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研究成果の概要（和文）：肝臓期のPlasmodium bergheiが感染したマウスにバキュロウイルス（BV）を筋肉内接
種すると、肝臓期原虫は完全に排除される。本研究では、（１）BVによる原虫排除におけるIFNシグナル伝達の
重要性、（２）原虫排除に不可欠な新規のエフェクター分子の探索、（３）スポロゾイトに再度暴露された際に
感染しうるのか？　そのメカニズムを明らかにすることを目的とした。その結果、（１）I型IFNによるシグナル
伝達、（２）IFN-stimulated genesのうちTLR9非依存的に発現上昇した39種類遺伝子、（３）CSP以外にも重要
な感染防御免疫応答を誘導する標的分子が存在することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We have recently found that intramuscular administration of wild-type 
baculovirus to mice can provide elimination of liver-stage Plasmodium berghei.  This study aims to 
address the importance of IFN signaling for parasite elimination, search for novel molecules 
involved in  parasite elimination and novel mechanism of protection following multiple parasite 
exposure. We found that 39 candidates of IFN-stimulated genes play important roles in protection and
 there are novel molecules capable of inducing protection rather than CSP.

研究分野：感染免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
BVは肝臓期マラリア原虫を即効的に排除し得る自然免疫だけではなく、繰り返しの原虫暴露を防御する長期的な
獲得免疫応答を誘導する。（１）I型IFNによるシグナル伝達、（２）IFN-stimulated genesのうちTLR9非依存的
に発現上昇した39種類遺伝子、（３）CSP以外にも重要な感染防御免疫応答を誘導する標的分子が存在すること
が明らかとなった。このような治療効果とその後の予防効果を同時に提供できる薬剤の発見は初めてである。マ
ラリアの予防・治療における新しい戦略の立案につながる大きな学術的・社会的意義を持っている。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
マラリアは世界で毎年 2億人以上の感染者と 50万人以上の死者を出す最悪の寄生虫感染症であ
る。マラリア原虫の一種である三日熱マラリア原虫急性期（赤血球期）にアルテミシニンによる
治療を行うことで症状が改善されるが、肝細胞中に原虫の休眠体（ヒプノゾイト）が残存し、数
ヶ月～数カ年の期間を経て 80%が再発する。このことが、マラリア撲滅にとって大きな障害と
なっている。ヒプノゾイトを排除できる唯一の薬剤としてプリマキンが用いられるが、プリマキ
ンの問題点として以下の３つがある。 
１）G6PD欠損の患者に投与すると溶血性貧血を起こし死に到る可能性 
２）発疹、悪心、嘔吐、腹痛等の副作用があり、大量投与に不適 
３）根治治療（14 日間）行っても時に再発が見られ、プリマキン低感受性原虫が発生する可能
性 
このような問題点からプリマキンの使用は慎重に行う必要がある。現在、プリマキンに代わる薬
剤の探索が長年続けられてきているが、開発には至っていない。肝臓期原虫に有効な新しい治療
薬の開発はマラリアを根絶させるために最も重要な課題である。我々は、肝臓期マラリア原虫に
対する宿主自然免疫応答を研究する過程で「肝臓期マラリア原虫が感染しているマウスにバキ
ュロウイルス（BV）を筋注すると、マラリア発症から 100%免れる」ことを発見した (Talha et 
al., J Immunol. 2018)。新規三日熱マラリア治療薬としての可能性が示された。 
 
２．研究の目的 
本研究は、肝臓から遠く離れた大腿部に筋注した BV がどのようにして肝臓期マラリア原虫を
殺傷するのか？を解明する。具体的には BV が誘導する自然免疫応答関連分子群から機能分子
を同定し、これら分子がマラリア原虫に感染した肝臓に作用した時に発動される宿主（マウス）
由来の抗肝臓期原虫エフェクター分子を網羅的 DNA アレイ法（肝臓）および KO マウスを駆
使して解明する。さらに、BV誘導性自然免疫応答による抗肝臓期原虫作用の持続性を感染防御
率を指標として調べ、新規の抗マラリア薬あるいはマラリアワクチン用添加物の開発を提案す
る。 
 
３．研究の方法 
肝臓期の Plasmodium berghei（Pb）が感染した BALB/c マウスにバキュロウイルス（BV）を筋肉
内接種すると、肝臓期原虫は完全に排除される。BV 接種時にはマウス血中に IFN-a や IFN-g が
強力に産生誘導される。本研究では、（１）BV による原虫排除における IFN シグナル伝達の重要
性を検証、（２）BV が接種されたマウスの肝臓における遺伝子発現解析を網羅的に行い、原虫排
除に不可欠な新規のエフェクター分子の探索、（３）排除された個体はその後、スポロゾイトに
再度暴露された際に感染しうるのか？これらはマラリアコントロールにおいて重要課題であり、
そのメカニズムを明らかにすることを目的とした。 
(1) IFN シグナル伝達を欠いた C57BL/6 マウスにスポロゾイトを感染させ、BV 接種の有無で肝
臓期原虫が排除されるか、野生型マウスと比較した。 

(2) 同定された I型 IFN のシグナル伝達経路の下流では IFN-stimulated genes が発現誘導され
るが、その数は 300 種類以上にのぼり、エフェクター分子の探索を困難とさせる。そこで、
原虫排除に関与しない TLR9 シグナル伝達経路に着目し、同経路で活性化された遺伝子群を
除外することで、原虫排除に関連する遺伝子群の同定を試みた。 

