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研究成果の概要（和文）：脳マラリアのマウスモデルとして実験的脳マラリアがある。この発症機構解明のため、発光
イメージング、蛍光イメージング、PET/CTイメージングの最先端イメージング技術を総動員することを計画した。発光
イメージングでは、発症時原虫の脳内集積をとらえることを検討したが、発症マウスと非発症マウスの有意な差を見い
だすことはできなかった。蛍光イメージングでは、抗原特異的CD8+ T細胞の脳内における動態を観察することを目指し
て、予備実験を行った。肝細胞期のマラリア原虫感染については成果をあがることができたが、今後の課題が残った。
PET/CTイメージングに関しては、今後の解析に向けて道筋をつけた。

研究成果の概要（英文）：I planned to investigate the cellular mechanisms underlying the pathogenesis of ex
perimental cerebral malaria using 3 imaging techniques; luciferase imaging, fluorescence imaging using mul
tiphoton microscope, and PET/CT imaging. I was able to get enough information and preparation for the anal
ysis using these techniques.
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１．研究開始当初の背景 
 
脳マラリアは、マラリアの最も重篤かつ重
要な合併症であり主要な死因である。実験
モデルとして Plasmodium berghei ANKAの
C57BL/6マウス感染があり、ヒト脳マラリ
アとの異同について議論はあるものの、介
入可能なモデルとして脳マラリアの病因解
明に向けて重要な実験系と位置づけられる。
脳内への CD8+Ｔ細胞の集積が発病に必須
とされているが、その役割を始め病因は十
分に解明されていない。 
 
近年の技術の急速な進展により、生きた動
物の体内で起きる様々な現象を動的に観察
する生体イメージングが可能になりつつあ
る。ポジトロン断層法（positron emission 
tomography; PET）では、フルオロデオキシ
グルコース（FDG）を用いてグルコース代
謝を測定することが可能である。発光イメ
ージング技術では、レポーター遺伝子組換
え原虫の脳内局在を定量的に測定すること
が出来る。多光子レーザー顕微鏡は、蛍光
蛋白発現細胞を用いて生きた動物体内にお
ける個々の原虫や細胞の動態を経時的に観
察することができる。 
 
２．研究の目的 
 
萌芽期にあるこれらの最先端イメージング
技術を応用し、脳マラリア発症過程に新し
い光を当てることを目的とした。具体的に
は、発光イメージング、多光子レーザー顕
微鏡による蛍光イメージング、PET/CT の
３種類のイメージング技術を導入し、実験
的脳マラリアの発症機構に新しい光を当て
ることを目標にした。 
 
３．研究の方法 
 
発光イメージング 
ルシフェラーゼを恒常的に発現する P. 
berghei ANKAは、ライデン大学の Dr. Chris 
Janseより譲渡された。C57BL/6マウス及び
Ｔ細胞受容体欠損遺伝子ノックアウトマウ
スにこの原虫を感染させた。脳マラリア発
症前後の時期にマウスの背部及び頭部を、
脱毛剤を用いて脱毛した。腹腔内にルシフ
ェリン液を注入し、10-20分後に IVISイメ
ージングシステムを用いて発光イメージン
グを行った。 
 
蛍光イメージング 
多光子レーザー顕微鏡を用いて実験的脳マ
ラリアの発症現場を観察するための実験準
備を進めた。マラリア抗原特異的 CD8+Ｔ
細胞の動態を観察するため、モデル抗原と
して卵白アルブミン(OVA)を用い、OVAを
発現するマラリア原虫 P. berghei ANKAと、
OVA 特異的Ｔ細胞受容体トランスジェニ

ックマウス OT-Iを用いることにした。さら
に、原虫に蛍光蛋白を発現させるため、三
重大学・油田教授との共同研究により、egfp
と OVA エピトープの融合タンパクを発現
する組換えマラリア原虫 PbA-gfpOVAと、
tdTomato と OVA エピトープの融合タンパ
クを発現する組換えマラリア原虫
PbA-tdTomatoOVAを作成した。 
 
