬シ

ーズ探索研究を行なった。ガーナ大学が有す

る生薬由来の粗抽出物を用い、今まで研究代

表者グループが実施している抗マラリア薬

効評価法に準拠して抗マラリア効能を評価

した。ヒト熱帯熱マラリア原虫培養液に評価

する化合物、あるいはエキス成分を添加し、

培養した後、検鏡下で薬剤非添加群を 100％

にした時の薬剤添加時のマラリア原虫の感

染率から薬剤のマラリア原虫阻害能を算出

した。同様の生薬サンプルを使い、リーシュ

マニア原虫(L. tropica, L. donovani)にお

ける阻害能についても評価した。培養したリ

ーシュマニア原虫に薬物を添加し、3 日間培

養後のリーシュマニア原虫数をコールター

カウンターで計測して、薬剤阻害能を評価し

た。 

 

４．研究成果 

 1）2013年〜2014 年にかけて volta 地域の

Ho 群、South Dayi 群の数カ所のコミュニテ

ィーを調査した所、病変を示す患者 17 名を

新規に見いだした。病変部から検出した原虫

を用いて PCR を行なった結果、全て L. major 

であった。採取した地域は既存のコミュニテ

ィーを含め、新たな場所からも検出された。

また、同時期に媒介するサシチョバエの試料

についても媒介昆虫の分布と感染有無につ

いて調べた。サシチョバエの 65％は S. 

Africana であり、これら地域の主な媒介種で

あった。原虫感染有無についても S. Africana

から 1 検体の中から L. major 陽性が確認さ

れた。これら結果と地理的な関連については

今後精査が必要であり、詳細な解析データは

論文として報告する予定である。 

 2）マラリアの薬剤耐性研究は Boakye グル

ープで長年行なわれており、収集した試料は

現在プロジェクトが進行中であるため、2010

年以降の試料でコード化されたものを用い

た。2010 年までの試料については 2013 年の

同グループの論文報告がされており、Duah 

らと同じプライマーで解析した(Duah et al., 

Malaria Journal, 2013, 12:377)。ガーナ政

府のマラリア治療薬のガイドラインは、2005

年度より artesunate-amodiaquine (AS-AQ)

と artemether-lumefantrine (AL)- 

dihydroartemisin-piperaquine (DHAP)に変

わったため、最近の artemisinin 耐性に関わ

ると報告されているK13 propeller 遺伝子は

野生型を示した。他の Pfmdr、pfcrt、pfdhp

については、用いた試料のほとんどが野生型

を示した。一部の遺伝子産物では PCR-RFLP

により僅かながら切断される結果が得られ

たが、再現が得られなかった。これら試料に

ついては、当グループが保有する試料情報を

精査して再解析する予定である。Duah らは、

上記の論文で 2003年〜2010 年までの 756 サ

ンプルについて解析し、ガーナにおけるこれ

ら遺伝子の薬剤耐性頻度は 2007 年を堺に減

少し、野生型の頻度が増加していると報告し

ている。その理由としてマラリア治療薬の指

針が変わったことを理由の一つとしてあげ

ており、これら結果を踏まえて本研究で行っ



たガーナにおける薬剤耐性マラリア結果も

踏まえて慎重に考察する必要がある。 

 3）ガーナ由来の貴重な HCV サンプルを無

駄にすることなく解析するため、HCV ゲノム

構造で最も保存された領域である 5’-非翻

訳領域の遺伝子解析を試みた。1b 型 HCV ゲ

ノムが長期間（最長 9年）複製したことによ

りHCV遺伝子の多様生が生じている HCV複製

モデル系を使用して遺伝子解析を行ない、変

異のない領域の同定を試みた。その結果、HCV

の複製が長期間繰り返されなくても全く変

異しない領域を同定することができ、ほぼ

100％の検出効率が予想されるプライマーセ

ットを構築し、反応条件を最適化することが

できた。そのため、今後のガーナの HCV 試料

を用いて遺伝子型解析を行なう際のユニバ

ーサルプライマーとして活用する予定であ

る。 

 4）ガーナ産天然薬用植物を用いた創薬シ

ーズの探索を行なった。ヘミンを添加しない

2 種のリーシュマニア原虫・L. major と L. 

donovani 両方で 1mg/ml 以下で阻害活性を

示す Milletia Thonningii 由来の抽出液、及

び 3種の化合物を見いだすことが出来た。現

在、抽出エキスについてはさらに再分画して

活性物質の同定を急いでいる。他の 3種の化

合物については構造—活性相関を行なうため

の誘導体の合成を行なっており、完了次第再

評価する予定である。これら阻害活性を示す

化合物は熱帯熱マラリア原虫に対しても同

程度の阻害活性を示すことから、両原虫にお

ける同様の阻害機序が考えられる。メカニズ

ム解析については構造—活性相関評価後に行

なう計画である。抗 HCV 活性についても加藤

グループでアッセイ系を運用しているので、

これら化合物の阻害能も評価する計画であ

る。 
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