(3) 肝臓期原虫殺傷メカニズムは TLR9 非依存的・IFN-a/b 依存的であり IFN-g や NK 細胞の関与
も予想された。抗アシアロ GMI 抗体を用いてマウスの生体内より完全に NK細胞を除去した
後に BV 筋注による肝臓期原虫の殺傷効果を調べた。BALB/c 体内の NK 細胞を枯渇させるた
めに抗アシアロ GM1 抗体を用いた。抗体を投与してから 48 時間後に BV を投与し、さらに
その 24時間後に脾臓を解析して NK細胞の発現量を調べた結果、対照群に BVを投与したも
のでは CD3ε-DX5+NK 細胞が脾臓のリンパ球において約 4%であるのに対して、抗体によって
NK 細胞を枯渇したものでは BV 投与後であっても 1%未満であり、マウス体内の NK 細胞が枯
渇されていることが確認できた。この条件下で実際に Pb 原虫を用いて感染実験を行った。 

(4) BALB/c マウスに Pb のスポロゾイトをチャレンジ感染し、24 時間後に BVを筋注して原虫を
排除した。その５週間後に、Pb、P. yoelii（Py）、ならびに、PfCSP 置換型遺伝子組換え Pb
（Pf/Pb）のスポロゾイトをチャレンジ感染させた。各マウスは感染 14 日後まで血液塗抹
標本を作製し防御効果を判定した。 

 
４．研究成果 
(1) 野生型マウスでは対照群に比べ、BV 接種群で原虫血症が３日間遅延し感染を抑制する効果
が認められた。一方、IFN-R1-/-マウスでは部分的に、IFN-R1-/-マウスでは完全に BVに
よる感染抑制効果が消失した。BV による原虫排除メカニズムには I 型 IFN によるシグナル
伝達が必須と考えられた。 



 
(2) 野生型マウスならびに TLR9-/-マウスに BV や TLR9 リガンドである CpG ODN1826 を接種し、
6 時間後の肝臓サンプルを DNA マイクロアレイに供した。PBS 対照群に比較して BV 接種し
た野生型マウスでは 562 種類の遺伝子が 2 倍以上の遺伝子発現上昇を示した。このうち、
TLR9 非依存的に発現上昇した遺伝子は 39種類あり、肝臓期原虫の排除に関与することが予
想される。昆虫ウイルスである BVは広範な哺乳類細胞に取り込まれ、複製することなく外
来遺伝子を高発現できる。一方、BV には自然免疫応答を賦活するユニークなアジュバント
効果があることから我々を含む世界の研究グループは、次世代ワクチンベクター開発に利
用している。マラリアワクチンへの応用は我々のグループが世界をリードしている。BV の
アジュバント効果は、TLR9 依存的・非依存的な経路が報告されているが、特に TLR9 非依存
的な経路として細胞内 DNA センサーSTING(stimulator of IFN genes)による認識シグナル
経路からの I 型および II 型 IFN の誘導が起こる。この IFNs の誘導が、抗原特異的な細胞
性免疫応答（獲得免疫）を惹起するアジュバント効果に起因していると考えられているが証
明には至っていない。BV 誘導性自然免疫応答がアジュバント効果のみならず、肝臓期マラ
リア原虫を即効的かつ完全に殺傷することを発見した。今年度の成果として、BV 誘導性の
抗肝臓期原虫エフェクター分子メカニズム・再感染防御メカニズムに関与すると予想され
る遺伝子 39 種類を同定したことは大きな成果である。 

 
(3) NK 細胞を枯渇した状態で BV 投与による原虫排除効果が働くのかについて調べた。BV を投
与することによって NK細胞を枯渇したマウスでの原虫排除率が 70%(7/10)、NK 細胞を枯渇
していないマウスでは 80%(8/10)であり、NK 細胞に関係なく原虫を排除することができる
ことが明らかとなった。 

 
(4) Pb 初回感染後、BV 接種により 90%以上のマウスで肝臓期原虫が排除された。再感染実験の
結果、Pb に対して 80%のマウスが感染防御したが、Py 再感染群では全て感染した。一方、
Pf/Pb 再感染群でも 100%の感染防御効果を示し、逆に Pf/Pb 排除後のマウスに野生型 Pbを
再感染させた場合でも 80%が感染防御した。ELISA の結果、防御したマウスでは暴露した原
虫種に応じて抗 PfCSP 抗体や抗 PbCSP 抗体が生じていた。BV によって Pb原虫が排除された
マウスでは、Py抗原とは異なり、かつ、CSP 以外の抗原に対する獲得免疫応答、特に細胞性
免疫応答が重要であることが考えられた。マラリアワクチン肝臓期抗原として CSP 以外に
も重要な感染防御免疫応答を誘導する標的分子が存在することが明らかとなった。 
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バキュロウイルス筋肉内接種による肝臓期マラリア原虫の殺傷と遺伝子発現解析
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Liver-directed AAV8 vaccine expressing PfCSP elicits complete protection against sporozoitechallenge

A two-dose multi-stage malaria vaccine regimen elicits protection and blocks parasite transmission

肝臓期マラリア原虫をバキュロウイルス投与で治療した後に誘導される獲得免疫応答の解析

Full-length Plasmodium falciparum circumsporozoite protein administrated with Imject Alum elicits complete protection in
mice against the transgenic P. berghei sporozoites
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