Ｔ細胞活性化の鍵となる樹状細胞の可視化
のために CD11c-Venus マウスを導入した。
Ｔ細胞については、egfp, DsRed, cfp マウス
を OT-I マウスと交配した。このマウスから
CD8+ T細胞を精製してC57BL/6マウスに受
け身移入し、感染実験に供した。これらの材
料を準備した上で、実際のイメージングはマ
ラリア原虫肝細胞期のイメージングを繰り
返すことにより実験技術の向上に努めた。 
 
PET/CT 
長崎大学・先導生命科学研究支援センターに
は、P3 レベルまでの感染動物を観察するこ
とができる PET/CTが導入された。この機器
を利用して実験的脳マラリアの病態観察を
計画した。マウスに 18F-fluorodeoxy glucose 
(FDG)を投与し、PET/CTにより臓器へのト
レーサー集積をモニターした。 
 
４．研究成果 
 
発光イメージング 
C57BL/6マウスは、P. berghei ANKA感染に
より実験的脳マラリアを発症する。一方、
Ｔ細胞受容体欠損遺伝子ノックアウトマウ
スは、Ｔ細胞がいないために実験的脳マラ
リアは発症しない。ルシフェラーゼ発現マ
ラリア原虫を用いることにより、脳組織に
集まる原虫量をモニターし、実験的脳マラ
リアの発症機構に迫ることを目指した。し
かしながら、脳マラリア発症前後数日間の
範囲では脳局所の原虫量に関して両マウス
の間に有意な違いを認めることはできなか
った。実験的脳マラリアにおける脳組織の
特性を捉えるためには、より解像度の高い
検出系を用いか、原虫量以外の指標を用い
る必要があると考えられた。 
 
蛍光イメージング 
多光子レーザー顕微鏡を用いた蛍光イメー
ジングにより、実験的脳マラリアの現場を捉
えることを目標に掲げた。この実験に向けて
準備を進めたが、脳のイメージングはまだハ
ードルが高く、十分な成果を得るには至らな
かった。蛍光イメージングの準備段階として、
マラリア肝細胞期のイメージングについて
は研究の進展があったので、その実験系に触
れておく。 
 
マラリア原虫スポロゾイトは、感染マウスを
吸血したハマダラカの体内で成熟し、唾液腺



に集まる。吸血したハマダラカの唾液腺から
スポロゾイトを調整した。DsRed/OT-1 細胞を
試験管内で活性化後、C57BL/6 マウスに受け
身移入した。このマウスに PbA-gfpOVA のス
ポロゾイトを感染させ、2 日後に肝臓の生体
イメージングを行った。感染肝細胞は、gfp
陽性となり明確に捉えることができた。
DsRed/OT-1 細胞を移入した実験では、感染肝
細胞周囲に OT-I 細胞がクラスターを形成す
る像が観察された。移入する OT-I 細胞の数
を増やすと、原虫は完全に排除されて OT-I
クラスターのみが観察された。大きな倉スト
アーになると、OT-I 細胞を１０００個以上含
むクラスターもあった。また、タイムラプス
イメージングにより、OT-I クラスターの中心
にいる原虫隗が、やがて消失する瞬間を捉え
ることもできた。このように、蛍光イメージ
ングの材料集めと技術的な習得は進めるこ
とができた。 
 
PET/CT 
マウスに 18F-fluorodeoxy glucose (FDG)を投
与し、イメージングを行うための予備実験
を行った。しかしながら、機器のソフトウ
ェアの扱いが予想以上に難しく、短期間に
自分で実験を行うことは困難であることが
判明した。幸いに PET/CT を用いたイメー
ジングに習熟した共同研究者を見いだすこ
とができ、今後実験的脳マラリアのイメー
ジングを進めていきたい。 
 
 
総括 
実験的脳マラリアの発光イメージング、蛍光
イメージング、PET/CTイメージングを行う
意欲的な実験計画を立てたが、蛍光イメージ
ングと PET/CT イメージングに関しては技
術的なハードルが高く、期間内に十分な成果
を出すには至らなかった。しかしながら、今
後の研究進展に道筋を付けることはできた。
挑戦的萌芽研究としての目的は達成できた
と考えられる。 
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