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研究成果の概要（和文）： 

ミャンマー・ベトナムから得られた熱帯熱マラリア原虫野生株は容易に人工培養に適応する

のに対し、インドネシアの野生株は全く人工培養に適応せず、培養初期に消失してしまう。こ

れらの事実は、東南アジアの大陸部と島嶼部に分布する熱帯熱マラリア原虫が異なったタイプ

であることを示唆している。本研究では、熱帯熱マラリア原虫が２つの型に分類されるか否か

につき、細胞生物学的検討と遺伝子解析による比較を行った。 

ベトナムとカンボジアから得られた熱帯熱マラリア原虫株は全て人工培養に適応した。ベト

ナムの１例は常に幼弱生殖母体が多数観察され、生殖母体形成誘導を試みた結果、培地中のグ

ルコース量を減少することで生殖母体形成を誘導することが判明した。一方、インドネシアか

ら得られた野生分離株は全て人工培養に適応せずに消失した。ベトナム野生株の 1株とインド

ネシア人工培養非適応株を用いて、Pyrosequence 法による Roche Genome Sequencer FLX+ 

System を用いた遺伝子解析の比較を開始した。しかし、いまだ両者における大きな差異は見い

だせていない。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Our previous findings showed that wild isolates of Plasmodium falciparum collected 

from Myanmar and Vietnam were easily adapted to in vitro culture, whereas those 

collected from Indonesian islands failed to be adapted. These results may suggest that 

Indonesian wild isolates has a tendency not to easily adapt to in vitro culture, differing 

from those distributing in continental SEA. Therefore, this study was conducted for 

confirmation of these previous findings and for cytological and molecular epidemiological 

comparisons between wild isolates collected from continental SEA or from Indonesian 

islands. 

   All of 20 wild isolates collected from many Indonesian islands could not be adapted to in 

vitro culture again; all parasites disappeared within 7 days in culture. On the other hand, 

seven wild isolates collected from Vietnam and Cambodia were adapted to in vitro culture. 

Particularly, an isolate collected from Vietnam grew well, and it formed many young 

gametocytes. This isolates could be induced mass-production of gametocytes by decreasing 

glucose level in the culture medium. By using this isolate and an Indonesian isolate, 

comparison at molecular level was tried by the Roche Genome Sequencer FLX+ System 

(the Pyrosequence method), but any difference between them was not found yet.  
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研究分野：寄生虫学 

科研費の分科・細目：医歯薬学Ａ・寄生虫学（含衛生動物学） 

キーワード：(1)国際研究者交流(2)インドネシア：ベトナム：カンボジア (3) 熱帯熱 

マラリア原虫(4) 東南アジア (5) 分布領域 (6) 分子疫学調査 (7) 遺伝子解析 (8) 人工 

培養                                    

 
１．研究開始当初の背景 

平成 15-16年のミャンマー・ベトナムにお

ける野外調査で得られた熱帯熱マラリア原

虫野生株を人工培養した結果、95％の高率

で人工培養適応株が得られたのに対し、同

時期にインドネシアのマルク州（ブル島・ハ

ルマヘラ島）から得られた野生株では全く人

工培養に適応せず、すべて培養期間初期に

幼弱生殖母体に転換して消失し、人工培養適

応株とならなかった。人工培養は、同一の

培養条件下（同一人物の O型赤血球と同一の

混合 AB血清を使用）で培養しており、実験

条件による差異とは考えられない。この現

象は平成 6～10年のインドネシア・アイルラ

ンガ大学ティームがロンボク島・スンバワ島

で得た野生株も全く人工培養に適応せずに

消失しており、インドネシアに分布する野

生株の特徴であることが考えられた。これ

らの事実は、熱帯熱マラリア原虫が２つの

タイプに分けられ、東南アジア島嶼部に分

布する熱帯熱マラリア原虫は大陸部に分布

するタイプと大きく異なることを示唆して

いる。そこで、本研究では、東南アジアに分

布する熱帯熱マラリア原虫の細胞学的・分

子疫学的調査を継続し、東南アジアの大陸

部(カンボジア・ベトナム・ミャンマー)と島

嶼部（インドネシア）に分布する熱帯熱マラ

リア原虫が二つのタイプに分類されるか否

かにつき、人工培養適応性に関するさらな

る細胞生物学的検討と遺伝子解析による差

異についての検討を計画した。 

インドネシアの野性株は全て生殖母体に

転換して消失することから、生殖母体転換制

御遺伝子が活性化されていることが容易に

想像される。そこで、本研究のもう一つの大

きな課題として、熱帯熱マラリア原虫の無

性世代から有性世代の生殖母体転換を制御

している遺伝子の解析を目的とし、転換制御

遺伝子が存在すると考えられるテロメア部

の比較検討を行うことを目的とした。Solexa 

DNA Technology を用いて、大陸部に存在す

る熱帯熱マラリア原虫野性株とインドネシ

アの島嶼部に存在する野生株との比較検討

により、この難しい課題に対する解決策が探

れるものと期待された。なお、現地での診断

は G6PD欠損症の迅速診断も平行して行い、

三日熱マラリア感染者が検出された場合、

プリマキンを安全に投与できるよう配慮し

た。 

 

