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研究成果の概要（和文）：ヒトに感染する場合があるサルマラリア原虫Plasmodium knowlesi（Pk）のヒト適応
機序を明らかにするため、ヒト赤血球では長期培養できないがサル赤血球では長期培養できるPk株の進化速度を
人為的に加速することでヒト赤血球で効率よく発育できる原虫株を確立し、責任遺伝子を同定する事を試みた。
平成26年度に培養に成功したPk株に進化速度を早めるプラスミドを導入し、段階的にサル赤血球をヒト赤血球に
置換したが、本研究期間中にはヒト赤血球で飛躍的に増殖率が増加した原虫を得ることはできなかった。さら
に、蚊から分離されサルで維持されてきたPk株が低効率ながらもヒト赤血球に侵入することが分かった。

研究成果の概要（英文）：The infectivity to and pathogenicity of Plasmodium knowlesi, a causative 
agent of monkey malaria, in human is varied depending on the endemic areas, but the molecular basis 
to determine this difference is not clearly understood. Because in vitro culture-adapted P. knowlesi
 does not grow efficiently with human erythrocytes, I hypothesized that this growth phenotype may 
explain the observation in the endemic areas. To identify P. knowlesi factor(s) that enable 
parasites to grow with human erythrocytes, we generated a panel of mutator parasite lines in which 
mutation rate would be artificially increased. Continuous in vitro culture with rhesus monkey 
erythrocytes, in which amount of human erythrocytes are gradually increased, however, did not yield 
P. knowlesi line with increased growth speed during supported period. Furthermore, we found that 
Hackeri line that was isolated from a mosquitoe and maintained in monkey was also able to invade 
human erythrocytes even the frequency was low.

研究分野：基礎医学・寄生虫学（含衛生動物学）
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１．研究開始当初の背景 
 
 2004年より、普段はサルに感染しているサ
ルマラリア原虫 Plasmodium knowlesi がヒト
に感染する例がマレーシアのボルネオ島を
初めとして見られるようになった。その後、
東南アジア一帯から本原虫によるヒト感染
の報告があり、ベトナムにおいても住民の 1/4
に P. knowlesiの感染が見られる地区が見出さ
れている [Marchand et al, 2011]。興味深いこ
とに、P. knowlesiのヒト赤血球への寄生率は
ベトナムにおいては顕微鏡で検出できない
程度の低いもので症状も明らかでない一方、
ボルネオ島では寄生率が 10%を越え、死亡す
る例も出ており、ヒトへの感染性や重症化に
は地域性があった。そのため、本マラリア原
虫のヒト感染性・重症化の分子基盤を明らか
にすることは重要な研究課題となっている。
P. knowlesiにはサルの赤血球を用いた培養株
が存在するが、ヒト赤血球での培養は困難で、
培養を続けると徐々に感染率が減少し、数週
間程度で原虫は消失してしまう。これはベト
ナムにおける P. knowlesiの感染状況とよく合
致する。一方、サル赤血球で培養されてきた
P. knowlesiの培地に徐々にヒト赤血球を加え
ることで、２年間かけてヒト赤血球で培養が
できる P. knowlesi株が作製できたと言う発表
が 2013年にされた [Lim et al, 2013; Moon et 
al, 2013]。つまり、時間をかければ P. knowlesi
はヒト体内でも効率よく発育する事が出来
るようになる可能性を持ち、ボルネオ島の P. 
knowlesi は、ヒトへの暴露期間が長く、ヒト
でもよく発育できるように適応した可能性
がある。 
 最近、ネズミマラリア原虫において DNA
ポリメラーゼ δの校正機能を欠失させること
で、突然変異率が 100倍程度増加する方法が
発表された [Honma et al, 2014]。申請者らは、
この方法を用いることで、P. knowlesiがヒト
赤血球へ侵入できるようになる適応進化の
過程を、培養系で迅速に再現することができ
ると考えた。平成 25-26 年度に課題名「超加
速変異型サルマラリア原虫を用いたヒト赤
血球への適応進化の解析」の研究を行い、分
離されて以来、培養系に適応することなくニ
ホンザルで維持されてきた２株（H-DMU 株
と Hackeri株）の Pkの培養株化の樹立に成功
し、適応進化を加速する遺伝子導入プラスミ
ドを作製した。また、Pkへの遺伝子導入の条
件検討を行い、研究室でルーチンに遺伝子導
入を行える体制を整えることができた。 
 
２．研究の目的 
 
 ヒトの赤血球では長期培養ができないが、
サルの赤血球では長期培養できる P. knowlesi
株に、突然変異率を増加させる分子を遺伝子
導入し、適応進化を加速することでヒト赤血
球で効率よく増殖できる原虫株を確立し、全
ゲノム解析により責任遺伝子を同定する事

を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
 ヒト赤血球非増殖 P. knowlesiはアカゲザル
赤血球と AlbuMAXII を用いて培養した。ア
カゲザル赤血球は医薬基盤研究所 霊長類医
科学研究センターから供与を受けた。P. 
knowlesi のクローニングは限界希釈法により
行い、遺伝子導入は Nucleofector 2b deviceを
用いた。 
 
４．研究成果 
 
 サルの赤血球で培養しているヒト赤血球
非増殖P. knowlesi H-DMU株をクローン化し、
4 クローンを得た。熱帯熱マラリア原虫
HSP86 プロモーターもしくは P. knowlesi 
DNAポリメラーゼ δプロモーターにより、P. 
knowlesiの変異型 DNAポリメラーゼ δ（校正
機能欠損、正確性欠損、校正機能+正確性欠
損の３種類）を発現するプラスミドを導入し、
遺伝子組換え原虫を作製した。野生型 DNA
ポリメラーゼ δを発現するプラスミドを発現
するコントロール原虫群も作製した。組換え
DNA ポリメラーゼ δ の発現は付与したタグ
配列に対する抗体により確認できた。 

 

図 1． 2myc エピトープタグを付与した組換
え DNA ポリメラーゼ δ を間接蛍光抗体法に
より検出した。 
 
段階的に培地中のサル赤血球をヒト赤血球
に置換しながら培養したが、本研究期間中に
は、ヒト赤血球で飛躍的に増殖率が増加した
原虫を得ることはできなかった。時々、原因
が不明ながらサルマラリア原虫の培養が不



安定化し、実験が中断することがあったが、
大学院生をロンドン大学衛生熱帯医学大学
院の共同研究者の研究室に派遣し、培養条件
を再検討することで 24 時間で３倍の効率で
増殖が可能となった。遺伝子導入等の手技の
確立のために行った実験の結果を論文発表
した。培養株化に世界で初めて成功した P. 
knowlesiの Hackeri株のクローン化を行い、4
クローンを樹立した。Hackeri株は蚊から分離
され、サル体内で継代されてきた株であるに
もかかわらず、ヒト赤血球に低効率ながらも
侵入することが分かった。 
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