２．研究の目的 

インドネシアの野性株は全て生殖母体に

転換して消失することから、生殖母体転換制

御遺伝子が活性化されていることが容易に

想像される。そこで、本研究のもう一つの大

きな課題として、熱帯熱マラリア原虫の無

性世代から有性世代の生殖母体転換を制御

している遺伝子の解析を目的とし、転換制御

遺伝子が存在すると考えられるテロメア部

の比較検討を行うことを目的とした。Solexa 

DNA Technology を用いて、大陸部に存在す

る熱帯熱マラリア原虫野性株とインドネシ

アの島嶼部に存在する野生株との比較検討

により、この難しい課題に対する解決策が探

れるものと期待された。なお、現地での診断

は G6PD欠損症の迅速診断も平行して行い、

三日熱マラリア感染者が検出された場合、

プリマキンを安全に投与できるよう配慮し

た。 

 

３．研究の方法 

疫学調査はインドネシア、ベトナム、カン

ボジアで行い、村落での迅速診断法により熱

帯熱マラリア患者が検出された場合には静

脈血を採血した。また、熱帯熱マラリア原虫

のみならず、三日熱マラリア原虫保有者で多

数寄生が見られた患者の場合も採血し、人工

培地に保存した。人工培地は RPMI-1640+ヒト

ＡＢ血清天下培地を用い、密閉ののち毎日、

一度よく振とうし、冷蔵庫内に静置した。採

血から 5-7日以内にスラバヤの研究室に持ち

帰り、通常のキャンドルジャー培養法で培養

を行った。 



ベトナムから得られた人工培養適応株は

毎日の培地交換時に多数の幼弱生殖母体が

観察され、かつ活発に増殖することから大陸

部の熱帯熱マラリア原虫の典型例と考えら

れ、生殖母体形成が誘導できるのではないか

と思われた。そこで、培地中のグルコース量

を減少すれば生殖母体に転換するのではな

いかと考えられたのでグルコース量を減少

させて、生殖母体形成の誘導の有無を観察し

た。 

人工培養適応株と非適応株の代表的な株

を選んで、Pyrosequence法による Roche 

Genome Sequencer FLX+ Systemによる遺伝子

解析を試みた。 

 
４．研究成果 

（1）インドネシアでは、フローレス島のマ

ウメレ近郊、ラランツカ近郊、エンデ近郊、

更にスラウェシ島（北ミナハサ州）のマナド

近郊、トモホン近郊、トンダノ近郊、さらに

バンカ島から 20例の熱帯熱マラリア原虫野

生株を得て、人工培養を行った結果、従来の

野生株と同じく、全て、5-7日前後に幼弱生

殖母体に転換し、人工培養適応株にはならな

かった。 

（2）一方、カンボジアから得た 5例は全て

人工培養に適応し、人工培養適応株として分

離できた。しかし、生殖母体形成能は非常に

弱く、遺伝子解析に使用することは難しいと

考えられた。 

（3）ベトナムの入院患者 2名から得た熱帯

熱マラリア原虫野生株は、人工培養に適応し、

その内の 1株は培地中に常に多数の幼弱生殖

母体が観察された。この株は無性生殖のほか

に有性生殖世代の形成能が高いと考えられ

たことから本株を用いて生殖母体形成誘導

を試みた。培地中のグルコース量を減少させ

た培地で 2週間培養した結果、ステージ 4～5

の生殖母体が多数形成され、グルコース量の

減少により生殖母体誘導が起きることが示

された。 

（4）上記の株は遺伝子解析に最適な株と考

えられたのでこの株を人工培養適応株とし

て選び、さらに人工培養非適応株としてイ

ンドネシア由来の 1株と共に、Pyrosequence 

法による Roche Genome Sequencer FLX+ 

System による遺伝子解析を開始した。しか

し、ベトナムの 1例を見出すのに時間を要し

たことから、未だ良い結果は得られていな

いが、今後も継続して両者の差異を明らかに

していきたい。 

 東南アジア諸国では ACT（アルテスネート

混合療法）が導入されて以降、マラリア患者

が激減しており、そのため熱帯熱マラリア患

者の検出が困難となってきているが、今後も

継続して分子疫学的調査を行い、適応株と非

適応株の比較検討を行いたい。 
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